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RESUMEN 

Trabajos clásicos y evidencias más recientes sugieren que el floema distribuye señales que 

regulan diversos procesos en plantas, desde la inducción de la floración hasta la respuesta a 

patógenos (Ruiz-Medrano, Xoconostle-Cázares, & Lucas, 1999) (Chen & Kim, 2006) (Kehr 

& Buhtz, 2008). El floema es un conducto por el que se establece la comunicación entre 

tejidos distantes, pero es también un generador importante de señales distribuidas a otros 

tejidos. También se ha documentado la presencia de una gran variedad de proteínas en 

exudados de floema, algunas de las  cuales están involucradas en el mantenimiento de los 

elementos cribosos y otras en señalización. 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 proteínas 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), Además localizamos este mensajero en floema 

durante diferentes etapas del desarrollo. Esto sugiere que dicha CDK puede estar 

potencialmente involucrada en el desarrollo y diferenciación de floema en plantas. A su vez 

esta CDK presenta una proteína con elevada semejanza en Arabidopsis, At1g54610. El 

patrón de expresión de este gen, así como el análisis de las mutantes silenciadas en los 

mismos, se llevó 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 darán a conocer los antecedentes encontrados en la 

literatura así como experimentos realizados previamente los cuales nos llevan a la 

justificación del proyecto, hipótesis, objetivo general y objetivos específicos. Posteriormente 

se detalla la estrategia experimental realizada, materiales y métodos utilizados en dicha 

estrategia así como los resultados obtenidos y sus conclusiones, estos resultados dieron pie 

para realizar exposiciones en congresos y publicación de artículos,  por último 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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INTRODUCCIÓN 

Durante los últimos años se ha demostrado que el ARNm, además de ser una copia de DNA 

para síntesis de proteínas, 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 podría constituir una vía esencial para la 

comunicación de la planta (Lough & Lucas, 2006) (Kehr & Buhtz, 2008) (Fig.1). 

En particular, la vía de transporte sistémico y no celular autónomo de ARNs específicos 

parece jugar un papel clave en la coordinación de importantes procesos fisiológicos, 

incluyendo: defensa contra virus, el silenciamiento de genes, la regulación del desarrollo, y 

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

Diferentes especies de ARN están presentes en las muestras de floema y esto, junto con 

estudios de injertos (Notaguchi, et al., 2009), Notaguchi y colaboradores sugieren que los 

ARNm, así como miRNAs, siRNAs y proteínas podrían estar implicados en una compleja 

red que transmite información.  

 

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

Esta comunicación a distancia permite que las plantas reaccionen de manera eficiente a los 

cambios en las condiciones de crecimiento, las presiones abióticas, 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 regulación de entrada y salida del floema son 

esenciales (Chen & Kim, 2006), dado los efectos fisiológicos diversos e importantes que los 

transcritos transportados podrían ejercer. Por lo tanto, el principal futuro reto será 

comprender los mecanismos de importación y transporte del RNA e identificar los 

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

El floema consta en su madurez de dos tipos celulares, la célula acompañante y el elemento 

criboso, interconectadas por plasmodesmos (Figura 2). Mientras que la estructura de la 

célula acompañante se mantiene intacta y con actividad metabólica normal, el elemento 

criboso en su madurez pierde el núcleo 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 diferenciación como la proliferación celular están 

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 replicación 

del ADN y, en los ciclos de mitosis, la división posterior (citocinesis). El ciclo celular 

mitótica se divide en cuatro fases, la fase de intervalo 1 (G1), fase de síntesis de DNA (S), 

fase de intervalo 2 (G2) y mitosis (M) (Berckmans & De Veylder, 2009). En muchos tejidos 

en diferenciación de la planta, un ciclo celular alternativo conocido como el endociclo, se 

puede producir la participación de la fase S sin la mitosis o división 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 núcleos con contenido de ADN 32C o más, en relación con el diploide 2C 

(Boudolf, et al., 2004). A pesar de esos aumentos de ploidía se producen en determinados 

tipos de células animales, que parecen ser un fenómeno mucho más general en las plantas.  

 

 

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

Los puntos de control principales de la progresión del ciclo celular mitótico 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 síntesis 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 transición G1-S, complejos activos de CDK/ciclina (ciclina cuyo componente es 

principalmente de las ciclinas de tipo D) fosforilan a la proteína relacionada al Rb  (RBR), 

que, a diferencia de las ciclinas, es codificada por un gen único en Arabidopsis. Como todos 

los organismos eucariontes superiores, las plantas contienen los miembros de la familia E2F 

y DP de los reguladores de la transcripción que se heterodimerizan para controlar la 

expresión de los factores intermedios necesarios para el inicio de la fase S y la evolución 

posterior del ciclo celular (Berckmans & De Veylder, 2009). Dado que la actividad de los 

complejos E2F/DP es suprimida por la unión de RBR en una forma no fosforilada, la 

activación de la ciclina tipo D/CDK ocurre a través de una mayor expresión de ciclina tipo D 

y niveles reducidos de proteínas KRP/SIM conducen a la fosforilación de RBR, la 

activación 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 infección por virus. 

(Ruiz-Medrano, et al., 2007). Mediante hibridación in situ se detectó 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 encontró 

acumulado ambas plantas , sin embargo, en la planta infectada por el virus se pudo observar 

un incremento en los niveles de acumulación de este en los elementos cribosos, por lo que se 

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

 

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

 

Figura  6 Corte transversal en pecíolo 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 encontró acumulado en floema de ápice 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 ápice de C. maxima silvestre hibridada contra una sonda antisentido RRd19. 

 

Consideramos que este gen podría estar involucrado en el desarrollo temprano del floema, 

un evento que estaría siendo aprovechado por virus para favorecer su propagación a través 

de la planta. El objetivo del presente trabajo es el análisis de la expresión y del fenotipo de 

mutantes de Arabidopsis en este gen, considerando la gran conservación que existe entre el 

gen de calabaza y el posible ortólogo en Arabidopsis. Por lo anterior, se realizó un blast para 

determinar cuáles genes tienen mayor homología en Arabidopsis con el correspondiente de 

calabaza, siendo los  tres genes con mayor homología en orden decreciente  los 

correspondientes al número de acceso At1g54610, At1g53050 y At5g50860. Además se 

obtuvo la mutante de Arabidopsis inactiva del gen At1g54610 (fig. 8) y se identificó esta 

como letal para la planta, provocando una necrosis generalizada al día 21 después de la 

germinación, 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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Figura  8 Mutante nula de Arabidopsis thaliana en el  gen At1g54610 

JUSTIFICACIÓN  

 

El análisis del transporte de RNAm y proteínas a larga distancia a través del floema, 

utilizando diferentes herramientas (fisiológicas, bioquímicas, moleculares y genéticas), 

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

El estudio de esta cinasa dependiente de ciclina nos permitirá conocer su papel en el 

desarrollo del floema.  

HIPÓTESIS 

 

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

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 ESPECÍFICOS 

A. Analizar la expresión del gen en Calabaza  

B. Analizar la función del gen en Calabaza inactivando ambos genes por silenciamiento 

génico postranscripcional. 

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

 

 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Se analizará la función del gen CmCDKP encontrado en calabaza (Cucurbita maxima) así 

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 fenotípicas que presenten nos proporcionarán una guía para sugerir la 

funcionalidad de los productos de dichos genes. También se analizara la expresión de estos 

genes en ambas plantas modelo, para lo cual se realizará hibridación in situ y se analizaran 

los promotores homólogos de calabaza al gen At1g54610.  

Comentado [a1]: Poner el nombre del gen o numero de acceso 

Comentado [a2]: Lo mismo 
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Figura  9 Representación esquemática global de la estrategia experimental 

Para la elaboración de las construcciones empleadas para la generación de las plantas 

silenciadas, sobre-expresoras y de análisis de promotores homólogos en Arabidopsis, 

primero se extrajo DNA genómico y RNA total (para el caso de sobre-expresión), se 

amplificó la región específica para cada construcción por medio de PCR y cDNA con  LD-

PCR (en el caso de sobre-expresión), los productos amplificados se ligaron al vector de 

clonación pCR8/GW/TOPO (Fig. 11), y se introdujeron los plásmidos en E. coli (por choque 

térmico) para así obtener clonas con dicho plásmido conteniendo el fragmento de interés. 

Posteriormente se extrajo el DNA plasmídico  y se comprobó la presencia del inserto 

deseado, para posteriormente sub-clonar el fragmento de interés en los vectores de sobre-

expresión, de silenciamiento y de análisis del promotor (p7WG2D , p7GWIWG2 y  

pGWFS7 respectivamente). Por último estas construcciones fueron introducidas en 

Agrobacterium tumefaciens el cual sirvió como vehículo para la introducción de las 

construcciones de interés para así 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 análisis histoquímicos de tinción de GUS 
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para la detección de la presencia de CDK fusionada a GFP y determinación del patrón de 

actividad del promotor.  

 

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

 

Figura  11 Mapa y características del vector de clonación pCR8/GW/TOPO 

Comentado [a3]: No puedes hablar de un análisis fenotípico si 

estas haciendo estudios moleculares y de microscopía. Es mejor 

quitar “los fenotipos” 
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Figura  12 Vector promotor pGWFS7 

  

 

Figura  13 Vector de sobre-expresión p7WG2D 

 

Figura  14 Vector de silenciamiento p7GWIWG2 (II) 
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MATERIALES Y MÉTODOS.  

Crecimiento de plantas 

Se germinaron semillas de C. maxima (calabaza) en germinadores que contenían suelo 

húmedo al 100% de saturación y se mantuvieron en condiciones controladas en invernadero 

durante 5 días. Tres días posteriores a su germinación, las plántulas 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 día y además se agregó solución nutritiva de la marca Miracle-Gro cada 6 días.  

Para el crecimiento de Arabidopsis se realizó de una manera similar a calabaza. Se hizo una 

mezcla de suelo con 40% tierra, 40% turba y 20% de agrolita, se saturó con agua y se colocó 

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 plástico 

transparente y se germinaron en invernadero hasta la aparición de plántulas para ser regadas 

con solución nutritiva de la marca Miracle-Gro cada tercer día.  

Las  plantas silvestres son necesarias para su transformación por lo métodos de “floral dip” 

(inmersión floral) y transformación transitoria para Arabidopsis y calabaza, respectivamente, 

con el fin de ser analizadas y estudiadas. También se utilizaron para extracción de su DNA 

genómico, el cual nos sirve para manipularlas genéticamente, amplificando los genes de 

interés para cada construcción requerida en la estrategia experimental.  

Extracción y Purificación de Ácidos Nucleicos. 

Principalmente se extrajo y purificó DNA (genómnico y plasmídico) de plantas y bacterias; 

para bacterias se utilizó la técnica de lisis alcalina con SDS así como el protocolo de 

extracción de QIAGEN 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 

extracción de DNA en plantas, técnica modificada de miniprep (Doyle, et al., 1987). A 

continuación se detallan los pasos realizados en cada una de las técnicas. 

 

Comentado [a4]: Poner referencia 

Comentado [a5]: Colocar el nombre  completo del kit y 

compañia 
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Extracción de DNA Plasmídico (Lisis alcalina)  

Extracción y purificación de DNA plasmídico por lisis alcalina con SDS 

1. Se inoculó 2 ml de medio rico (LB,  o YEB; ver preparación de medios) que contenía el 

antibiótico apropiado con una sola colonia de las bacterias transformadas. Se incubó el 

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

2. Se tomó 1,5 ml del cultivo y se agregó en un tubo de microcentrífuga. Se centrifugó a 

velocidad máxima durante 60 segundos a 4 ° C en una microcentrífuga. 

3. el medió se eliminó por vertido, dejando el sedimento bacteriano tan seco como sea 

posible, esto se puede hacer eliminando por absorción con micropiteta para 1 l el resto que 

quede de medio. 

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

enfriada con hielo y se agitó vigorosamente. 

5. 200 l de solución de lisis alcalina II (recién preparada) fue añadida a cada suspensión 

bacteriana. Se tapó y mezcló el contenido invirtiendo el tubo rápidamente cinco veces. No 

por vortex!  dejando reposar el tubo en hielo. 

6. Se añadió 150 l de solución de lisis alcalina III enfriado con hielo. Se cerró el tubo y 

dispersó en solución de lisis alcalina III a través del lisado bacteriano viscoso invirtiendo el 

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

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

microcentrífuga y se transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. 

8. se añadió un volumen igual de fenol: cloroformo. las fases orgánica y acuosa, se 

mezclaron mediante agitación con vortex y centrifugó la emulsión a la velocidad máxima 

durante 2 minutos a 4°C en una microcentrífuga. Se transfirió la fase superior acuosa a un 

tubo nuevo. 

9. Se precipitaron los ácidos nucleicos desde el sobrenadante mediante la adición de 2 

volúmenes de etanol a temperatura ambiente. Se mezcló la solución por agitación y se dejó 

reposar la mezcla durante 2 minutos a temperatura ambiente. 



26 

 

10. ácidos nucleicos precipitados, se recogieron por centrifugación a velocidad máxima 

durante 5 minutos a 4°C en una microcentrífuga. 

11. el sobrenadante se eliminó por vertido y se mantuvo el tubo en posición invertida sobre 

una toalla de papel para permitir que todo el líquido 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 añadió 1 ml de etanol al 70% al sedimento y se invirtió el tubo cerrado varias veces. 

El ADN se recupero por centrifugación a la velocidad máxima durante 2 minutos a 4°C en 

una microcentrífuga. 

13. Se eliminó 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 eliminó el etanol residual del tubo y se dejó reposar el tubo abierto a temperatura 

ambiente hasta que el etanol se evaporó y el fluido no es visible en el tubo 

(aproximadamente 5-10 minutos). Opcionalmente también se  incuba a 50 ºC para evaporar 

todo el etanol posible. 

15. Por último se disolvieron los ácidos nucleicos en 50 l de TE (pH 8,0) o agua bidestilada 

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

Extracción y purificación de DNA plasmídico (con bromuro de etidio) 

1. De 250 ml de cultivo LB empastillar  a 3000 rpm 10 min 

2. Agregar 3 ml de solución 1  (lisis alcalina)  

3. Agregar 6 ml de solución 2 (NaOH/ SDS) 

4. Agregar 4.5 ml de solución 3  

5. Dejar en hielo 10-15 min. 

6. Centrifugar 10-15 seg a 10000rpm. 

7. Pasar el sobrenadante a otro tubo  (filtrándolo con servilleta)  

8. Precipitar con isopropanol 0.6 Vol.  (9ml ) (Congelar 2 a 3 horas a -20 o -80ºC) 

9. Centrifugar  15 min a 10000 rpm 

10.  Secar la pastilla 5-10 min  
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11. Resuspender la pastilla en 500ul de agua y pasar a tubo eppendorff 

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

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

14. Precipitación con 2 volúmenes de etanol absoluto  

15. Centrifugar 20´a 4ºC  

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

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

Extracción de DNA en Plantas  

Para la extracción 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 realizó como se detalla a continuación: 

1. En un mortero se maceró alrededor de 1 g de tejido con nitrógeno líquido  

hasta obtener un polvo fino. 

2. a este polvo se agregó 1 ml de amortiguador CTAB 2X y seguir moliendo. Recuperar 

en un microtubo de 1.5 ml. 

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

4. el sobrenadante  se eliminó y resuspendió con 600 μl de CTAB 2X. 

5. el resuspendido se incubó a 60ºC durante 10 min y se agregó 600 μl de 

fenol:cloroformo:etanol agitar hasta homogeneizar, . 

7.  una vez homogenizado se centrifugó a 5 000 x g durante 12 min. a 4°C (hasta que el 

sobrenadante quedó transparente). 

8. Se trasladó el sobrenadante a un nuevo tubo, cuidando de no tomar la interface una vez 

trasladado se agregó 2/3 del volumen final de isopropanol frío para precipitar el ADN y 

se dejó reposar durante toda la noche a -20°C 

11. al siguiente día se centrifugó a 8000 x g durante 5 min a 4°C. Eliminando 

perfectamente el sobrenadante. 

12. el ADN se limpió agregando 1 ml de etanol 70% frío y centrifugando a 7,000 x g 

durante 5 min. Se eliminó el sobrenadante y dejó un rato secar a temperatura ambiente o 

50ºC  para evaporizar el etanol restante. 

14. por último se re-suspendió con 100 μl de agua libre de DNAsa y almacenó a -20°C 

para su uso posterior. 

Comentado [a6]: Manejar el mismo tiempo en todos los 
protocolos .En los anteriores protocolos lo cambie a tercera persona, 

pero me parece que esta bien que lo dejes en pasado. 
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Extracción de DNA Plasmídico y Genómico con Sistemas Comerciales y 

Equipos Qiagen. 

 

El principio fisicoquímico es muy similar a la extracción de DNA manual. Sin embargo, 

haciendo uso de sistemas comerciales y equipos especializados se asegura una mejor  

reproducibilidad de resultados así como una menor manipulación, mejorando así la limpieza 

y descartando contaminaciones cruzadas lo que impacta fuertemente en una mayor 

purificación del producto y brinda resultados reproducibles. Debido a que en la gran mayoría 

de las instituciones gubernamentales no se tienen áreas blancas adecuadas para realizar este 

tipo de operaciones, ni se llevan a cabo buenas prácticas 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 extracción de DNA se utilizan los protocolos proporcionados, solo 

modificando el último 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 extracción y pasos detallados para realizar la extracción de DNA 

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

 

Figura  15 equipo de extracción de ácidos nucleicos QIAcube 

 

Extracción de RNA   

La extracción de RNA se llevó 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 tampón 

que contiene hidrocloruro de guanidina 8M, 20 mM MES y 20 mM EDTA, seguido por 
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extracción directa con 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (24:24:1). El 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.  

Extracción de RNA por medio de sistema Qiagen y uso del equipo QIACUBE 

(QIAGEN). 

La extracción de DNA se llevó a cabo haciendo uso del kit RNAeasy mini Kit  y los equipos 

TissuLyser LT y QIAcube para triturar tejido de plantas y extracción de RNA, 

respectivamente. Los protocolos de extracción y pasos detallados para realizar la extracción 

de RNA al igual que el de DNA así 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 o en algunos casos por electroforesis virtual con el equipo QIAxcel. A continuación 

se enlistan los pasos a seguir para electroforesis y visualización, en un transiluminador, de 

los amplicones de interés.  

1. Primero se sellaron los bordes de una placa de plástico tipo plexiglas limpio y seco con 

cinta  (o los extremos abiertos de la bandeja de plástico que se suministran con el aparato de 

electroforesis) con cinta para formar un molde.  

2. Preparar suficiente tampón 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 

tampón de electroforesis , tanto en el tanque de electroforesis y el gel.  
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3. Se preparó una solución de agarosa en un tampón de electroforesis a una concentración 

adecuada para la separación de los fragmentos de tamaño particulares previstos en la 

muestra (s) de ADN: Añadir la cantidad correcta de agarosa en polvo (consulte la tabla 

siguiente) a una cantidad medida de tampón de electroforesis en un matraz Erlenmeyer o una 

botella de vidrio. Gama de separación de células que contienen diferentes cantidades de 

estándar de baja EEO agarosa. 

 

 

 

 

  

Concentración de agarosa en 

gel (% peso/volumen) 

Rango de separación de 

molécula de DNA lineal 

(Kb) 

0.3 5-60 

0.6 1-20 

0.7 0.8-10 

0.9 0.5-7 

1.2 0.4-6 

1.5 0-2-3 

2.0 0.1-2 

Tabla 1 Rango de separaciòn de DNA con respecto a la concentraciòn de agarosa en el gel. 

4. se funde la agarosa en microondas y cuando la temperatura es menor a 55 ° C se añade 

bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 mg / ml. Se mezcló la solución de gel a 

fondo por agitación suave y se vierte en molde con peine adecuado. 

Comentado [a7]: Lo mismo que te comente en el anterior  

protocolo: o pones “preparar” o “se  preparó”, pero hay que 

homogenizar los tiempos en que redactas los protocolos. 
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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 tensión 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 

genómico 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.   

 

Figura  17 equipo de electroforesis en gel virtual QIAxcel 

 

Preparación de medios de cultivo LB y YEB 

 

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

usar un medio adecuado que contenga el antibiótico idóneo para cada vector de interés. En el 
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caso de E. coli el medio utilizado principalmente fue LB y dependiendo de la resistencia fue 

el antibiótico que se le agregó al medio. 

 

 

Medio LB 500ml  

Reactivos gramos  

Peptona de Caseína 5 

Extracto de Levadura 2.5 

NaCl 5 

agar 10 

Agua destilada  aforar a 500ml 

Se esterilizó en autoclave a 121ºC durante15 minutos. 

Tabla 2 Concentraciòn de reactivos para preparar medio LB 

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

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

plásmido introducido por choque térmico. A continuación 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  2.5 

Peptona de Caseína  2.5 

Extracto de Carne 2.5 

Extracto de Levadura 0.5 

Agar 10 

Agua destilada  aforar a 500ml 

Se esterilizó en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. 

Tabla 3 Concentración de reactivos para preparar medio YEB 

PCR Punto final.  

La técnica de PCR o reacción 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 oligonucleótidos específicos y ciclos de tiempo y temperatura 

correspondientes a cada uno (Fig. 18). Los diversos oligonucleótidos utilizados para cada 

construcción así como los ciclos de tiempo y temperatura se resumen en la tabla 4, mientras 

que las mezclas de reacción usadas para esta técnica se muestran en la tabla 5. 
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Numeración Descripcion de Oligonucleótido Secuencia  

1 Protomotor A Directo ( AtCmd19APro5)  GTTCTCTCTTCGACAAAACGTGCATAAGC 

2 Promotor A  Reverso 
(AtCmd19APro3´)            

CATCGGCTAAATGATTTTGAATCGGTGAA 

 
    

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 5ÚTR FOR   5´-seeQC Sheet  

10 At1g54610 3ÚTR REV   AATAGCAACAAAAGAAGTAGTGTATATAT
AATAA 

 
    

11 RRd19-3At          TATACATGAAGTAGTAAACACTTTCTCTT 

12 RRd19-5At          GGTAGA 

Tabla 4 Resumen de los oligonucleótidos usados para las construcciones necesarias. 
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Mezcla de reacción para PCR  

Reactivos ul de reacción   

Amortiguador de reacción 

(10X)  2.5 

dNTPs (2.5mM) 1.1 

Oligonucleótido 5´ 0.3 

Oligonucleótido 3´ 0.3 

Takara 0.1 

H20 12.5 

DNA 1.0 

Tabla 5 Concentraciòn de reactivos para realizar una PCR 

 

Ciclos de Temperaturas de PCR  

95ºC 5 min 

ciclo de 35 repeticiones de 

95ºC 35 seg 

61 ºC 40 seg 

72ºC 1 min.  

Posterior a los ciclos 72ºC 7minutos 

Por último pausar a 5ºC 
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Figura  18 Ciclos de temperatura de PCR 

Obtención de plásmidos recombinantes a partir de productos de PCR  

Los productos amplificados por medio de PCR fueron después ligados al vector de 

clonación comercial pCR8GWTOPO (Invitrogen; Carlsbad, CA) siguiendo las indicaciones 

del proveedor. Se utilizaron 2 μl del producto amplificado de PCR y purificado, 0.5 μl del 

vector pCR8GWTOPO, 1 μl de solución salina y 2.5 μl de agua bidestilada estéril, llegando 

a un volumen final de 6 ul de mezcla. La mezcla se agitó suavemente por pipeteo y se 

incubó a 22 ºC por 8 horas. Después de pasado el tiempo se purifico y utilizo el producto de 

la reacción para transformar células competentes de E. coli DH5α de Invitrogen por la 

técnica de choque térmico, como se describe a continuación.  
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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 clonación, estos se 

introdujeron a las bacterias electrocompententes de E. coli con el fin de que proliferen y 

poder obtener mayor cantidad de plásmidos recombinantes. Los pasos de la técnica utilizada 

se enlistan a continuación: 

1. se añadió el plásmido de interés (hasta 25 ng por cada 50 l 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 configuró al menos dos tubos de 

control para cada experimento de transformación, incluyendo un tubo de bacterias 

competentes que recibió una cantidad conocida de una preparación estándar de ADN de 

plásmido superhelicoidal y un tubo de células que no recibe ningún ADN de plásmido en 

absoluto. Incubar en hielo durante 30 minutos.  

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

exactamente 50 segundos sin agitación.  

3. los tubos se trasladaron rápidamente a un baño de hielo por 10 minutos.  

4. se añadieron 250 l de medio SOC a cada tubo. Posteriormente se incubó con agitación a 

37°C. durante 45 minutos a 1 hora para permitir que las bacterias se recuperaran y que 

expresen el marcador de resistencia a antibióticos codificada por el plásmido.  

5. se transfirió el volumen apropiado (hasta 200 l por placa de 90 mm) de las células  

6. se guardaron las placas a temperatura ambiente hasta que se absorbió el líquido.  

7. por último se incubó placas a 37°C. Las colonias transformadas aparecieron después de 

16 horas. 

Las clonas transformadas fueron cultivadas en medio líquido y recolectadas por 

centrifugación para extraer su DNA plasmídico para posteriormente subclonar estos 

frgamentos en los vectores de interés, ya sea para análisis de promotor, silenciamiento o 

Comentado [a8]: Lo mismo, manejar un formato uniforme en 

cuanto a los tiempos gramaticales 
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sobreexpresión.  Una vez obtenidos los plásmidos recombinantes, estos fueron introducidos 

en A. tumefaciens por electroporación. 

 

Transformación de bacterias por Electroporación.  

Partiendo de los plásmidos recombinantes obtenidos anteriormente, se realizó la 

transformación de células electro-competentes de A. tumefaciens (C58C1) previamente 

congeladas a -80ºC. Se tomaron 2 µl de plásmido y se agregaron a un tubo eppendorf 

conteníendo células competentes (50 µl aprox), se homogenizó la mezcla y se trasladó a una 

celda de electroporación de 1 ml que se mantuvo en hielo durante 15 min antes de la 

transformación. Esta celda que contiene la mezcla se colocó dentro del electroporador y se 

dio un choque eléctrico de 1800 mV, posteriormente se gregaron 500 l de medio SOC 

(triptona 2 %, Extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, 

glucosa 20 mM, pH7.0) dentro de la celda de electroporación y se homogenizó. Este 

homogenizado fue transferido a un tubo Eppendorff estéril para ser incubado durante 3 horas 

a 28 ºC en agitación constante (150-200 rpm). Una vez transcurrido el tiempo se tomaron 

100 l de esta mezcla y se esparcieron en placas conteniendo medio solido YEB con 

espectinomicina (100 g/ml) como antibiótico de selección; estas placas se incubaron a 28ºC 

durante 48 horas y así obtener las clonas candidatas de Agrobacterium conteniendo la 

construcción deseada. Por último, se realizó la comprobación de la presencia de cada uno de 

los insertos en las clonas candidatas mediante PCR punto final, utilizando los 

oligonucleótidos específicos para cada de una de las construcciones.   

 

Análisis  por RT-PCR cuantitativo. 

El análisis cuantitativo por qRT-PCR de los niveles del RNAm de CmCDKP es descrito a 

detalle a continuación. 

Primero se extrajo RNA de tejido de cinco diferentes plantas de calabaza silvestre; se 

tomaron 50 mg para cada tejido (polen, hojas, tallos, ápice, bulbo floral y flores maduras) y 

se agruparon . Se usaron 10 ng de RNA total en un volumen de 10 μl por reacción para cada 

corrida de qRT-PCR. En el caso de la savia de floema, el RNA fue aislado como ha sido 

Comentado [PS9]: 1.Chassy B.M. and Flickinger J.L. 1987. 

Transformation of Lactobacillus casei by electroporation. FEMS 

Microbiol. Lett. 44:173-177. 

2. Chassy B.M., Mercenier A., and Flickinger J. 1988. 

Transformation of bacteria by electroporation. Trends 

Biotechnol.6:303-309. 

3. Dower W.J., Miller J.F., and Ragsdale C.W. 1988. High efficiency 

transformation of E. Coli by high voltage  

electroporation. Nucleic Acids Res.16:6127-6145. 
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descrito  por Ruiz-Medrano et al., 1999. Se usó un sistema comercial de acuerdo con las 

recomendaciones de los fabricantes (KAPA SYBR FAST Universal One-Step qRT-PCR 

Kit)  y oligonucleótidos específicos para CmCDKP; Cmd19 Directo, 5´-

GTGGCTCCCCTTCAGATGAATATTGGA-3´  y reverso CmdREV2.  

Las reacciones de qRT-PCR en tiempo real fueron incubadas en un sistema de detección de 

DNA en tiempo real-RotorGene 3000 (Corbett Research, Australia) usando las siguientes 

condiciones de PCR: 5 minutos a 42ºC para la transcripción reversa seguida por 3 minutos a 

95 ºC con 45 ciclos de desnaturalización (95ºC por 3 segundos), alineamiento (58ºC por 

20s ) y extensión (72ºC por 3 segundos). Para verificar que no fueran amplificados 

productos adicionales en la reacción, se generó una curva de disociación de oligonucleótidos 

calentando la muestra progresivamente (60-95 ºC) para cada muestra de tejido; el valor de 

CT de cada producto se determinó por triplicado técnico, y también se utilizó el 18S rRNA 

para normalizar la expresión del gen. Los primer usados fueron 18S directo 5´-

GCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCAT-3´ y 18S reverso, 5´-

GTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTA-3, la cuantificación relativa de la acumulación del 

transcrito se llevó a cabo de acuerdo al método 2-∆∆CT´ descrito por Livak y Schmittgen 

(2001) y se analizó cada tejido por triplicado.  

Síntesis de cDNA y LD-PCR 

Primero se sintetizó cDNA partiendo de RNAtotal a una concentración de 10 g/ml, para lo 

cual se utilizaron los oligonucleótidos SMART y dTGAGA. La mezcla de reacción se 

muestra en la tabla 5. Esta mezcla se incubó a 72ºC durante 2 a 5 minutos, posteriormente se 

incubó en hielo durante 2 minutos, se centrifugó 10 segundos y se volvió 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 42ºC durante 2 horas y 

se purifica con un sistema comercial QIAGEN obteniendo finalmente cDNA para posterior 

amplificación por LD-PCR. 

 

 

 

Comentado [a10]: Falta esta secuencia 
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Mezcla de reacción para síntesis de cDNA 

Reactivos ul de reacción  

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 

H20 libre de nucleasas 0.6 

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

Para la obtención del fragmento de interés se utilizaron los oligonucleótidos específicos de 

la región a amplificar, y se agregaron los demás reactivos como se muestra en la tabla 6. La 

mezcla final se incubó en un termociclador Biometra (Jena, Alemania) programando ciclos 

de temperaturas de PCR, primero un paso de desnaturalización a 94 ºC por 3 minutos, 

seguido por 30 ciclos de 94 ºC por  35 segundos, 68 ºC 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 amplificación de fragmentos de interés fue la del ciclo 

28 la ser clonado en el vector pDrive (QIAgen) y este se secuenció por el método de Sanger.   Comentado [a11]: En donde fue secuenciado? 
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Mezcla de reacción para síntesis DNA por LD-PCR 

Reactivos ul para una reacción de PCR 

cDNA 0.5 

Oligo 5´PCR 1.0 

Oligo 3´ dTGAGA 1.0 

Takara 

amortiguador 2.5 

dNTPs (2.5mM) 2.0 

Takara  0.1 

H20 c.b.p  20.0 

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

 

Transformación de Arabidopsis por Método de inmersión floral (Floral 

Dip).  

El método de inmersión floral o Floral Dip (Clough y Bent., 1998) aprovecha la 

característica que tiene la bacteria A. tumefaciens para poder infectar óvulos en proceso de 

desarrollo y por tanto transferirles su T-DNA. Además el amortiguador usado en la técnica 

contiene sacarosa como fuente de carbono para A. tumefaciens, así como citocininas que 

permiten la inducción de la proliferación de células vegetales. Este método se realizó 

generando céspedes de A. tumefaciens en cajas Petri que contengan medio sólido YEB con 

espectinomicina (28ºC por 48 horas), se realizó un raspado del césped bacteriano con una 

espátula estéril y se resuspendió en 30 ml de amortiguador de inmersión floral que contiene 

5% de sacarosa, 0.02 % de silwet L 77 y 10 mg/l de Bencilaminopurina (BAP), se 

homogenizó y centrifugó a 6000 rpm a 4ºC durante 10 min. Se removió el sobrenadante y se 

resuspendió la pastilla en otros 30 ml de amortiguador de inmersión 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 procuró embeber bien los bulbos florales 

jóvenes. Después, las macetas se colocaron horizontalmente en charolas amplias 

previamente desinfectadas y se cubrieron con paños de papel humedecidos, en donde se 

mantuvieron en reposo en cámaras de crecimiento a 20º C durante dos días, y 

posteriormente se trasladaron al invernadero y se mantuvieron en riego con solución 

nutritiva cada tercer día.  

Selección de líneas transgénicas  

Las semillas primarias se obtuvieron a partir de las plantas tratadas por inmersión floral. 

Estas fueron recolectas y sembradas en macetas de plásticos especiales (Arabipot®) que 

contenían suelo con una mezcla de 40% tierra, 40 % turba y 20% agrolita, usando herbicida 

(glufosinato de amonio) como marcador de selección 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 transformación (2-

3%).  

 

Transformación 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 infiltración (5% sacarosa, 0.044mM 

Bensilaminopurina, 50 ml/litro de silwet L-66). Se tomó con jeringas para insulina, 50 ml de 

inoculo y se infectó en el ápice de la planta. Para transformar las plántulas de calabaza de 

manera eficiente, la aguja de la jeringa tenía que cruzar los haces vasculares. Las plantas se 

cubrieron con una bolsa de plástico 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 día se 

quitaron las bolsas de plástico. Después las plantas fueron regadas cada tercer día con 

solución nutritiva de la marca Miracle-Gro. 
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Hibridación in situ. 

Ésta 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, 

Na2HPO4
.7H20 0.07M y NaH2PO4

.H20 0.03 M, pH 7) durante 2 min. Inmediatamente se 

hizo un tratamiento con 500 l/laminilla de proteasa (2 g/ml) disuelta en amortiguador 1X 

para proteinasa K (10X: Tris-HCl 100mM y EDTA 50mM, pH8) incubando a 37ºC durante 

45 minutos en una cámara húmeda. Después se bloqueó con glicina 0.2% disuelta en PBS 

1X durante 2 minutos para posteriormente deshidratación 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 cámara húmeda para iniciar la hibridación.  

Se mezclaron 4 l de cada sonda, previamente desnaturalizadas a 80ºC por 2 minutos, en la 

solución de prehibridación (NaCl 300mM, Tris-Hcl 10mM, Na2HPO4 10 mM, EDTA 5 mM, 

formamida 50% sulfato de dextran 10%, solución Denhardt 1X) 500 l de esta mezcla se 

colocaron sobre cada laminilla cubriéndolas con un trozo de parafilm e incubaron a 42ºC 

toda la noche. A continuación las laminillas fueron lavadas dos veces en una solución 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 42ºC durante 30 min, y 5 minutos en la misma solución fresca. Después 

se bloqueó con leche descremada al 2% BSA disuelta en PBS 1X por 45 min a temperatura 

ambiente. El exceso de leche se lavó con PBS 1X. El anticuerpo contra digoxigenina 

(Roche) fue disuelto 1:2000 en la solución de leche descremada al 4%; de esta mezcla se 

colocaron 300 ul por laminilla y se incubó a 4ºC toda la noche. El anticuerpo fue lavado con 

PBS 1X durante 30 min a temperatura ambiente.  

El revelado se realizó con 300 l por laminilla de una solución de NBT-BCPI (Cloruro de 

nitro azul tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato; Roche) incubando de 2 a 3 días en 

oscuridad a temperatura ambiente. Las laminillas se sumergieron por 1 minuto en el 

gradiente de alcoholes desde 30 a 100%. Finalmente, se colocó sobre cada laminilla unas 

gotas de la resina Permount (Fisher), un cubreobjetos y se incubaron 2 días a temperatura 
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ambiente. Se tomaron fotografías con una cámara digital en un microscopio de campo claro 

HFX-DX Optiphot-2 (Nikon). 

 

Tinción de GUS 

Para analizar la actividad del promotor se realizó un ensayo histoquímico con el producto 

del gen reportero uida (GUS) en diferentes tejidos de calabaza, los pasos realizados para su 

análisis se muestran enlistados a continuación.  

1. Las plantas fueron retiradas con cuidado del suelo, teniendo cuidado de no dañar las 

raíces al retirar las plantas de la tierra, se cortaron con cuidado las hojas, tallos, bulbo 

floral y raíces de las plantas y fueron lavadas con agua.  

2. Se colocaron las plantas en una placa de cultivo celular o un pequeño tubo de 

plástico de microcentrífuga de 1.5 ml que contiene la solución de ensayo de GUS. 

(La solución de ensayo se puede reutilizar varias veces) también se incluyeron 

controles positivos para monitorizar la extensión de la reacción 

3. Se cubrió de la luz y la infiltración de tejido durante toda la noche dejando incubar a 

37 ºC para mejorar la expresión  de la β-glucuronidasa (GUS).  

Debido a que el color azul es difícil de visualizar contra el fondo verde oscuro de las 

hojas maduras, las plantas se retiraron de la solución de ensayo GUS y colocaron en 

soluciones de lavado durante 8h en cada uno (etanol-ácido acético 3: 1; Metanol- 

acetona 3: 1;solución de lactofenol) 

4. Las muestras fueron conservadas en el frigorífico en una solución de glicerol al 50%. 

Finalmente se observaron en el estereoscopio.  

 

Análisis de fluorescencia de GFP por microscopia confocal. 

 

Para analizar los sitios de acumulación de la proteína se probaron las diferentes 

construcciones con los vectores de promotor y sobre-expresión pGWFS7 y p7WG2D 

respectivamente. Ambos vectores contienen como gen reportero la proteína verde 

fluorescente (GFP) y el promotor fuerte 35S. Comentado [a12]: Quizas sería bueno poner como figuras los 

mapas de ambos vectores que aquí mencionas, o ponerlos como 

anexos, y hacer referencia a estas.  
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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 habían dado positivo al 

comprobar el transgen por PCR punto final. Los tejidos se sumergieron durante 3 días en 

una solución de lavado para retirar los pigmentos (etanol 50%, glicerol 20%, agua 20% y 

ácido láctico 10%. Los cortes se hicieron con navajas de acero inoxidable especiales para 

microscopía (Electron Microscopy Science TM), se colocaron sobre un portaobjetos 

agregándoles glicerol al 50%, ubicando encima de éste un cubreobjetos (20 x 50 mm), para 

finalmente fijar la preparación con esmalte.  

La imágenes fueron tomadas en microscopios Confocales TCS-SPE y TCS-SP8 Marca 

Leica (Objetivos 20X, 40X, 63X: ACS 1.15 IMMAN), y Multifotónico TCS-SP5/MO-

TANDEM Marca Leica (Objetivos 20X y 40X: HCxPLAPO λ-blue IMM UV 0.7 A.N.), el 

cual posee un Laser Tisaph 200M 2X (resolución: 1024 x 1024 pixeles), utilizando 

longitudes de excitación de 515 nm/ 580 nm onda y de detección de 525-550nm/600-680 nm 

para GFP y la clorofila (auto-florescencia) respectivamente. Finalmente, las imágenes fueron 

tratadas y analizadas con el software Leica Las AF.  

 

Secuencia de nucleótidos 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 sección de extracción de 

RNA, este se diluyó a una concentración de 10 g /ml para ser usado como molde durante la 

síntesis de cDNA usando la transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen, La Jolla CA), 

para la síntesis del 5´y 3´-RACE  se usaron los oligonucleótidos dTGAGA y SMART de 

acuerdo con Diatchenko et al. (1994).  La región mas cercana al 3´ del ORF para CmCDKP 

se obtuvo usando como primer reverso una secuencia del fragmento original obtenido 

previamente por hibridación substractiva (Ruiz-Medrano et al., 2007) (5’-

TTTCGGGAGGCTAGAGGGTTTGCAAGC-3’). El oligonucleó directo fue diseñado 

basándose en la alineamiento de homólogos más cercanos a CmCDKP en melón, pepino 

(Cucumis melo y Cucumis sativus) y Arabidopsis secuencia 5’-

ATGGGGTGTYTGGTTAGCCGAGAGGCGTCTTCTAGA-3’). La región mas cercana a 
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la terminación 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 usó 

el oligonucleótido dTGAGA.   

Primero se sintetizó cDNA partiendo de RNA y usando la transcriptasa reversa Superscript 

II, seguido por LD-PCR  como se muestra en la sección de síntesis de cDNA y LD-PCR. 

Para ambos fragmentos 5´ y 3´ los ciclos de PCR fueron iguales. Un ciclo de 

desnaturalización 3 min. A 94ºC, seguido por 35 ciclos de desnaturalización por 35 

segundos a 94ºC, alineados por 35 segundos a 56ºC y polimerización por 1 minuto a 45 

segundos a 72ºC, con una extensión final de 7 minutos a 72ºC. 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.  

 

Construcción de árbol filogenético  

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

phytozome, y alineadas usando ClustalW 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 

análisis. Posteriormente se construyó un árbol filogenético usando el software Mega 5.1 por 

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

 

 

 

Comentado [a13]: Esta sección parece estar repetida, revisala 

por fa 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.bioinformatics.org/sms2/
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

Condiciones óptimas de crecimiento de calabaza, recolección de semillas y 

savia. 

Se sembraron semillas de calabaza de Cucurbita maxima (calabaza) para obtener semillas 

silvestres necesarias para posteriores tratamientos, así como para conocer las condiciones 

optimas de crecimiento. También estas plantas sirvieron para extraer RNAm de diferentes 

tejidos y poder realizar análisis de acumulación de este mensajero, como también para 

amplificar la secuencia completa de CmCDKP a partir de muestras de savia de peciolo 

(Figura 26). A continuación se muestran las fotos del crecimiento de las calabazas silvestres 

durante diferentes periodos de tiempo (Figuras 19 a 25) desde su germinación (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 día con solución nutritiva. 

 

 

Figura  19 Germinación de semillas de calabaza a una semana 
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Figura  20 Plántulas de calabaza de 2 semanas de germinación 

 

Figura  21 Plantas de calabaza a un mes de crecimiento post-germinación 
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Figura  22 Plantas de calabaza a un mes y medio post-germinación 

 

Figura  23 Plantas de calabaza a un mes y tres semanas post-germinación 
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Figura  24 Plantas de calabaza con dos meses y medio post-germinación 

 

Figura  25 Fruto de calabaza para obtención de semillas silvestres. 
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Figura  26 Recolección de savia de floema de calabaza. 

  

Generación de construcciones para análisis de promotor, silenciamiento y 

sobreexpresión de CmCDKP  

 

Construcción de análisis de la región de promotor 

Primero se extrajo DNA genómico (figura 27) del cual, con los oligonucleótidos específicos 

para los genes homólogos en Arabidopsis At1g54610 y At3g50860, se obtuvieron por medio 

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

 

Figura  27 producto de la extracción de DNA genómico 

 

Figura  28 Productos amplificados de PCR para ambos promotores 

Los productos amplificados por PCR se ligaron al vector de clonación 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 plasmídico 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).  

 

Figura  29 Producto de la extracción de DNA plasmídico del Promotor A 

 

Figura  30 Producto de la extracción de DNA plasmídico del Promotor B 

También se verificaron la orientación adecuada los plásmidos obtenidos para ser sub-

clonados en el vector de expresión. Para esto se digirieron dichos plásmidos con las enzimas 

de restricción EcoRV/ SacI  y HincII para el promotor A y promotor B, respectivamente 

(Figuras 31 y 32).  

 

 

Figura  31 Fragmentos obtenidos del corte con enzimas de restricción EcoRV y Sac I para el Promotor A 
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Comentado [a14]: Cual usaste? 
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Figura  32 Fragmentos obtenidos del corte con la enzima de restricción HinC II para el Promotor B 

 

Las orientaciones (+) para subclonar corresponden a clonas 1,5 y 9 en el promotor A y 4, 7,8 

y 10 en el caso del promotor B (Figuras 31 y 32). Los insertos en la orientación correcta se 

subclonaron en los vectores de expresión correspondientes al promotor pBGWFS7 y éste se 

introdujo en Agrobacterium tumefaciens por electroporación. Las bacterias se seleccionaron 

en medio YEB con espectinomicina y a las clonas que proliferaron se les extrajo el DNA 

plasmídico (Fig. 33 y 34). Por último se comprobó la presencia de los fragmentos de interés 

(ambos promotores) en las respectivas construcciones por medio de PCR, utilizando los 

oligonucleótidos específicos y se obtuvo el fragmento esperado de 1600 pb (Figura 35). 

 

Figura  33 Producto de la extracción de DNA plasmídico del vector promotor A 

 

Figura  34 Producto de la extracción de DNA plasmídico del vector Promotor B 
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Figura  35 Productos de PCR comprobando fragmentos de ambos promotores 

 

Construcción  para el  silenciamiento de genes homologos a CmCDKP en 

arabidopsis 

Se partió del DNA genómico extraído en calabaza y Arabidopsis. Para ello se obtuvo el 

fragmento de 200 pb deseado por medio de PCR con los oligonucleótidos específicos de 

silenciamiento para Arabidopsis y calabaza. Los productos amplificados de PCR obtenidos 

tienen un tamaño de base de 240 el cual corresponde a los resultados  obtenidos por 

electroforesis (Figura 36). 

 

Figura  36 Productos amplificados de PCR del fragmento de silenciamiento para Arabidopsis 

Estos fragmentos se ligaron al vector de clonación pCR8/GW/TOPO y 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 antibiótico. Las colonias resultantes y que se 

supondría contienen el vector en cuestión, se comprobaron sus tamaños por medio de 

electroforesis en gel de los plásmidos (Figuras 37 y 38). 
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Comentado [a15]: Arreglar los pesos moleculares es el ladder 
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Figura  37 DNA plasmídico de vector PCR8/GW/TOPO que contiene el fragmento de silenciamiento para 

Arabidopsis 

 

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

Además se comprobó que estos vectores tuvieran el inserto por medio de PCR y los 

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

 

Figura  39 Productos amplificados de PCR para comprobar fragmento de silenciamiento 

Posteriormente se subclonaron los insertos de los plásmidos seleccionados en el vector de 

expresión para silenciamiento y éstos se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens por 
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electroporación, se crecieron las bacterias en medio YEB con espectinomicina y a las clonas 

que crecieron se les extrajo el DNA plasmídico (Figura 40). Por último se comprobó 

fragmento en el vector de silenciamiento por medio de PCR con los oligonucleótidos 

específicos  T35S y 3 intrón para un extremo del fragmento para silenciamiento y 35S y 5 

intrón para el otro extremo del fragmento, obteniéndose los fragmentos del tamaños 

esperados (Figura 41). 

 

Figura  40 DNA plasmídico del vector de silenciamiento extraído de Agrobacterium 

 

Ilustración 1 DNA plasmídico del vector de silenciamiento extraído de Agrobacterium 

 

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

silenciamiento 
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Obtención de la secuencia completa de CmCDKP  

Antes de pasar a la construcción del vector de expresión, fue necesario obtener la secuencia 

completa del marco de lectura abierto, ya que debido a la técnica de hibridación sustractiva 

realizada en trabajos previos sólo se cotaba con un fragmento de secuencia, el cual tiene alta 

homología con una CDK de Arabidopsis At1g54610, de 300 pares de bases. Al realizar un 

análisis tipo BLAST de secuencia con At1g54610 nos percatamos que correspondía 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 

proteína de interés requerida a ser sobreexpresada. 

 

Figura  42  producto de PCR para extremo 3´ mas cercano 

Para el extremo más cercano al 3´se utilizó el oligonucleótido 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 tomó el producto que mejor se visualizó al detectarlo por 

electroforesis, siendo la temperatura de alineación de 64.2 ºC en la que se amplificó más 

eficientemente (Figura 42). La banda prevista se cortó, purificó y se introdujo al vector de 
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clonación pDrive. Dicho vector se envió a la unidad de secuenciación en FES Iztacala para 

ser secuenciada por el método dideoxi de Sanger. 

  

Figura  43 estrategia de amplificación de los extremos 5´y 3´para optención de secuencia completa CmCDKP 

Para el extremo más cercano al 5´ primero se ocuparon los oligonucleótidos 3´de la 

secuencia de 300 pb y el Oligo 5 SMART (Figura 43). Sin embargo, después de numerosos 

intentos por amplificar esta región, este par de oligonucleótidos no amplificaron ningún 

fragmento y se optó por cambiar el oligonucleótido 5 SMART por otro basado en  

homología con las secuencias más parecidas. Para ello se realizó un alineamiento con 

Clustal W entre esta secuencia y otras dos CDKs de melón y pepino (las secuencias más 

semejantes de acuerdo con el BLAST realizado). De dicho alineamiento se obtuvo una 

secuencia en el extremo amino que es sumamente conservado, lo que permitió el diseño de 

un oligonucleótido 5´ específico. Con el oligonucleótido 3´del fragmento de 300 pb fue 

posible amplificar un fragmento de 982 pb; dicho fragmento se envío a secuenciar y resultó 

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 tamaño final de 1695 pb y traducida virtualmente nos da 

una proteína de 565 aminoácidos (fig. 45), la cual denominamos CmCDKP. Esta secuencia 

fue depositada en la base de datos Genbank (Figura 44).  



59 

 

 

 



60 

 

Figura  44 Secuencia completa registrada en GenBank 

 

Figura  45 Secuencia completa traducida de CmCDKP. 

 

La secuencía 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 interactúan con la unidad UI-70K (Golobkin y Reddy, 1998) 

 

Secuencia completa del  ORF  Cmd19 

de calabaza 
ATGGGGTGTTTGGTTAGCCGAGAGGCGTCTTCTAGAAGTGTAGAACCCCCTGTAGATAACGGGAAGAGGAATCAAATTACTGAGTCTG
GTGTCCAAGTCGAGCATGTTCAGGAAAAAGAACTGGAGCATGTTAGTGCTAATGTAGAGGAGCATGCAAATGTGAGCAAGGAGGAGG
AGCAGAAGGCTGATGGTGGTCAGGATCGGCCACGAGCAGAGCGGCGAAGGTCAAGGAAGGTTCCAAGGCCTGTTAACTTGCCAAAC
CATTCCCAGGGAGCGCAAGTTGCTGCTGGATGGCCATCTTGGCTCACGGCAGTTTGTGGGGAGGCTCTCAATGGTTGGATTCCAAG
GAAGGCTGATACGTTTGAAAAGATTGATAAGATTGGACAAGGAACGTATAGCAATGTGTATAAGGCTAAAGATATACTTACAG
GTAAAATTGTTGCACTGAAGAAGGTTCGATTTGACAATCTGGAACCGGAAAGTGTGAAATTTATGGCTAGAGAGATTC
TAATCCTTCGGAGATTAAATCATAATAACGTTGTGAAATTGGAGGGGT TGGTCACATCGCGGATGTCTTGTAGTTTATA
CTTGGTGTTTGAGTACATGGAACATGATTTAGCTGGTCTTGCTGCAAATCCATCAATCAAGTTTACGGAATCTCAGGTT
AAATGTTTCATGCAACAACTGCTATCTGGACTGGAACACTGTCACAATCGTCATGTGCTTCACCGTGATATTAAAGGATCTAATCTTCTC
ATTGATAGTGGGGGAGTGCTTAAGATTGCTGATTTTGGATTGGCTTCTTTCTTTGATCCTAATCACAAGCACCCAATGACTAGTCGAGTT
GTTACCTTATGGTATCGACCTCCTGAACTTCTTCTTGGAGCAACTGATTATGGAGTAGGTGTAGACCTCTGGAGTGCTGGGTGTATACT
GGCTGAGTTATTAGCTGGGAGGCCTATTATGCCTGGCCGTACAGAGGTGGAGCAACTACACAAGATATACAAGCTTTGTGGCT
CCCCTTCAGATGAATATTGGAAAAGAGCAAAGCTTCCAAATGCAACATTATTTAAGCCCAGAGAACCTTATAAAAGAT
GTATAAAGGAGACATATAAAGATTTCCCGCTATCTTCTCTGCCCCTTATAGAAACGCTTCTTGCAATTGATCCAGTTGA
ACGAAAGACAGCAACAGATGCATTAAATAGCGAGTTCTTCATGACAGAGCCTTTAGCTTGCAAACCCTCTAGCCTCCCGAAATA
TCCTCCCAGTAAGGAGATGGATGCTAGAAGACGGGATGATGAAGCCCGGAGACTAAGAGCAGCTAACAAAGCCCAGGGAGATG
GAGTGAAGAAAACACGCACACGTGTTAGGGCAATTCCAGCTCCTGAAGCAAATGCAGAAATACAAACAAATATCGATA
GAAGGCGCTTAATTACACATGCAAATGCAAAGAGCAAAAGCGAAAAGTTCCCCCCACCACACCAGGACGGAGCGCTTGGCTTTACGC
TAGGATATTCACGGCATATGGATCCATCTGGTGTTCCTCCCGACATACCATTCAGCTCGACGCTGTTCACTTACTCTAAGGAGCCAGTC
CAAGTCTGGTCTGGTCCACTGGTCCCCGGTGCTGGCACTGATGCTCCACCTAGGCAGAAGAAGCATGTGGGAGGTAAAGGCAAGAG
AATCATGGTCTAAAATTTTGACAAGATTGTGGTTTTACTGCCTGTTTGCTGATAGCACTCGTCAAATGATTCCCATTGTT
CATCCAAATTGGTAATCAACCAGTCTGGTTTACTCTCAGCTTAGAAGATCATGAAGTAAGATCTGAGAGGTTGAGCGG
CATCGATTTTTCGGTATTCATAGCTGCGTCAACCAAATTTCTCCGCT CGAA 

300 pb } OLIGO FOR ATGGGGTGTTTGGTTAGCCGAGAGGCG   

} OLIGO REV GACCATGATTCTCTTGCCTTTACCTCC 

 

MGCLVSREASSRSVEPPVDNGKRNQITESGVQVEHVQEKELEHVSANVEEHANVSKEEEQKADGGQDRPRAERRRSRKVPR

PVNLPNHSQGAQVAAGW PSW LTAVCGEALNGW IPRKADTFEKIDKIGQGT YSNVYKAKDILTGKIVALKKVRFDNLEPESV
KFMAREILILRRLNHNNVVKLEGLVTSRMSCSLYLVFEYMEHDLAGLAANPSIKFTESQVKCFMQQLLSGLEHCHN RHVLHRD

IKGSN LLIDSGGVLKIADFGLASFFDPNHKHPMTSRVVTLW YRPPELLLGATDYGVGVDLW SAGCILAELLAGRPIMPGRTEV
EQLHKIYKLCGSPSDEYW KRAKLPNATLFKPREPYKRCIKETYKDFPLSSLPLIETLLAIDPVERKTATDALNSEFFMTEPLACK

PSSLPKYPPSKEMDARRRDDEARRLRAANKAQGDGVKKTRTRVRAIPAPEANAEIQTNIDRRRLITHANAKSKSEKFPPPHQD

GALGFTLGYSRHMDPSGVPPDIPFSSTLFTYSKEPVQVW SGPLVPGAGTDAPPRQKKHVGGKGKRIMV* 

TRADUCCIÓN  VIRTUAL DE LA SECUENCIA OBTENIDA  

SR=Ser/Arg 

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

 

Varias proteínas interactúan con U1-70K, tales como SRZ22 y SRZ21(Golovkin and Reddy, 1998) 

  565aá 
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Figura  46 estructura 3D de CmCDKP 

 

Clonación del marco de lectura de CmCDKP y sus homólogos en 

Arabidopsis en un vector para sobreexpresión 

Para la construcción del vector de sobre-expresión se extrajo RNAtotal de Arabidopsis y 

calabaza (Fig. 29), se amplificó utlizando los oligonucleótidos 5-SMART y dTGAGA, para 

la posterior  LD-PCR. Además, se amplificó 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 tamaño esperado, de aproximadamente 1600pb para Arabidopsis.  

A  B  

Figura  47 Extracción 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 últimos carriles 3 y 4 bandas más 

intensa 

 

 

Figura  50 Corte con EcoRV para comprobar inserto del fragmento más 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

 
Tabla 8 construcciónes para el vector promotor, silenciamiento y de sobreexpresiòn. 

 

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  

CONSTRUCCIONES TERMINADAS 

Tipo de 

construcción 

Tamaño del 

fragmento (pb) 
Tipo de 

Vector 

Huesped Cepa Medio/Resistencia 

Promotor 
At1g54610 

(Arabidopsis) 

1500pb p*GWFS7 A. tumefaciens  C58C1 

 

Lb/Spc 

Silenciamiento de 
Cmd19 

(Calabaza) 

300pb 

pB7GW1WG2(II)	

A. tumefaciens  C58C1 

 

Lb/Spc 

 

Silenciamiento de 
At1g54610 

(Arabidopsis) 

300pb 

pB7GW1WG2(II)	

A. tumefaciens  C58C1 

 

Lb/Spc 

 

ORF de Cmd19 

(Calabaza) 
 

1655pb p*7FWG2 A. tumefaciens  C58C1 

 

Lb/Spc 

 

ORF de 

At1g54610 
(Arabidopsis) 

1719pb 

 

p*7FWG2 

 

A. tumefaciens  C58C1 Lb/Spc 

 

Sonda para 

hibridación in situ 
(calabaza) 

300pb pCRII Topo E.coli Match Ampicilina 
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Figura  52 Agro-inoculación  transitoria en cotiledones de calabaza 

 

                      

Figura  53 Producto de la extracciòn de RNAs de diferentes tejidos de calabaza. 

  

Análisis de expresión de CmCDKP en diferentes tejidos de calabaza por 

qRT-PCR.  

Para determinar los niveles de transcrito de RNAm de CmCDKP se llevó a cabo un análisis 

cuantitativo por qRT-PCR en tiempo real. Los niveles más altos de acumulación de 

transcrito fueron encontrados en muestras de polen y hojas heterotróficas, 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 formación de 

polen, ya que otro miembro del clado CDK9 está implicado en la formación 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 más bajos de acumulación de este transcrito en 

los tallos, los haces vasculares y exudados de savia del floema, a pesar de que el RNAm 

CmCDKP se encontró originalmente en exudados de savia del floema (Ruiz- Medrano et al., 

2007).  Por lo tanto, es necesario analizar con más detalle el patrón de acumulación de dicho 

RNAm, lo que podría sugerir a su función en plantas adultas.  

 

 
Figura  54 Análisis cuantitativo de acumulación de RNAm en diferentes tejidos de calabaza por qRT-PCR 
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Figura 55 Transformación transitoria de calabaza y comprobación del transgen GFP 

 

Figura  56 Gel Virtual comprobando los transgenes VIR, GFP y BAR en las plantas transformadas 
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Figure: 2

Carril	1	Marcador	de	50pb	a	800pb	
Carril	2	Planta	1	VIR							þ	
Carril	3	Planta	2	VIR							þ	
Carril	4	Planta	1A	VIR					þ	
Carril	5	Planta	1B	VIR					þ	
Carril	6	Planta	1	GFP						þ	
Carril	7	Planta	2	GFP						ý	

Carril	8	Planta	1A	GFP											þ	
Carril	9	Planta	2A	GFP											þ	
Carril	10	Planta	1	BAR											þ	
Carril	11	Planta	2	BAR											þ	
Carril	12	Planta	1A	BAR								þ	
Carril	13	Planta	2A	BAR								þ	
Carril	14	Marcador	de	50pb	a	800pb	

Planta	1	y	2	si os	cercanos	a	la	agroinoculación	
Planta	1A	y	2A	si os	lejanos	a	la	agroinoculación	(ápice)		
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Actividad del Promotor  

 

Análisis histoquímico para identificar  la actividad de GUS 

Se analizó la actividad del promotor de Arabidopsis At1g54610.2 por transformación 

transitoria de calabaza, por medio de tinción de GUS.  

 

Figura  57  tinción de Gus de un  corte transversal de anteras de calabaza 

Análisis	histoquímico	(GUS)	
Promotor	At1g54610	

Corte	
transversal	de	
anteras	de	
calabaza	

Comentado [a19]: Te hace falta describir bastante más los 

resultados de esta seccion 
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Microscopía Confocal para análisis de la fusión CmCDKP-GFP en calabaza 

 

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

 

Figura  59 Detección por hibridación in situ del RNAm de CmCDKP en secciones transversales de pecíolo (parte 

superior) y de tallo de calabaza (parte inferior). 

Análisis Filogenético de CmCDKP 

 

Para determinar las relaciones filogenéticas de CmCDKP con otras secuencias, y de esta 

manera tratar de inferir su función, se realizó un análisis filogenético con otras CDKs de 

plantas como son Arabidopsis y pepino. También se comparó con CDKs de humanos por ser 

estas últimas las CDKs de las que se tiene más información de su función así como 

secuencias completas en las bases de datos. El árbol filogenético se realizó por el método de 

Neighbor-Joining con 1000 bootstrap con el programa Mega 10.  

Hibridación in situ  

(pecíolo y tallo) 

100um 100um 

100um 100um 100um 

100um 

Cortes transversales de pecíolos 
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Figura  60 Análisis filogenético de CmCDKP en relación con otras CDKs  

De acuerdo con este árbol filogenético, CmCDKP está mas cercanamente relacionada con 

las CDKs que no están involucradas directamente en el ciclo celular; se puede observar que 

CmCDKP de calabaza se encuentra en el clado de la familia de las proteínas cinasas de 

CDKs que regulan la transcripción. También podemos observar  que en humanos las CDK 

más cercana es la CDK9 y en plantas como pepino las CDKC que regulan la transcripción 
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así como el corte y empalme durante la maduración del RNA mensajero. Estas CDKs están 

involucradas en la elongación por fosforilación de la cola de dominio carboxi-terminal de la 

RNA polimerasa II (Tanny, 2014; Hidbring et al., 2016) 

 
Figura  61 Análisis filogenético de CmCDKP en realación con CDKs de plantas. 

 

 

Este segundo análisis filogenético que incluyó únicamente secuencias de plantas muestra 

que el clado CDK9 que contiene CmCDKP es bastante grande; un posible papel en la 

elongación de la transcripción sólo se puede asignar a estas proteínas por analogía ya que la 

mayoría de secuencias en este filogenia son hipotéticas (Figura 53). Otro miembro del clado 

CDK9, CDKC2 de Arabidopsis, colocaliza con componentes del spliceosoma y regula su 

distribución; Además, tienen un papel en la inmunidad a patógenos 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, ápice 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 participación funcional en el ensamble del 

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

CmCDKP esta estrechamente relacionada con las proteìnas que regulan la transcripción en 

plantas y humanos (CDK C y CDK 9 respectivamente) asi como el corte y empalme durante 

la maduración del RNAm.  

Análisis histoquímico del promotor fusionado a GFP muestra acumulación de esta proteína 

en las anteras de flores y estomas de hojas, por lo que sugiere una participación en estos 

tejidos lo que podría ser en la maduración de RNAm de proteínas necesarias durante el 

desarrollo de estos tejidos.  
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EXPOSICIONES Y ARTICULOS.  
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APÉNDICE A  EXTRACCIÓN DE ACIDOS NUCLEICOS CON LA MARCA 

QIAGEN.  
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APENDICE B ELECTROFORESIS VIRTUAL CON EL EQUIPO QIAxcel DE LA 

MARCA QUIAGEN 

RNA SILVESTRE DE CALABAZA 
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