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RESUMEN

Trabajos clasicos y evidencias méas recientes sugieren que el floema distribuye sefiales que
regulan diversos procesos en plantas, desde la induccion de la floracion hasta la respuesta a
patégenos (Ruiz-Medrano, Xoconostle-Cazares, & Lucas, 1999) (Chen & Kim, 2006) (Kehr
& Buhtz, 2008). El floema es un conducto por el que se establece la comunicacion entre
tejidos distantes, pero es también un generador importante de sefiales distribuidas a otros
tejidos. También se ha documentado la presencia de una gran variedad de proteinas en
exudados de floema, algunas de las cuales estan involucradas en el mantenimiento de los
elementos cribosos y otras en sefializacion. Asimismo, diferentes especies de RNAs han sido
aisladas de floema, tales como RNAs interferentes, microRNAs, segmentos de retroposones
y, en particular, RNAs mensajeros (Lough & Lucas, 2006) (Kehr & Buhtz, 2008). Muchos
de éstos codifican para proteinas que potencialmente pueden regular el ciclo celular. Un
fragmento de éstos RNAs mensajeros, encontrado en savia de floema de calabaza, codifica
una Cinasa Dependiente de Ciclina (CDK), Ademas localizamos este mensajero en floema
durante diferentes etapas del desarrollo. Esto sugiere que dicha CDK puede estar
potencialmente involucrada en el desarrollo y diferenciacion de floema en plantas. A su vez
esta CDK presenta una proteina con elevada semejanza en Arabidopsis, At1g54610. El
patron de expresién de este gen, asi como el analisis de las mutantes silenciadas en los
mismos, se llevé a cabo en la planta Cucurbita maxima, también se obtuvo la secuencia
completa del fragmento de RNA mensajero encontrado en sabia el cual denominamos
CmCDKP. En la presente tesis, se daran a conocer los antecedentes encontrados en la
literatura asi como experimentos realizados previamente los cuales nos llevan a la
justificacion del proyecto, hipotesis, objetivo general y objetivos especificos. Posteriormente
se detalla la estrategia experimental realizada, materiales y métodos utilizados en dicha
estrategia asi como los resultados obtenidos y sus conclusiones, estos resultados dieron pie
para realizar exposiciones en congresos y publicacién de articulos, por Gltimo se muestran

las referencias citadas en el transcurso del proyecto.
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ABSTRACT

Classical works and recent evidence suggest that the phloem distributes signals that regulate
diverse processes in plants, from flower induction to response to pathogens (Ruiz-Medrano
et al., 2001) (Chen & Kim, 2006) (Kehr & Buhtz, 2008). The phloem is a conduit that
establishes communication between distant tissues, and it also generates signals between
these. The presence of a variety of proteins in phloem sap exudates has been reported, some
of which may have a role in the maintenance of sieve elements and other in long-distance
signaling. Also, different RNA species have been isolated from phloem exudates, such as
small interfering RNAs, microRNAs, segments of retroposons mRNAs, and in particular,
mRNAs (Lough & Lucas, 2006) (Kehr & Buhtz, 2008). Some code for potential cell cycle
regulators. A fragment of one of these mRNAs, isolated from pumpkin phloem sap exudates,
codes for a cyclin-dependent protein kinase (CDK). This mRNA accumulates in cambium
and functional phloem in different developmental stages, suggesting a role in early phloem
development for this gene. This shows elevated similarity to the At1g54610 gene from
Arabidopsis. Expression pattern in different tissues was analyzed for this mRNA, termed
CmCDKP. In the present work the complete sequence of CmCDKP mRNA is reported, as
well as results from silencing this gene in pumpkin.
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INTRODUCCION
Durante los Gltimos afios se ha demostrado que el ARNm, ademas de ser una copia de DNA

para sintesis de proteinas, pueden ejercer una serie de importantes funciones reguladoras.

Actualmente se ha incrementado el acumulo de evidencias de que el transporte sistémico de
diferentes clases de RNA a través del floema podria constituir una via esencial para la
comunicacion de la planta (Lough & Lucas, 2006) (Kehr & Buhtz, 2008) (Fig.1).

En particular, la via de transporte sistémico y no celular autdnomo de ARNSs especificos
parece jugar un papel clave en la coordinaciéon de importantes procesos fisioldgicos,
incluyendo: defensa contra virus, el silenciamiento de genes, la regulacion del desarrollo, y

la asignacion de los nutrientes (Kehr & Buhtz, 2008).

Diferentes especies de ARN estan presentes en las muestras de floema y esto, junto con
estudios de injertos (Notaguchi, et al., 2009), Notaguchi y colaboradores sugieren que los
ARNmM, asi como miRNAs, siRNAs y proteinas podrian estar implicados en una compleja

red que transmite informacion.

su%?-.'?;ﬁ—;g development

virus nutrient
defence allocation
SE - pIU ccC
s i
x‘% wviral
2 I 2 RNA

AT pime ‘«“‘-‘\Q mMRNA
— e

= l

=T e

R = siRNA

— ¥ 2 o miRNA
viral protein small RNA-binding mMmRNA-binding
protein protein
N s o T~
ss siRNA sense MmiRNA antisense MmiRNA

Figura 1 Transporte sistémico de diversos tipos de RNA en plantas. TOMADO DE KEHR Y BUHTZ, 2008

Esta comunicacién a distancia permite que las plantas reaccionen de manera eficiente a los
cambios en las condiciones de crecimiento, las presiones abidticas, o ataques de virus, y para

coordinar estas reacciones con los recursos necesarios para el crecimiento y el desarrollo.
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Una alta especificidad asi como una estricta regulacion de entrada y salida del floema son
esenciales (Chen & Kim, 2006), dado los efectos fisioldgicos diversos e importantes que los
transcritos transportados podrian ejercer. Por lo tanto, el principal futuro reto sera
comprender los mecanismos de importacion y transporte del RNA e identificar los

desencadenantes internos y externos que inducen sefiales sistémicas de RNA en el floema.

El floema consta en su madurez de dos tipos celulares, la célula acompafante y el elemento
criboso, interconectadas por plasmodesmos (Figura 2). Mientras que la estructura de la
célula acompafiante se mantiene intacta y con actividad metabdlica normal, el elemento
criboso en su madurez pierde el nicleo y casi todos sus organelos, y las divisiones con los

vecinos anticlinales se transforman en placas cribosas que permiten el libre movimiento de

moléculas de hasta 50 kDa.

Figura 2 Desarrollo de floema en calabaza (Cucurbita maxima). Tomado de Esau, 1969.

Durante el desarrollo del floema, tanto la diferenciaciéon como la proliferacion celular estan
reguladas por Cinasas Dependientes de Ciclinas (CDK), las cuales son las encargadas de
permitir el paso entre etapas a lo largo del ciclo celular (Nieuwland, et al., 2009) (Van
Montagu, & Inzé, 1999) (Wang, et al., 2004).
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El ciclo celular (Fig. 3) es una secuencia ordenada de eventos que conducen a la replicacion
del ADN vy, en los ciclos de mitosis, la division posterior (citocinesis). El ciclo celular
mitética se divide en cuatro fases, la fase de intervalo 1 (G1), fase de sintesis de DNA (S),
fase de intervalo 2 (G2) y mitosis (M) (Berckmans & De Veylder, 2009). En muchos tejidos
en diferenciacion de la planta, un ciclo celular alternativo conocido como el endociclo, se
puede producir la participacion de la fase S sin la mitosis o division posterior, de tal manera
que las rondas del endociclo consisten en fases S y Gap (G) repetidas (Mironov & Inzé,
1999).

Endociclos repetidos en algunos tipos de células, tales como los tricomas de Arabidopsis,
dan lugar a ndcleos con contenido de ADN 32C o mas, en relacion con el diploide 2C
(Boudolf, et al., 2004). A pesar de esos aumentos de ploidia se producen en determinados

tipos de células animales, que parecen ser un fenémeno mucho mas general en las plantas.

Diversos Estimulos

CICLO CELULAR

maquinaria de la
replicacion del DNA

entorno 2Esta todo el DNA replicado?
LEs faverable ol entorno?
¢Es la célula bastante grande?
crecimiento PUNTO DE CONTROL G
celular ey
ENTRADA EN M

Activo, detiene
ciclo celular

Fosforilaciéon
'1,;:0dma =) /
Activacion
transcricpional
Activo P
crecimiento

PUNTO DE CONTROL G celular Inactivo
LEs |a célula bastante grande?

C_cictina_>

(Es favorable el entorno?

S Nieuwland et al, 2009.

Figura 3 Ciclo celular y su regulacion. Tomado de Nieuwland et al., 2009.

Los puntos de control principales de la progresion del ciclo celular mitético se llevan a cabo
en las transiciones de G1-S y G2-M. En general se acepta que una vez que un punto de

control es rebasado, se compromete a la sintesis del ADN o la mitosis, respectivamente; a
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pesar de rigurosas pruebas esto no se ha demostrado en las células vegetales (Menges, et al.,
2005).

Figura 4 Diferentes funciones de las CDKs en diferentes procesos celulares

En la transicién G1-S, complejos activos de CDK/ciclina (ciclina cuyo componente es
principalmente de las ciclinas de tipo D) fosforilan a la proteina relacionada al Rb (RBR),
que, a diferencia de las ciclinas, es codificada por un gen Unico en Arabidopsis. Como todos
los organismos eucariontes superiores, las plantas contienen los miembros de la familia E2F
y DP de los reguladores de la transcripcion que se heterodimerizan para controlar la
expresion de los factores intermedios necesarios para el inicio de la fase S y la evolucion
posterior del ciclo celular (Berckmans & De Veylder, 2009). Dado que la actividad de los
complejos E2F/DP es suprimida por la union de RBR en una forma no fosforilada, la
activacion de la ciclina tipo D/CDK ocurre a través de una mayor expresion de ciclina tipo D
y niveles reducidos de proteinas KRP/SIM conducen a la fosforilacion de RBR, la
activacion de E2F/DP y la entrada en fase S (Fig. 4).
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ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se han descrito diversos RNAs mensajeros (RNAm) presentes
en la savia de floema de calabaza, los cuales se inducen durante la infeccion por virus.
(Ruiz-Medrano, et al., 2007). Mediante hibridacion in situ se detecté un RNAm en peciolo
de calabaza silvestre (Fig. 5) y calabaza infectada por el virus del mosaico del pepino (Fig.
6) correspondiente a una cinasa dependiente de ciclina (CDK-L). Este transcrito se encontro
acumulado ambas plantas , sin embargo, en la planta infectada por el virus se pudo observar
un incremento en los niveles de acumulacion de este en los elementos cribosos, por lo que se

sugiere la posibilidad de que su expresion esté inducida por virus.

Figura 5 Corte transversal en peciolo de C. maxima silvestre hibridada contra sonda antisentido del RNA RRd19

e s SR =

[N .

Figura 6 Corte transversal en peciolo de C. maxima infectada con virus del mosaico de pepino (CMV) e hibridada
contra sonda RRd19 antisentido.
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Este ARNm también se encontrdé acumulado en floema de 4pice de calabaza durante etapas

muy tempranas de su desarrollo, e incluso en células que aparentemente se diferencian en

meristemos apicales (Fig. 7).

Figura 7 Corte transversal en apice de C. maxima silvestre hibridada contra una sonda antisentido RRd19.

Consideramos que este gen podria estar involucrado en el desarrollo temprano del floema,
un evento que estaria siendo aprovechado por virus para favorecer su propagacion a través
de la planta. El objetivo del presente trabajo es el analisis de la expresion y del fenotipo de
mutantes de Arabidopsis en este gen, considerando la gran conservacién que existe entre el
gen de calabaza y el posible ortélogo en Arabidopsis. Por lo anterior, se realizd un blast para
determinar cuales genes tienen mayor homologia en Arabidopsis con el correspondiente de
calabaza, siendo los tres genes con mayor homologia en orden decreciente los
correspondientes al nimero de acceso At1g54610, At1g53050 y At5g50860. Ademas se
obtuvo la mutante de Arabidopsis inactiva del gen Atl1g54610 (fig. 8) y se identificé esta
como letal para la planta, provocando una necrosis generalizada al dia 21 después de la
germinacion, lo cual sugiere que este gen codifica para una cinasa dependiente de ciclina

esencial para el posterior desarrollo de la planta.
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Inactivacion del

Figura 8 Mutante nula de Arabidopsis thaliana en el gen At1g54610

JUSTIFICACION

El analisis del transporte de RNAm y proteinas a larga distancia a través del floema,
utilizando diferentes herramientas (fisioldgicas, bioquimicas, moleculares y genéticas),

contribuira a entender de manera precisa su papel en el ciclo celular y/o en la diferenciacion.

El estudio de esta cinasa dependiente de ciclina nos permitira conocer su papel en el
desarrollo del floema.

HIPOTESIS

Una cinasa dependiente de ciclina, cuyo RNAm se encuentra en savia de floema, esta

involucrada en el desarrollo de este tejido.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel de una cinasa dependiente de ciclina (CDK) en el desarrollo del floema,

usando como modelos a Calabaza (Cucurbita maxima) y Arabidopsis thaliana.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Analizar la expresion del gen ]en] Calabaza [Comentado [a1]: Poner el nombre del gen o numero de acceso J

B. Analizar la funcién del gen en Calabaza inactivando ambos genes por silenciamiento ( comentado [a2]: Lo mismo )

geénico postranscripcional.

C. Determinar la capacidad de transporte intercelular y a larga distancia del RNA.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se analizard la funcién del gen CmCDKP encontrado en calabaza (Cucurbita maxima) asi
como de sus homologos en Arabidopsis (Figura 9), para esto se analizaran los cambios en
los fenotipos en plantas en donde estos genes CDKP estén silenciados o sobreexpresados.
Las diferencias fenotipicas que presenten nos proporcionaran una guia para sugerir la
funcionalidad de los productos de dichos genes. También se analizara la expresion de estos
genes en ambas plantas modelo, para lo cual se realizara hibridacion in situ y se analizaran

los promotores homologos de calabaza al gen At1g54610.
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Arabidopsis

y
Calabaza

Anlisis funcional Andlisis de Determinacién de la
del gen para una expresion del gen capacidad de

€DK para una CDK transporte del RNA

Silenciamiento Sobre-expresion
génico del gen
Andlisis de
actividad del
promotor

Hibridacién
in situ

Injertos de pepino
Andlisis fenotipico en calabaza

Figura 9 Representacion esquematica global de la estrategia experimental

Para la elaboracion de las construcciones empleadas para la generacion de las plantas
silenciadas, sobre-expresoras y de andlisis de promotores homdlogos en Arabidopsis,
primero se extrajo DNA genémico y RNA total (para el caso de sobre-expresion), se
amplifico la regién especifica para cada construccion por medio de PCR y cDNA con LD-
PCR (en el caso de sobre-expresion), los productos amplificados se ligaron al vector de
clonacion pCR8/GW/TOPO (Fig. 11), y se introdujeron los plasmidos en E. coli (por choque
térmico) para asi obtener clonas con dicho plasmido conteniendo el fragmento de interés.
Posteriormente se extrajo el DNA plasmidico y se comprob6 la presencia del inserto
deseado, para posteriormente sub-clonar el fragmento de interés en los vectores de sobre-
expresion, de silenciamiento y de analisis del promotor (p7WG2D , p7GWIWG2 y
pGWFS7 respectivamente). Por (Gltimo estas construcciones fueron introducidas en
Agrobacterium tumefaciens el cual sirvié como vehiculo para la introduccion de las
construcciones de interés para asi finalmente transformar genéticamente a las plantas de

Arabidopsis y C. maxima.

|Se analizaron las plantas transformadas mediante PCR punto final para detectar a los
transgenes y a través de microscopia confocal y analisis histoquimicos de tincién de GUS
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para la deteccion de la presencia de CDK fusionada a GFP y determinacion del patron de

actividad del promotor..

Obtencion de la region

Extraccion de CR especifica para cada
DNA Y RNA construccion

Oligos especificos

A fl\ TN Ligacion al vector bacteriano
Promoter RF \

E. coli N AN
/ l Al P & ’ i/ ' 1 N\ \ '
pGWFST Expression clone collections PTGWIWG2(lI) ]
4 b7
” m (\ m q ({ % y /-\ ,\ 7\
Agrobacterium S
tumefaciens Promovor R Protema PTGS

\—\ 3'0
W) ““ Transformacion

‘ Transitoria

Floral Dip

Figura 10 Estrategia experimental de las construcciones de Promotor, ORF y SGPT

@—

EmR |
EcoR |

Figura 11 Mapa y caracteristicas del vector de clonacién pCR8/GW/TOPO
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&

(PromAtCDK-GFP-GUS) Histoquimica y Microscopia de fluorescencia

Figura 12 Vector promotor pGWFS7

Sobre-expresion
CDK-GFP fusion al

N-terminal pt7FWGz

(ORF-AtCDKP-GFP)

(ORF-Cmd19-GFP)

Figura 13 Vector de sobre-expresion p7WG2D
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post-transcripcional
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J
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Figura 14 Vector de silenciamiento p7GWIWG?2 (I1)
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MATERIALES Y METODOS.

Crecimiento de plantas

Se germinaron semillas de C. maxima (calabaza) en germinadores que contenian suelo
himedo al 100% de saturacion y se mantuvieron en condiciones controladas en invernadero
durante 5 dias. Tres dias posteriores a su germinacion, las plantulas silvestres y/o tratadas se
colocaron en macetas sobre un suelo adecuado para su crecimiento (franco-arenoso) que
contiene una mezcla de 45% de suelo, 35% de turba y 20 % de agrolita. Estas fueron regadas

cada tercer dia y ademas se agreg6 solucion nutritiva de la marca Miracle-Gro cada 6 dias.

Para el crecimiento de Arabidopsis se realizé de una manera similar a calabaza. Se hizo una
mezcla de suelo con 40% tierra, 40% turba y 20% de agrolita, se satur6 con agua y se colocd
dentro de macetas especiales para Arabidopsis, sobre la superficie del suelo se colocaron
semillas con agarosa al 0.1 %. Posteriormente las macetas se cubrieron con plastico
transparente y se germinaron en invernadero hasta la aparicion de plantulas para ser regadas

con solucién nutritiva de la marca Miracle-Gro cada tercer dia.

Las plantas silvestres son necesarias para su transformacion por lo métodos de “floral dip”
(inmersion floral) y transformacion transitoria para Arabidopsis y calabaza, respectivamente,
con el fin de ser analizadas y estudiadas. También se utilizaron para extraccion de su DNA
gendmico, el cual nos sirve para manipularlas genéticamente, amplificando los genes de

interés para cada construccion requerida en la estrategia experimental.

Extraccién y Purificacién de Acidos Nucleicos.

Principalmente se extrajo y purificd DNA (genémnico y plasmidico) de plantas y bacterias;
para bacterias se utiliz6 la {técnica de lisis alcalina con SDS asi como el protocolo de
extraccion de IQIAGEN y haciendo uso del equipo QIAcube\; otra técnica utilizada fue con
bromuro de etidio, protocolo usado en nuestro laboratorio, y la tercera técnica fue para
extraccion de DNA en plantas, técnica modificada de miniprep (Doyle, et al., 1987). A

continuacion se detallan los pasos realizados en cada una de las técnicas.
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Extraccion de DNA Plasmidico (Lisis alcalina)

Extraccion y purificacion de DNA plasmidico por lisis alcalina con SDS

1. Se inoculé 2 ml de medio rico (LB, o YEB; ver preparacion de medios) que contenia el
antibidtico apropiado con una sola colonia de las bacterias transformadas. Se incub6 el

cultivo por 16h a 37°C con agitacion vigorosa.

2. Se tom6 1,5 ml del cultivo y se agreg6 en un tubo de microcentrifuga. Se centrifugo a

velocidad méaxima durante 60 segundos a 4 ° C en una microcentrifuga.

3. el medi6 se elimind por vertido, dejando el sedimento bacteriano tan seco como sea
posible, esto se puede hacer eliminando por absorcién con micropiteta para 1 pl el resto que

quede de medio.

4. El sedimento bacteriano fue re-suspendido en 100 v de solucion de lisis alcalina 1

enfriada con hielo y se agité vigorosamente.

5. 200 pl de solucidn de lisis alcalina Il (recién preparada) fue afiadida a cada suspension
bacteriana. Se tapé y mezcl6 el contenido invirtiendo el tubo rapidamente cinco veces. No

por vortex! dejando reposar el tubo en hielo.

6. Se afiadio 150 pl de solucion de lisis alcalina 111 enfriado con hielo. Se cerr6 el tubo y
dispersé en solucion de lisis alcalina 111 a través del lisado bacteriano viscoso invirtiendo el

tubo varias veces e incubando el tubo en hielo durante 3-5 minutos.

7. se centrifug6 el lisado bacteriano a velocidad méxima durante 5 minutos a 4°C en una

microcentrifuga y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo.

8. se afladié un volumen igual de fenol: cloroformo. las fases orgénica y acuosa, se
mezclaron mediante agitacion con vortex y centrifugd la emulsién a la velocidad méaxima
durante 2 minutos a 4°C en una microcentrifuga. Se transfiri6 la fase superior acuosa a un

tubo nuevo.

9. Se precipitaron los acidos nucleicos desde el sobrenadante mediante la adicion de 2
volimenes de etanol a temperatura ambiente. Se mezcld la solucién por agitacion y se dejo

reposar la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente.

25



10. &cidos nucleicos precipitados, se recogieron por centrifugacion a velocidad méaxima

durante 5 minutos a 4°C en una microcentrifuga.

11. el sobrenadante se elimind por vertido y se mantuvo el tubo en posicidn invertida sobre
una toalla de papel para permitir que todo el liquido se escurra o usar puntas de micropipeta
y quitar cualquier gotas de fluido que quede adherido en las paredes del tubo, como se

describe en el paso 3.

12. se afiadié 1 ml de etanol al 70% al sedimento y se invirti6 el tubo cerrado varias veces.
El ADN se recupero por centrifugacion a la velocidad méaxima durante 2 minutos a 4°C en

una microcentrifuga.

13. Se elimind todo el sobrenadante por vertido o usando una micropipeta como se describe
en el paso 3. Se tuvo cuidado en este paso, ya que el sedimento a veces no se adhiere

firmemente al tubo.

14. se elimind el etanol residual del tubo y se dejé reposar el tubo abierto a temperatura
ambiente hasta que el etanol se evapor6 y el fluido no es visible en el tubo
(aproximadamente 5-10 minutos). Opcionalmente también se incuba a 50 °C para evaporar
todo el etanol posible.

15. Por Gltimo se disolvieron los acidos nucleicos en 50 ul de TE (pH 8,0) o agua bidestilada

estéril. Se agito la solucion suavemente durante unos segundos y almaceno a 2-20 ° C.

Extraccion y purificacion de DNA plasmidico (con bromuro de etidio)
1. De 250 ml de cultivo LB empastillar a 3000 rpm 10 min
2. Agregar 3 ml de solucion 1 (lisis alcalina)
3. Agregar 6 ml de solucion 2 (NaOH/ SDS)
4. Agregar 4.5 ml de solucion 3
5. Dejar en hielo 10-15 min.
6. Centrifugar 10-15 seg a 10000rpm.
7. Pasar el sobrenadante a otro tubo (filtrandolo con servilleta)
8. Precipitar con isopropanol 0.6 Vol. (9ml) (Congelar 2 a 3 horas a -20 0 -80°C)
9. Centrifugar 15 min a 10000 rpm
10. Secar la pastilla 5-10 min

26



11. Resuspender la pastilla en 500ul de agua y pasar a tubo eppendorff

12. Agregar 2-4 ul de bromuro de etidio y 55 | de acetato de sodio 3M pH5.2

13. Fenolizar 3 veces (fenol: cloroformo : alcohol isoamilico)

14. Precipitacion con 2 volimenes de etanol absoluto

15. Centrifugar 20"a 4°C

16. Lavar 3 veces la pastilla con etanol al 70% con H20 bidestilada desionizada estéril

17. Resuspender en 30- 50 ul de agua bidestilada desionizada estéril

Extraccion de DNA en Plantas
Para la extraccion de ADN en plantas hemos usado con éxito los siguientes protocolos, que

son modificados del protocolo original conocido como miniprep (Doyle, et al., 1987).
El protocolo se realiz6 como se detalla a continuacion:

]1. En un mortero se macerd alrededor de 1 g de tejido con nitrogeno liquido

hasta obtener un polvo fino.

2. a este polvo se agregd 1 ml de amortiguador CTAB 2X y seguir moliendo. Recuperar
en un microtubo de 1.5 ml.

3. se centrifugd a 8 000 x g durante 10 min. a 4°C.

4. el sobrenadante se elimind y resuspendid con 600 ul de CTAB 2X.

5. el resuspendido se incubd a 60°C durante 10 min y se agregé 600 pl de
fenol:cloroformo:etanol agitar hasta homogeneizar, .

7. una vez homogenizado se centrifugd a 5 000 x g durante 12 min. a 4°C (hasta que el
sobrenadante quedo transparente).

8. Se traslado el sobrenadante a un nuevo tubo, cuidando de no tomar la interface una vez
trasladado se agreg6 2/3 del volumen final de isopropanol frio para precipitar el ADN y
se dejo reposar durante toda la noche a -20°C

11. al siguiente dia se centrifugd a 8000 x g durante 5 min a 4°C. Eliminando
perfectamente el sobrenadante.

12. el ADN se limpi6 agregando 1 ml de etanol 70% frio y centrifugando a 7,000 x g
durante 5 min. Se eliminé el sobrenadante y dejo un rato secar a temperatura ambiente o
50°C para evaporizar el etanol restante.\

14. por dltimo se re-suspendié con 100 pl de agua libre de DNAsa y almacen6 a -20°C

para su uso posterior.
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Extraccion de DNA Plasmidico y Gendmico con Sistemas Comerciales y

Equipos Qiagen.

El principio fisicoquimico es muy similar a la extraccion de DNA manual. Sin embargo,
haciendo uso de sistemas comerciales y equipos especializados se asegura una mejor
reproducibilidad de resultados asi como una menor manipulacion, mejorando asi la limpieza
y descartando contaminaciones cruzadas lo que impacta fuertemente en una mayor
purificacion del producto y brinda resultados reproducibles. Debido a que en la gran mayoria
de las instituciones gubernamentales no se tienen areas blancas adecuadas para realizar este
tipo de operaciones, ni se llevan a cabo buenas préacticas de laboratorio, ni tampoco existe
normatividad alguna que regule a los laboratorios nacionales, optamos por ocupar estos
sistemas y equipos de la marca Qiagen los cuales nos han brindado mejores resultados. Para
llevar a cabo extraccion de DNA se utilizan los protocolos proporcionados, solo
modificando el ultimo paso, en el cual en lugar de agregar el amortiguador del sistema
comercial agregamos agua bidestilada desionizada y estéril para resuspender el DNA de
interés. Los protocolos de extraccion y pasos detallados para realizar la extraccion de DNA

asi como uso del equipo Qiagen, se muestran en el apéndice A.

Figura 15 equipo de extraccion de acidos nucleicos QlAcube

Extraccion de RNA
La extraccion de RNA se llevo a cabo por la técnica de (Logemann, et al. 1987). En esta
técnica se toman 100 mg de tejido en un tubo eppendorff y se homogeneiza en un tampon

que contiene hidrocloruro de guanidina 8M, 20 mM MES y 20 mM EDTA, seguido por
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extraccion directa con 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1). EI RNA
se precipita de la fase acuosa, se lava con acetato de sodio 3 M pH 5.2, y 70% de etanol, y
finalmente se disuelve en agua bidestilada desionizada estéril libre de RNasa. El rendimiento
de RNA es de hasta 500 mg/g de tejido.

Extraccion de RNA por medio de sistema Qiagen y uso del equipo QIACUBE
(QIAGEN).

La extraccion de DNA se llevé a cabo haciendo uso del kit RNAeasy mini Kit y los equipos
TissuLyser LT y QIAcube para triturar tejido de plantas y extraccion de RNA,
respectivamente. Los protocolos de extraccion y pasos detallados para realizar la extraccion
de RNA al igual que el de DNA asi como uso del equipo QIAgen y TissuLyser, se muestran

en el apéndice A.

)
&

-

Figura 16 equipo TissuLyser

Electroforesis en gel de agarosa.

Los productos amplificados de PCR se visualizaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa 0 en algunos casos por electroforesis virtual con el equipo QIAxcel. A continuacion
se enlistan los pasos a seguir para electroforesis y visualizacion, en un transiluminador, de

los amplicones de interés.

|1. Primero se sellaron los bordes de una placa de plastico tipo plexiglas limpio y seco con
cinta (o los extremos abiertos de la bandeja de plastico que se suministran con el aparato de

electroforesis) con cinta para formar un molde.

2. Preparar suficiente tampon de electroforesis (por lo general TAE 1X o 0,5X TBE) para
llenar el tanque de electroforesis y cubrir el gel. Es importante utilizar el mismo lote de

tampon de electroforesis , tanto en el tanque de electroforesis y el gel.
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3. Se preparo6 una solucion de agarosa en un tampon de electroforesis a una concentracion
adecuada para la separacion de los fragmentos de tamafio particulares previstos en la
muestra (s) de ADN: Afadir la cantidad correcta de agarosa en polvo (consulte la tabla
siguiente) a una cantidad medida de tampdn de electroforesis en un matraz Erlenmeyer o una
botella de vidrio. Gama de separacion de células que contienen diferentes cantidades de
estandar de baja EEO agarosa.

> Rango de separacion de

Concentracion de agarosa en ) :
molécula de DNA lineal

gel (% peso/volumen)
(Kb)

0.3 5-60

0.6 1-20

0.7 0.8-10

0.9 0.5-7

1.2 0.4-6

15 0-2-3

2.0 0.1-2

Tabla 1 Rango de separacion de DNA con respecto a la concentracion de agarosa en el gel.
4. se funde la agarosa en microondas y cuando la temperatura es menor a 55 ° C se afiade
bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 mg / ml. Se mezcld la solucion de gel a

fondo por agitacion suave y se vierte en molde con peine adecuado.
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5. se cargan las muestras de DNA en el gel después de mezclarse con azul de bromofenol y
xileno cianol FF y se aplica una tensién de 1-5 V/cm. El gel es colocado directamente sobre

un transiluminador para visualizar los productos de PCR.

Electroforesis de Gel virtual QIAxcel

Para comprobar la presencia de transgenes en plantas transformadas se extrajo DNA
gendmico de éstas, se amplificaron tanto un fragmento del gen virG de A. tumefaciens, asi
como del gen bar (gen marcador de resistencia a herbicida) y el de GFP. Los productos
amplificados se detectaron por medio de un gel virtual haciendo uso del equipo QIAxcel

(Figura 17) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

i

seses :
OlAxcel Advonced

Figura 17 equipo de electroforesis en gel virtual QIAxcel

Preparacion de medios de cultivo LBy YEB

Para el crecimiento de las bacterias que contienen los plasmidos recombinantes, es necesario

usar un medio adecuado que contenga el antibidtico iddneo para cada vector de interés. En el

31



caso de E. coli el medio utilizado principalmente fue LB y dependiendo de la resistencia fue

el antibiotico que se le agreg6 al medio.

Medio LB 500ml

Reactivos gramos
Peptona de Caseina 5
Extracto de Levadura 25
NaCl 5

agar 10

Agua destilada

aforar a 500ml

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durantel5 minutos.

Tabla 2 Concentracion de reactivos para preparar medio LB

Para crecer Agrobacterium tumefaciens se utilizé principalmente medio YEB de igual forma

que con E. coli con el antibidtico adecuado dependiendo la resistencia que lo confiera el

plasmido introducido por choque térmico. A continuacion se muestran dos tablas

conteniendo los reactivos y cantidades necesarias en gramos para preparar 500 mililitros de

ambos medios.
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Medio YEB 500ml

Reactivos gramos

Sacarosa 25

Peptona de Caseina 25

Extracto de Carne 25

Extracto de Levadura 0.5

Agar 10

Agua destilada aforar a 500ml

Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Tabla 3 Concentracion de reactivos para preparar medio YEB

PCR Punto final.

La técnica de PCR o reaccion en cadena de la polimerasa, fue usada para amplificar genes
de interés y también comprobar éstos en bacterias o plantas transformadas. Dependiendo del
gen de interés se ocuparon oligonucle6tidos especificos y ciclos de tiempo y temperatura
correspondientes a cada uno (Fig. 18). Los diversos oligonucledtidos utilizados para cada
construccion asi como los ciclos de tiempo y temperatura se resumen en la tabla 4, mientras

que las mezclas de reaccion usadas para esta técnica se muestran en la tabla 5.
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1 Protomotor A Directo ( AtCmd19APro5) GTTCTCTCTTCGACAAAACGTGCATAAGC
2 Promotor A Reverso CATCGGCTAAATGATTTTGAATCGGTGAA
(AtCmd19APro3")

3 Promotor B Directo (AtCmd19BPro5°) CAACAATTACAATATGTTTCACTATTGAC

4 Promotor B Reverso (AtCmd19BPro5°) ACCCATAACTTAAATCTCAATCTAAGCTT

5 ORF At1g54610 Directo WT ATGGGTTGTGTATTTGGCCGAGAGGCGGC
G

6 ORF Directo At1g54610 ATGGGTTGTGTATTTGGCCGAGAGGCG

7 ORF Directo At1g54610 Stop TGAATGGGTTGTGTATTTGGCCGAGAGGC
GGCG

8 ORF Reverso At1g54610 GGCCACTACTGCTCTCTTTCCTTTACT

9 At1g54610 SUTR FOR 5’-seeQC Sheet

10 At1g54610 3UTR REV AATAGCAACAAAAGAAGTAGTGTATATAT
AATAA

11 RRd19-3At TATACATGAAGTAGTAAACACTTTCTCTT

12 RRd19-5At GGTAGA

Tabla 4 Resumen de los oligonucleétidos usados para las construcciones necesarias.
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Amortiguador de reaccion

(10X) 2.5
dNTPs (2.5mM) 11
Oligonucledtido 5 0.3
Oligonucleétido 3 0.3
Takara 0.1
H20 12.5
DNA 1.0

Tabla 5 Concentracion de reactivos para realizar una PCR

Ciclos de Temperaturas de PCR
95°C 5 min

ciclo de 35 repeticiones de

95°C 35 seg

61 °C 40 seg

72°C 1 min.

Posterior a los ciclos 72°C 7minutos

Por dltimo pausar a 5°C
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100

3 min. 35 seg 35 seg. 35 seg.

90

80

7 minutos
60 seg. 60 seg. 60 seg.

70

60 40 seg 40 seg. 40 seg

50

40

Figura 18 Ciclos de temperatura de PCR

Obtencion de plasmidos recombinantes a partir de productos de PCR

Los productos amplificados por medio de PCR fueron después ligados al vector de
clonacion comercial pPCR8GWTOPO (Invitrogen; Carlsbad, CA) siguiendo las indicaciones
del proveedor. Se utilizaron 2 pl del producto amplificado de PCR y purificado, 0.5 pl del
vector pPCR8GWTOPO, 1 pl de solucioén salina y 2.5 pl de agua bidestilada estéril, llegando
a un volumen final de 6 ul de mezcla. La mezcla se agité suavemente por pipeteo y se
incubd a 22 °C por 8 horas. Después de pasado el tiempo se purifico y utilizo el producto de
la reaccion para transformar células competentes de E. coli DH5a de Invitrogen por la

técnica de choque térmico, como se describe a continuacion.
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Método de Hanahan o Choque térmico para transformar células
competentes de E. coli.

Una vez obtenido los amplicones de interés por medio de PCR se ligaron estos fragmentos al
vector PCR8GWTOPO. Ya ligados los productos al vector de clonacién, estos se
introdujeron a las bacterias electrocompententes de E. coli con el fin de que proliferen y
poder obtener mayor cantidad de plasmidos recombinantes. Los pasos de la técnica utilizada

se enlistan a continuacion:

]1. se afadio el plasmido de interés (hasta 25 ng por cada 50 pl de células competentes) en un
volumen que no exceda 5% de la de las células competentes. los tubos se agitaron
suavemente varias veces para mezclar su contenido. se configurd al menos dos tubos de
control para cada experimento de transformacion, incluyendo un tubo de bacterias
competentes que recibié una cantidad conocida de una preparacion estandar de ADN de
plasmido superhelicoidal y un tubo de células que no recibe ningin ADN de plasmido en

absoluto. Incubar en hielo durante 30 minutos.

2. los tubos se incubarén a 42°C. Se dejan reposar los tubos en el bastidor durante

exactamente 50 segundos sin agitacion.
3. los tubos se trasladaron rapidamente a un bafio de hielo por 10 minutos.

4. se afladieron 250 pl de medio SOC a cada tubo. Posteriormente se incubd con agitacion a
37°C. durante 45 minutos a 1 hora para permitir que las bacterias se recuperaran y que

expresen el marcador de resistencia a antibidticos codificada por el plasmido.
5. se transfirié el volumen apropiado (hasta 200 (1 por placa de 90 mm) de las células
6. se guardaron las placas a temperatura ambiente hasta que se absorbid el liquido.

7. por ultimo se incubd placas a 37°C. Las colonias transformadas aparecieron después de
16 horas.

Las clonas transformadas fueron cultivadas en medio liquido y recolectadas por
centrifugacion para extraer su DNA plasmidico para posteriormente subclonar estos

frgamentos en los vectores de interés, ya sea para analisis de promotor, silenciamiento o
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sobreexpresion. Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes, estos fueron introducidos

en A. tumefaciens por electroporacion.

Transformacion de bacterias por Electroporacion.

Partiendo de los plasmidos recombinantes obtenidos anteriormente, se realizd la
transformacion de células electro-competentes de A. tumefaciens (C58C1) previamente
congeladas a -80°C. Se tomaron 2 ul de pldsmido y se agregaron a un tubo eppendorf
conteniendo células competentes (50 ul aprox), se homogenizo la mezcla y se trasladd a una
celda de electroporacion de 1 ml que se mantuvo en hielo durante 15 min antes de la
transformacion. Esta celda que contiene la mezcla se colocé dentro del electroporador y se
dio un choque eléctrico de 1800 mV, posteriormente se gregaron 500 pl de medio SOC
(triptona 2 %, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM,
glucosa 20 mM, pH7.0) dentro de la celda de electroporacion y se homogeniz6. Este
homogenizado fue transferido a un tubo Eppendorff estéril para ser incubado durante 3 horas
a 28 °C en agitacion constante (150-200 rpm). Una vez transcurrido el tiempo se tomaron
100 pl de esta mezcla y se esparcieron en placas conteniendo medio solido YEB con
espectinomicina (100 pug/ml) como antibidtico de seleccidn; estas placas se incubaron a 28°C
durante 48 horas y asi obtener las clonas candidatas de Agrobacterium conteniendo la
construccion deseada. Por ultimo, se realizé la comprobacion de la presencia de cada uno de
los insertos en las clonas candidatas mediante PCR punto final, utilizando los

oligonucledtidos especificos para cada de una de las construcciones.

Analisis por RT-PCR cuantitativo.
El andlisis cuantitativo por gRT-PCR de los niveles del RNAm de CmCDKP es descrito a

detalle a continuacion.

Primero se extrajo RNA de tejido de cinco diferentes plantas de calabaza silvestre; se
tomaron 50 mg para cada tejido (polen, hojas, tallos, apice, bulbo floral y flores maduras) y
se agruparon . Se usaron 10 ng de RNA total en un volumen de 10 pl por reaccion para cada

corrida de gRT-PCR. En el caso de la savia de floema, el RNA fue aislado como ha sido
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descrito por Ruiz-Medrano et al., 1999. Se usé un sistema comercial de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes (KAPA SYBR FAST Universal One-Step gRT-PCR
Kit) y oligonucledtidos especificos para CmCDKP; Cmdl9 Directo, 5'-
GTGGCTCCCCTTCAGATGAATATTGGA-3" y reverso CmdREV2. |

Las reacciones de gRT-PCR en tiempo real fueron incubadas en un sistema de deteccion de
DNA en tiempo real-RotorGene 3000 (Corbett Research, Australia) usando las siguientes
condiciones de PCR: 5 minutos a 42°C para la transcripcion reversa seguida por 3 minutos a
95 °C con 45 ciclos de desnaturalizacion (95°C por 3 segundos), alineamiento (58°C por
20s ) y extension (72°C por 3 segundos). Para verificar que no fueran amplificados
productos adicionales en la reaccidn, se generd una curva de disociacion de oligonucledtidos
calentando la muestra progresivamente (60-95 °C) para cada muestra de tejido; el valor de
CT de cada producto se determind por triplicado técnico, y también se utilizé el 18S rRNA
para normalizar la expresién del gen. Los primer usados fueron 18S directo 5'-
GCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCAT-3 y 18S reverso, 5-
GTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTA-3, la cuantificacion relativa de la acumulacion del
transcrito se llevo a cabo de acuerdo al método 2-AACT” descrito por Livak y Schmittgen

(2001) y se analizé cada tejido por triplicado.

Sintesis de cDNA y LD-PCR

Primero se sintetiz6 cDNA partiendo de RNAtotal a una concentracion de 10 pg/ml, para lo
cual se utilizaron los oligonucle6tidos SMART y dTGAGA. La mezcla de reaccion se
muestra en la tabla 5. Esta mezcla se incubd a 72°C durante 2 a 5 minutos, posteriormente se
incubo en hielo durante 2 minutos, se centrifug6 10 segundos y se volvi6 a colocar en hielo,
después se agregaronn los reactivos de la etapa dos, mostrados en la tabla 5. Una vez que se
agregaron los reactivos de la etapa dos, se mantiene a temperatura de 42°C durante 2 horas y
se purifica con un sistema comercial QIAGEN obteniendo finalmente cDNA para posterior

amplificacion por LD-PCR.
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Mezcla de reaccion para sintesis de cDNA

Reactivos ul de reaccion
RNA 1.0
SMART (10 mM) 1.0

DTGAGA (10mM) 1.0

H20 5.0

Etapa 2

Amortiguador 5X
(superscript) 2
DTT 1
dNTPs 1
RNAsin 0.2
RT superscript 0.2
H-0 libre de nucleasas |0.6

Tabla 6 Mezcla de reaccion de las dos etapas para sintetizar cDNA.

Para la obtencidn del fragmento de interés se utilizaron los oligonucleétidos especificos de
la region a amplificar, y se agregaron los demas reactivos como se muestra en la tabla 6. La
mezcla final se incubd en un termociclador Biometra (Jena, Alemania) programando ciclos
de temperaturas de PCR, primero un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 3 minutos,
seguido por 30 ciclos de 94 °C por 35 segundos, 68 °C durante 6 minutos, tomando
muestras durante los ciclos 20, 22, 24, 26 , 28 y 30 de producto de PCR. La muestra con
mejores resultados como molde para amplificacion de fragmentos de interés fue la del ciclo

28 la ser clonado en el vector pDrive (QIAgen) y este se secuencié por el método de Sanger.
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Mezcla de reaccion para sintesis DNA por LD-PCR

Reactivos ul para una reaccion de PCR
cDNA 0.5
Oligo 5'PCR 1.0

Oligo 3" dTGAGA |1.0

Takara

amortiguador 25

dNTPs (25mM) | 2.0

Takara 0.1

H20 c.b.p 20.0

Tabla 7 Mezcla de reaccion para sintetizar DNA por LD-PCR

Transformacion de Arabidopsis por Método de inmersion floral (Floral
Dip).

El método de inmersion floral o Floral Dip (Clough y Bent.,, 1998) aprovecha la
caracteristica que tiene la bacteria A. tumefaciens para poder infectar 6vulos en proceso de
desarrollo y por tanto transferirles su T-DNA. Ademas el amortiguador usado en la técnica
contiene sacarosa como fuente de carbono para A. tumefaciens, asi como citocininas que
permiten la induccion de la proliferacion de células vegetales. Este método se realizd
generando céspedes de A. tumefaciens en cajas Petri que contengan medio sélido YEB con
espectinomicina (28°C por 48 horas), se realizé un raspado del césped bacteriano con una
espatula estéril y se resuspendio en 30 ml de amortiguador de inmersidn floral que contiene
5% de sacarosa, 0.02 % de silwet L 77 y 10 mg/l de Bencilaminopurina (BAP), se
homogeniz6 y centrifugé a 6000 rpm a 4°C durante 10 min. Se removié el sobrenadante y se

resuspendid la pastilla en otros 30 ml de amortiguador de inmersion floral, después se
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adicionaron otros 270 ml de amortiguador y se colocaron en una charola contenedora
previamente desinfectada. Cada planta fue sumergida en este amortiguador con A.
tumefaciens, durante 60 segundos, en donde se procurd embeber bien los bulbos florales
jovenes. Después, las macetas se colocaron horizontalmente en charolas amplias
previamente desinfectadas y se cubrieron con pafios de papel humedecidos, en donde se
mantuvieron en reposo en camaras de crecimiento a 20° C durante dos dias, y
posteriormente se trasladaron al invernadero y se mantuvieron en riego con solucion

nutritiva cada tercer dia.

Seleccion de lineas transgénicas

Las semillas primarias se obtuvieron a partir de las plantas tratadas por inmersion floral.
Estas fueron recolectas y sembradas en macetas de plasticos especiales (Arabipot®) que
contenian suelo con una mezcla de 40% tierra, 40 % turba y 20% agrolita, usando herbicida
(glufosinato de amonio) como marcador de seleccion de las plantas transgénicas. Se hicieron
aplicaciones de este herbicida una vez por semana durante un mes. Estas semillas primarias
son sembradas masivamente, debido a la baja eficiencia del método de transformacion (2-
3%).

Transformacion transitoria de Calabaza.

Se crecieron las bacterias A. tumefaciens con el vector binario de interés en cajas Petri, se
recolectaron y diluyeron en 10 ml de medio de infiltracion (5% sacarosa, 0.044mM
Bensilaminopurina, 50 ml/litro de silwet L-66). Se tomo con jeringas para insulina, 50 ml de
inoculo y se infectd en el &pice de la planta. Para transformar las plantulas de calabaza de
manera eficiente, la aguja de la jeringa tenia que cruzar los haces vasculares. Las plantas se
cubrieron con una bolsa de plastico para mantener la humedad en 90 %. También se

infectaron plantas con A. tumefaciens sin vector como control.

Las macetas tratadas como sus controles se pusieron en invernadero y al tercer dia se
quitaron las bolsas de plastico. Después las plantas fueron regadas cada tercer dia con

solucidn nutritiva de la marca Miracle-Gro.
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Hibridacién in situ.

Esta fue llevada a cabo esencialmente como ha sido descrito por Ruiz-Medrano et al,, 1999.
Los tejidos fueron embebidos en parafina y colocados en laminillas. Posteriormente fueron
desparafinados y tratados con citrisol v durante 10 min. Los tejidos fueron hidratados en un
gradiente de alcohol desde 100% durante 2 minutos (dos veces), 90 %, 70 %, 50 % y 30 %
(con 0.01 % de safranina y 0.85 % de NaCl) durante 1 min. Se hizo un lavado en NaCl
0.85 % durante 2 min, después se lavaron las laminillas con PBS 1X (PBS 10X: NaCl 1.3 M,
NazHPO47H20 0.07M y NaH2PO4H20 0.03 M, pH 7) durante 2 min. Inmediatamente se
hizo un tratamiento con 500 pl/laminilla de proteasa (2 ug/ml) disuelta en amortiguador 1X
para proteinasa K (10X: Tris-HCI 100mM y EDTA 50mM, pH8) incubando a 37°C durante
45 minutos en una camara humeda. Después se bloqued con glicina 0.2% disuelta en PBS
1X durante 2 minutos para posteriormente deshidratacion de los tejidos en el gradiente de
alcohol 30-90% por 1 minuto y 2 veces en alcohol al 100% durante 1 min en cada uno. Las

laminillas se colocaron en una camara himeda para iniciar la hibridacion.

Se mezclaron 4 pl de cada sonda, previamente desnaturalizadas a 80°C por 2 minutos, en la
solucion de prehibridacion (NaCl 300mM, Tris-Hcl 10mM, NaHPO. 10 mM, EDTA 5 mM,
formamida 50% sulfato de dextran 10%, soluciéon Denhardt 1X) 500 ul de esta mezcla se
colocaron sobre cada laminilla cubriéndolas con un trozo de parafilm e incubaron a 42°C
toda la noche. A continuacion las laminillas fueron lavadas dos veces en una solucién de
formamida al 50% en SSC 2X (20X: 175.3g NaCl, 88.2g de citrato de sodio en 1 L de H20,
pH 7 Esterilizada) a 42°C durante 30 min, y 5 minutos en la misma solucion fresca. Después
se bloqued con leche descremada al 2% BSA disuelta en PBS 1X por 45 min a temperatura
ambiente. El exceso de leche se lavo con PBS 1X. El anticuerpo contra digoxigenina
(Roche) fue disuelto 1:2000 en la solucion de leche descremada al 4%; de esta mezcla se
colocaron 300 ul por laminilla y se incub6 a 4°C toda la noche. El anticuerpo fue lavado con

PBS 1X durante 30 min a temperatura ambiente.

El revelado se realiz6 con 300 pl por laminilla de una solucion de NBT-BCPI (Cloruro de
nitro azul tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato; Roche) incubando de 2 a 3 dias en
oscuridad a temperatura ambiente. Las laminillas se sumergieron por 1 minuto en el
gradiente de alcoholes desde 30 a 100%. Finalmente, se colocé sobre cada laminilla unas

gotas de la resina Permount (Fisher), un cubreobjetos y se incubaron 2 dias a temperatura
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ambiente. Se tomaron fotografias con una cdmara digital en un microscopio de campo claro
HFX-DX Optiphot-2 (Nikon).

Tincion de GUS
Para analizar la actividad del promotor se realizé un ensayo histoquimico con el producto
del gen reportero uida (GUS) en diferentes tejidos de calabaza, los pasos realizados para su

analisis se muestran enlistados a continuacion.

1. Las plantas fueron retiradas con cuidado del suelo, teniendo cuidado de no dafar las
raices al retirar las plantas de la tierra, se cortaron con cuidado las hojas, tallos, bulbo
floral y raices de las plantas y fueron lavadas con agua.

2. Se colocaron las plantas en una placa de cultivo celular o un pequefio tubo de
pléstico de microcentrifuga de 1.5 ml que contiene la solucién de ensayo de GUS.
(La solucién de ensayo se puede reutilizar varias veces) también se incluyeron
controles positivos para monitorizar la extension de la reaccion

3. Secubri6 de la luz y la infiltracién de tejido durante toda la noche dejando incubar a

37 °C para mejorar la expresion de la B-glucuronidasa (GUS).
Debido a que el color azul es dificil de visualizar contra el fondo verde oscuro de las
hojas maduras, las plantas se retiraron de la solucion de ensayo GUS y colocaron en
soluciones de lavado durante 8h en cada uno (etanol-acido acético 3: 1; Metanol-
acetona 3: 1;solucién de lactofenol)

4. Las muestras fueron conservadas en el frigorifico en una solucidn de glicerol al 50%.

Finalmente se observaron en el estereoscopio.

Analisis de fluorescencia de GFP por microscopia confocal.

]Para analizar los sitios de acumulacion de la proteina se probaron las diferentes
construcciones con los vectores de promotor y sobre-expresion pGWFS7 y p7WG2D
respectivamente. Ambos vectores contienen como gen reportero la proteina verde

fluorescente (GFP) y el promotor fuerte 358\.
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Para detectar el gen reportero (GFP) se tomaron diferentes muestras de tejido de calabaza,
como hoja aérea, tallo, y bulbo floral macho, estos tejidos habian dado positivo al
comprobar el transgen por PCR punto final. Los tejidos se sumergieron durante 3 dias en
una solucién de lavado para retirar los pigmentos (etanol 50%, glicerol 20%, agua 20% y
acido lactico 10%. Los cortes se hicieron con navajas de acero inoxidable especiales para
microscopia (Electron Microscopy Science TM), se colocaron sobre un portaobjetos
agregandoles glicerol al 50%, ubicando encima de éste un cubreobjetos (20 x 50 mm), para

finalmente fijar la preparacion con esmalte.

La iméagenes fueron tomadas en microscopios Confocales TCS-SPE y TCS-SP8 Marca
Leica (Objetivos 20X, 40X, 63X: ACS 1.15 IMMAN), y Multifoténico TCS-SP5/MO-
TANDEM Marca Leica (Objetivos 20X y 40X: HCXPLAPO A-blue IMM UV 0.7 A.N.), el
cual posee un Laser Tisaph 200M 2X (resolucién: 1024 x 1024 pixeles), utilizando
longitudes de excitacion de 515 nm/ 580 nm onda y de deteccion de 525-550nm/600-680 nm
para GFP y la clorofila (auto-florescencia) respectivamente. Finalmente, las imagenes fueron

tratadas y analizadas con el software Leica Las AF.

Secuencia de nucleétidos del marco abierto de lectura de CmCDKP de
calabaza (método de Sanger).

]Se tomaron 100 mg de peciolo al cual se extrajo RNA con el kit RNAeasy (QIAgen)
siguiendo las instrucciones del fabricante como se muestra en la seccion de extraccion de
RNA, este se diluy6 a una concentracion de 10 pg /ml para ser usado como molde durante la
sintesis de cDNA usando la transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen, La Jolla CA),
para la sintesis del 5y 3"-RACE se usaron los oligonucleétidos dTGAGA y SMART de
acuerdo con Diatchenko et al. (1994). La region mas cercana al 3" del ORF para CmCDKP
se obtuvo usando como primer reverso una secuencia del fragmento original obtenido
previamente por hibridacion substractiva (Ruiz-Medrano et al., 2007) (5’-
TTTCGGGAGGCTAGAGGGTTTGCAAGC-3’). El oligonucle6 directo fue disefiado
baséandose en la alineamiento de homologos méas cercanos a CmCDKP en meldn, pepino
(Cucumis  melo y  Cucumis  sativus) y  Arabidopsis  secuencia  5°-
ATGGGGTGTYTGGTTAGCCGAGAGGCGTCTTCTAGA-3). La region mas cercana a
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la terminacién 3"se obtuvo usando como primer directo una secuencia dentro del fragmento
original CmCDKP antes mencionado (Cmd19 REV2, 5’-
AGCGAGTTCTTCATGACAGAGCCTTTAGCTTGC-3’) y para el primer reverso se uso
el oligonucleétido dTGAGA.

Primero se sintetiz6 cDNA partiendo de RNA y usando la transcriptasa reversa Superscript
11, seguido por LD-PCR como se muestra en la seccién de sintesis de cDNA y LD-PCR.
Para ambos fragmentos 5° y 3 los ciclos de PCR fueron iguales. Un ciclo de
desnaturalizacién 3 min. A 94°C, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion por 35
segundos a 94°C, alineados por 35 segundos a 56°C y polimerizacion por 1 minuto a 45
segundos a 72°C, con una extension final de 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR
amplificados, se clonaron en el vector pDrive (QIAgen), y se secuenciaron por el método de

Sanger en la Facultad de Estudios Superiores de Iztacala. |

Construccion de arbol filogenético

Las secuencias aminoacidicas de CDKs fueron obtenidas de las bases de datos Genbank y

phytozome, y alineadas usando ClustalWw Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

La secuencia de CmCDKP fue traducida virtualmente usando el programa del sitio de

internet Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/) e incluida en el

andlisis. Posteriormente se construy6 un arbol filogenético usando el software Mega 5.1 por

el método de Neighbor-Joining con 1000 bootstrap (Saitou y Nei, 1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Condiciones 6ptimas de crecimiento de calabaza, recoleccion de semillas y
savia.

Se sembraron semillas de calabaza de Cucurbita maxima (calabaza) para obtener semillas
silvestres necesarias para posteriores tratamientos, asi como para conocer las condiciones
optimas de crecimiento. También estas plantas sirvieron para extraer RNAm de diferentes
tejidos y poder realizar analisis de acumulacion de este mensajero, como también para
amplificar la secuencia completa de CmCDKP a partir de muestras de savia de peciolo
(Figura 26). A continuacion se muestran las fotos del crecimiento de las calabazas silvestres
durante diferentes periodos de tiempo (Figuras 19 a 25) desde su germinacion (Figura 19)
hasta que dieron fruto (figura 25). Las mejores condiciones fueron con un suelo franco-
arenoso, es decir con un suelo que no esté tan compacto. Las macetas se pusieron en

invernadero y regadas cada tercer dia con solucién nutritiva.

Figura 19 Germinacion de semillas de calabaza a una semana
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Figura 21 Plantas de calabaza a un mes de crecimiento post-germinacion
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Figura 22 Plantas de calabaza a un mes y medio post-germinacion

J————

Figura 23 Plantas de calabaza a un mesy tres semanas post-germinacion
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Figura 25 Fruto de calabaza para obtencion de semillas silvestres.
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Figura 26 Recoleccion de savia de floema de calabaza.

Generacidn de construcciones para analisis de promotor, silenciamiento y

sobreexpresion de CmCDKP

Construccion de analisis de la region de promotor
Primero se extrajo DNA gendmico (figura 27) del cual, con los oligonucledtidos especificos
para los genes homologos en Arabidopsis At1g54610 y At3g50860, se obtuvieron por medio

de PCR los productos correspondientes de tales promotores (Fig. 28).

Figura 27 producto de la extraccion de DNA genémico

Figura 28 Productos amplificados de PCR para ambos promotores
Los productos amplificados por PCR se ligaron al vector de clonacion pCR8/GW/TOPO
(figura 10) estos fueron introducidos a E. coli por la técnica de choque térmico, las bacterias
transformadas se seleccionaron en medio LB con espectinomicina. A las colonias resultantes

se les extrajo DNA plasmidico con la técnica conocida como miniprep, se verificaron los
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productos en un gel de agarosa (Figuras 29 y 30) tanto para el promotor A (At1g50860)
como el B (At1g54610).
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Figura 30 Producto de la extraccion de DNA plasmidico del Promotor B

También se verificaron la orientacion adecuada los plasmidos obtenidos para ser sub-

clonados en el vector de expresion. Para esto se digirieron dichos plésmidos con las enzimas ( comentado [a14]: Cual usaste?

de restriccién EcoRV/ Sacl y Hincll para el promotor A y promotor B, respectivamente
(Figuras 31y 32).
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Figura 31 Fragmentos obtenidos del corte con enzimas de restriccion EcoRV y Sac | para el Promotor A
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Figura 32 Fragmentos obtenidos del corte con la enzima de restriccion HinC 11 para el Promotor B

Las orientaciones (+) para subclonar corresponden a clonas 1,5y 9 en el promotor Ay 4, 7,8
y 10 en el caso del promotor B (Figuras 31 y 32). Los insertos en la orientacion correcta se
subclonaron en los vectores de expresion correspondientes al promotor pPBGWFS7 y éste se
introdujo en Agrobacterium tumefaciens por electroporacion. Las bacterias se seleccionaron
en medio YEB con espectinomicina y a las clonas que proliferaron se les extrajo el DNA
plasmidico (Fig. 33 y 34). Por ultimo se comprobd la presencia de los fragmentos de interés
(ambos promotores) en las respectivas construcciones por medio de PCR, utilizando los

oligonucledtidos especificos y se obtuvo el fragmento esperado de 1600 pb (Figura 35).

2000
1650

1000 o

Figura 33 Producto de la extraccion de DNA plasmidico del vector promotor A

Figura 34 Producto de la extraccion de DNA plasmidico del vector Promotor B
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» Promotor B » Promotor A

Figura 35 Productos de PCR comprobando fragmentos de ambos promotores

Construccion para el silenciamiento de genes homologos a CmCDKP en
arabidopsis

Se partio del DNA genomico extraido en calabaza y Arabidopsis. Para ello se obtuvo el
fragmento de 200 pb deseado por medio de PCR con los oligonucledtidos especificos de
silenciamiento para Arabidopsis y calabaza. Los productos amplificados de PCR obtenidos
tienen un tamafio de base de 240 el cual corresponde a los resultados obtenidos por

electroforesis (Figura 36).

200

Figura 36 Productos amplificados de PCR del fragmento de silenciamiento para Arabidopsis
Estos fragmentos se ligaron al vector de clonacion pCR8/GW/TOPO vy se introdujeron en E.
coli por choque térmico, la bacteria se hizo crecer en medio LB con espectinomicina ya que
dicho vector le proporciona resistencia a este antibiético. Las colonias resultantes y que se
supondria contienen el vector en cuestion, se comprobaron sus tamafios por medio de

electroforesis en gel de los plasmidos (Figuras 37 y 38).
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DNA Plasmidico

Figura 37 DNA plasmidico de vector PCR8/GW/TOPO que contiene el fragmento de silenciamiento para
Arabidopsis

} Calabaza

300w
200 m—

100

DNA Plasmidico

Figura 38 DNA plasmidico de vector PCR8/GW/topo que contiene el fragmento de silenciamiento para Calabaza

Ademas se comprobd que estos vectores tuvieran el inserto por medio de PCR y los

productos amplificados obtenidos corresponden al tamafio de base esperado (Figura 39)

200 =— Comprobacion de

500 m— fragmentos por PCR

200 w—

Figura 39 Productos amplificados de PCR para comprobar fragmento de silenciamiento
Posteriormente se subclonaron los insertos de los plasmidos seleccionados en el vector de

expresion para ]silenciamiento\ y éstos se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens por

[Comentado [a16]: Cual es este?
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electroporacién, se crecieron las bacterias en medio YEB con espectinomicina y a las clonas
que crecieron se les extrajo el DNA plasmidico (Figura 40). Por ultimo se comprobo
fragmento en el vector de silenciamiento por medio de PCR con los oligonuclettidos
especificos T35S y 3 intrdn para un extremo del fragmento para silenciamiento y 35Sy 5
intron para el otro extremo del fragmento, obteniéndose los fragmentos del tamafios

esperados (Figura 41).

Arabidopsis Calabaza

200
165

100

Figura 40 DNA plasmidico del vector de silenciamiento extraido de Agrobacterium

llustracion 1 DNA plasmidico del vector de silenciamiento extraido de Agrobacterium

Oligos T35S y 3’Intron Oligos 35S For y 5 Intron

I

200
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~850

Figura 41 Productos amplificados de PCR para comprobar fragmentos de silenciamiento en vector de
silenciamiento

Comentado [a17]: Trata de manejar un formato uniforma en
todas tus figuras de geles, y una vez mas arregla el tamafio de letra
del ladder




Obtencion de la secuencia completa de CmCDKP

Antes de pasar a la construccion del vector de expresion, fue necesario obtener la secuencia
completa del marco de lectura abierto, ya que debido a la técnica de hibridacion sustractiva
realizada en trabajos previos sélo se cotaba con un fragmento de secuencia, el cual tiene alta
homologia con una CDK de Arabidopsis At1g54610, de 300 pares de bases. Al realizar un
analisis tipo BLAST de secuencia con Atlg54610 nos percatamos que correspondia a un
fragmento intermedio del marco de lectura de éste, por lo que era necesario conocer el resto
de la secuencia. Para obtener la secuencia completa, primeramente se extrajo RNA de savia
de calabaza silvestre (figura 42), partiendo de este RNA se obtuvo DNA complementario
(cDNA) para evitar secuencias no traducibles y poder obtener el ORF completo de la

proteina de interés requerida a ser sobreexpresada.

285—— |

i ¥

Producto de la extraccion
del RNA

12000—4

Producto de PCR a partir de cDNA

o— Secuenciar

nalisis de restriccion

Figura 42 producto de PCR para extremo 3" mas cercano
Para el extremo mas cercano al 3"se utilizé el oligonucle6tido 5 directo del fragmento de
300 pb previamente obtenido y el oligo 3'dTGAGA se realizo una PCR con gradiente de
temperatura a partir de cDNA y se tom0 el producto que mejor se visualiz6 al detectarlo por
electroforesis, siendo la temperatura de alineacion de 64.2 °C en la que se amplificO mas

eficientemente (Figura 42). La banda prevista se corto, purifico y se introdujo al vector de
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clonacion pDrive. Dicho vector se envi6 a la unidad de secuenciacion en FES lztacala para

ser secuenciada por el método dideoxi de Sanger.

SRACE Mg 3R .

rt—“. - F o = %’)
5°Homologo * 5°F ' 3'dTGAGA

— Calabaza
Pepino
Melén

1695pb

Figura 43 estrategia de amplificacion de los extremos 57y 3"para optencion de secuencia completa CmCDKP

Para el extremo mas cercano al 5 primero se ocuparon los oligonucleétidos 3'de la
secuencia de 300 pb y el Oligo 5 SMART (Figura 43). Sin embargo, después de numerosos
intentos por amplificar esta region, este par de oligonucledtidos no amplificaron ningdn
fragmento y se optd por cambiar el oligonucleétido 5 SMART por otro basado en
homologia con las secuencias mas parecidas. Para ello se realiz6 un alineamiento con
Clustal W entre esta secuencia y otras dos CDKs de melén y pepino (las secuencias mas
semejantes de acuerdo con el BLAST realizado). De dicho alineamiento se obtuvo una
secuencia en el extremo amino que es sumamente conservado, lo que permitié el disefio de
un oligonucledtido 5 especifico. Con el oligonucledtido 3"del fragmento de 300 pb fue
posible amplificar un fragmento de 982 pb; dicho fragmento se envio a secuenciar y resulto
empalmar perfectamente con el fragmento de 300 pb, por lo que efectivamente era la
secuencia que faltaba para poder obtener la secuencia completa del marco de lectura abierto
de calabaza. Esta secuencia con un tamafio final de 1695 pb y traducida virtualmente nos da
una proteina de 565 aminodcidos (fig. 45), la cual denominamos CmCDKP. Esta secuencia
fue depositada en la base de datos Genbank (Figura 44).
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Figura 44 Secuencia completa registrada en GenBank

TRADUCCION VIRTUAL DE LA SECUENCIA OBTENIDA

MGCLVSREASSRSVEPPVDNGKRNQITESGVQVEHVQEKELEHVSANVEEHANVSKEEEQKADGGQDRPRAERRRSRKVPR
PVNLPNHSQGAQVAAGW PSW LTAVCGEALNGW IPRKADTFEKIDKIGQGTYSNVYKAKDILT GKIVALKKVRFDN LEPESV
KFMAREILILRRLNHNNVVKLEGLVTSRMSCSLYLVFEYMEHDLAGLAANPSIKFTESQVKCFMQQLLSGLEHCHNRHVLHRD
IKGSNLLIDSGGVLKIADFGLASFFDPNHKHPMTSRVVTLW YRPPELLLGATDYGVGVDLW SAGCILAELLAGRPIMPGRTEV
EQLHKIYKLCGSPSDEYW KRAKLPNATLFKPREPYKRCIKET YKDFPLSSLPLIETLLAIDPVERKTATDALNSEFFMTEPLACK
PSSLPKYPPSKEMDARRRD DEARRLRAAN KAQGD GVKKTRTRVRAIPAPEANAEIQTNIDRRRLITHANAKSKSEKFPPPHQD
GALGFTLGYSRHMDPSGVPPDIPFSSTLFTYSKEPVQVW SGPLVPGAGTDAPPRQKKHVGGKGKRIMV*

SR=Ser/Arg

Proteinas con SR son importantes en el ensamble del spliceosoma (Shepard and Hertel, 2009).

Varias proteinas interactian con U|-70K, tales como SRZ22 y SRZ21(Golovkin and Reddy, 1998)

Figura 45 Secuencia completa traducida de CmCDKP.

La secuencia de aminoacidos de CmCDKP contiene secuencias con aminoacidos serina y
arginina (SR = Ser/Arg), como se puede observar en la figura 45. De acuerdo con Shepard y
Hertel, 2009 estas regiones son importantes en el ensamble del spliceosoma y varias de estas
proteinas también interactdan con la unidad Ul-70K (Golobkin y Reddy, 1998)
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Figura 46 estructura 3D de CmCDKP

Clonaciéon del marco de lectura de CmCDKP y sus homdlogos en
Arabidopsis en un vector para sobreexpresion

Para la construccion del vector de sobre-expresion se extrajo RNAtotal de Arabidopsis y
calabaza (Fig. 29), se amplifico utlizando los oligonucleétidos 5-SMART y dTGAGA, para
la posterior LD-PCR. Ademas, se amplificé a partir de estos cDNAs como moldes, los
marcos de lectura abiertos tanto para Arabidopsis como para calabaza por medio de PCR en
gradiente de temperatura (Figuras 30 y 31). Se puede observar que se obtuvo el fragmento

del tamafio esperado, de aproximadamente 1600pb para Arabidopsis.

A B

Figura 47 Extraccion de RNA Arabidopsis (A) y Calabaza (B)
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Figura 48 Producto de PCR en gradiente de temperatura del ORF de CDK de Arabidopsis a partir de cDNA

Figura 49 Producto de PCR del ORF de CDK de calabaza a partir de cDNA Gltimos carriles 3y 4 bandas méas
intensa

Figura 50 Corte con EcoRV para comprobar inserto del fragmento méas cercano al 5" del ORF de calabaza
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Figura 51 Corte con EcoRV para comprobar inserto del fragmento mas cercano al 3" del ORF de calabaza

Resumen de las construcciones realizadas

Tipo de
construccién

Promotor
At1g54610
(Arabidopsis)

Silenciamiento de
Cmd19
(Calabaza)

Silenciamiento de
At1g54610
(Arabidopsis)

ORF de Cmd19
(Calabaza)

ORF de
At1g54610
(Arabidopsis)

Sonda para
hibridacién in situ
(calabaza)

Tamario del

fragmento (pb)

1500pb
300pb
300pb
1655pb
1719pb

300pb

p*GWFS7 A. tumefaciens

A. tumefaciens

pB7GW1WG2(I1)&
A. tumefaciens

pPB7GW1WG2(I1)E
p*7FWG2 A. tumefaciens

p*7FWG2 A. tumefaciens

pCRII Topo E.coli

C58ClI

C58ClI

C58ClI

C58ClI

C58ClI

Match

Medio/Resistencia

Lb/Spc

Lb/Spc

Lb/Spc

Lb/Spc

Lb/Spc

Ampicilina

Tabla 8 construcciones para el vector promotor, silenciamiento y de sobreexpresion.

Se sembraron plantas tanto de Arabidopsis como de calabaza para ser agro-inoculadas con

los vectores promotor y silenciamiento (Fig. 32 y 33). Las plantas de calabaza y Arabidopsis

fueron agro-inoculadas
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Figura 52 Agro-inoculacion transitoria en cotiledones de calabaza
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Figura 53 Producto de la extraccion de RNAs de diferentes tejidos de calabaza.

Analisis de expresion de CmCDKP en diferentes tejidos de calabaza por
gqRT-PCR.

Para determinar los niveles de transcrito de RNAm de CmCDKP se llevd a cabo un anélisis
cuantitativo por qRT-PCR en tiempo real. Los niveles mas altos de acumulacion de
transcrito fueron encontrados en muestras de polen y hojas heterotréficas, y en menor

medida en las de capullos de flor y savia (figura 26).

Estos resultados apoyan la idea de que CmCDKP puede tener un papel en la formacién de
polen, ya que otro miembro del clado CDK9 esta implicado en la formacion de la pared de

polen a través de corte y empalme de calosa sintasa 5 mRNA (Huang et al., 2013).\
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Sorprendentemente, se encontraron niveles mas bajos de acumulacion de este transcrito en
los tallos, los haces vasculares y exudados de savia del floema, a pesar de que el RNAmM
CmCDKP se encontr6 originalmente en exudados de savia del floema (Ruiz- Medrano et al.,
2007). Por lo tanto, es necesario analizar con més detalle el patrén de acumulacion de dicho

RNAm, lo que podria sugerir a su funcién en plantas adultas.
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Figura 54 Analisis cuantitativo de acumulacion de RNAm en diferentes tejidos de calabaza por qRT-PCR
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Figura 55 Transformacién transitoria de calabaza y comprobacion del transgen GFP
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Figura 56 Gel Virtual comprobando los transgenes VIR, GFP y BAR en las plantas transformadas
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Actividad del Promotor

Lt\nélisis histoquimico para identificar la actividad de GUS

Se analizé la actividad del promotor de Arabidopsis Atlg54610.2 por transformacion

transitoria de calabaza, por medio de tincién de GUS. [ Comentado [a19]: Te hace falta describir bastante més los
resultados de esta seccion

Cortell
transversal@el
anteras@e?
calabazal®

Figura 57 tincion de Gus de un corte transversal de anteras de calabaza
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Microscopia Confocal para analisis de la fusion CmCDKP-GFP en calabaza

Célula®clusival

Figura 58 Estomas de plantas de calabaza transformadas con vector promotor de At1G54619 y controles silvestres.
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Hibridacién in situ para deteccién del RNAm CmCDKP en calabaza

Cortes transversales de tallo

Figura 59 Deteccion por hibridacion in situ del RNAm de CmCDKP en secciones transversales de peciolo (parte
superior) y de tallo de calabaza (parte inferior).

Analisis Filogenético de CmCDKP

Para determinar las relaciones filogenéticas de CmCDKP con otras secuencias, y de esta
manera tratar de inferir su funcién, se realizd un andlisis filogenético con otras CDKs de
plantas como son Arabidopsis y pepino. También se comparé con CDKs de humanos por ser
estas Ultimas las CDKs de las que se tiene mas informacion de su funcion asi como
secuencias completas en las bases de datos. El arbol filogenético se realizé por el método de

Neighbor-Joining con 1000 bootstrap con el programa Mega 10.
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Figura 60 Andlisis filogenético de CmCDKP en relacion con otras CDKs

De acuerdo con este arbol filogenético, CmCDKP est4d mas cercanamente relacionada con
las CDKs que no estan involucradas directamente en el ciclo celular; se puede observar que
CmCDKP de calabaza se encuentra en el clado de la familia de las proteinas cinasas de
CDKSs que regulan la transcripcion. También podemos observar que en humanos las CDK

maés cercana es la CDK9 y en plantas como pepino las CDKC que regulan la transcripcion
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asi como el corte y empalme durante la maduracion del RNA mensajero. Estas CDKSs estan
involucradas en la elongacién por fosforilacion de la cola de dominio carboxi-terminal de la
RNA polimerasa Il (Tanny, 2014; Hidbring et al., 2016)
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Figura 61 Analisis filogenético de CmCDKP en realacién con CDKs de plantas.

Este segundo andlisis filogenético que incluyd Unicamente secuencias de plantas muestra
que el clado CDK9 que contiene CmCDKP es bastante grande; un posible papel en la
elongacion de la transcripcion solo se puede asignar a estas proteinas por analogia ya que la
mayoria de secuencias en este filogenia son hipotéticas (Figura 53). Otro miembro del clado
CDKJ9, CDKC2 de Arabidopsis, colocaliza con componentes del spliceosoma y regula su
distribucién; Ademas, tienen un papel en la inmunidad a patégenos microbianos ya que

median la respuesta a los efectores bacterianos (Kitsios et al., 2008; Li et al., 2014).
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CONCLUSIONES
Las tejidos de peciolo, apice y flor son los que obtuvieron mayor cantidad de RNAm
correspondiente a la CDK de estudio en calabaza, probablemente porque son tejidos en

desarrollo.

La secuencia traducida de CmCDKP sugiere una participacion funcional en el ensamble del

spliciosoma debido a las regiones SR contenidas en esta proteina (Shepard y Hertel, 2009).

CmCDKEP esta estrechamente relacionada con las proteinas que regulan la transcripcion en
plantas y humanos (CDK C y CDK 9 respectivamente) asi como el corte y empalme durante

la maduracion del RNAm.

Andlisis histoquimico del promotor fusionado a GFP muestra acumulacion de esta proteina
en las anteras de flores y estomas de hojas, por lo que sugiere una participacion en estos
tejidos lo que podria ser en la maduracion de RNAm de proteinas necesarias durante el

desarrollo de estos tejidos.
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Abstruct

The phloem is involved in the delivery of nutrients but also of long-range signals that regulate dEverse processes. Several different
R.\AslunhunMmuphlwmmmm-hdmﬁhmttmhmmhammtnhnlu-i
several RNAs in p phleem sap exudates in resp to viral 7 i mh-m@;lmw
d:pcndmkpmmhrue(CDK).h:hunuiy we report the farther ch izati foned CDK mRNA. The
mmplﬁenquznned&uﬂﬂ&wb&umtﬂm(hwmmmmxwmtw
nMQﬂNILl)mwyhmmwwof&mmdhmmmcﬁw:mw-

via RNA poly Il CTD phosph or spixing control. The mRNA
accurnulated to bighest levels in pollen tissue. ingly. the mRNA Jocalized to the iox cell-sieve element complex iz the
pbhmdmloﬁuphmdmminhdumhhmmﬂmwlmkn-lypbhem&vdm

K d v, Prloem devels Tt lati

Y A transy 7 CDKs, B 3
Abbreviations: CDK, Cycliz-Dependent protein Kinase; CC-SE Companion Cell-Sieve Elemen: complex.

Introduction

The vascular tissue was likely 2 powerfiul driving force for plant viahility, aithough its global physiclogcal
behmdmncohnmafmmulhbmbyphm.md significance is mot yet clear (Kim et 2l, 2014; Thieme et al
also having an imp role in its diversification. The most 2015; Yang et 2, 201S).

important fancticn of the vasculature is nutrient transport, the w:mmywmmqu
xylem being involved in the distribution of water and mineral Cucumber mosaic virusinfected Cacurbitc maoes
nutrients while the phloem of fixed carbon throughout the (pumnpkin) cv. Big Max cootzms differentially-accummuized
whole plant (Lough and Locas, 2006; Lucas et al, 2013). The mwumammmwmun
phloem consists mainly of two cell types. the companion cell blishing 2 defense agaicst p astack
(CC)mdlbemlumd sieve clement (SE), which are (RmmaLMhhmem

branched pl (Lucas etal., further Son of a differentiall

ZOISLTbeﬁlsMSmaanﬁwwkdevely transcript coding for 2 puative Serine-Threonine protes
maintains distant parts of the plant communicated (Lucas et kinase, possibly involved in signafing, 2 cotion by
al, 2013). It bas become increasingly clear, though, that the the of the ipt = the phivem
phloem i also imvolved i the delivery of signals that may mhmmmlh&uwhﬁﬂk@bm
regulate  whole-plant  development and response o of the tmanscript, which was termed CmCDKP (for Quewrbess
environmental cues (Lough and Lucas, 2006; Kehr and Buhtz, maxima Cyclin-Dependent Protein Kinase from Phloem) ané
2008; Luxcas et al, 2013). Potential long-range signals include to a Cyclin-dependent proten kinase (CDK)
phytohormones, proteins, lpids, and different types of RNA CDKsnkzymphnu cell cycle progressios in all
(mRhAsudm:llRNa\:)(hmmdLnudﬁ.m l.uuel :ukn'ym in plants Imi phytobormooe signaling =
al.,, 2013). Fi ing in resp o photop I coes to the cell cycle viz phosphecyiation of
response to phosphate jon and iptional jon factors that promote cell cycle progression
gene silencing (PTGS) are i od’" g (me&aﬂ.l&lkmhndwmn).na!n
mﬂm:yp:mndk.";\s(&:ﬂ:mnﬂll.!m Lizet several types of CDKs, wiich include nee-canonical coes,
al., 2007; Yoo et al.,, 2004; Kebr and Buhtz, 2008; Navarro et whose mam roles appear to regulate transcription elongaon
al, 2011). Massive long-Gistance transport of RNA m ndsphnnso(pzshnw:m::whdnd
Arsbidopsis and grapevine grafts, and between 2 parasite cycle progression, as well as in modification of chroce:m
plant and its host suggests that this phenomenan is important (TmyalelkHMﬁleolﬂ.m:chz
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pection of the seg as well as phyloge analysis
wmmmerm-mmwccm
These proteins do not negulate directly the cell cycie: rather, a
rale of some members of this clade = response % biotic and
abiotic stress through regulation of transcription andior
splicing has been demonstrated (Tuang et al., 2008; Kitsios et
al., 2008; L et al., 2014). On the other hand, the localization
of this mRNA suggests an involvement in early vascular
tissue and phloem development.

Results and Discussion

CmCDKP is phylogenctically related to CDKr involved in
transcriptional reguiation

Vuhnnpnvmulynpm-dﬂnmdnmk\ll\
= pmmnhun(CDK)
infected

n putative cy P
in phlm sap exudates of pumph
with Cucurnber mosaic viris u

CmCDKPbebngmdmhhnbem
ﬂahumCDK9 wh»:hupmof!heCDKC&nﬂy h-nn

by 1
md rboq:bcrylm of the RNA polym n Cltboxy
Termiral domain (CTD) (Tanny, 2014; Hydbemg et al.,
2016). This analysis shows that the CDK9-like clade

wnmumngCDKP:qumlnge.apuiHeml:m

o and regulates their distrh further, they
have a role in to microbial path snoe
mediate the resporse to bacterial effectors (Kitsios et al.,
2008; Li et al, 2014). Indeed, it is becoming more evident

that CDKs, and in particular non-canonical oces, bave mare
dously thought, sxh as in i

CmCDKP mRNA accumulates to highest levels in floral
oryans

Next, gquantitative RT-PCR analysis was carmed ot %
determine the Jevels of CmCDKP mRNA. The
kighest levels found were in polien snd mature flowers, and,
to Jesser extent, ia flower buds and source Jeaves (Figure 2).
These results lend suppert % the notion that CmCDKP may
have a role i polien formation, since another member of e
CDK9 clade is invoived in the formation of polles
splicing of callose symthase § mRNA (Huang e al., 2013)
Surprisngly, lowest Jevels were found in sterns, vascslsr
strips and phloem sap exudstes, even though CmCDKP
mRNA was originally found in phloem sip exudates (Ruiz-
Medrno et al., 2007) It was thus necessary to analyze with
maore detail the accumulation pattern of CmCDKP mRNAL
whick could bint %o its function in adult plants.

CmCDKP mRNA localizes to developing phivem and shoot
apical meristem

PMmvarﬁmd

i transcript
clearly localizes to the OC-SE complex (Fig 3C, Dand I}
m-mmmuuc-twnm-mu-
early vascular i CmCDKP =t
)ﬂdm-m@dnmdmﬁh
from petiole and young stem cross sections (Fig. 3F and H).
lm 2 specific signal was also detected = the

extrafascicular developing

piioem (Fig. 3 and K). [ e e
mmd du 2 hn been suggested St in cuomhis

Jong-doemce
sgnaling (Wang et al, 2010) Furthermore, CmNACP!
mRNA is taesmitted through 2 grafl union fom 2 punpics
stock to 2 cocumber wion via e extafascicular phicem
(mMma&lmMumm-ﬂl
role in phloem sigraling. CCDXP could be
Mvdm&ﬂmimhﬁbuhm
that the mRNA 2pp izes 250 o seve
hﬂtlmﬂ:mmm&hﬁ.khmﬂy

been envisaged that certain CDKs Eave role that may net be
relnted directly to cell cycle regulation (Hydbring e 2i,
mlﬂlnind.nh_d‘mm«ﬂynﬁw

ofal!da&ndDY\Ampur(Hydnmgetll
2016). A more distant sequence relative %o this clade, COKG
from Ambidopss, regulates the splicing of callose sycthase 5,
involved in pollen wall formation (Huang et al., 2013).
This supperts the notion that members of these clades have a
role in transcriptional elongation and splicing of certain
transcripts. Onthemhnhmd.hm&mof CmCDKP
mRNA in 0 CMV = ion is with arole
in defense to path atiack (Ruiz-Medrazo et al.,
2007).
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more direct wle in splicing andior

mw m‘
lkhugh.hnhubunlhﬂﬂdﬁ'dy o few species. lhlI

it is necessary the analysss of CDKs from diverse orgasss=s
to search for general functions of these protems, if any.
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Name oc sequence [D Orgur::
CmCDKP KMOSATIRL Caxwrbitg marimg
Cuocsa 289140.1 XP_004135651.1 Clacimis sutvous
ATIGS4610.1 NP 175862.1 Arahudooris thafuans
Mares 09G159000.2.0 CK650678.1 Manuhot evculentss
LOCR288455 XP_00251227% Ricar commuanis
Lus10004 144 ND Linam ot simem
Potzi 005G045500.1 XP_006382713.1 Popuius trichocarps
Medr7iel 143001 XP 003626368 | Medicago runcatis
5001 XP_007T147119.1 Phasecius sulgaris
Glyma03g40330.1 XP_003521735.1 Giycine max
poal03S11m XP 007222466.1 Prunus pervica
MDPOO00T42986 XP_00S388632.1 Malur x domestica
101304223 XP 004289615.1 Fragaria vexcs
ARALYDRAFT_495150 XP_002865826.1 Arshudoprs lvrats
Carubv 100200601 XP_006302071.1 Capaeiia rubeila
Bra27966 XP 0091134261 Brasvica rapa
Thisalv10023378m XP_006392507.1 Theilungiells kalophais
evn TU contig 285233 EX233665.1 Carica papava
Coend 007G287200.3 XP_012492925 Gosnpoam rawmends
Eucgr.H03769.1 XP_010024564.1 Ewcayprus gramdis
Salyc0 120981602 XP 004230142.1 Solanum Ivcopersicum
PGSCO00IDMTA00027661 XP_006342740.1 Soigmum tuberosum
Ciclev 10000658 XP 006433109.1 Clrus clementing
orange|.1g018936m KDO57098.1 Cigras sinensis
GSVIVTO1021907001 XP_002273085.1 Vins vinifers
Theoe | EGO2644412 XP 007030691.1 Thecbroma cacso
Migut NOOI22.1 XP olmlm 1 Mimaias gunis
Aguca 003 008863 Agusienis coerulea
LOC_Os0747180.1 xr_olssnm.l Oryss sanva
Seta.2G424100.1 XP_012699221.1 Setaris inslsc
Bradi1g18450.1 XP 003562450.1 Brackypodium dissachyen
Sobac.001G372900.1 KXG39385.1 Sorghum bicolor
GRMZMSG873277 XP_008570639.1 Zea mays
Pavir. B503658.1 XP 010105022.1 Pamicum virgasum
Pp3cd_21750V33 XP_001784857.1 Physcomutrella patens
145457 XP 002968148.1 Seiagmeila moeilendorfi
36844 XP_005647315.) Coccomyxs rubellipsoudea
Crel0.2465500.11.2 XP_001698637.1 Chiamydomonas rewkards
Vocar 000850098 | XP 002954450.1 Voilvex carseri
Materials and Methods sequence within Se -'x;uﬂ CmCDKP fragment obtained by
cloning (| et o, 2007) (5-
Plant material TTI’CGGGAMCTMM&IJ\ Toe

Cucurbita mavma Big Max seeds (RH Shumway's:
wwhmphdnwmmmg
cotton saturated with water in a greeshouse
mlmuuﬂyhlw&%pmm
wnmmsuo{nﬂ(muw
with nutrient solution every 3 days umil

Cloning procedures and quantitative RT-PCR analysis

using
a Tissoelyser LT (Qizgen, Hilden, Germany), a=d l.'\A

forwand primer was designed based on the alignment of e §°
w«uww«c—tm::c_
mefo, Cucumis setivas, mé Arsbidopsss (NCBI acoessen

Nos. XP_008450739.1 and NP_004135651.1, respectively)
(sequence S ATGGGGTGTYTGGTTAGOCGAGAGG-
CGTCTTCTAGA-3"L. The 3"end of the sequence was
cbtzined usng as forsand primer 3 sequence withiz e
aforementioned onigime! CmCDKP fagment (Cndl9 REVY,
5% AGCGAGTTCTTCATGACAGAGICTTTAGCT TG
B)Mammthm.cﬂ\Aw
first

ﬁwbyla\ciuq‘l’h'l’qpnl)wﬁn&
Japan ), both following the manufactorer’s imstuctions. Toe

Mm;ml!ﬂusyht(onp). sally foll
the The RNA was eluted
mnbso;dddll,onamnﬂwpgnilb pg'ml
EmdmvaﬂnmhdﬂAqudnamg
wpt Il revesse “rogen, La Jollz CA).
S and 3° . ‘RACE using €TGAGA ad SMART primers
m»maiumyms‘d«&
CmCDKP ORF was obtxined using as reverse primer 2
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dith hhfd)‘m-u—nfﬂyh-z
as follows. One cycie of 3 min 22 MC, followed
by}!c)dsnl'mhﬁml%‘c.mh
35 sec at 56°C and polymerization for | min 45 sec 2t T2°C,
-ﬂaﬁdmwd?mhn?’tl&
PCR products were cloned im the pDrive wecor
e i o)
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Fig 1. Phylogeny of CmDKP in relation to plant CDKs. Sequences were obtzined from Phywosome (https:/phytosome.igi.doe.goy)

after BLASTP analysis. The more similar sequences to CmCDKP for each taxon wene used. Red dots cormespond 0 CmCDKP, =d

its closest bomologues in C. sanvus and Arabidopsis. The phylogenetic tree shows that sequences that cluster with CnCDKP for= 2.
by s Eraels

large ciace, which
‘.| I & I E
rd

i
¥ig 2. Quantitative RT-PCR analysis of CmCOKP mRNA accumulation in different tisses. Total RNA was solated from polien,

matare flowers, flower bulbs, heterotrophic leaves, ster, vascalar strips and phloem sip. The 2-ACT methed wes used %o deter=ine
relative amocnts of mRNA (Livak and Schmittgen, 2001). Data was normalized o 1SS :RNA.

Normalund erprenton wves
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D, sagittal section of region close % the apex hybridized to antisense CmCDKP probe; signal i= phioem cells is imEcated by arsows.
E, cross sectice of petiole of beterotrophic leaf hybridized with sense CmCDKP probe. F, cross section of petiole hybridized ©
antisense prode. G, cross section of stem close (10 cm) to the 2pex, hybridized 1o sense CmCDKP probe. M, same a5 G, b
MnmﬂLqﬁmdmdﬂnnhwwmn—mmmm

Arrows indicate individual companion cell/sieve element pairs. Bar is 100 pum i= 2ll cases, exoept in D and [ in which it is 200 e

For RT-PCR salysis, CmCDKP RNA levels weme Schmittgen (2001). Three repeats were amalyzed per Sasne.
determined 25 follows. Total RNA was extacted fom Sssues

from five independent plants, 50 mg for each tissue (pollen, In situ hybridization

leaves, sterns, apex, flower buds and mature flowers), pooled,

and used for one-step RT-PCR (10ng iz a 104l reaction). In Tmhu&-&dmﬂnmmﬁﬂ.
hmofﬁbmwm:dlu. RNA was isolated as =d paraffn.
ihed pn Jy (Ruiz-M: et al, 1999). A (Rma\h&mei.lmm-pﬂc‘ﬂ?hn
commercial systemn %o the manmufacturer’s was arplified usng specific primers (Cmél9 formand
recommendatans (KAPA SYBR FAST Universal 5" GTGGAGCAACTACACAAGATATACAAGC - 3" =
gRT- PCR Kit). Specific prmers wsed for CmCDKP were: Cmidl9 reverse 5°- CATCTCCTTACTGGGAGGAT -3 =
5% cloned = the pDrive vector (Qiagen). Semse md amtisense
GTGGCTOCOCTTCAGATGAATATTGGAY and of this fragment wee labeled with digoxige=m-
CmdREV2. The Real Time RT-PCR rexctons were 1IUTP (Roche. México) Som meanzed plasmic usng e
Mnlm (Corbet: R h, ipt TV system, the
fi2) using the following PCR conditions: 5 mam 2t 42-C fo 's sons (Ambicn, Austm, TXL

ﬁrmmﬂb-dby}m:”-cmﬁ
cycles of densturation (95+C for 3s), annealing (S8°C for Phylogenetic analysis
20s), 20d extension (72°C for 35). To verify that no additional

e £ ST Protein sequences of CORs were remeved Foen Genbank =8
products were amplified = the reaction, a dissociation curve
was generated progressive sammple heating (60-95°C). The Ct zm  (e=puciphymzome oW
value fior each product was determined by triphicate for eack gl .. = wikag Ocxg2

Fwww.ebiac uio Toals mss/clustlo/ CmCDKP.

tissue sample. 1SS rRNA was wsed % normalize geme W z )‘.F" i
expression; the primers used wers: [SS FOR, 5% this .?.M ..“;hf,)
GCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCAT-3'; 1SS REV, 5™ X rsv g L G,
GTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAL. Relative wak Sachelal i Sk sy A pliylogpncic wom v fen
qumtification of - : using Mega 5.1 =d the Neighbor-Joiming mehod
mnuzpmmwwmm {Seiton and Net, 1987) The accession cumbers of e

sequences utilized = this analysss ane listed =n Table |
217
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Conclusion

In the present work we chamcterized the mRNA for 2
phloem-expressed Cyclin Dependent Proteis Kinase, termed
CmCDKP. Analysis of its sequence indcates that it belongs
blthdcvbontyp:n-nbc,cmﬂ functions in
h lation of RNA Pol 1
CfDO&.cbnnmnhnofllmMnm;pdm
splicing of specific genes, such as CALS, necessary for
pollen wall formation. A similar role for CmCDKP could
thas be suggested. In this particulsr case, Bawever, a role in
carly vascular tissue differentintion seems alvo likely, given
tie localization of this mRNA in isolated cells close to the
apex, as well as in leaf primordia. Sagittal sections close %0
the apex suggest that these cells become vascular tisue,
which evidently become phloem tissue as observed in
petioles of mature Jeaves (Fig) 3B. A role in Jong-distance
signaling is alwo suggested by the presence of CmCDKP
mMRNA in external phloem SEs. More work is required o
wmhmmum-uw
Also, of the mutant of the
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APENDICE A EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS CON LA MARCA

QIAGEN.

:
=
€
g

(Mini Protocol)

Protocol: Purification of Total DNA from Plant Tissue
(Mini Protocol)
Important points before starting

If using the DNeasy Plant Mini Kit for the first fime, read “Important Notes”
(page 14).

Ensure that you are familicr with operating the TissueRuptor or the Tissuelyser. See
“Disruption and homogenization using the TissueRuptor”, poge 15, or “Disruption
and homogenization using the Tissuelyser System®, poge 15. Refer to the
TissueRuptor User Manual or the Tissuelyser Handbook for operating instructions.
Buffer AP1 may develop a yellow color upon storoge. This does not offect the
procedure.

All centrifugation steps are carried out at room temperature [15-25°C) in c
microcentrifuge.

Things fo do before starting

Buffer AP1 and Buffer AW1 concentrate may form precipitates upon storoge. If
necessary, warm to 65°C fo redissolve (before adding ethanol to Buffer AW1). Do
not heat Buffer AW1 after ethanol has been added.

Buffer AW2 aond Buffer AW are supplied os conceniraies. Before using for the
first time, add the appropriate emount of ethanol (96-100%) os indicated on the
bottle to obtain a working solution.

Preheat a water bath or heating block to 65°C.

Procedure

For disruption using the TissueRuptor, follow step 2; for disrupfion using the
Tissuelyser, follow steps 3-6.

Alternatively, plont or fungal tissue can be ground to a fine powder under liquid
nitrogen using a mortar and pestle. Transfer the fissue powder and liquid nitrogen
to an approprictely sized tube and allow the liquid nitrogen jo evaporate. Do not
allow the sample to thaw. Proceed immediately to step 7.

22
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TissueRuptor procedure: Place the sample material (<100 mg wet weight or
<20 mg lyophilized tissue) into @ 2 ml microcentrifuge tube. Add liquid nitrogen to
the tube, and freeze the sample for 30 s. Keep the sample submerged in liquid
nitrogen, and disrupt for approximately 30 s ot full speed. Allow the liquid
nitrogen fo evaporate, and proceed immedictely fo step 7.

Alternatively, fresh or lyophilized material con be directly disrupted in lysis buffer
(after step 7) without using liquid nitrogen, but this mey couse shearing of high-
molecular-weight DNA. We do not recommend disrupfing frozen matericl in lysis
buffer os this con result in low yields and degraded DNA.

Tissuelyser procedure: Place the sample material (< 100 mg wet weight or <20 mg
lyophilized tissue) into a 2 ml safe-lock microcentrifuge tube, fogether with a 3 mm
tungsten carbide bead. Freeze the tubes in liquid nitrogen for 30 s.

When using lyophilized fissue, the tubes do not need to be frozen in liquid
nitrogen.

Place the tubes info the Tissuelyser Adapter Set 2 x 24, and fix info the clamps of
the Tissuelyser. Immediately grind the samples for 1 min ot 30 Hz.
Disassemble the adapfor set, remove the tubes, and refreeze in liquid nitrogen for
30s.

When using lyophilized fissue, the tubes do not need to be frozen in liquid
nitrogen.

Repeat step 4, reversing the position of the tubes within the odapior set. Proceed
immediately to step 7.

To prevent varicfion in sample homogenization, the adapior sefs should be
removed from the Tissuelyser and disassembled after the first disruption step. For
the second disruption step, the adeptor sets should be reassembled so that the tube
order is reversed. Rotating the racks of tubes in this woy ensures that oll samples
are thoroughly and equally disrupted.

Note: The maijority of plant tissue is ground to o fine powder offer 2 disrupfion
steps, however, for some materials one disrupfion siep may be sufficient. Other
tissues, such as seeds and roots, may require disruption steps. Opfimization of the
disruption procedure may be required for some plant material.

Add 400 pl Buffer AP1 and 4 pl RNase A stock solution (100 mg/ml) to @ maximum
of 100 mg (wet weight] or 20 mg (dried) disrupted plant or fungal fissue and vortex
vigorously.

No tissue clumps should be visible. Vortex or pipet further to remove any clumps.
Clumps of fissue will not lyse properly and will therefore result in o lower yield of
DNA. In rare cases, where clumps cannot be removed by pipetting and voriexing,
a disposcble micropestle may be used.

Note: Do not mix Buffer AP1 and RNase A before use.
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8. Incubate the mixture for 10 min at 65°C. Mix 2 or 3 fimes during incubation by

inverting tube.
This step lyses the cells.

9. Add 130 pl Buffer P3 to the lysate, mix, and incubate for 5 min on ice.
This step precipitates detergent, proteins, and polysocchorides.

10. Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min ot 20,000 x g (14,000 rpm).
Some plant materials con generate very viscous lysales and large amounts of
precipitates during this step. This can result in sheoring of the DNA in the next step
(see “lysate filtration with QlAshredder”, page 19). In this case, optimal results
are obtained if the majority of these precipitates ore removed by centrifugafion for
5 min at 20,000 x g (14,000 rpm). After centrifugation, apply supernctant fo
QIAshredder Mini spin column and confinue with step 11.

11. Pipet the lysate into the QlAshredder Mini spin column flilod] placed in @ 2 ml

collection tube, and centrifuge for 2 min ot 20,000 x g (14,000 rpm).
It moy be necessary to cut the end off the pipet fip to apply the lyscte to the
QlAshredder Mini spin column. The QlAshredder Mini spin column removes most
precipitates and cell debris, but a small amount will pass through end form ¢ pellet
in the collection tube. Be careful not to disturb this pellet in step 12.

12. Transfer the flow-through fraction from step 11 info c new fube (not supplied)
without disturbing the cell-debris pellet.

Typically 450 pl of lysate is recovered. For some plont species less lysate is
recovered. In this case, determine the volume for the next step.

13. Add 1.5 volumes of Buffer AW to the cleared lysate, and mix by pipeffing.

For example, to 450 yl lysate, add 675 pl Buffer AW1. Reduce the cmount of
Buffer AW1 accordingly if the volume of lysate is smaller. A precipitate may form
after the addition of Buffer AW1, but this will not affect the DNeasy procedure.
Note: Ensure that ethanol has been added to Buffer AW 1. See “Things fo do before
starting”, page 22.

Note: It is imporiant to pipet Buffer AW directly onto the deared lysate and fo
mix immediately.

14. Pipet 650 pl of the mixture from step 13, induding any precipitate that may have
formed, into the DNeasy Mini spin column ploced in @ 2 ml collection tube
(supplied). Centrifuge for 1 min af 26000 x g (corresponds fo 28000 rpm for most
microcentrifuges), and discard the flow-through.” Reuse the collection fube in
step 15.

15. Repeat step 14 with remaining sample. Discard flow-through*® and collection tube.

£
£t
£§

* Flow-hrough froctions contcin Buffer AW, ard are therefore not compotitle with bleoch. See poge 6 for
sofety informetion.
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16.

17.

18.

19.

Place the DNeasy Mini spin column into @ new 2 ml collection tube (supplied), odd
500 pl Buffer AW?2, and centrifuge for 1 min ot 26000 x g 28000 rpm). Discard
the flow-through and reuse the collection tube in step 17.

Note: Ensure that ethanol is odded o Buffer AW2. See “Things to do before
starting”, page 22.

Add 500 pl Buffer AW?2 to the DNeasy Mini spin column, and cenirifuge for 2 min
at 20,000 x g (14,000 rpm) fo dry the membrane.

It is important o dry the membrane of the DINeasy Mini spin column since residucl
ethanol may interfere with subsequent reactions. This centrifugofion slep ensures
that no residual ethanol will be carried over during elufion. Discord flow-through
and collection tube.

After washing with Buffer AW2, the DNeasy Mini spin column membrane is usually
only slightty colored. In the rare case thot the membrane remains significantly
colored ofter washing with Buffer AW2, refer to “Darldy colored membrane or
green/yellow eluate after washing with Buffer AW2” in the Troubleshooting Guide
on page 43.

Note: Following the centrifugation, remove the DNeasy Mini spin column from the
collection tube carefully so the column does not come info contoct with the flow-
through, cs this will result in carryover of ethanol.

Transfer the DNeasy Mini spin column fo a 1.5 mi or 2 ml mirocentrifuge tube (not
supplied), and pipet 100 pl Buffer AE directly onio the DNeasy membrane.
Incubate for 5 min af room femperature (15-25°C), and then cenirifuge for 1 min
at 26000 x g 8000 rpm) fo elute.

Elution with 50 pl [instead of 100 pl] increcses the final DNA concentrafion in the
eluate significantly, but also reduces overall DNA yield. I larger amounis of DNA
{(>20 pg) are loaded, eluting with 200 pl (insiead of 100 pl] increases yield. See
“Elution”, page 19.

Repeat step 18 once.

A new microcenirifuge fube can be used for the second elufion siep to prevent
dilution of the first elucte. Allernatively, the microcentrifuge tube con be reused for
the second elution step fo combine the eluates. See “Elufion”, poge 19.

Note: More than 200 pl should not be eluted info @ 1.5 ml microcentrifuge tube
because the DNeasy Mini spin column will come info contoct with the elucte.
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General Information (April 2010)

Application

Kit

Sample material
Shert protocol name
Version

Full protocol name
Editable parometers

* Scmple Tubes RB, 2 ml (cat. no. PP0381); see

DNA

DNeosy* Plant Min: Kit

Plant cells and Nissues

Stendord

2

Purificotion of total DNA from plont cells ond Sssues

d; defouk 100 4

Elution volume 2: 50-100 ul in increments of S50 ul; defoult 100

Elution volume 1: 50-100 gl n increments of

Required QlAcube” Firmwaore version FIW-50-001-)J FW_MB.hex and PLC progrom version
software versions FIW-50-002-G_PLC_MB.prs or higher; available from the QlAcube Web Portal
Shaker
Material Lysate from up to 100 mg fresh or up to 20 mg cried or lyophilized piont moterial. For
detoiled informotion cbout lyscte preparction, see “Comments” on next poge.
Vessel 2 ml sofe-lock microcentrifuge tube®
Adapter Shoker cdopter for 2 mi microcentrifuge tubes [morked with “2”

Disposable Tips Reagent Bottle Rock
Disposable Filter-Tips, 1000 ul Rock lobeling strip DNecsy Plont
Position Reogent
Rotor Adapter

Buffer API/E

2 Bufier AW
3 Bufier AE
r =
& =

Position  Lobware Lid position
1 DNeasy Mini spin column L
2 QlAshrecder spin column -

(eut off lid)

3 1.5 ml collection tube’ L3 .....

! Sarstect, Micro tute 1.5 ml Sciety Cap {see www sorsiedt com).
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Microcentrifuge Tube Slots

Posifeon
A B C
Content
Vessel
Volume of reagent required for the indicoted number of samples i)
MNumber of samples A B =
2
3
4
5
&
7
8
b
10
12
Comments
Things te do before starting
Add 400 pl Buffer APl and 4 ol BMase A godk salution o & moo of 100 mg of growund {wet weght] or
20 myg [dried) disrupted plant material, and prepore a lysate b lowang sters B-10 of "Protocol: lsolation of
Total DNA from Plant Tiesue [Mini Profecol book. Centrifugofion of the lysole in
slep 10 must be perfarmed. After eentrifugation, transfer  ho 2 ml safe-lock microcentrifuge
tube.
Be sure te eut off the lids of the QlAshredder spin enlurmns be gy o the rolor odaplers.

Trodemaorks: QIAGEN", GQlAcube®, DMeosy™ [GIAGEN Group).

2 2007-2010 QIAGEN, ol rights reserved. .... .
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Protocol Sheet

General Infermation [April 2010)

Application DA
Kit QlAprep® Spen Miniprep Kit
Sample material Up 1o 5 mi LB cultures
Shon protocal name ‘Withouwt Buffer PB
Versian 3
Full pretecal name Plasrmid DA purifiestion using the GilAorep Spin Miniprep Kt fwithout PB wash]
Editable paorameters Elution volume: 30-100 pl in merements of 10 d; defoult 50 ul
Reguired QlAcube” Firmware version FIW-50-001-J_PW_MB. hex ond PLC progrom version
softwaore versions FIW-50-002-G_PLC_MB.prs or higher: ovoiloble from the QlAcube Web Portal
Shaker
Material Pelleted bocterial cells fram 1-5 mi overmg E. coli in LB meadium
Vessel 2 mil safe-lock microesnrifuge tube®
Adaopter Shaker edapier for 2 ml microcentrifuge fubes [morked with “27)
* Sample Tubes RB, 2 ml oot no. PRO3E1); see www gigges com My OlAS O
Disposable Tips Reogent Bottle Rock
Disposable Filler-Tips, 1000 pi Riock labeling strip CHlasren
Dispesable Filler-Tips, 1000 pl, wide-bore

Position Eeogent

Roter Adopter Bfies 1
2 Bufer P2
3 Buffer N3
4 .
5 Burffer PE
& Buffer EB

Position Lobware Lid pesition
1 GlAaprep spin column -
2 L -
3 1.5 ml collection tube’ L3

¥ Sarstedt, Micro tube 1.5 ml Sctety Caop |sse sww sortedt com). ... .a i
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aiacse | Protocol Sheet

Microcentrifuge Tube Slots

Position
A B C
Content
Vessel
Volume of reagent required for the indicated number of samples (ul)
Number of samples A B C
2
3
4
5
6
7
8
9
10
12
Comments
If bacteric ore cultured in rich medio [e.g., TB or 2x YT}, use & mommum culture volume of 2.5 ml
Harvest the bocteriol cells by centrifugation ot 6800 x g for 3 munutes.
It is not necessary to add LyseBlue reagent 1o Buffer P1.
Carefully fill the resgent bottle with Buffer P2 making sure thet the buffer coss not foom os this moy leod 1o
liquid-detection error during the lood check.

Trodemarks: QIAGEN", QlAcube®, QlAprep” IQIAGEN Grouz).

© 2007-2010 QIAGEN, of rights reserved. 066
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Protocol Sheet

General Information (April 2010)

Application

Kit

Sample material
Shert protocol name
Version

Full protocol name

Editable parometers

RNA

RNeasy® Plont Mini Kit
Plant cells ond Nissues
QiAshredder

2

Purification of total RNA from plont cells ond tusues (with Qlashredder
homogenization)

Elution volume: 30-100 i in increments of 10 uf; cefoul 50 i

Rotor Adapter

Position Lobware

Required QlAcube” Firmware version FIW-50-001-J_FW_MB.hex ond PLC progrom version
software versions FIW-50-002-G_PLC_MB.prs or higher; ovailoble from the QlAcube Web Portal
Shaker
Material Up to 100 mg plent material disrupted in 450 pd Bufer RLT or RLC
Vessel 2 m sofe-lock microcentrifuge tube®
Adapter Shoker cdopter for 2 ml microcentrifuge fubes (marked with "2
* Sample Tubes RB, 2 mi (cat. no. 990381); see www gicoen com/AyOIAS
Disposable Tips Recgent Bottle Rock
Dispesable Filter-Tips, 1000 ui Rock lobeling strip RNeasy Mini

2 -
3 100% ethono!

4 Buffer W1

5 Buffer RPE

& RANcse-free woler

1 RNeasy Mini spin column [pink] L

2 QlAshredder spin column -
[purple; cut off lid before
plecing info rofor odapter)

3 1.5 ml collection tube! 3 .....

! Sarstect, Micro tute 1.5 mi Sciety Cop [see www.zorsiedt ool QImEN
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Protocol Sheet

Microcentrifuge Tube Slots

Pasition
A B C
Content
Vessel
Volume of reagent required for the indicoted number of somples [pl)
Mumber of samples A B C
2
3
4
5
[
ki
]
9
10
12
Comments
Be sure ta cut off the lids of the GllAshredder spin enlumns before plosing o the rofor odopters.
Before placing disrupted sample material onto the QlAcube shoker, check that the hysoles ane nol viscous.
Viscous lysates con couse the filker-fips fo clog.

Trodemarks: QIAGEM", QlAcube”, BNeasy™ [QIAGEN Groug)
= 2007-2010 QLAGEN, oll rights neserved.
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APENDICE B ELECTROFORESIS VIRTUAL CON EL EQUIPO QIAxcel DE LA
MARCA QUIAGEN

RNA SILVESTRE DE CALABAZA

[RFU x 1E0]
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Result Table

# Size Conc. [ng/ul]
[nt]

1 15 n/a

2 200 60.00

3 500 60.00

4 1000 60.00

5 1500 60.00

6 2000 60.00

7 3000 60.00

Result Table

# Size Cone. [ng/ul]
[nt]

8 4000 60.00

9 6000 60.00
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