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RESUMEN

Estrategias para el análisis molecular de semillas y embriones somáticos

de diferentes especies de cícadas en peligro de extinción.

En el presente estudio se logró establecer un protocolo de extracción de RNA

de embriones somáticos de Ceratozamia euryphyllidia y Zamia pumila así como

de embriones cigóticos de C. euryphyllidia utilizando un buffer de extracción

que contiene 1% TNS, 6% PAS, 100mM Tris pH 7.6, 50mM EGTA, 1% SDS y

50mM β- mercaptoetanol. A partir del RNA extraído de Z. pumila se realizó RT-

PCR utilizando 7 diferentes combinaciones de oligonucleótidos para crear una

genoteca de cDNA. Antes de se clonado el cDNA fue separado mediante

electroforesis en gel de agarosa 1% del cual se cortaron y purificaron las

bandas que se encontraban en un rango de 500-2000 pb. Estos fragmentos de

cDNA fueron clonados en el vector pGEM, posteriormente se transformaron

cepas de E. coli con dicho vector. Se sembraron las bacterias en cajas petri

que contenían medio LB adicionado con ampicilina, X-gal e IPTG, se

seleccionaron las cepas que fueron transformadas con el vector que contenía

cDNA. Se purificó el plásmido de 5 colonias seleccionadas al azar para

secuenciar el fragmento de cDNA contenido en él. Las secuencias obtenidas

fueron analizadas con el programa BLAST lo que dio como resultado que éstas

tenían una alta similitud con la secuencia del gen que codifica para rRNA 26S

de Zamia integrifolia. Estos resultados a partir de embriones somáticos de

cícadas son los primeros a nivel global que se han reportado, ya que las

secuencias parciales que se han obtenido de las cícadas provienen de DNA

extraído de hojas y solo existe un reporte sobre la extracción de RNA también

obtenido de hojas. Por lo que el presente estudio puede ser tomado como el

pionero de los estudios moleculares sobre la embriogénesis somática de las

cícadas y que esta encaminado a comprender dicho proceso para su posterior

aplicación en la conservación y comercialización de este grupo de plantas.
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SUMMARY

Strategies used in the molecular analysis of seeds and somatic embryos

from different species of endangered cycads.

Total RNA was extracted from somatic embryos of Ceratozamia euryphyllidia

and Zamia pumila and zygotic embryos of C. euryphyllidia using a buffer that

contains 1% TNS, 6% PAS, 100 mM Tris pH 7.6, 50mM EGTA, 1% SDS and

50mM β- mercaptoetanol. The RNA extracted from somatic embryos was used

to construct a cDNA library using 7 different nucleotide combinations. Before

cloning cDNA was size fractioned by electrophoresis over an agarose 1% gel.

Fragments ranging from 500-2000bp were purified and then cloned into the

plasmid pGEM, this vector was used to transform E. coli strains. The bacteria

were grown on Petri dishes that contain LB media added with ampicillin, X-gal

and IPTG in order to select the strains that were transformed with the plasmids

that contains cDNA cloned. Five strains were randomly selected to purify the

plasmid in order to sequence the cDNA fragment contained within the vector. A

BLAST analysis was performed using the sequences obtained giving as results

a high degree of similitude with Zamia integrifolia 26S rRNA gen. These results

are the first obtained from somatic embryos of cycads since the partial

sequences reported in the Gene Bank were obtained from DNA extracted from

leaves and there is only one report of RNA extraction to obtain partial

sequences which was done from immature leaves. Therefore, we can consider

this to be a pioneer molecular study regarding somatic embryogenesis of

cicadas aimed to understand this process for further conservation and

commercial applications of these plants.
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INTRODUCCIÓN

Los bosques tropicales son muy importantes y aunque sólo cubren

alrededor del 7% de la superficie terrestre, albergan cerca del 50% de las

especies del mundo (Whitmore, 1990). Este ecosistema es el más rico en

diversidad biológica, el más complejo, pero también el más frágil en cuanto al

mantenimiento de su equilibrio entre las poblaciones y comunidades que la

integran (Chávez, 1993).

México tiene una gran importancia a nivel mundial en términos de

biodiversidad, por su variedad de tipos de vegetación asociados a su topografía

y posee un alto número de especies endémicas (Ramamoorthy et al., 1993). La

flora vascular de México está representada por cerca de 20,000 especies,

9,300 de ellas endémicas del país (Rzedowski, 1991, 1996) por ejemplo

cactáceas, orquídeas, asteráceas y cícadaceas; muchas de ellas habitan en las

regiones tropicales entre las que se encuentran más de la mitad de las

especies de cícadas que existen en nuestro país (Chávez, 1993).

México es un país considerado megadiverso (Mittermeir y Mittermeir,

1992; Rzedowski, 1991, 1993; Ramamoorthy et al., 1993), debido a que,

además de ser una zona de transición o convergencia entre flora y fauna

neártica y neotropical (Halffter, 1987), tiene una larga y compleja historia de

aislamiento en algunas regiones, lo que ha favorecido la evolución de un gran

número de especies endémicas (WCMC, 1992 citado por Soberón y Llorente,

1993).

Sin embargo, en México, los bosques, selvas y demás ambientes

naturales han sido destruidos en más de un 50% en los últimos 50 años. En

1995 (World Bank) se estimaba una tasa de deforestación de 230,000

hectáreas anuales. Los bosques tropicales de México ocupan una pequeña

parte del territorio pero se calcula que son los ecosistemas más devastados del

país. Masera et al. (1997) estimaron que se perdía anualmente alrededor del

2% de los bosques tropicales, para el año de 2002 (Mas et al.) reportaron tasas

anuales de deforestación del 0.27% para bosques templados y 0.76% para

bosques tropicales, aunque aparentemente la tasa de deforestación ha bajado,

sigue siendo una amenaza para estas regiones del país.

Por desgracia las alteraciones y la pérdida del equilibrio en la naturaleza

están ocurriendo a una gran velocidad, que rebasa la capacidad de los
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sistemas biológicos para restablecer su orden natural. En forma lamentable son

las distintas actividades del hombre las que han puesto en serio peligro de

extinción, prácticamente a todas las formas de vida del planeta (Ehrlich y

Wilson, 1991).

Entre las especies en mayor peligro de desaparecer, en poco tiempo, de

sus hábitats, debido sobre todo a la destrucción de éstos y en algunos casos a

la sobrecolecta se encuentran las cícadas, uno de los grupos de gimnospermas

más antiguos que existe (Vovides, 2000).

En nuestro país habitan aproximadamente el 20% de las especies de

cícadas del mundo, más del 80% de éstas son endémicas. Las cícadas

comprenden pocas especies y son consideradas como basales en el árbol

evolutivo de las plantas con semilla dado que conservan caracteres ancestrales

(Vovides, 2000) por lo que son consideradas fósiles vivientes.

Características como el hecho de que la anatomía de la semilla de las

cícadas es muy similar a la de las semillas fósiles de los helechos (Vovides,

2000) hacen que este grupo de plantas sea muy importante para realizar

estudios acerca de la evolución y taxonomía de las plantas con semilla.

Con el advenimiento y avance de la biología molecular los estudios

sobre taxonomía, ecología, filogenia y evolución de las cícadas incorporado

estas técnicas en sus investigaciones (González-Astorga et al., 2003;

González-Astorga et al., 2006; Kokubugata et al., 2004; Brenner et al., 2003).

Desafortunadamente muchas de las especies de cícadas se encuentran

en peligro de extinción, entre ellas Ceratozamia euryphyllidia, Ceratozamia

mexicana, Zamia fischeri y Zamia pumila, por lo que es urgente que se realicen

investigaciones encaminadas a comprender la biología de este grupo de

plantas y así poder proponer acciones que ayuden a salvarlas de la extinción.
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ANTECEDENTES

Características de las cícadas

Las cícadas usualmente son denominadas “fósiles vivientes”, lo que

implica que han cambiado muy poco a lo largo de millones de años, este

antiguo grupo de gimnospermas ha sobrevivido por cerca de 300 millones de

años (Brenner et al., 2003). Junto con Gingko se consideran las plantas

vivientes con semilla más antiguas que se conocen (Arnold, 1953).

El registro fósil de este grupo se extiende desde principios del periodo

Pérmico alrededor de 280 millones de años (Zhifeng y Thomas, 1989), y

posiblemente al periodo tardío del Carbonífero entre 300-325 millones de años

(Norstog y Nicholls, 1997) e incluso 345 millones de años (Mamay, 1976).

Formaban una importante parte de la vegetación del planeta durante la Era

Mesozoica (hace 160 millones de años) (Vovides, 2000).

Las cícadas, son plantas poco leñosas o arborescentes, de tallos

gruesos, tuberosos y la mayoría parcial o completamente subterráneos como

Zamia pumila subsp. pygmaea (Sims) Eckenwalder cuyo tallo subterráneo

alcanza 25cm de longitud; o bien con tallos columnares generalmente no

ramificados, con una corona terminal de hojas que tienen una apariencia

semejante a las palmas, como la especie australiana Lepidozamia hopei Regel

alcanza hasta 18m de altura (Chávez, 1993).

Pueden llegar a edades muy avanzadas (500-1000 años o más); son de

muy lento crecimiento, por ejemplo, a individuos de Dioon edule Lindley de

unos 2 m de altura se les calcula una edad de más de 2000 años (Vovides y

Peters, 1987; Vovides com pers. citado por Chávez, 1993). Presentan hojas

pinnadas alternas que forman una espiral en forma de corona en el ápice del

tronco, las hojas son persistentes (3-10 años), en algunas especies las hojas

alcanzan hasta 3 m de longitud como en Encephalartos villosus Lem., al caer

permanecen las bases que brindan soporte estructural al tronco el cual está

reforzado internamente por una compleja serie de trazas foliares. El

crecimiento secundario es escaso en comparación con otras gimnospermas y

plantas leñosas en general. Aún cuando en algunos taxa están presentes

zonas definidas de crecimiento concéntrico éstas no constituyen incrementos

estacionales y no se encuentran los típicos anillos de crecimiento de las plantas

leñosas (Chávez, 1993).
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Las cícadas comparten una serie de características (CITES, 2003):

 Son de crecimiento lento.

 Tienen una corteza rica en almidón, lo que las hace vulnerables a

ataques por hongos. Esta característica provoca que la sobrevivencia

sea baja cuando son trasplantadas si el tallo es dañado, por lo que la

mayoría de las especies crecen en suelos bien drenados.

 Son dióicas, forman órganos reproductores en conos o estróbilos, las

microesporófilas de los conos masculinos llevan abundantes

microesporangios dispersos que producen grandes células espermáticas

móviles como las de sus ancestros helechos, en los conos ovulados las

esporófilas llevan óvulos desnudos marginales que después de la

fertilización se desarrollan en semillas en forma de drupa, algunas de

color brillante, contienen un verdadero embrión como las plantas con flor

(Chávez, 1993).

 Las semillas no tienen periodo de dormancia (recalcitrantes). Esto

significa que los embriones se desarrollan lenta pero continuamente

desde el momento de la fecundación hasta la germinación, lo que ocurre

a pocos meses de ser dispersadas. Esto tiene como consecuencia que

las semillas tengan una viabilidad muy corta y sean susceptibles a daño

por desecación.

 Poseen raíces apogeotróficas que albergan cianobacterias simbiontes.

Las cianobacterias pueden fijar nitrógeno atmosférico lo que permite a

las cícadas crecer en ambientes pobres en nutrientes.

 Todas poseen raíces contráctiles, al menos cuando son plántulas, lo que

provoca que el ápice se quede dentro del suelo, esto lo protege de la

desecación y del daño por fuego.

Las cícadas no existen de manera aislada y es importante considerar las

interacciones que presentan con otros organismos. Son entomófilas y sus

polinizadores son escarabajos (Curculionidae y Languridae) también primitivos,

lo que indica una coevolución muy antigua (Vovides, 2000). Durante las

pasadas décadas las investigaciones han demostrado que las cícadas

desarrollaron relaciones simbióticas con cianobacterias fijadoras de nitrógeno,
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micorrizas arbusculares, pájaros y mamíferos dispersores de semillas y con

varios insectos polinizadores (Norstog et al., 1986; Tang, 1987; Donalson et al.,

1995; Donalson, 1997; Vovides et al., 1997; Mound et al., 2001).

Prácticamente carecen de depredadores naturales ya que son altamente

tóxicas (Norstog et al., 1989; Gómez-Pompa et al., 2000).

Muchas de la interacciones conocidas son específicas de una o pocas

especies de cícadas (Oberprieler, 1995a; 1995b) y han influenciado la

evolución de atributos químicos, morfológicos y de comportamiento únicos

(Rothschild et al., 1986; Donalson, 1991; Ackery et al., 1993; Stevenson et al.,

1999). Estas interacciones deben ser vistas como únicas para el grupo de la

cícadas y tratadas como tales dentro de los planes de conservación (Donalson

et al., 2003).
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Clasificación taxonómica de las cícadas

Las cícadas pertenecen a la Clase Cycadopsida, Orden Cycadales. Son

un grupo natural de plantas cuyo origen monofilético ha sido confirmado

mediante estudios morfológicos y moleculares (Stevenson, 1990; Chase et al.

1993). El ancestro de las cícadas es desconocido y las relaciones filogenéticas

de este grupo con otras plantas es incierto (Donalson et al. 2003).

Las relaciones entre los géneros de cícadas son bien conocidas,

Stevenson (1992) (Tabla 1) presentó un detallado estudio y clasificación de los

géneros y familias. Basados en esta clasificación, las cícadas vivientes pueden

ser clasificadas dentro de tres familias, Cycadaceae, Stangeriaceae y

Zamiaceae, conteniendo 11 géneros y alrededor de 297 especies y

subespecies. Estos taxa están distribuidos en las regiones cálidas de Norte y

Sur América, Africa, Asia y Australia, así como en una gran cantidad de islas

oceánicas (Donalson et al. 2003).

El número de especies de cícadas descritas a nivel mundial ha

aumentado considerablemente durante los últimos 30 años (figura 1), pero a

pesar de estos avances el conocimiento sobre la diversidad de las cícadas es

pobre, sobre todo en las especies asiáticas del género Cycas y los géneros

americanos Zamia y Ceratozamia (Donalson et al., 2003).
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Figura 1. Número de especies de cícadas descritas por región y año

(modificada Donalson et al., 2003).
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Tabla 1. Clasificación de las cícadas vivientes (Stevenson, 1992).

Clasificación taxonómica

DIVISIÓN Cycadophyta

CLASE Cycadopsida

ORDEN Cycadales

SUBORDEN FAMILIA SUBFAMILIA TRIBU SUBTRIBU GÉNERO

Cycadinae Cycadaceae Cycas

Zamiineae Stangeriaceae Stangerioideae Stangeria

Bowenioideae Bowenia

Zamiaceae Encephalartoideae Diooeae Dioon

Encephalarteae Encephalartinae Encephalartos

Macrozamiinae Macrozamia

Lepidozamia

Zamioideae Ceratozamieae Ceratozamia

Zamieae Microcycadinae Microcycas

Zamiinae Zamia

Chigua
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Distribución

Las cícadas pueden encontrarse en una gran variedad de hábitats,

desde bosques tropicales hasta pastizales e incluso matorral semidesértico.

Muchas especies están restringidas a cierto tipo de sustrato tales como suelos

pobres en nutrientes, piedra caliza, afloramientos de serpentina, dunas y riscos

muy inclinados (CITES, 2003).

En México las cícadas ocupan diversos ambientes (Figura 2), desde

selvas tropicales altas, medias y bajas hasta bosques mesófilos de montaña,

bosques de pino y encino, y matorrales; cerca del 80% de las especies son

endémicas (Vovides, 2000).

Figura 2. Mapa de la distribución de las cícadas en México y el resto de

América (Stevenson et al., 2003).

Existen centros de diversidad en el sur de África, Australia y en las

regiones tropicales de América. Las tres familias de cícadas están

representadas en Australia y África mientras que Asia y América poseen una
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familia cada una (Cycadaceae y Zamiaceae respectivamente). A nivel de

género, América posee la mayor diversidad con cinco géneros (Ceratozamia,

Chigua, Dioon, Microcycas y Zamia) (Donalson et al., 2003), Zamia se

encuentra en Florida, México, el Caribe, América Central y en gran parte de

América del Sur. Microcycas es endémica de Cuba. Chigua sólo se reporta en

Colombia. Ceratozamia y Dioon tienen una distribución restringida a América

Central, principalmente en México (Chávez, 1993); Australia tiene cuatro

géneros incluyendo Cycas, siendo que Macrozamia, Lepidozamia y Bowenia

son endémicos de éste continente; tres géneros se encuentran en África:

Cycas, Encephalartos y Stangeria, siendo los dos últimos endémicos; mientras

que sólo Cycas habita en Asia, (Donalson et al. 2003).

Las más altas densidades en términos de proliferación de géneros se

encuentran en Queensland, Australia con 11 especies de 4 géneros; México

cuenta con 42 especies de 3 géneros, Ceratozamia, Dioon y Zamia; y

Sudáfrica, 29 especies de 2 géneros. México se encuentra en el segundo lugar

en cuanto a diversidad de especies de cícadas detrás de Australia (52 especies

de cuatro géneros) (Vovides, 2000) y cuenta con el 50% de estas plantas

existentes en América (Bladuzzi et al., 1982 citados por Vázquez Torres, 1990).

En nuestro país habitan aproximadamente el 20% de las especies de cícadas

del mundo (Vovides, 2000).
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Estado de conservación

Las cícadas, por el hecho de que ocupan nichos ecológicos específicos

con patrones de distribución altamente restringidos en los trópicos, están en

inminente peligro de desaparecer de sus habitats a consecuencia de múltiples

actividades del hombre (Osborne, 1990).

La Lista Roja de Especies Amenazadas publicada por IUCN en 1997

contenía 64 especies de cícadas Neotropicales de América. La figura 3

muestra la situación en el año de 2003, 59 especies se encuentran

amenazadas (65%), 25 especies están cerca de ser amenzadas (25%) y de 5

especies no se tienen suficientes datos (Stevenson et al., 2003).

Los datos obtenidos demuestran que la principal causa del declive de las

poblaciones de cícadas se debe a la destrucción de su hábitat. La

deforestación para producción de maderas y la apertura de nuevos campos de

cultivo ha tenido un impacto dramático en las poblaciones de muchas especies

de cícadas en toda América, sobre todo en aquellas especies que crecen en

bosques y selvas (Stevenson et al., 2003).

La colecta ilegal ha contribuido al declive de muchas poblaciones de

cícadas en México, donde se han destruido sistemáticamente poblaciones de

especies tales como Dioon sonorense, D. merolae, D. spinulosum,

Ceratozamia norstogii, C. miqueliana, y Zamia furfuracea (Stevenson et al.,

2003).

Como resultado de la destrucción del hábitat y la colecta ilegal, en

América existen 23 especies listadas en peligro crítico, 18 en peligro y 18

vulnerables, de las cuales México tiene 10, 15 y 13 especies respectivamente.

Las plantas categorizadas en peligro crítico usualmente tienen menos de 250

individuos maduros, generalmente en una sola población o en poblaciones

pequeñas y aisladas. Esto plantea problemas para la sobrevivencia debido a

factores como: son plantas dióicas, las plantas individuales tienden a

reproducirse con menor frecuencia, muchas especies necesitan de ciertas

especies de escarabajos para la polinización. Estos factores elevan la

probabilidad de que la reproducción falle y cualquier disminución en el número

de organismos maduros acelerará la extinción de estas especies (Stevenson et

al., 2003).
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Figura 3. Diversidad y grado de amenaza en que se encuentran las

cícadas de Ámerica de acuerdo con la UICN (modificada de Stevenson et

al., 2003).
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Es necesaria una especial atención con respecto a las especies del

género Ceratozamia (Figura 4) ya que el crecimiento de las plantaciones de

café han disminuido el hábitat de especies como C. zoquorum en Chiapas, y C.

mexicana y C. moretii en Veracruz. Aunque alrededor del 50% de las especies

se encuentra en reservas, no hay garantía de su sobrevivencia a largo plazo

debido a la deforestación clandestina y otras actividades ilegales (Stevenson et

al., 2003).

Figura 4. Mapa de la distribución en México de las diferentes especies

del género Ceratozamia.

Sin embargo, Ceratozamia matudae, C. mirandae, Dioon merolae y

Zamia zoconuscencis, que se encuentran en las Reservas de la Biosfera de El

Triunfo y La Sepultura en el estado de Chiapas, están siendo manejadas

sustentablemente por campesinos en viveros de cícadas, así como D. edule, C.

mexicana y Z. furfuracea en Veracruz (Stevenson et al., 2003).

C. euryphyllidia (figura 5) es una especie que se encuentra críticamente

amenazada (Osborne, 1995; Stevenson et al., 1986 citados por Chávez et al.,

1998). La especie fue primero descrita por Stevenson (1986 citado por Chávez

et al., 1998) quien “deliberadamente omitió el dato de la localización exacta en

un intento de prevenir la erradicación de las poblaciones por comerciantes
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ilegales”. Stevenson et al., (1986 citado por Chávez et al., 1998) menciona que

sólo pudieron encontrar 30 individuos, y creían que “los colectores comerciales

intencional o inintencionalmente causarían eventualmente su extinción”.

Figura 5. Ejemplar adulto de Ceratozamia euryphyllidia (centro).

De acuerdo con el último reporte de Osborne (1995), sólo se sabía de 20

especimenes que existían en la naturaleza. Posteriormente se reportó que C.

euryphyllidia podría haberse extinguido de su hábitat natural debido a la colecta

ilegal, excepto por unos pocos árboles que se encuentran en los jardines

botánicos (Vovides com. pers. citado por Chávez et al., 1998).

En el Jardín Botánico Francisco Javier Clavijero de Jalapa, Veracruz, se

logró la polinización artificial de ejemplares de C. euryphyllidia que se

conservan en sus invernaderos (Vovides com. pers. 2005).
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Usos

En los más importantes códices indígenas y documentos de la época de

la Colonia no se ofrecen pruebas del conocimiento de estas plantas, es muy

probable que éste haya sido transmitido en forma oral de generación en

generación, como parece demostrarlo la información recabada con indígenas y

campesinos que habitan las regiones en las que se encuentran las cícadas

(Chávez, 1993), lo que ha permitido aprender y documentar distintas formas de

uso: comestible (Tabla 2), medicinal (Tabla 3), y ornamental (Tabla 4)

(Vázquez-Torres, 1990 citado por Chávez, 1993). Los conos de las cícadas

asemejan mazorcas de maíz por lo que los nombres vulgares con los que les

refiere son “maíz viejo”, “maíz de los abuelos”, “maíz del monte” y “maíz

antiguo” (Vázquez-Torres, 1989a, 1989b). En Chiapas, las hojas de algunas

especies (D. merolae) son utlizadas como decoración en las altares, sobre todo

en la celebración del día de la Santa Cruz (Pérez-Farrera, 1994, 1999). Las

semillas de D. edule son utilizadas como fuente de almidón comestible y para

texturizar ropa, mientras que los conos de C. mexicana se utilizan como

insecticidas.

Tabla 2. Ejemplos de cícadas comestibles (Vázquez-Torres, 1990).

*Vovides et al., 1983; - no citada; **Thieret, 1958.

Especie
Parte comestible Localidad

Ceratozamia mexicana var. robusta

(Miq.) Dyer
Semillas Chiapas*

Ceratozamia microstrobila Vovides y

Rees
Semillas SO Tamaulipas

Dioon edule var. agustifolium Miq. Semillas SO Tamaulipas

D. edule var. edule Lindley Semillas SO Tamaulipas

Dioon spinulosum Dyer Semillas Oaxaca, Veracruz

Zamia loddigesii Miq. Semillas -

Zamia. pumila L.

Tallo subterráneo

(harina)
Florida**
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Tabla 3. Ejemplos de cícadas con uso medicinal (Chávez, 1993).

Especie
Uso Referencia

Ceratozamia mexicana var.

mexicana
Vermífugo Vovides et al., 1983

C. mexicana var. robusta Vermífugo Vovides et al., 1983

D. edule
Antineurálgico Vázquez-Torres, 1990

Zamia spartea A. DC.
Contra mordedura de

serpientes
Vázquez-Torres, 1990

Tabla 4. Algunos ejemplos de las especies de cícadas más apreciadas

como ornamentales (Chávez, 1993).

Ceratozamia kuesteriana Regel D. spinulosum Dyer

Ceratozamia latifolia Miq. D. tomaselli var. tomaselli De Luca et al.

Ceratozamia miquelina Wendl. Z. cremnophila Vovides, Schutzman y Dehgan

Ceratozamia matudae Lundell Z. furfuracea L.

C. mexicana Brongn. Z. inermis Vovides, Rees y Vázquez-Torres

C. mexicana var. robusta (Miq.) Dyer Z. pacijuga Wieland

D. edule Lindl. Z. splendens Schutzman

Dioon merolae De Luca, Sabato y

Vázquez-Torres
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Cultivo de tejidos en cícadas

Se han realizado pocos estudios de cícadas dentro de esta área de la

biotecnología, LaRue (1948) inició los estudios de cultivo de tejidos en cícadas

donde reportó la regeneración de raíces, plántulas y un embrión somático a

partir de megagametofito de Zamia pumila, en 1954 reportó la formación de

yemas y raíces en megagametofitos de Z. pumila. Norstog y Rhamstine (1962)

obtuvieron cultivos embriogénicos a partir de embriones cigóticos. Durante la

década de 1980 los estudios se incrementaron, se obtuvo la formación de callo

a partir de Zamia pumila (Web et al., 1983) y algunas especies de

Encephalartos (Koleman y Small, 1982) y la regeneración in vitro de Stangeria

eriopus (Osborne y van Staden, 1989).

Chávez et al. (1992a) reportaron la formación de brotes, raíces y

embriones somáticos de Ceratozamia hildae y Ceratozamia mexicana a partir

de magagametofitos y embriones cigóticos; embriogénesis somática y

organogénesis de Zamia fischeri, Zamia furfuracea y Zamia pumila (1992b) y la

embriogénesis somática a partir de callo proveniente de hojas de C. mexicana

var. robusta (1992c). Posteriormente Chávez et al. (1998) obtuvieron la

regeneración vía embriogénesis somática de cultivos provenientes de hojas de

C. euryphyllidia y organogénesis usando megagametofitos y embriones

cigóticos de D. edule (1999).

Rinaldi y Leva (1995) obtuvieron la regeneración via organogénsis

indirecta de Cycas revoluta a partir de embriones cigóticos y posteriormente

Rinaldi (1999) a partir de cotiledones y epicótilos de plántulas. Jaeger y van

Staden (1996a, 1996b) reportaron la embriogénesis somática y organogénesis

de varias especies del género Encephalartos.
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Desarrollo del embrión somático y cigótico en cícadas
La embriogénesis somática en cícadas ha sido poco estudiada, siendo el

principal objetivo de estas investigaciones el establecimiento de protocolos de

regeneración in vitro y propagación masiva (Chávez et al., 1992b, 1992c, 1998;

Jaeger y van Staden, 1996a, 1996b). Muy pocos estudios se han enfocado a

describir y estudiar la ultraestructura de los embriones somáticos. Chávez

(1993) reporta las diferentes fases que presentan los cultivos embriogénicos

provenientes de hojas de C. mexicana var. robusta, siendo la primera de éstas

la proliferación de células que dan origen a un callo friable blanco amarillento

con zonas cristalinas y hialinas; conteniendo grandes células vacuoladas,

transparentes, redondas y otras alargadas. De la superficie del callo se

diferencian proembriones de forma nodular hialinos o de color blanco

amarillento de aproximadamente 1mm de diámetro, los proembriones están

unidos a un largo suspensor formados por células alargadas y transparentes.

Posteriormente los proembriones se desarrollan para formar la etapa

precotiledonar, donde el cuerpo del embrión mide de 1.5-3mm de ancho,

presenta forma de saco de color blanco, el suspensor crece de manera que

ambas estructuras juntas miden de 3-10mm de longitud (Chávez, 1993).

El embrión continúa desarrollándose hasta la aparición de los primordios

de dos cotiledones, aunque en algunos casos solo se desarrolla un cotiledón.

Conforme los cotiledones crecen, el suspensor se deseca y se hace evidente la

formación del meristemo radicular. En la base del embrión se forma la coleoriza

la cual se observa como un ensanchamiento de 3-6mm del cuál emerge la

radícula. Los embriones en esta fase tienen un tamaño variable que va desde

1.5cm hasta los 3cm. Finalmente de entre los cotiledones aparece el meristemo

apical y en la base del cuerpo del embrión se desarrolla y crece la raíz

(Chávez, 1993).

En cuanto a la embriogénesis cigótica Chamberlain (1957) y a Norstog

(1982) reportan que después de la fertilización hay un periodo de divisiones de

núcleos libres que pueden llegar a 1024, dependiendo de la especie. En Zamia

pumila es de 256 y en Bowenia serrulata es de 64, que es el menor número

encontrado en cícadas.

Después de que los núcleos han aumentado hasta un número en que

hay una pequeña cantidad de citoplasma para cada uno, entonces empieza la
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formación de las paredes celulares y el embrión se vuelve celular (Chávez,

1993). La primera estructura en diferenciarse es el suspensor como producto

del alargamiento de las células que forman una fila o haz de varias hileras de

células tubulares. Esta etapa de desarrollo coincide con la desintegración del

cono y la caída de las semillas. En un corte longitudinal la presencia del

suspensor enrollado es evidente (figura 6) Los embriones de las cícadas son

recalcitrantes, lo que significa que el desarrollo de la semilla continúa cuando

ha caído del cono a diferencia de muchas otras semillas que presentan un

periodo de latencia o dormancia (Osborne, 1986).

Figura 6. Sección longitudinal del óvulo después de la fecundación

(modificada de Osborne, 1986).

El suspensor continúa creciendo y eventualmente se distingue en él un

botón compacto de células pequeñas en el extremo distal. El desarrollo de las

regiones del cuerpo y en general de todo el embrión ocurre lentamente. El

embrión crece presionando al suspensor enrollado hacia el micrópilo (figura

7A). El embrión desarrolla un par de cotiledones relativamente grandes que

protegen al meristemo apical joven, debajo del cual se encuentra una zona

denominada coleorriza (figura 7B) (Osborne, 1986).

La consecuente expansión del embrión provoca que la coleorriza

comience a ejercer presión contra la testa de la semilla forzando la apertura del

orificio micropilar (figura 8A). Es en esta etapa que se reconoce el inicio de la

germinación. Una particularidad de las cícadas es que el par de cotiledones
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nunca emerge de la semilla (figura 8B), permanecen dentro para continuar el

proceso de absorción de nutrientes de las reservas contenidas dentro de la

semilla (Osborne, 1986). El embrión maduro es dicotiledóneo, en ocasiones se

presentan 3 cotiledones como en Encephalartos. Ceratozamia puede presentar

1 o 2 cotiledones, mientras que C. mexicana es monocotiledónea (Chávez,

1993).

Figura 7. A: etapa temprana del desarrollo del embrión al momento de que

la semilla cae del cono. B: etapa tardía del desarrollo del embrión, justo

antes de la germinación (modificada de Osborne, 1986).

Figura 8. Germinación de las cícadas. A: raíz emergiendo a través de la

coleorriza. B: después de 3 meses de haber germinado (modificada de

Osborne, 1986).
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No hay requerimientos de post-maduración y la germinación ocurre

cuando el embrión ha madurado y existe un sustrato adecuado. No retiene

viabilidad por mucho tiempo aunque algunas semillas germinan después de 1

a 2 años. Usualmente después de surgir la radícula aparece una sola hoja y

parte de los cotiledones salen de la semilla, pero la mayor parte permanece

dentro del gametofito (Chávez, 1993).
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Estudios bioquímicos y de biología molecular en cícadas

En estudios filogenéticos se ha analizado la variación entre géneros de

cícadas utilizando RFPL´s y datos de secuencias parciales o completas que se

han reportado (Caputo et al., 1991, 1993; Moretti et al., 1993; De Luca et al.,

1995; Bogler y Ortega 2004). Prakash y Van Staden (2006) utilizaron RAPD´s

para encontrar un marcador que les permitió distinguir entre ejemplares

femeninos y masculinos de individuos de Encephalartos natalensis antes de

que éstos alcancen la madurez sexual. En años recientes se han realizado

estudios de microsatélites para comprobar la estructura genética de D. edule y

Zamia integrifolia para responder preguntas taxonómicas, biogeográficas y de

conservación (Moynihan et al., 2007; Merrow y Nakamura, 2007). Wu et al.

(2007) secuenciaron por completo el genoma del cloroplasto de Cycas

taitungensis y lo compararon con 56 genes que codifican para proteínas de

cloroplasto de Gnetum parvifolium para realizar análisis filogenéticos por 3

diferentes métodos. Dichos análisis apoyan las teorías de que las

gimnospermas extintas constituyen un clado monofilético y de que las plantas

con semilla modernas comparten un solo ancestro lo que significa que la

semilla evoluciono solo una vez.

En cuanto a los análisis bioquímicos se sabe que las cícadas producen

una gran cantidad de compuestos secundarios algunos de los cuales pueden

ser muy tóxicos (Norstog y Nichols, 1997). Principal atención ha recibido un

compuesto denominado Ácido S(+)-beta-metil-alfa, beta-diaminopropiónico o

Beta-metilamino-L-alanina (BMAA por sus siglas en inglés) que puede estar

relacionado con la enfermedad denominada Demencia de Guam (Vega y Bell,

1967; Spencer et al., 1987). Este compuesto está presente en los tejidos de

hojas y semillas de todo los géneros de la familia Cycadaceae (Charlton et al.,

1992), es neurotóxico para los mamíferos ya que tiene una acción agónica de

los receptores de glutamato (Whiting, 1963; Seawright et al., 1999; Copani et

al., 1990; Manzoni et al., 1991) y en primates causa convulsiones y

neurodegeneración (Spenser et al. , 1987).

En Arabidopsis thaliana se ha observado que la adición de BMAA

bloquea la expansión de los cotiledones y provoca el acortamiento del

hipocótilo y en concentraciones de 50µM induce la elongación del hipocótilo 2-3

veces más que en plantas sin tratar y en altas concentraciones (200 µM) inhibe
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el crecimiento de la raíz y el tallo (Brenner et al., 2000). Estos reportes y el

hecho de que se han encontrado genes similares a los receptores de glutamato

de humano en A. thaliana sugieren que el glutamato puede tener un papel en

alguna vía de transducción de señales en dicha especie (Lam et al., 1998;

Lacombe et al., 2001; Chiu et al., 2002, Brenner et al., 2000). La producción de

BMAA es única de la cícadas por lo que se ha utilizado como carácter

sinapormórfico en la clasificación de esta familia (Loconte y Stevenson, 1990).

En cícadas se han identificado otras posibles sustancias neurotóxicas como el

metil-axozymetanol (Seawright et al., 1999) y el esterol-D-glucosido (Khabazian

et al., 2002).

Brenner et al. (2003) purificaron mRNA a partir de hojas de Cycas

rumphii del cual obtuvieron 4200 EST´s y posteriormente las agruparon en

2458 “contigs” para realizar un análisis con BLAST con el cual encontraron

muchos genes conservados a lo largo de la escala evolutiva de las plantas y

algunos genes potencialmente nuevos, así mismo encontraron un EST que

posiblemente esta involucrado en la síntesis de un agonista del receptor de

glutamato (BMAA) y un EST que codifica para un gen parecido al receptor de

glutamato, lo que sugiere que los compuestos neuroactivos que contienen

éstas plantas no solo juegan un papel defensivo contra la herbivoría, sino que

también tienen actividad en las vías de transducción de señales tal como se

sugiere en los estudios hechos con A. thaliana.
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JUSTIFICACIÓN

Son reconocidas y ampliamente documentadas las fuertes limitantes en

la capacidad reproductiva de las cícadas, así como su largo y extremadamente

lento ciclo de vida. En las últimas dos décadas, estudios con especies

mexicanas sobre cultivos in vitro de estructuras ligadas a las semillas

(embriones y megagametofitos) así como de estructuras somáticas (hojas de

individuos adultos), han revelado su capacidad de regeneración a través de la

formación de embriones somáticos que a su vez se multiplican de manera

repetitiva por un proceso de poliembriogénesis por lo que las implicaciones son

obvias para la conservación de estas especies y para la silvicultura. Sin

embargo, el hecho de que los embriones somáticos rara vez continúen su

desarrollo y germinen, ha impuesto una fuerte limitante para la aplicación de

estos protocolos de regeneración in vitro ya sea para la propagación y

reintroducción de plantas a sus ambientes naturales o para la venta de plantas

ornamentales.

A pesar de la importancia evolutiva y el papel que tienen en algunos

desordenes neurológicos que provocan en seres humanos, nada o muy poco

se sabe de los genes responsables de estas características ya que existen muy

pocos estudios de biología molecular en este grupo de plantas y ninguno que

haya estudiado los procesos de embriogénesis cigótica y somática. Por lo que

es muy importante realizar estudios encaminados a conocer más acerca de los

mecanismos que controlan estos procesos que puedan ayudar a micropropagar

estas plantas de manera eficiente y en tiempos cortos para evitar las posibles

mutaciones que pueden aparecer en cultivos que se mantienen por mucho

tiempo. Así mismo, al conocer qué genes están involucrados en la inducción de

la embriogénesis somática y en la maduración de los cultivos in vitro de

cícadas, se podrían aislar éstos y con ellos transformar tejidos de otras

especies de cícadas y de otras gimnospermas que se encuentren en peligro de

extinción o que tengan un alto valor económico y micropropagarlas. El presente

estudio pretende caracterizar los distintos estados de desarrollo de los

embriones somáticos de cícadas, así como aislar el RNA de éstos lo que

permitirá establecer las bases que permitan entender los mecanismos

moleculares que regulan el proceso de embriogénesis somática de las cícadas
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para su posterior utilización en el manejo y conservación de este grupo de

plantas.
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OBJETIVOS

 Caracterizar morfológicamente y mediante marcadores

moleculares distintos estadios embrionarios de C. euryphyllidia.

Objetivos particulares

 Reconocer morfológicamente los diferentes estadios embrionarios

de C. eruphyllidia y Z. pumila.

 Ensayar diferentes protocolos de extracción de RNA para probar

su eficiencia con semillas y embriones somáticos de cícadas.

 Iniciar una genoteca a partir de embriones somáticos de cícadas.

 Determinar si cada estadio tiene su correspondencia a nivel

molecular.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Clasificación y separación de los embriones somáticos

A partir de cultivos de embriones somáticos de C. euryphyllidia y Z. pumila

que tenían alrededor de 8 años de haber sido generados, se realizaron

observaciones bajo microscopio de disección y fueron separados de acuerdo a

su morfología. Una vez hecho esto los embriones se utilizaron para realizar

extracciones de RNA el cual se utilizaría para realizar un despliegue diferencial.

Despliegue diferencial

La primera estrategia utilizada para cumplir el objetivo de esta

investigación está representada en la figura 9.

Extracción de RNA de embriones somáticos y de hojas de C.

euryphyllidia

Se probaron los protocolos 1, 3 y 4 (Apéndice I) en el Departamento de

Ingeniería Genética del CINVESTAV Unidad Irapuato. Para los protocolos 1 y

4 se utilizaron 2g de embriones somáticos de C. euryphyllidia y se siguió la

metodología detallada en el apéndice I. En el protocolo 3 se emplearon 100mg

de embriones somáticos de C. euryphyllidia de acuerdo al manual del kit de

extracción de RNA.

El protocolo 2 fue probado en el Laboratorio de Biología Molecular de

Instituto de Biología de la UNAM, para el cual se utilizaron 100mg de

embriones somáticos de C. euryphyllidia y además tejido proveniente de hojas

de C. mexicana (500mg) en ambos casos se siguió la metodología indicada por

el manual del kit (Apéndice I).

El protocolo 5 (Apéndice I) fue probado en el Laboratorio de Alelopatía

del Instituto de Ecología de la UNAM, se utilizaron 500mg de embriones

somáticos de C. euryphyllidia. Para todas las extracciones se utilizaron

embriones somáticos de todas las etapas. Al final de todas las extracciones se

realizó electroforesis en gel de agarosa 1.2% para revisar la integridad del

RNA.
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Figura 9. Diagrama de flujo de los pasos a seguir para identificar genes

que se expresan de manera diferencial en embriones somáticos de C.

euryphyllidia.

Extracción de RNA de embriones cigóticos

Los protocolos 6-10 (Apéndice I) fueron probados en el Instituto de

Biotecnología de la UNAM en embriones cigóticos de C. euryphyllidia y C.
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norstogii. El Dr. Vovides investigador del Jardín Botánico Francisco Javier

Clavijero de Jalapa, Veracruz donó las semillas de ambas especies, las cuales

tenían alrededor de 1 año y medio de haber sido colectadas del cono.

Previo a la extracción de RNA, se lavaron las semillas con agua y

detergente, se desinfectaron con alcohol al 70%. Se abrieron las semillas con

un cascanueces teniendo cuidado de no dañar al embrión y se separó el

megagametofito del embrión.

Se probó el protocolo 6 con semillas de C. euryphyllidia. Para el

protocolo 7 se utilizaron semillas de C. euryphyllidia y C. norstogii. Los

protocolos 9 y 10 fueron probados con muestras de megagametofito de C.

norstogii. Para los protocolos 9 y 10 durante el paso de precipitación se

compararon dos procedimientos: isopropanol y acetato de sodio 3M pH 5.5 y

ClLi 12M (toda la noche). En todos los protocolos se utilizaron 500mg de tejido.

Reducción de la oxidación de los embriones somáticos de C.

euryphyllidia

Para reducir el grado de oxidación de los embriones somáticos de C.

euryphyllidia se implementaron dos estrategias:

1. Subcultivo mensual en medio Litz (Apéndice IV) adicionado de PVP

(1g/l).

2. Subcultivo en medio Litz líquido adicionado con PVP (1g/l) por 1 mes y

posteriormente subcultivo en medio Litz semisólido sin PVP.

Una vez que se redujo el grado de oxidación de los embriones somáticos

éstos fueron separados de acuerdo a su estadio y se practicó la extracción de

RNA con los protocolos 6-8.

Extracción de RNA de embriones somáticos

Para los protocolos 6-8 se emplearon embriones somáticos de C.

euryphyllidia (1g). Con el objetivo de determinar la eficiencia de extracción

tejido se utilizaron dos métodos de homogenización para el protocolo 6:

nitrógeno líquido y un politrón y hielo seco con una moledora de café, además

se empleo PVP en la mitad de las muestras para ambos métodos, ya que se ha

reportado que el PVP ayuda a la extracción de RNA de tejidos con alto
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contenido de fenoles y polisacáridos (Chang et al., 1993). Para el protocolo 7

se utilizaron embriones somáticos de Zamia fisheri (2g).

Despliegue diferencial

El despliegue diferencial (Figura 9) se hizo en el Departamento de

Ingeniería Genética del CINVESTAV Unidad Irapuato. Se separaron 500mg de

hojas maduras, de embriones cigóticos, megagametofito y de los diferentes

estadios de los embriones somáticos de C. euryphyllidia para extraer RNA

utilizando el protocolo 11 con el fin de hacer el despliegue diferencial. Se

cuantificó la concentración de RNA en cada una de las muestras con ayuda

del espectrofotómetro, se tomaron alícuotas que se aforaron con ddH2O tratada

con DEPC para igualar la concentración de RNA a 0.1 µg/µl en cada una de

ellas. Posteriormente se realizó el RT-PCR y se continúo el protocolo

(Apéndice II) hasta obtener 2 geles de diferencial display.
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Genoteca

Se inció la creación de una genoteca siguiendo el procedimiento que

muestra la figura 10.

Figura 10. Diagrama de flujo de los pasos que se siguieron para crear una

genoteca a partir de embriones somáticos de Z. pumila.
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Con el protocolo 11 se extrajo RNA a partir de todos los estadios de

embriones somáticos de Zamia pumila. Se purificó el mRNA utilizando el kit de

purificación de mRNA (mRNA purification kit Amersham Biosciences) y se

realizó la RT-PCR utlizando 7 combinaciones de los oligos dT, Z1, Z2, Z3 y Z4

(Apéndice V). El cDNA sintetizado a partir del RT-PCR se corrió en un gel de

agarosa al 1% del cual se purificaron las bandas que se encontraban en un

rango de 500-2000 pb.

Todas las bandas purificadas se concentraron en un solo tubo de donde

se tomó una muestra para clonar los fragmentos de cDNA en el plásmido

pGEM y después realizar la transformación de células electrocompetentes de

E. coli. Las células se sembraron en cajas de Petri conteniendo medio de

cultivo LB adicionado de X-Gal, IPTG y ampicilina para seleccionar las colonias

transformadas con el vector que tenía fragmentos de cDNA clonado. Los

cultivos se colocaron en una incubadora a 37°C por 12hr, una vez transcurrido

este tiempo se revisaron los cultivos para aislar las colonias transformadas

seleccionando aquellas que se observaran blancas y descartando las colonias

azules. Se seleccionó una colonia al azar para secuenciar el cDNA inserto en el

plásmido. A la secuencia que se obtuvo se le hizo un análisis BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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RESULTADOS

Clasificación de embriones somáticos de C. euryphyllidia

Los embriones fueron clasificados de acuerdo a Chávez (1993)

separándolos de acuerdo a su morfología (Figuras 11 y 12).

Figura 11. (a) Masas proembriogénicas, (b) embrión en estadio globular.

Figura 12. (a) Embrión en germinación, (b) Embrión en estadio

cotiledonar.

Cabe destacar el grado de estrés oxidativo que presentan algunos de los

embriones (Figura 11b, 12a, y Figura 13b), siendo éste el común denominador

de la gran mayoría de los cultivos que se conservan en el laboratorio. En la

figura 12 se pueden observar las diferencia entre embriones bajo estrés

oxidativo y aquellos que no lo presentan.
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Figura 13. (a) Aspecto de embriones somáticos sin estrés

oxidativo y (b) bajo estrés oxidativo.

Extracción de RNA

Los protocolos 1-5 dieron resultados negativos, no se logró extraer RNA

en ninguno de los intentos realizados con los embriones somáticos, no

obstante, el kit de extracción de Eppendorf logró la extracción de RNA de las

hojas de C. mexicana. En ninguno de los casos, excepto el protocolo 5, se

observó una pastilla al final del proceso de extracción, éste era blanco y fácil de

resuspender pero el resultado de la electroforesis fue negativo, se utilizaron 2g

de embriones somáticos.

Con el protocolo 6 se obtuvo la presencia de una sola banda (figura 14).

Se compararon las muestras obtenidas con una muestra control de RNA, de

DNA y DNA plasmídico y se realizó una digestión de las muestras de los

embriones y el control de RNA (Figura 15). La muestra obtenida de los

embriones somáticos migró a la misma altura que la subunidad 28s, pero no

respondió al tratamiento con RNAsa a diferencia del RNA control (Figura 15).
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1.2% de muestras de

RNA de embriones somáticos de C. euryphyllidia.

Figura 15. Comparación de las muestras de RNA de embriones somáticos

de C. euryphyllidia (1,2) y con RNAsa (4), muestras de RNA control (3) y

con RNAsa (5), DNA (6) y DNA plasmídico (7).

Al agregar el buffer del protocolo 6 (Apéndice I) al megagametofito C.

euryphyllidia se formó una masa pastosa, debido al alto contenido de

polisacáridos y/o proteínas presentes en el tejido, y no fue posible extraer RNA.

Por sugerencia de un asesor se adicionó el buffer del protocolo 8 (Apéndice I)

lo que provocó que se volviera más fluida la muestra. A pesar de esto las

pastillas obtenidas de los embriones eran muy difíciles de resuspender y

formaron un gel. El megagametofito produjo pastillas fáciles de resuspender y

las muestras no eran tan viscosas. Al realizar la electroforesis la muestra de los

embriones no mostró ninguna banda de RNA, mientras que la proveniente de

megagametofito si las presentaron (Figura 16).
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Figura 16. Muestras de RNA de semillas C. euryphyllidia. 1 embrión, 2

megagametofito.

Durante el proceso de extracción para el protocolo 7, las muestras

provenientes de megagametofito formaban un líquido viscoso y blanquecino

(debido a proteínas y carbohidratos). Al final del proceso las pastillas de los

embriones cigóticos eran grisáceas y pequeñas, al resuspenderlos se obtuvo

una muestra ligeramente viscosa. Las pastillas obtenidas de los

megagametofitos eran grandes y muy blancas, resuspenderlas fue muy difícil

teniendo que emplearse hasta 1ml de H2O, la muestra era tan viscosa que se

formó una masa gelatinosa generada por la alta concentración de

carbohidratos. Las muestras provenientes de los embriones somáticos

formaron pastillas muy pequeñas y semitransparentes, fáciles de resuspender.

La electroforesis mostró RNA proveniente sólo de los embriones cigóticos y de

megagametofito de C. euryphyllidia (Figura 17).

Para los protocolos 9 y 10 se utilizaron megagametofitos de C. norstogii,

durante el paso de precipitación se compararon dos procedimientos:

isopropanol y acetato de sodio 3M pH 5.5 y ClLi 12M, ambos durante toda la

noche. La electroforesis reveló que en ambos protocolos se lograba la

extracción de RNA, sin embargo, con el buffer del protocolo 9 extrajo una

menor cantidad de RNA que con el buffer del protocolo 10. Al comparar los

procesos de precipitación se observó que el isopropanol-acetato de sodio 3M

pH 5.5 favoreció la extracción de una mayor cantidad de RNA que con el

cloruro de litio (Figura 18).
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Figura 17. Electroforesis de muestras de RNA. (1) Embriones somáticos

de Z. fisheri; C. euryphyllidia (2) embrión cigótico, (3)megagametofito; (4,

5, 6) megagametofito C. norstogi.

Figura 18. Electroforesis de muestras de RNA de megagametofito de C.

norstogii. (1) protocolo 9 y (2) protocolo 10 precipitación con

isopropanol y acetato de sodio 3M pH 5.5; (3) protocolo 9 y (4) protocolo

10 precipitación con ClLi 12M.

Debido a estos resultados se probó el protocolo 10 con semillas de C.

norstogii (megagametofito 500mg) y embriones somáticos de Z. fischeri (5g) se

utilizó isopropanol y acetato de sodio para la precipitación. En el caso de C.

norstogii las pastillas eran pequeñas, ligeramente blancas y fáciles de

resuspender. Los embriones somáticos produjeron pastillas pequeñas, casi

transparentes y resuspenderlos resultó muy fácil. La electroforesis reveló

bandas muy claras en las muestras de C. norstogii (Figura 19). No obstante

que se obtuvieron bandas muy difusas, este resultado fue alentador en el

análisis de los embriones somáticos (Figura 19).



42

Figura 19. Electroforesis de muestras de RNA (1, 2) megagametofito de C.

norstogii.; (4, 5) embriones somáticos de Z. fischeri.

El protocolo 11 (Apéndice I) se empleó como alternativa para la

extracción, se utiliza un buffer empleado para el aislamiento de RNA de hojas

de agave, ya que son plantas cuyos tejidos presentan altas concentraciones de

polisacáridos y proteínas, este buffer fue empleado por primera vez para el

aislamiento de RNA total de cofía, raíz y hoja de Zea mays (Rochester et al.

1986). Con el protocolo 11 se logró la obtención de RNA a partir de la hoja y

embriones somáticos de C. euryphyllidia, sin, embargo las muestras obtenidas

aún presentaban contaminación de carbohidratos y proteínas por lo que se

procedió a realizar una segunda purificación a partir del primer lavado con

fenol:cloroformo y realizando una segunda precipitación toda la noche con

isopropanol y acetato de sodio 3M pH 5.5 (figura 20).

Figura 20. RNA de C. euryphyllidia; 1 hoja, 2 embrión somático.
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Despliegue diferencial

Los geles se expusieron a placas radiográficas para obtener los

patrones de expresión de las muestras analizadas. Las placas mostraron

bandas discretas de bajo peso molecular en algunas de las muestras, pero

gran parte de la señal radioactiva se acumuló a la altura de los pozos del gel

(Figura 21), esto pudo ser el resultado de acumulación de urea en los pozos lo

que impidió el desplazamiento de las muestras.

Figura 21. Despliegue diferencial en gel de poliacrilamida 6% de urea 8M

Se repitió el procedimiento lavando los pozos justo antes de cargar las

muestras, se sometió al proceso de desnaturalización a la mitad de las

muestras y mientras éstas fueron cargadas se desnaturalizó a la otra mitad.

Las placas del segundo (Figura 22) despliegue diferencial mostraron que una

mayor cantidad de las muestras se desplazaron por el gel pero aún se

obtuvieron carriles en blanco. Se presentó un fenómeno extraño, las muestras

se corrieron por duplicado para eliminar la posibilidad de falsos positivos, pero

en muchos casos uno de los duplicados apreció en blanco mientras que el otro

mostró bandas discretas.
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Figura 22. Despliegue diferencial en gel de poliacrilamida 6% de urea 8M.
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Genoteca

Se logró la extracción de RNA de embriones somáticos de Zamia pumila

utilizando el protocolo 11 (Figura 23). La condición de dichos embriones difería

de los anteriormente empleados para realizar el Despliegue diferencial,

presentaban muy baja o nula señal de estrés oxidativo (Figura 24).

Figura 23. Muestras de RNA de embriones somáticos de Z. pumila.

Figura 24. Embriones somáticos de Z. pumila

A partir del RNA total se purificó RNA poli-A y se realizó RT-PCR para

obtener cDNA, la figura 25 muestra que todas las combinaciones de
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oligonucleótidos utilizadas amplificaron obteniendo un gran rango de

fragmentos de cDNA.

Figura 25. Gel de electroforesis de cDNA de embriones somáticos de

Z. pumila.

La comparación de las secuencias de las colonias de E. coli

transformadas con el plásmido pGEM que contenían los fragmentos de cDNA

obtenido de los embriones somáticos de Z. pumila mediante análisis BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en el banco de genes mostró que ésta

correspondía al gen de la enzima TAQ polimerasa (Figura 26). En el laboratorio

se poseen cepas de E.coli transformadas con este gen para sintetizar la

enzima, por lo que se sospechó que las bacterias utilizadas para la

transformación o el medio de cultivo empleado estaban contaminados con esta

cepa. Se seleccionaron 10 colonias al azar de diferentes cajas de Petri, se

purificó el plásmido y se llevó a cabo un analisis de restricción utilizando la

endonucleasa (EcoR1) para ver el porcentaje de contaminación por la cepa

transformada con TAQ polimerasa.

La figura 27 muestra el gel de electroforesis que se obtuvo a partir de los

plásmidos purificados, a pesar de que en algunas muestras la cantidad de

plásmido es muy pequeña se puede observar que todas las muestras tienen el

mismo patrón de bandas, siendo la banda de mayor peso molecular la
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correspondiente al plásmido sin inserto y la de menor peso molecular la del

fragmento de DNA clonado. La banda correspondiente al plásmido se

encuentra en un rango de 5kb lo que indica es el vector utilizado para clonar la

enzima TAQ polimersa y no el plásmido pGEM empleado para la clonación del

cDNA de los embriones somáticos de Z. pumila.

Figura 26. Análisis BLAST del DNA extraído y secuenciado a partir

de los cultivos de E. coli contaminados con cepas transformadas

con el gen de TAQ polimerasa .
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Figura 27. Análisis con enzimas de restricción del plásmido ligado al gen

de la enzima TAQ polimerasa. 1 plásmido sin procesar, 2 plásmido

cortado con enzimas de restricción.

Dado que se contaba con más de 500 colonias con DNA clonado y

seleccionar de éstas las que tenían el gen de la enzima TAQ polimerasa

consumiría muchos recursos, se optó por llevar a cabo otra transformación

utilizando células electrocompetentes nuevas. Se hizo el mismo proceso de

selección de colonias transformadas y se tomaron 5 colonias al azar para hacer

un análisis con enzimas de restricción. En la figura 28 se observan los patrones

de bandas del plásmido y el DNA que estaba inserto en él, la banda

correspondiente al plásmido sin inserto se encuentra en el rango de 3kb lo que

corresponde al vector pGEM utilizado para clonar el cDNA de los embriones

somáticos. Se purificó el plásmido de estas colonias y se mandó secuenciar el

DNA inserto. A las secuencias obtenidas se les hizo un análisis con el

programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dando como resultado

secuencias parciales de diferentes partes del gen de rRNA 26s de Zamia

integrifolia (figuras 29-32).
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Figura 28. Análisis con enzimas de restricción del plásmido PGEM. 1

plásmido sin procesar, 2 plásmido cortado con enzimas de restricción.
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Figura 29. Análisis BLAST de las secuencias contenidas en los

plásmidos pGEM mostrando la obtención de una secuencia

parcial del gen 26S de RNA ribosomal de Z. integrifolia.
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Figura 30. Análisis BLAST de las secuencias contenidas en los

plásmidos pGEM mostrando la obtención de una secuencia

parcial del gen 26S de RNA ribosomal de Z. integrifolia.



52

Figura 31. Análisis BLAST de las secuencias contenidas en los

plásmidos pGEM mostrando la obtención de una secuencia

parcial del gen 26S de RNA ribosomal de Z. integrifolia.



53

Figura 32. Análisis BLAST de las secuencias contenidas en los

plásmidos pGEM mostrando la obtención de una secuencia

parcial del gen 26S de RNA ribosomal de Z. integrifolia.
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DISCUSIÓN

Los bosques y selvas han sido parte integral de la historia del ser

humano así como un recipiente de la biodiversidad del planeta, han proveído

de materias primas y alimento al hombre. Sin embargo el deterioro ambiental y

la deforestación han destruido total o parcialmente gran parte de los bosques y

selvas de nuestro planeta. Además se está perdiendo la variabilidad genética

de muchas especies ya que las poblaciones se han reducido dramáticamente y

los pocos especimenes que sobreviven lo hacen en pequeños grupos aislados

unos de otros por lo que el flujo genético resulta muy difícil. Para conservar y

mantener a los bosques y selvas se han utilizado diferentes métodos

convencionales para propagar e incrementar las poblaciones naturales de

especies en peligro de extinción así como de las especies económicamente

importantes, sin embargo la mayoría de los esfuerzos se concentran en las

últimas.

La conservación de las cícadas en México está influenciada por muchos

aspectos, entre los más importantes podemos mencionar (Programa Nacional

de Cícadas, 2000):

1. Rareza natural de especies.

2. Destrucción del hábitat.

3. Colecta ilegal de especies por traficantes especializados.

4. Legislación ineficiente para la protección del entorno natural.

5. Escaso desarrollo del conocimiento del grupo dada la falta de

especialistas.

6. La falta de criterios adecuados para establecer viveros.

Estos factores han puesto en serio peligro a gran parte de las especies

de cícadas que habitan nuestro país.

Se ha sugerido que si la demanda de ejemplares de cícadas se cubriera

mediante la propagación artificial y la producción a gran escala entonces no

habría necesidad de saquear las poblaciones naturales (Dehgan 1983, 1996a,

1996b; Dehgan y Almira 1993; Giddy 1993). A pesar a los esfuerzos iniciados

en México a principios de la década de los 90 del siglo pasado, por grupos de

investigación del Instituto de Ecología, A. C., el Instituto de Investigaciones

Biológicas de la Universidad Veracruzana, ambos en Xalapa, Ver., que

fundaron viveros rústicos para ayudar al la propagación con fines comerciales y
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para la reintroducción de especies como Dioon edule, Dioon spinulosum,

Ceratozamia mexicana y Zamia furfuracea en el estado de Veracruz; y en

Chiapas el Instituto de Historia Natural, a través del Departamento de Áreas

Naturales, y en colaboración con la Escuela de Biología de la Universidad de

Ciencias y Artes del Estado de Chiapas y el Instituto Nacional de Ecología que

crearon viveros para propagar especies como Dioon merolae, Ceratozamia

nortogii, Zamia soconuscensis y Ceratozamia matudai en comunidades de la

Reserva de la Biósfera La Sepultura y El Triunfo (Vovides et al., 1999), no se

ha logrado disminuir las presiones que se ejercen sobre las poblaciones

naturales.

Los métodos tradicionales para propagar árboles son lentos, poco

productivos y no pueden ser utilizados para mejorar genéticamente a los

mismos. Esto es debido a que la mayoría de las especies son de lento

crecimiento, tienen largos ciclos de vida, y no pueden ser auto-polinizadas, por

lo que para superar estas limitaciones se han buscado alternativas

biotecnológicas tales como el cultivo de tejidos vegetales y la transformación

genética.

Aunque se han obtenido algunos resultados positivos para la

micropropagación de la cícadas de México (Chávez et al., 1992a, 1992b,

1992c, 1998), éstos no han sido utilizados para desarrollar protocolos

comerciales o para la reintroducción de las especies amenazadas, ya que los

cultivos de embriones han demostrado ser altamente recalcitrantes. La

oxidación de los explantes durante el inicio de los cultivos es causa frecuente

de que los cultivos se vuelvan recalcitrantes de manera temprana en tejidos

que contienen una alta concentración de compuestos fenólicos (Kumar et al.,

1998), tal como se ha observado en los cultivos embriogénicos con los que se

trabajó. Aunque por lo general este problema se asocia con tejidos de especies

leñosas ya que producen una gran cantidad de compuesto fenólicos durante la

lignificación, se ha observado que especies que producen algún metabolito

secundario se han oxidado cuando entran en contacto con el medio de cultivo

(Bhat y Chandel, 1991).

Resulta difícil comenzar investigaciones en campos como la biología

molecular y el cultivo de tejidos vegetales en especies poco estudiadas y que

se encuentran en peligro de extinción ya que el material biológico es limitado o
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difícil de conseguir y se debe ser cuidadoso para no desperdiciarlo. La escasez

de estudios de biología molecular en este grupo de plantas es debido, en parte,

a que las cícadas son recalcitrantes para los estudios de biología molecular, ya

que a diferencia de muchas plantas usadas como modelo por los

investigadores, las cícadas son dioicas, producen números limitados de

semillas y tardan hasta 30 años para alcanzar las madurez sexual (Brenner et

al., 2003), por lo que muy pocas personas se aventuran a realizar dichas

investigaciones. Además los genomas de las cícadas son muy grandes (20

000-30 000 millones de pares de bases) (Ohri y Khoshoo, 1986; Murray, 1998)

en comparación de los de plantas como Arabidopsis (125 millones de pares de

bases) (Nature, 2000).

Se sabe que el aislamiento de RNA intacto y sin contaminación es

esencial para analizar la expresión de genes y la clonación de dichos genes.

Sin embargo, el tejido de especies leñosas y semileñosas en general es notorio

porque resulta muy difícil el aislamiento y obtención de RNA libre de

contaminación. Esta dificultad es debida en principio a la presencia de

polisacáridos y/o polifenoles que se presentan naturalmente y que son

liberados cuando las células son fragmentadas (Cheng y Seemann, 1998). Los

metabolitos secundarios incluyendo compuestos fenólicos y polisacáridos de

alto peso molecular pueden interferir con el aislamiento de ácidos nucleicos si

estos se co-purifican durante la extracción (Loomis, 1974; Stokes et al., 1990).

Estos compuestos forman complejos con los ácidos nucleicos durante la

extracción del tejido y coprecipitan durante las siguientes etapas de

precipitación con alcohol (López-Gómez y Gómez-Lim, 1992; Newbury y

Possingham, 1977; Wang y Vodkin, 1994).

Los factores mencionados nos indican la dificultad natural que implica la

extracción de RNA de tejidos vegetales que se encuentran en buen estado,

dicha problemática puede variar de especie en especie. Se sabe que en

muchas ocasiones el RNA extraído de gimnospermas por métodos

convencionales sólo puede ser usado para análisis por Northern blot y la

cantidad que se extrae es muy baja para otro tipo de análisis (Claros y

Canovas, 1998), debido en su mayor parte a la presencia de polisacáridos,

metabolitos secundarios y pigmentos que co-purifican con el RNA y que inhiben

las enzimas requeridas para otras aplicaciones (Pandey et al., 1996), estos
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problemas se observaron en todos los protocolos en los que se trató de extraer

RNA de las semillas y embriones cigóticos de las diferentes especies de

cícadas, donde existían dificultades para obtener muestras de RNA libres de

carbohidratos y fenoles.

Estos problemas pueden acentuarse dependiendo del estado fisiológico

del tejido del que se va a extraer el RNA, en el caso de los embriones

somáticos que se utilizaron para hacer los ensayos para la extracción de RNA

existía un proceso por el que estas dificultades se incrementaban, el estrés

oxidativo.

Se sabe que la exposición de las plantas a factores abióticos incluyendo

altas y bajas temperaturas causa estrés oxidativo en el cual se incrementa la

producción de especies reactivas al oxígeno (ROS por sus siglas en inglés)

(Aroca et al., 2001). Las ROS reaccionan con proteínas, lípidos y ácidos

nucleícos causando inmenso daño celular, por lo que las plantas han

desarollado sistemas y mecanismos enzimáticos y no enzimáticos para

protegerse de estas sustancias (Inzé y Van Montagu, 1995). Las ROS también

pueden ser generadas por heridas y resultan en un incremento en la actividad

de las enzimas catalasas y peroxidasas (Salin y Bridges, 1981; Thompson et

al., 1987) las cuales actúan para contrarrestar los efectos de los radicales

oxidativos.

Benson (2000) propuso que las manipulaciones hechas durante el

cultivo de tejidos causan grandes cambios metabólicos y del desarrollo,

algunos de los cuales predisponen a los cultivos in vitro a la formación elevada

de radicales libres, resultando en disfunciones celulares y cultivos

recalcitrantes. Los embriones somáticos de cícadas que se tienen en el

laboratorio han estado en cultivo proliferativo por muchos años, alrededor diez

en el caso de C. euryphyllidia y cerca de 19 en el resto de las especies, y

durante este tiempo gran parte de los cultivos han padecido de estrés oxidativo,

el cual se manifiesta como un oscurecimiento del tejido.

El oscurecimiento de los cultivos seguidos de su muerte atribuido a la

oxidación de compuestos fenólicos es uno de los mayores problemas para el

establecimiento de cultivos de plantas leñosas (Thomas y Ravindra, 1997). Las

interacciones fenólicas expresadas como oscurecimiento del explante pueden

llevar a la muerte del tejido vegetal (Taji y Williams, 1996), este ha sido el caso
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de muchos de los cultivos de embriones somáticos de cícadas que se tienen en

el laboratorio.

La severidad de este oscurecimiento varía de acuerdo a la especie,

tejido u órgano, fase del desarrollo de la planta, edad del tejido u órgano, tipo

de medio y otros factores del cultivo in vitro. Beruto et al. (1996) confirmaron la

formación de polímeros de fenol generados por la alta actividad de la enzima

fenol oxidasa. Los compuestos fenólicos que se oxidan de manera natural y

reaccionan covalentemente con quinonas se unen a los ácidos nucleicos

(Loomis, 1974), estos compuestos oxidados presentes en los embriones

somáticos de las diferentes especies de cícadas utilizadas pueden unirse

irreversiblemente a proteínas y ácidos nucleicos para formar compuestos de

alto peso molecular (Newbury y Possingham, 1977), además los polisacáridos

tienden a co-precipitar con el RNA interfiriendo con la actividad de la

transcriptasa reversa (Lodhi et al., 1994; Richards et al., 1994), de la DNA

polimerasa y enzimas de restricción impidiendo de esta manera la generación

de cDNA en algunas de las muestras que se utilizaron para hacer el despliegue

diferencial, por lo que se observaban carriles en blanco o con muy pocas

bandas. Aunque los embriones somáticos presentaban diferentes grados de

oxidación no se sabía de antemano hasta que punto esto podría dificultar la

extracción de RNA y otros procedimientos. En adición a esto se ocupó una

mezcla de marcas radioactivas con actividades diferentes, una cuya vida media

había pasado y otra que era casi nueva, por lo que el tiempo de exposición

pudo no ser el adecuado para las muestras que incorporaron la marca cuya

actividad era menor.

Otro factor que dificultó la obtención de resultados fue el buffer utilizado

para extraer el RNA de embriones cigóticos y megagametofito que se empleó

para hacer el despliegue diferencial ya que éste contenía clorhidrato de

guanidina. Se ha observado que la guanidina libera componentes celulares

tales como lípidos y polisacáridos que tal vez puedan inhibir algunas de las

enzimas utilizadas y aplicaciones de biología molecular (Hughes y Galau,

1988). La destrucción de organelos compartamentalizados en presencia de

guanidina resulta en la liberación de polifenoles que se oxidan y pueden

reaccionar irreversiblemente con lo ácidos nucleicos (Hughes y Galau, 1988,

Logerman et al., 1987). Bugos et al. (1995) reportó que la utilización de
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guanidina en el buffer de extracción provoca una baja obtención de RNA y

además observaron la presencia de contaminantes inhibitorios en tejidos con

bajas concentraciones celulares incluyendo caña de azúcar y tejido de pinos

(óvulos, plántulas, pinas y semillas), siendo estos problemas similares a los

encontrados durante la extracción de RNA y el despliegue diferencial a partir de

semillas, embriones somáticos y hojas de las diferentes especies de cícadas

estudiadas. A pesar de que estos reportes pueden indicar que no es

recomendable usar este compuesto para la extracción de RNA, no es posible

saber con certeza si es que será un factor que impedirá el curso de la

investigación hasta que no se han probado.

Al emplear embriones somáticos de Z. pumila sin signos de oxidación, la

extracción de RNA resultó mas sencilla y éste tenía la pureza necesaria para

realizar RT-PCR produciendo cDNA que pudo ser clonado y secuenciado para

generar la genoteca, sin que surgieran problemas relacionados con la

presencia de compuestos fenólicos. Por lo que para trabajar con plantas como

las cícadas es necesario evitar los problemas de oxidación, tanto en estudios

cultivo de tejidos como en biología molecular ya que de lo contrario el obtener

resultados satisfactorios resultara muy difícil.

Sin embargo al evaluar la genoteca se obtuvieron solo secuencias

parciales de RNA ribosomal, esto se debió a que solamente se utilizó una

columna de purificación de mRNA, el manual del kit mRNA Purification Kit

(Amersham Biosciences) menciona que usando una sola columna se puede

obtener un 50% de RNA poli-A. Para poder evaluar adecuadamente el grado

de representatividad de la genoteca se requiere hacer un gran número de

secuenciaciones, desafortunadamente esto no fue posible en el presente

estudio.

Existen pocas descripciones morfológicas del desarrollo de los

embriones somáticos (Chávez, 1993), en el presente estudio se lograron

identificar los diferentes estadios descritos por este autor. Sin embargo el

proceso y los mecanismos mediante los cuales se induce la embriogénesis

somática en cícadas no han sido estudiados a nivel molecular y bioquímico a

diferencia de otras especies de gimnospermas, sobre todo especies

maderables tales como Picea glauca donde se han identificado genes

expresados durante el desarrollo del embrión, genes que se expresan durante
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la etapa de maduración de los cultivos y también durante etapas más

avanzadas del desarrollo de la planta, y genes detectados durante todas las

etapas del desarrollo del embrión así como en otros tejidos de la planta (Dong

and Dunstan, 1996a, b; Dong and Dunstan, 2000). La utilización de EST´s para

realizar microarreglos y analizar el nivel de transcritos durante el desarrollo de

varias especies de Picea ha revelado la importancia que tienen de las etapas

tempranas de la embriogénesis para el éxito de todo el proceso y se han

encontrado genes que son candidatos para mejorar la calidad de los embriones

que se producen (van Zyl et al., 2002; Stasolla et al., 2003).

Aunque la embriogénesis somática tiene un inmenso potencial para la

micropropagación de especies forestales (Attree and Fowke 1993; Gupta et al.

1993) se han establecido pocos protocolos a nivel mundial para la propagación

comercial de estas plantas incluyendo las cícadas en comparación con otras

plantas(Tabla 5). Sin embargo la embriogénesis somática tiene gran

importancia para la biotecnología forestal por dos razones. Primera, ofrece la

capacidad de producir números ilimitados de embriones somáticos (Attree et al.

1994) y semillas artificiales (Lulsdorf 1993). Segunda, los cultivos

embriogénicos pueden ser utilizados para realizar estudios de transformación

ya que el desarrollo de protocolos de regeneración in vitro es pre-requisito para

realizar dichas investigaciones. La transformación de especies forestales con

genes quiméricos con importancia académica y agronómica ha sido

demostrada (Pena y Seguin 2001; van Raemdonck et al. 2001; Fenning y

Gershenzon 2002; Herschbach y Kopriva 2002; Campbell et al. 2003) (Tabla 6).

Por lo expuesto anteriormente es importante hacer notar que el presente

trabajo puede ser tomado como el pionero de los estudios moleculares de los

embriones somáticos de cícadas encaminado ha establecer las bases que

rigen dicho proceso y su posterior aplicación en la conservación y

comercialización de este grupo de plantas.
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Tabla 5. Algunos reportes de especies de árboles micropropagadas. Nodal (N), Hoja (H), Raíz (R), Semilla (S), Brote Axilar

(Ba), Entrenudo (E), Cotiledón (C), Producción de Múltiples Brotes (PMB) (Modificada de Giri et al. 2004)

ESPECIE TIPO DE COMPOSICIÓN RESPUESTA RESPUESTA AL REFERENCIA

EXPLANTE DEL MEDIO AL CULTIVO ENRAIZAMIENTO

MEDIO RC MEDIO RC
Acacia auriculiformis N MS BA 1.1 mg/l PMB MS IBA 0.5 mg/l Reddy et al. 1995

ANA 0.2 mg/l

Azadirachta indica H MS BA 2.0 mg/l PMB MS IBA 1.0 mg/l Salvi et al. 2001

IAA 0.1 mg/l

Albizzia julibrissin R B5 BA 2.8 mg/l PMB B5 IBA 0.1 mg/l Sankhla et al. 1996

Zeatina 2.1 mg/l

TDZ 0.01 mg/l

Litchi chinensis S MS BA 20.0 mg/l PMB 1/2MS IBA 2.0 mg/l Das et al. 1999

Mimosa tenuiflora Ba, E MS IAA 0.1 mg/l PMB MS KN 0.1 mg/l. Villarreal y Rojas 1996

KN 0.3 mg/l

IBA 1.0 mg/

Sesbania grandiflora C, S MS ANA 1.0 mg/l PMB MS ANA 1.0 mg/l Detrez et al. 1994

Tamarix gallica N LS BA 0.8 mg/l PMB LS IBA 0.1 mg/l Lucchesini et al. 1993
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Tabla 6. Reportes de especies de árboles transformados. Agrobacterium (Ag), Bombardeo con micro-proyectiles (BMP),

Callo (C), Embrió somático (ES), Embrión somático maduro (ESM), Hipocótilo (Hp), Hoja (H). (Modificada de Giri et al.

2004)

ESPECIE TIPO MÉTODO DE GENES PLANTAS REFERENCIA

DE TEJIDO TRANFORMACIÓN TRANSFERIDOS TRANSGÉNICAS
Allocasurina Verticillata Hp Ag UidA, nptII Si Franche et al. 1999

Coffea canefphora H Ag UidA, hpt Si Hatanaka et al. 1999

Eucalyptus camaldulensis H Ag nptII, UidA C Mullins et al. 1997

Picea glauca ES BMP nptII, UidA SE Bommineni et al. 1993

P. mariana ES BMP hpt, UidA Si Tian et al. 2000

Larix kaempferix, L. decidua ESM Ag nptII Si Levee et al. 1997
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CONCLUSIONES

1. Se pudieron reconocer a nivel morfológico los diferentes estadios de los

embriones somáticos de C. eryphyllidia y Z. pumila.

2. Se logró establecer un protocolo de extracción de RNA para embriones

somáticos de cícadas.

3. El estado fisiológico del tejido del que se desea extraer RNA es muy

importante y determina la eficiencia del método de extracción.

4. Los compuestos fenólicos oxidados producidos por el estrés oxidativo de

los embriones somáticos de cícadas interfieren con la extracción de RNA

y afectan la eficiencia de las enzimas utilizadas en técnicas de biología

molecular tales como RT-PCR y PCR, sin importar si el grado de

oxidación es bajo. Por lo que no fue posible caracterizar a nivel

molecular los diferentes estadios de los embriones somáticos de

cícadas.

5. No es recomendable la utilización de buffers de extracción de RNA que

contengan clorhidrato de guanidina en tejidos de embriones somáticos y

cigóticos de cícadas.

6. Para lograr la extracción de RNA de embriones somáticos de cícadas

es necesario que éstos no presenten señales de estrés oxidativo.

7. Aunque se logró purificar RNA de los embriones somáticos de cícadas

para iniciar una genoteca, no fue posible evaluarla de manera adecuada

debido a que no se pudieron hacer un gran número de secuenciaciones

de los fragmentos de cDNA clonados en los plásmidos.
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APÉNDICE I

Protocolo 1: Fresa

Buffer de extracción

 Tris-HCl 1M pH 7.4.

 EDTA 0.5M pH 8.

 NaCl 5M.

 SDS 20%.

 β-Mercaptoetanol.

Buffer TE

 Tris-HCl 10mM p7.5.

 EDTA 1mM.

Metodología

 Homogeneizar 2g de tejido con N líquido.

 Agregar el buffer de lisis.

 Agregar 140μl de β-Mercaptoetanol agitar en vortex.

 Añadir SDS 20% agitar en vortex.

Eliminación de proteína

 Incubar 15 min a 54°C.

 Añadir 3.3ml de acetato de potasio 5M agitar en vortex.

 Enfriar a -20°C 10 min.

 Centrifugar a 15,000 rpm x 30 min a 4°C.

 Recuperar sobrenadante.

Recuperación de ácidos nucleicos

 Añadir 7ml de isopropanol agitar en vortex. Enfriar 1 h a –20°C (se pude

toda la noche).

 Centrifugar a 15,000 rpm x 30 min a 4°C. descartar sobrenadante. Secar

la pastilla.

 Añadir 700μl de TE agitar en vortex para resuspender el pastilla. Enfriar

en hielo de 3-5 min.

 Pasar la muestra a un tubo de 1.5ml. Repetir el paso anterior para

recoger bien la muestra.

 Centrifugar 2min a 14,000 rpm. Recuperar sobrenadante.
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 Añadir 15μl de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 500μl de isopropanol.

Incubar a -20°C toda la noche.

 Centrifugar a 14,000 rpm x 15min. Descartar sobrenadante.

 Lavar el pastilla con EtOH 70% dos veces.

 Secar la pastilla a 37 °C.

 Resuspender en 2ml de H2O.

Precipitación de RNA

 Añadir 340μl de ClLi 12M

 Incubar a 4°C toda la noche.

 Centrifugar 45min a 4°C.

 Lavar la pastilla con EtOH 70% y EtOH absoluto. Secar a 37°C.

 Resuspender en 50μl de H2O.

Protocolo2: Kit de extracción de Eppendorf: Eppendorf® Perfect RNA Kits

for Eukaryotic Cells Cat. No. EF3209B.

Protocolo 3: Kit de extracción de Qiagen: RNeasy Plant Mini Kit (20) Cat.

No. 74903

Protocolo 4: Extracción de RNA total (Chang et al., 1993)

Las soluciones requeridas se diluirán en ddH2O tratada con dietil

pirocarbonato (Sambrook et al., 1989).

Buffer de extracción
 2% de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio).

 2% de PVP (polivinilpirrolidona K30).

 100 mM Tris-HCl (pH 8.0).

 25 mM EDTA.

 2.0 M NaCl.

 0.5 g/l espermidina.

 Mezclar y esterilizar en autoclave.

 2% de -mercaptoetanol (adicionar justo antes de usarse).

 Cloroformo:alcohol isoamílico (24:1).
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 10M cloruro de litio.

SSTE
 1.0M NaCl.

 0.5% SDS.

 10mM Tris-HCl (pH 8.0).

 1mM EDTA (pH 8.0).

Protocolo

 Moler el tejido con nitrógeno líquido.

 Calentar 15ml de buffer de extracción a 65°C en baño maría,

rápidamente adicionar de 2-3 gr de tejido y mezclar

completamente mediante la inversión del tubo

 Extraer dos veces con un volumen igual de cloroformo:IAA

separando las fases a 10,000 rpm a temperatura ambiente.

 Agregar ClLi 10M en una proporción de ¼ del volumen a la

mezcla del sobrenadante. El RNA se precipita durante toda la

noche a 4°C y se cosecha por centrifugación a 10,000 rpm por 20

min. Tiempos de precipitación más cortos pueden ser

inadecuados para algunos propósitos; después de 1,2 y 6 horas

de precipitación, el rendimiento fue, 30%, 65% y 90%

respectivamente en relación al obtenido después de toda la

noche.

 Disolver la pastilla en 500 L de SSTE. Cuando se va ha extraer

poli A(+) RNA, disolver el RNA total en 0.5% SDS en lugar de

SSTE y proceder con la selección directamente.

 Extraer una vez con un volumen equivalente de cloroformo:IAA.

 Adicionar dos volúmenes de etanol al sobrenadante, precipitar a –

70°C por al menos 30 min o por 2 h a –20°C.

 Centrifugar la pastilla de RNA en una microcentrífuga. Remover el

sobrenadante y secar la pastilla. Resuspender en ddH2O tratada

con dietil pirocarbonato esterilizada.
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Protocolo 5: Trizol Invitrogen

 100mg de tejido.

 Agregar 1000μl de Trizol y 10 μl DEPC.

 Agitar y homogeneizar 20seg en vortex.

 Incubar 5min a temperatura ambiente.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 10 min.

 Transferir sobrenadante a otro tubo.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 10min y transferir fase acuosa a otro tubo.

 Agregar 200μl CHCl3, agitar e incubar a temperatura ambiente x 3 min.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 15min a 4°C.

 Transferir sobrenadante a un tubo nuevo.

 Añadir 0.5ml Fenol-CHCl3-EtOH.

 Agitar a mano y vortex de 15-30 seg.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 15min a 4°C.

 Transferir sobrenadante y agregar CHCl3 (0.5ml).

 Centrifugar a 10,000 rpm x 15min.

 Transferir sobrenadante y agregar 120μl de Ac. Acético 1 M y 250μl

EtOH abs. (precipitar de 60-90min).

 Centrifugar en refrigeración a 10,000 rpm a -4°C.

 Decantar sobrenadante y agregar 100μl de EtOH 75%.

 Centrifugar a 5,000 rpm x 5min.

 Quitar sobrenadante y volver a centrifugar a 5,000 rpm x 5min.

 Eliminar el exceso de EtOH c/pipeta y disolver la pastilla c/20-30 μl H2O-

DEPC.

Protocolo 6

Buffer 1

 Isotiocianato de guanidina 5M.

 Lauril sarcocinato de sodio 0.5%.

 Sarcocil citrato de sodio 50mM pH 7

 Tris-HCl pH 8 1M 5ml.

 β-Mercaptoetanol (20μl/ml de buffer).

 Aforar a 50ml.
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Protocolo 7

Buffer Z6 (Logemann, Schell, and Willmitzer, 1984)

 Clorhidrato de guanidina 8M.

 MES 20mM.

 EDTA 20mM.

 Aforar a 50ml.

 + β-Mercaptoetanol (20μl/ml de buffer).

Protocolo 8

Buffer 1+Z6

 Isotiocianato de guanidina 5M.

 Lauril sarcocinato de sodio 0.5%.

 Sarcocil citrato de sodio 50mM pH 7

 Tris-HCl pH 8 1M 5ml.

 Aforar a 50ml.

 Clorhidrato de guanidina 8M.

 MES 20mM.

 EDTA 20mM.

 Aforar a 50ml.

 Mezclar ambos buffers en una relación 1:1 v/v.

 Añadir β-Mercaptoetanol (20μl/ml de buffer).

Protocolo 9

Buffer TEN (Chang-Sheng and Vodkin, 1994)+Z6

 Tris-HCl 100mM pH 9.

 EDTA 20mM.

 NaCl 200mM.

 Sarcocil citrato de sodio 4% p/v.

 Aforar a 100ml.

 + β-Mercaptoetanol 72mM (25μl/5ml de buffer).

 Mezclar con buffer del protocolo 7 1:1 v/v.
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Protocolo 10

Buffer TES (Chirgwin et al., 1979)+Z6

 Tris-HCl 2M pH 8.

 EDTA 0.5M pH 8.

 SDS 20%.

 Mezclar con buffer del protocolo 7 1:1 v/v.

 + β-Mercaptoetanol (20μl/ml de buffer).

Protocolo 11

Rochester et al., 1983

Buffer de extracción (25ml)

 1% de TNS, 0.25gr.

 6% de PAS, 1.5gr.

 100 mM de Tris ph 7.6, 2.5ml.

 50mM de EGTA, 2.5ml.

 1% de SDS (filtrar), 2.5ml

 50mM de β- mercaptoetanol, 87μl.

Metodología de los protocolos 6-11

 Congelar y moler el tejido.

 Agregar buffer de lisis (5-6ml).

 Agregar 1 vol. de Fenol-CHCl3 (1:1). Agitar en vortex 20seg.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 25min a 4°C.

 Tomar sobrenadante y se agrega un volumen de Fenol-CHCl3.

 Centrifugar 15min a 10,000 rpm x 15min.

 Tomar sobrenadante y añadir 2-Isopropanol (1 vol.) y 0.1 de acetato de

sodio 3M pH 5.2.

 Precipitar de 1.30 h a toda la noche a -20°C.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 20min y decantar sobrenadante.

 Lavar la pastilla con EtOH 70%, agitar en vortex y centrifugar 10,000 x

15 min.

 Decantar sobrenadante y agregar acetato de sodio 3M pH 5.2 y agitar en

vortex. Centrifugar a 10,000 rpm x 10min.
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 Decantar sobrenadante y lavar con EtOH 70% (vortex). Centrifugar

10,000 rpm x 10min.

 Transferir la pastilla a un tubo Eppendorf de 1.5ml y lavar con EtOH 70%

(vortex). Centrifugar a 14,000 rpm x 5min.

 Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 30μl. Si no se

puede, calentar a 65°C x 20min.
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APÉNDICE II

Metodologia de despliegue diferencial

Extracción de RNA de embriones cigóticos y megagametofito.

Buffer TES (Chirgwin et al., 1979)

 Tris-HCl 2M pH 8.

 EDTA 0.5M pH 8.

 SDS 20%.

Buffer Z6 (Logemann, Schell, and Willmitzer, 1984)

 Clorhidrato de guanidina 8M.

 MES 20mM.

 EDTA 20mM.

 Aforar a 50ml.

 Mezclar ambos buffers en una relación 1:1 v/v.

 Añadir β-Mercaptoetanol (20μl/ml de buffer).

Extracción de RNA de embriones somáticos y hoja

Buffer de extracción (25ml)

 1% de TNS, 0.25gr.

 6% de PAS, 1.5gr.

 100 mM de Tris ph 7.6, 2.5ml.

 50mM de EGTA, 2.5ml.

 1% de SDS (filtrar), 2.5ml

 50mM de β- mercaptoetanol, 87μl.

Extracción

 Congelar y moler el tejido.

 Agregar buffer de lisis (5-6ml).

 Agregar 1 vol. de Fenol-CHCl3 (1:1). Agitar en vortex 20seg.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 25min a 4°C.

 Tomar sobrenadante y se agrega un volumen de Fenol-CHCl3.

 Centrifugar 15min a 10,000 rpm x 15min.
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 Tomar sobrenadante y añadir 2-Isopropanol (1 vol.) y 0.1 de acetato de

sodio 3M pH 5.2.

 Precipitar de 1.30 h a toda la noche a -20°C.

 Centrifugar a 10,000 rpm x 20min y decantar sobrenadante.

 Lavar la pastilla con EtOH 70%, agitar en vortex y centrifugar 10,000 x

15 min.

 Decantar sobrenadante y agregar acetato de sodio 3M pH 5.2 y agitar en

vortex. Centrifugar a 10,000 rpm x 10min.

 Decantar sobrenadante y lavar con EtOH 70% (vortex). Centrifugar

10,000 rpm x 10min.

 Tranferir el pastilla a tubo Eppendorf y lavar con EtOH 70% (vortex).

Centrifugar a 14,000 rpm x 5min.

 Decantar sobrenadante y resuspender el pastilla en 30 μl. Si no se

puede, calentar a 65°C x 20min.

Purificación de RNA

 4μl H2O DEPC

 4μl RNA

 1μl de buffer 10x DNAsa 1

 1μl DNAsa

 Incubar 15 min con DNAsa a temperatura ambiente.

 Adicionar 1μl de EDTA 25mM para detener la reacción inmediatamente,

10min a 65°C.

 Electroforesis en gel de agarosa para verificar pureza.

 Cuantificar en espectrofotómetro.

RT-PCR con oligo anclado

 ddH2O

 buffer 5x 1ª. cadena.

 DTT 0.1M.

 dNTPs 250 μM.

 T11XN.

 RNA (150ng/ μl).
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 Super Script II RT.

Programa de termociclador

 65°C x 5min.

 37°C x 10min.

 20°C x 5min (agregar RT).

 37°C x 50min (incubar).

 95°C x 5min.

 4°C ∞.

Fosforilación del oligonucleótido

 ddH2O 2μl.

 Buffer forward 5x 8μl.

 Oligo dT11XN (A, C, G) 26μl.

 T4 cinasa (10u/μl) 1μl.

 γ-dATP (6000ci/mmol) 2μl (1/2) 3μl (1/4).

 Incubar a 37°C por 60min y 65°C por 10min. Guardar a -20°C.

Amplificación por PCR

 ddH2O 5μl.

 MgCl2 1.5μl.

 dNTPs (250μM) 2μl.

 Oligo dT11XN fosforilado 2μl.

 Oligo HAP 2μl.

 TAQ polimerasa 2μl.

 cDNA de RT 0.5μl.

Programa del termociclador

 94°C-30s.

 40°C-2min. 40 ciclos

 72°C-30s.

 72°C-7min.

 4°C-∞.
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 Al terminar el PCR agregar 14μl de buffer de carga (4μl aprox. por cada

5μl de reacción de PCR).

 Guardar a -20°C.

Buffer TBE 10X 50ml

 Tris-base 5.4g.

 Ácido bórico 2.75g.

 EDTA 0.5 pH 8.0 2ml.

 ddH2O aforar a 50ml.

Gel de poliacrilamida

PSA

 Persulfato de Amonio 1g.

 ddH2O 10ml.

Poliacrilamida 6% de urea 8M (1l)

 Disolver 480.5g de urea en 350 ml de ddH2O.

 Filtrar en vacío con filtro de 1.2μm.

 Agregar 100ml de TBE 10X y 150ml de acrilamida al 40%.

 Aforar a 1l.

 Guardar en frasco ambar.

Preparación del gel de poliacrilamida

 Solución de acrilamida 6% de urea 8M 70ml.

 TEMED 41μl.

 Persulfato de amonio (PSA) 410μl.

 Agregar en ese orden a la botella dispensadora de acrilamida.

 Lavar los vidrios con dextrán y secar con etanol. Agregar antiadherente

(2ml de diclorometilsilano) a uno de los vidrios y distribuir en toda la

superficie.

 Colocar los separadores humedecidos en un vidrio y encima el vidrio

que tiene el antiadherente.

 Probar el ajuste del peine para que no quede muy apretado.
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 Sujetar con pinzas alrededor de los vidrios cuidando que no se separen

para evitar derrames de acrilamida.

 Vaciar con la botella dispensadora la mezcla por una esquina de los

vidrios, cuidar que el flujo sea continuo para que no se formen burbujas

en el gel. Una vez que se ha llenado el espacio entre los vidrios, se

coloca el peine y después de unos minutos se coloca una toalla

humedecida (para evitar que el gel se reseque).

 Dejar polimerizar la acrilamida aproximadamente 1h.

 Quitar la toalla y con mucho cuidado el peine. Se quita también el

separador inferior, rellenando ese espacio sin dejar burbujas.

Precorrida de electroforesis

 Preparar 1l de TBE 0.5X

 Vaciar 400ml en el depósito inferior de la cámara de electroforesis.

 Colocar los vidrios en la cámara y asegurar con los tornillos.

 Llenar el compartimiento superior con el resto del TBE 0.5X.

 Limpiar la urea depositada en los pozos inyectando buffer.

 Precorrer el gel a 2000V hasta que la resistencia baje a 30mA (la

máxima velocidad a la cual debe correrse el gel). Poner el ventilador

para que se no recaliente.

Desnaturalizacion y carga de muestras

 Colocar los productos de PCR con colorante que se han mantenido a -

20°C, así como la escalera a 95°C por 5min inmediatamente antes de

cargar.

 Limpiar los pozos del gel con buffer.

 Cargar 5μl de cada muestra en el gel y 2μl de marcador.

Secado del gel

 Retirar los vidrios que contienen el gel de la cámara y se remueve el

vidrio que no tiene antiadherente.
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 Colocar sobre el gel se una hoja de papel filtro, poner encima de ésta el

vidrio que se removió y golpear con fuerza de manera uniforme toda la

superficie del vidrio para que el gel se adhiera al papel.

 Desprender el papel junto con el gel del vidrio que tiene antiaherente y

cubrir con plástico. Colocar en la cámara de secado y prender la bomba

de vacío. El proceso dura 15min aproximadamente.

Exposición y revelado de la placa radiográfica

 Una vez que el gel se ha secado, colocar en un cartucho de plomo y

sobre el gel poner una placa radiográfica, cerrar el cartucho y llevar a un

cuarto frío (4°C) donde se deja exponer la placa. El tiempo de exposición

depende de la actividad de la marca radioactiva.

 Una vez transcurrido el tiempo necesario llevar el cartucho a un cuarto

con temperatura ambiente durante 1h.

 Revelar la placa en el cuarto oscuro.
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APÉNDICE III

Metodología para la genoteca

Extracción de RNA de embriones somáticos.

Buffer de extracción (25ml)

 1% de TNS, 0.25gr.

 6% de PAS, 1.5gr.

 100 mM de Tris ph 7.6, 2.5ml.

 50mM de EGTA, 2.5ml.

 1% de SDS (filtrar), 2.5ml

 50mM de β- mercaptoetanol, 87μl.

Purificación de RNA poli A (mRNA purification kit Amersham Biosciences)

Preparación de las columnas

 Invertir las columnas varias veces para resuspender el Oligo (dT)

celulosa.

 Remover la tapa superior después la inferior. Colocar la columna de

manera vertical en un tubo de centrífuga de 15ml y permitir que el buffer

de almacenamiento drene.

 Añadir 1ml de buffer alto en sales y permitir que drene por gravedad.

Repetir una vez.

 Remover la columna del tubo y descartar el buffer, colocar la columna de

nuevo en el tubo.

Preparación de las muestras de RNA y cromatografía en columna

 Disolver la muestra en 1ml de buffer de elusión (buffer TE).

 Calentar la muestra a 65°C por 5 minutos, si se parte de una muestra

precipitada, asegurarse de que esté completamente disuelta.

 Colocar la muestra en hielo, añadir 0.2ml de buffer de muestra y mezclar

suavemente.

 Colocar el buffer de elusión a calentar a 65°C.

 Colocar la muestra en la parte superior de la columna de celulosa y

permitir que se seque bajo gravedad.

 Centrifugar a 350g por 2 min.
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 Añadir 0.25ml de buffer alto en sales a la columna, centrifugar a 350g

por 2 min. Repetir este paso 1 vez.

 Repetir tres veces la misma rutina de centrifugación utilizando 0.25ml

buffer bajo en sales en cada vez.

 Descartar el buffer colectado en el tubo de 15 ml y colocar un tubo estéril

de 1.5ml dentro del tubo de 15ml.

 Colocar la columna con su extremo inferior pegado al tubo de 1.5ml.

 Para lavar el RNA poli(A)+, lavar la columna 4 veces con alícuotas de

0.25ml de buffer de elusión precalentado a 65°C. Centrifugar a 350g por

2 min en cada lavado, colectando el líquido en el tubo de 1.5ml.

 Remover la columna y extraer el tubo de 1.5ml del tubo de 15ml. Colocar

el tubo de 1.5ml en hielo.

 Guardar el RNA poli(A)+ a -80°C.

RT-PCR

 65°C x 5min.

 37°C x 10min.

 20°C x 5min (agregar RT).

 37°C x 50min (incubar).

 95°C x 5min.

 4°C ∞.

Preparación de células electro-competentes (Current Protocols in

Molecular Biology, 2002)

 Inocular una colonia de células de E. coli dentro 5ml de medio LB. Dejar

crecer de 5hr a toda la noche. A 37°C en agitación moderada.

 Inocular 2.5ml del cultivo en 500ml de medio LB. Crecer a 37°C,

agitando a 350rpm, hasta obtener una OD600 de ≈0.5-0.7.

 Enfriar las células en un baño de agua con hielo por 10-15 min y

transferir a una botella de centrífuga de 1l previamente enfriada. Las

células se deben mantener a 2°C durante los siguientes pasos.

 Centrifugar las células a 4200rpm a 2°C.
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 Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 5 ml de agua

helada. Añadir 500ml de agua helada y centrifugar como en el paso

anterior.

 Descartar el sobrenadante inmediatamente y resuspender la pastilla en

el agua remanente.

 Añadir 500ml de agua helada y centrifugar como en el paso 4.

 Descartar el sobrenadante inmediatamente y resuspender la pastilla en

el agua remanente.

 Si se van a utilizar células frescas para la electroporación, colocar la

suspensión en un tubo de 500ml previamente enfriado y centrifugar a

4200rpm a 2°C por 10 min.

 Si se utilizaran células congeladas, añadir 40ml de glicerol 10% helado y

mezclar bien con las células, centrifugar las células como en el paso

anterior.

Transformación de células electrocompetentes (Current Protocols in

Molecular Biology, 2002)

 Ajustar el electroporador a 2.5 kV, 25 μF. Ajustar el controlador de pulso

a 200 o 400 ohms.

 Añadir de 5pg a 0.5μg de DNA plasmídico en tubos conteniendo células

frescas o descongeladas (en hielo). Mezclar golpeando ligeramente el

tubo o aspirando las células con una pipeta.

 Transferir las células a una cubeta que ha sido enfriada previamente por

5 min, agitar ligeramente para permitir que las células se sedimenten.

Secar la cubeta por fuera.

 Colocar la cubeta en la cámara de muestra.

 Aplicar el pulso.

 Remover la cubeta y añadir inmediatamente 1ml de medio SOC y

transferir a un tubo estéril de 1.5ml utilizando una pipeta. Incubar

agitando ligeramente durante 30-60 min a 37°C.

 Plaquear alícuotas del cultivo transformado en cajas de petri con medio

LB con antibióticos.
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Selección de colonias transformadas con plásmido pGEM

 Plaquear alícuotas del cultivo transformado en cajas de petri con medio

LB con antibióticos, X-Gal e IPTG.

 Dejar crecer toda la noche a 37°C.

 Dentro de una campana de flujo laminar seleccionar las colonias blancas

(transformadas) y plaquearlas en cajas de petri con medio LB con

antibióticos.

 Dejar crecer toda la noche a 37°C.
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APÉNDICE IV

Medio Litz

MACRONUTRINENTES MEDIO B5 mg/l

KNO3 2500

CaCl2∙2H2O 150

MgSO4∙7H2O 250

(NH4)2SO4 134

NaH2PO4∙H2O 150

MICRONUTRIENTES MEDIO MS mg/l

KI 0.83

H3BO3 6.3

MnSO4∙4H2O 22.3

ZnSO4∙7H2O 8.6

Na2MoO2∙2H2O 0.25

CuSO4∙5H2O 0.025

CoCl2SO4∙6H2O 0.025

Na2EDTA 37.3

FeSO4∙7H2O 27.8

COMPUESTO ORGÁNICOS mg/l

Inositol 100

Ácido nicotínico 0.5

Piridoxina-HCl 0.5

Tiamina-HCl 0.1

Glicina 2.0

Glutamina 400

Hidrolizado de caseína 100

Arginina 100

Asparagina 100

Ácido ascórbico 100

Sacarosa 60g/l

Gel Rite 4g/l

 Ajustar pH a 5.7
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APÉNDICE V

Oligonucleótidos

 Z1: 5’-AAGCTTGATTGCC-3’

 Z2: 5’-AAGCTTCGACTGT-3’

 Z3: 5’-AAGCTTTGCTCAG-3’

 Z4: 5’-AAGCTTCTCAACG-3’

 dT: 5’-TTT TTT TTT TT A-3’
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