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RESUMEN

Las proteinas que contienen un dominio bHLH referido como proteinas bHLH, estan
involucradas en una gran variedad de procesos de regulaciéon, como la neurogénesis,
miogénesis, desarrollo del corazén en animales, control de la absorcion de fosfato, la
glucdlisis en levadura, la modulacion de las vias de metabolismo secundario, la
diferenciacion epidérmica y las respuestas al medio ambiente en las plantas. Las
secuencias de bHLH constan de entre 50 — 60 aminoacidos con la siguiente
distribucion: 1) 10-15 aminoacidos en su mayor parte basicos (regién base); 2) 40
aminoacidos que forman dos a hélices anfipaticas separadas por un loop de longitud
variable (regién hélice-loop-hélice o bHLH). En estudios de transcriptoma de
aguacate se obtuvieron 123 lecturas (reads) de librerias de semilla de aguacate cuyo
primer acercamiento a su descripcidon nos mostrdé una cercana relacién con factores
de transcripcion tipo bHLH de Arabidopsis thaliana. En analisis bioinformaticos de
secuencias de este tipo se confirmd que la secuencia correspondia a un factor de
transcripcion bHLH de secuencia unica, al cual se le realizaron estudios de modelado
3D para inferir su relacion con los ya descritos. Se realizaron estudios de expresién
en el desarrollo de semilla de fruto de aguacate nativo mexicano por PCR
semicuantitativo y qPCR tiempo real, mostrando una expresién constante alos 1y 4
meses, y una disminucion a los 8 meses. Asimismo, se observé que este factor
parece ser especifico de la semilla. Hasta donde sabemos este es el primer factor de

transcripcion tipo bHLH aislado y caracterizado de aguacate nativo mexicano.

Palabras clave: Factor de transcripcion, bHLH, aguacate, regulacién, transcripcion.



ABSTRACT

Proteins containing a bHLH domain (referred to as bHLH proteins), are involved in a
wide variety of regulatory processes, such as neurogenesis, myogenesis, animal
heart development, phosphate uptake control, yeast glycolysis, Modulation of
secondary metabolism pathways, epidermal differentiation and environmental
responses in plants. The bHLH sequences consist 50-60 amino acids with the
following distribution: 1) 10-15 amino acids, for the most part basic (base region); 2)
40 amino acids that form two a-amphipathic helices separated by a variable-length
loop (helix-loop-helix region or bHLH). In studies avocado transcriptome, 123 reads in
avocado seed libraries were obtained, whose first approach to their description
showed a close relationship with bHLH type transcription factors of Arabidopsis
thaliana. In bioinformatic analyzes of sequences of this type, the sequence was
confirmed to correspond to a single-sequence bHLH transcription factor, to which 3D
modeling studies were carried out to infer their relationship with those already
described. Expression studies were performed on the development of avocado fruit
seed by semi-quantitative PCR and real time qPCR, showing a constant expression
on 1 and 4 months, and a decrease in 8. Also this factor only was detected its
expression in seed no in anothers plant tissues suggesting seed organospecificity.
Until we know this is the first report of a bHLH transcription factor in Mexican native

avocado.

Key words: Transcription factor, bHLH, avocado, regulation, transcription.



1. Introduccién

La investigacion de los recursos animales y vegetales, en los ultimos afios ha logrado
avances muy significativos, sobre todo desde que se han aplicado técnicas de
biologia molecular. La biotecnologia se ha convertido en una poderosa herramienta
de trabajo con multiples y diversos campos de accion en la ciencia, y gracias a las
técnicas moleculares, ha sido posibles descubrimientos de importantes y nuevas
areas de aplicacion, tanto en las areas alimentarias e industrial, la investigacion
biotecnolégica ha generado alternativas valiosas para una produccion sustentable
(Finnegan y McElroy, 1994).

La biotecnologia moderna esta compuesta por una variedad de técnicas derivadas
de la investigacion en biologia celular y molecular, las cuales pueden ser utilizadas
en cualquier industria que utilice microorganismos o células vegetales y animales.
Esta tecnologia permite la transformacion de diversas industrias como la agricultura,
industrias basadas en el carbono, energia, productos quimicos, farmacéuticos y
manejo de residuos o desechos, debido a que la investigacion en ciencias bioldgicas
estd efectuando avances vertiginosos y los resultados no solamente afectan una
amplitud de sectores sino que también facilitan enlace entre ellos (Fari y
Kralovanszky 2006).

Todos estos avances son debido a los estudios de los genes, los cuales son
secuencias o segmentos de DNA (acido desoxirribonucleico) necesario para la
sintesis de ARN (Acido Ribonucleico) funcional, como el ARNt (Transferencia) o el
ARNr (Ribosomal) y mas activamente el ARNm (mensajero), el cual lleva la tarea de

codificar las proteinas (Lodish et al., 2005). Todos los organismos poseen formas de



controlar cuando y dénde se pueden transcribir sus genes, tal control génico
depende de las proteinas de union al DNA, denominadas factores de transcripcion,
los cuales se unen al DNA y actuan como interruptores, activando o reprimiendo la
transcripcion de genes especificos, estos factores de transcripcidn se dividen en 4
familias las cuales comprenden, dedos de zinc, cremalleras de leucina, motivos HLH
y por ultimo motivos bHLH, el cual es importante en este estudio.

El dominio basico bHLH es un motivo de aminoacidos altamente conservado que
consta de 50-60 aminoacidos que forman dos segmentos, las proteinas que
contienen un dominio bHLH estan involucradas en una gran variedad de procesos de
regulacion, asi como estan implicadas en las respuestas al medio ambiente en
plantas (Jones, 2004). De acuerdo con analisis filogenéticos existe una gran
diversidad de mas de 50 proteinas bHLH en un numero de grupos distintos presentes
en los genomas de animales y plantas (Atchley y Fitch 1997; Ledent y Vervoort 2001;
Jones 2004). Los genomas de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa codifican un
mayor numero de estos factores de transcripcion bHLH, que los identificados en
animales (Buck y Atchley 2003; Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003; Li et al.,
2006). En estudios de Arabidopsis por Kondou y colaboradores en 2008, observaron
que un gen tipo bHLH, solo se expresa en silicuas, en ninguna otra estructura de la
planta. Asi en otro estudio realizado en uva por Nicolas y colaboradores (2013),
observaron que un factor tipo bHLH, tiene una expresion en toda la planta, aunque
es una expresion baja y la cual es muy abundante en el fruto y la cual su mayor

expresion es en la parte del mesocarpo, la expresion en semilla es baja.



En un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacion sobre el
transcriptoma de semilla de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia)
de 4 meses de desarrollo, se obtuvieron lecturas muy abundantes que en un ensayo
blast preliminar sugieren un mensajero que codifica para un factor de transcripcion
tipo bHLH. Debido a que se ha demostrado el papel central que tienen estos factores
de transcripcion en el desarrollo de la semilla de plantas, es de una gran importancia
el estudio y descripcion de este tipo de genes que pudiesen ser ortélogos a los ya
descritos en otros modelos vegetales, lo cual ayudara a estudiar el desarrollo de la
semillas y embrion del aguacate nativo mexicano, ya que hay evidencias que

sugieren que este tipo de factores determinan por ejemplo el tamafo de la semilla.



2. Antecedentes

El aguacate es nativo de América, el arbol se origin6 en Mesoamérica, que es la
region del centro de México y Guatemala (William, 1977). México es uno de los
paises con amplia diversidad de aguacates, esta gran variedad puede ser debida a
las diferentes condiciones ambientales existentes en el territorio nacional y a la
naturaleza que ha conferido al aguacate de mecanismos que maximizan el
cruzamiento con otros tipos y, por lo tanto, incrementa la variabilidad genética
ampliando la adaptacién a un mayor numero de ambientes (Bergh, 1992).

Los recursos genéticos del aguacate son una fuente uUnica de genes que pueden
utilizarse para el mejoramiento genético de cultivares, como portainjertos e
interinjertos. Estos recursos han estado desapareciendo muy rapido durante las
pasadas dos o tres décadas, debido a factores como el cambio de uso de suelo,
sequias, enfermedades del suelo; todos estos factores dan como resultado la erosion
genética, por lo que existe la necesidad urgente de rescatar los recursos genéticos
que estan en peligro de desaparecer y que puedan utilizarse en el futuro, antes que
estos recursos se pierdan para siempre (Ben-Ya acov et al., 1992).

En la actualidad, los arboles de aguacate se forman por lo general de dos partes
resultantes del injerto: la copa y la raiz, la copa tiene origen del cultivar injertado que
normalmente posee una importancia comercial y que también forma parte del tronco,
mientras que la raiz es parte del portainjerto y que por lo general también contribuye
a la base del tronco; sin embargo, también existe la posibilidad de tener un tronco
intermedio que proviene de un interinjerto entre el portainjerto y el cultivar (Brooks y

Olmo, 1972).



En el caso de los portainjertos, se buscan atributos que confieran principalmente una
buena adaptacion del arbol y que finalmente resulte en una unidad productiva
eficiente, por lo tanto, la eleccién del portainjerto es de gran importancia ya que
puede resultar en el éxito o fracaso de una plantaciéon debido principalmente a que
este posee las caracteristicas adaptativas de donde se realiza la plantacion (Brokaw,
1977). Es por esta razdn por la cual es importante el estudio del aguacate nativo
mexicano (P. americana var. drymifolia) ya que en la actualidad en nuestro pais se
utiliza como portainjerto para la variedad Hass que es el cultivar mas importante del
pais, por lo tanto, es importante el estudio genético del aguacate nativo mexicano ya
que es un reservorio genético muy importante que le puede conferir resistencia a los
cultivares.

Pero s,como se expresan los genes o cuales son los reguladores que interfieren en la
expresion de los mismos?

¢, Como determina una célula cual de sus miles de genes transcribe? Tal vez el
concepto mas importante, uno que se aplica a todas las especies en la Tierra, se
basa en un grupo de proteinas conocidas como reguladores de la transcripcion.
Estas proteinas reconocen secuencias especificas de ADN (normalmente 5-10 pares
de nucledtidos de longitud) que a menudo se llaman secuencias reguladoras cis,
porque deben estar en el mismo cromosoma.

Los reguladores de la transcripcién se unen a estas secuencias que estan dispersas
a través de los genomas, y esta union pone en marcha una serie de reacciones que
en ultima instancia especifica qué genes se han de transcribir y a qué ritmo.

Aproximadamente el 10% de los genes codificadores de proteinas de la mayoria de



los organismos estan dedicados a los reguladores de la transcripcion, convirtiéndolos
en una de las clases mas grandes de proteinas en la célula (McKnight y Yamamoto,
1993).

En la mayoria de los casos, un determinado regulador de transcripcion reconoce su
propia secuencia cis-reguladora, que es diferente de los reconocidos por todos los
otros reguladores en la célula. La transcripcion de cada gen es, a su vez, controlada
por su propia coleccion de secuencias cis-reguladoras. Estos tipicamente se
encuentran cerca del gen, a menudo en la region intergénica directamente rio arriba
del punto de inicio de la transcripcion del gen. Aunque algunos genes estan
controlados por una unica secuencia reguladora cis que es reconocida por un solo
regulador de transcripcion, la mayoria tiene arreglos complejos de secuencias
reguladoras cis, cada una de las cuales es reconocida por un regulador de
transcripcion diferente. Por lo tanto, las posiciones, la identidad y la disposicién de
las secuencias cis-reguladoras -que son una parte importante de la informacion
incrustada en el genoma- determinan en ultima instancia el tiempo y el lugar en que

cada gen se transcribe (Watson et al., 2013)

2.1. Factores de Transcripcion

Un factor de transcripcidn es una proteina que reconoce secuencias especificas de
DNA, controlando asi la transcripcion de la informacion genética. Las regiones de
control de la transcripcion de la mayoria de los genes contienen sitios de union para
multiples factores de transcripcion, la transcripcion de dichos genes varia en funcion

del conjunto de factores de transcripcion que se expresan y se activan en cada tipo



de células en cada momento, esto implica que los factores de transcripcion,
reguladores de la expresion genética, deben estar, a su vez, estrictamente regulados
(Calkhovén y Geert, 1996). La actividad de los factores de transcripcion y en
concreto su capacidad para reconocer el DNA con suficiente afinidad puede
regularse por la interaccion directa con ligandos como hormonas, metales (Cu, Zn,
Cd) o aminoacidos (Thiele, 1992).

En muchos casos, la capacidad de los factores de transcripcion para unirse a
secuencias especificas de DNA depende de su interaccion con otras proteinas, que
pueden ser proteinas que se unen al DNA o proteinas accesorias que no se unen al
DNA. Este control de los procesos de transcripcidn celular a través de la accién
cooperativa de diferentes proteinas se conoce como regulacion combinada de la
transcripcion, uno de los mecanismos de control combinatorio utilizados se basa en
la homo o hetero dimerizacién entre diferentes factores de transcripcion (Lamb et al.,
1991). Dicha dimerizacion permite asegurar buena afinidad al DNA y al mismo
tiempo sirve para regular la selectividad de secuencias. Los factores de transcripcion
utilizan distintos motivos estructurales lo que permite clasificarlos en distintas familias

(Pabo y Saber, 1992).

2.2. Familias de Factores de Transcripcion.
Los factores de transcripcién se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a la
presencia de motivos de amino acidos conservados involucrados en la interaccion

con el ADN:



1.- Motivo Hélice-giro-hélice (HGH). La mayoria de las proteinas pertenecientes a
esta familia se encuentran en organismos procariotas (Harrison y Aggarwal., 1990).
Suelen interaccionar con el DNA en forma de dimeros, en los que cada uno de los
monodémeros utiliza el motivo HGH para interaccionar con el DNA, este motivo de
unos 22 aminoacidos consiste en una hélice a un giro y una segunda hélice a, una
de ellas denominada hélice de reconocimiento, la cual se inserta en el surco mayor
del DNA y contiene la mayoria de los aminoacidos responsables de la especificidad
de la unién. Las a hélices interaccionan con las zonas expuestas de las bases en el
surco mayor del DNA formando un angulo de 120° y aunque una de ellas no se
inserta en el surco, puede establecer contacto con los grupos fosfato, lo cual le
permite aumentar la afinidad del reconocimiento (Fig.1). EI motivo HGH aislado del
resto de la proteina es incapaz de unirse al DNA, ya que necesita estar estabilizado
por hélices adicionales para plegarse adecuadamente y llevar a cabo el

reconocimiento (Khorasanizadeh y Rastinejad, 1999).

Figura 1. Modelo de la estructura tridimensional del motivo HLH (a) y de la

interaccion con el DNA. Tomada de Myers y Kornberg 2000



2.- Motivos Dedos de Zinc. Es uno de los motivos estructurales mas frecuentes de
las proteinas, que interaccionan con el DNA, sobre todo en eucariotas (Klug y
Schwabe., 1995). Este motivo se caracteriza por contener un catién Zn? unido con
cuatro residuos de Cys y/o His, dependiendo de la estequiometria del complejo de
coordinacion, se pueden distinguir dedos de zinc del tipo Zn-Cys2 His2 (Wolfe et al.
2000), Zn-Cys4 y Zn2-Cys6 (Rastinejad et al., 1995). El atomo de Zn ejerce una
funcion estructural que permite mantener empaquetada una hélice a que reconoce el
surco mayor (hélice de reconocimiento) y una lamina 3, de este modo se consigue la
estabilizacién y correcta orientacion de la hélice (Fig. 2). La mayor parte de estas
proteinas contienen en su secuencia varios dedos de zinc unidos de forma covalente

pues los motivos monoméricos por si solos presentan una afinidad muy baja

(Papworth et al., 2006).
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Figura 1. Modelo de la estructura de los motivos dedos de zinc. Tomada de Atlas de

Genética y Citogenética en Oncologia y Hematologia 2017.

3.- Motivo Cremallera de Leucina. Es uno de los motivos de reconocimiento de DNA

mas sencillos, consiste en un homo o heterodimero no covalente de hélices a cuyas



unidades monomeéricas constan de dos regiones bien diferenciadas (Fig.3) (Kerppola
y Curran, 1991). La cremallera de leucina, compuesta por unos 30 aminoacidos y
situada en el extremo C-terminal, es la encargada de la dimerizacién y se caracteriza
por la repeticion del residuo de leucina cada siete aminoacidos generando una cara
hidrofébica que posibilita la interaccion entre dos cremalleras de cada monémero y la
region basica, denominada asi por la presencia de aminoacidos cargados
positivamente. Esta region esta situada en el extremo N-terminal y contiene unos 20
aminoacidos, se inserta en el surco mayor estableciendo contactos electrostaticos,
hidrofobicos y puentes de hidrégeno con las bases del DNA. Un aspecto relevante de
las interacciones bZip-DNA es que en disolucién y en ausencia del DNA diana la

region basica carece de una estructura secundaria clara (Weiss et al., 1990).

Figura 2. Modelo de la unién del motivo cremallera de leucina al DNA. Tomada de

Myers y Kornberg 2000

4.- Motivo bHLH. Muchos factores de transcripcion en eucariotas contienen una

region basica de union al DNA conservada seguida inmediatamente por dos hélices
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anfipaticas conectadas por un loop, que forman el motivo basico hélice- loop-hélice
(bHLH) (Fig. 4). La region basica junto con la parte N-terminal de la primera hélice
(H1) del motivo bHLH, se unen al surco mayor del DNA diana, la hélice C-terminal
(H2) del motivo bHLH media la dimerizacién de la proteina a través de la formacién

de un espiral enrollado (Myers y Kornberg, 2000)

Figura 3. Modelo de la interaccion del motivo bHLH con el DNA y la formacién de

homodimeros con otro factor bHLH. Tomada de Myers y Kornberg 2000.

2.2.1. Factores de transcripcién bHLH

El motivo basico (bHLH) es un motivo de aminoacidos altamente conservado que
define un grupo de factores de transcripcion que fue descrito inicialmente en
animales y pronto se descubrié en todos los principales linajes eucariotas (Murre et
al., 1989). El dominio bHLH consta de 50-60 aminoacidos que forman dos segmentos
distintos, un tramo de 10-15 aminoacidos en su mayor parte basicos (la region base)
y una seccion de aproximadamente 40 aminoacidos forman dos hélices a anfipaticas,
separadas por un loop de longitud variable (la region de hélice-loop-hélice. Los

analisis estructurales de las proteinas bHLH de mamiferos y levaduras mostraron
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que la region de base constituye la interfaz principal, donde se produce el contacto
con el ADN, mientras que las dos hélices promueven la formacién de heterémeros
entre las proteinas bHLH (Jones, 2004). Se han identificado 19 residuos de
aminoacidos de bHLH que pueden ser altamente conservados en organismos que
van desde eucariones unicelulares como la levadura hasta pluricelulares complejos
(Wang et al., 2009; Zheng et al., 2009). Fuera de los aminoacidos conservados del
motivo bHLH, las proteinas presentan una secuencia considerablemente divergente
(Atchley et al. 1999).

Se han identificado muchos factores de transcripcion con motivo bHLH en la
secuencia de los genomas de mas de 20 organismos, tales como Saccharomyces
cerevisiae, Homo sapiens, Arabidopsis thaliana y Orizae sativa (Dang et al. 2011).
Las proteinas con motivo bHLH estan involucradas en una gran variedad de
procesos de regulacion, sus funciones incluyen la regulacion de la neurogénesis,
miogénesis y el desarrollo del corazén en animales (Massari y Murre, 2000; Jones,
2004), control de la absorcion de fosfato y la glucdlisis en levadura (Robinson y
Lopes, 2000), o la modulacién de las vias de metabolismo secundario, la
diferenciacion epidérmica y las respuestas al medio ambiente en las plantas

(Ramsay y Glover, 2005; Castillo et al., 2007).

2.3. Filogenia de los factores bHLH
Los analisis filogenéticos han clasificado la diversidad de las proteinas bHLH en un
numero de grupos distintos, mas de 50 proteinas con motivos bHLH estan

codificadas en los genomas de animales (metazoos), por lo general se clasifican en
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seis grupos principales (A-F) basado en su capacidad de unirse al ADN (Atchley y
Fitch, 1997; Ledent y Vervoort, 2001; Jones, 2004).

En metazoos, los analisis filogenéticos demostraron la presencia de al menos 44
subfamilias en el ancestro comun (Simionato et al., 2007). Ademas, los estudios
mostraron que en los metazoos el antepasado de la proteina con motivo bHLH
estaba presente hace 600-700 millones de anos, un periodo anterior al de las plantas
(Douzery et al., 2004; Peterson et al., 2004). Un estudio filogenético indicé que el
grupo A que contiene proteinas con motivo bHLH de mamiferos, carece de proteinas
bHLH de plantas. Los otros grupos tenian una mezcla de diferentes especies y la
mayoria de las proteinas bHLH de plantas pertenecian al grupo B (Stevens et al.,
2008; Skinner et al., 2010).

Aunque los factores de transcripcion bHLH se han encontrado en todos los
eucariotas analizados hasta ahora, los estudios relacionados con funcién de estas
proteinas en plantas son relativamente limitados en comparacion con sus ortélogos
animales (Song et al., 2014; Liu et al., 2014). Los analisis filogenéticos mostraron que
las proteinas con motivo bHLH en plantas comprenden 26 subfamilias, 20 de las
cuales estan presentes en los ancestros comunes de los musgos y plantas
vasculares existentes, que se cree aparecieron hace 440 millones de afos (Pires y
Dolan, 2010). A partir del analisis de la secuencia del genoma de plantas modelo
como Arabidopsis. thaliana y Oryza. sativa, se identificaron 147 factores de
transcripcion bHLH en Arabidopsis, que se dividen en 21 subfamilias de acuerdo con
los analisis filogenéticos (Toledo-Ortiz et al., 2003). En el genoma del arroz se

identificaron 177 genes bHLH (Li et al., 2006). Sin embargo, el origen y la historia
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evolutiva de estos grupos no se pueden entender solamente con las secuencias de
A. thaliana y O. sativa, la caracterizacién de la evolucion en plantas de las proteinas
con motivo bHLH y su diversidad requiere el analisis filogenético de estas a partir de

una seleccidn mas diversa de plantas (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005).

2.4. Caracterizacion de los factores bHLH

Investigaciones recientes han indicado que algunas plantas regulan la respuesta al
estrés abidtico por medio de factores de transcripcién con motivo bHLH, un ejemplo
son los genes PtrbHLH de Poncirus trifoliata (Naranjo espinoso) y MdCIbHLH1 de
Malus domestica (Manzana), que se sugiere responden al estrés por frio (Pillitteri y
Torii, 2007). Un gran grupo de proteinas bHLH en plantas contienen una region
basica dentro del motivo que les permite reconocer la E-Box (5 -CANNTG-3) y / o G-
Box (5 -CACGTG-3) en las secuencias promotoras de los genes destino. En un
analisis que incluy6 Arabidopsis, alamo, arroz, musgo, algas y otras 359 plantas, se
identificaron dos aminoacidos esenciales en el reconocimiento de las E- Box (Glu-13
y Arg-16).

Siete proteinas bHLH adicionales presentan el cambio de Arg-16 por una Lys sin
interferencia en la actividad de uniéon a E-Box. Tres residuos adicionales en la region
basica (His / Lys-9, Glu-13 y Arg-17) proporcionan especificidad de unién al ADN de
la caja G. Otros factores de transcripcion bHLHs que tienen mas de cinco
aminoacidos en la region basica, pero que carecen de los residuos esenciales para
las especificidades de reconocimiento de unién E-box son conocidos como no

aglutinantes de la E-box. Ademas, hay proteinas bHLH de plantas que no presentan
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una regién basica y se predicen como no aglutinantes de ADN. La mayoria de las
proteinas bHLH se clasifican en los grupos A o B y se espera que se unan a las
secuencias consenso de las E-box (Morgenstern y Atchley, 1999). El grupo B incluye
miembros que presentan especificamente unidon G-box, en el grupo C se encuentran
proteinas bHLH que comparten un dominio PAS y se unen a las secuencias
promotoras sin necesidad de la E-box (Zelze et al.,, 1997). El grupo E incluye
proteinas bHLH que contiene un residuo conservado Pro o Gly en una posicién clave
dentro de la region basica, preferentemente se unen a secuencias referidas como N-
cajas, y ademas comparten un motivo adicional WRPW. Algunas proteinas del grupo
D, se ha descrito como incapaces de unirse al ADN, y podrian formar heterodimeros
que funcionan como reguladores negativos de la union de un regulador bHLH con el
DNA (Fairman et al., 1993). El grupo F incluye proteinas denominadas COE, las
cuales comparten el dominio COE el cual es un dominio adicional que le confiere una
mayor estabilidad al motivo bHLH al momento de unirse al DNA. Se ha sugerido que
la secuencia de la proteina bHLH ancestral era del grupo B la cual se present6 en la
evolucion temprana de los eucariotas, de la cual los diferentes bHLHs de diferentes
linajes evolucionaron de forma independiente (Ledent y Vervoort, 2001; Heim et al.,

2003).

2.5. Funciones asociadas a los factores bHLH

La diversificacion funcional de las familias de genes que codifican factores de

transcripcion se esta convirtiendo en una importante fuente de diversidad morfoldgica
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y fisioldégica subyacente a la evolucion (Doebley y Lukens, 1998; Riechmann et al.,
2000; Tsiantis y Hay, 2003; Kellogg, 2004)

Los factores de transcripcion bHLH estan involucrados en varios procesos que son
importantes para las plantas, como hacer frente a la sequia, el desarrollo de los
estomas (Galinha et al., 2007), la formacion de raices radiculares (Benfey et al.,
1993) y la regulacion del metabolismo hormonal (Di Laurenzio et al., 1996). Los
cambios en los procesos de desarrollo, tales como la limitacion y expansiéon de la

hoja pueden resultar en tolerancia a la sequia (Liu et al., 2014).

2.5.1. Funciones asociadas a los factores bHLH en plantas

ESPATULA (SPT) es un gen que codifica un factor de transcripcion con motivo bHLH
implicado en la organogénesis del carpelo, respuesta a la luz, la sefalizacion de la
temperatura y la limitacion de los tamafnos de las hojas y meristemos en respuesta a
las sefiales ambientales (Xu et al., 1999). El gen SPT se expresa en los primordios
de las hojas jovenes, y su sobreexpresion disminuye el numero y tamafio de las
células dentro de las hojas. Esto indica que SPT puede ser responsable de la
restriccion meristematica de los primordios de la hoja, dejando al descubierto un
mecanismo importante para la determinacion final del tamafo de las hojas
(Yamaguchi et al., 1998). La pérdida de funcion de SPT en plantas mutantes
mostraron una mayor division celular y células mas grandes que la planta de tipo
silvestre resultando en una tasa de crecimiento mayor y raices primarias mas largas
(Xu et al., 1999). La expresién SPT se correlaciona con areas de alto contenido de

auxinas y el promotor de SPT contiene varios elementos de respuesta a auxina
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(AREs), lo que sugiere una relacion entre el SPT y auxina (Xu et al., 1999). En
Arabidopsis el gen SPT juega un papel en el desarrollo de todos los tejidos que se
derivan de los margenes del carpelo, siendo requerido para la transmision de las vias
de desarrollo y el apoyo para el desarrollo del septum, el estilo y el estigma (Alvarez
y Smyth, 1999, 2002).

El analisis de los niveles de transcripcion del gen Atlg49770 con motivo bHLH, en
varios érganos de la planta de A. thaliana, mostré que no existe expresion del gen en
plantulas, raices, hojas en roseta, botones florales o flores maduras, sin embargo, se
expresa fuertemente en silicuas (Kondou et al., 2008). Se ha descrito que el
desarrollo de las semillas se controla mediante la regulacion de la expresion de
muchos genes en varias etapas de desarrollo de las semillas, por lo tanto, se
investigd el nivel de expresion del gen Atlg49770 (RT-PCR) en estas etapas y se
observo que el nivel de expresion aumentd gradualmente después de los siete dias
de la polinizacién, cuando el embrion esta en la etapa temprana de corazén (Kondou
et al., 2008).

En estudios realizados en durazno (Prunus persica), se encontraron tres factores de
transcripcion con motivo bHLH involucrados en los procesos de dehiscencia del fruto.
Estos genes son ortélogos de los encontrados en Arabidopsis: ALCATRAZ (ALC)
(Rajani y Sundaresa, 2001), su pariente mas cercano ESPATULA (SPT), e
INDEHISCENTE (IND) (Liljegren et al., 2004), los cuales juntos forman una red de
regulacion que orquesta la diferenciacién de la valva, lo que permite que tenga lugar
la dispersion de semillas. SPT se expresa continuamente en los margenes de

desarrollo de los carpelos, presumiblemente apoyan su crecimiento en Arabidopsis
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(Alvarez y Smyth, 2002). La expresién de SPT también se localizé en el estomio de
las anteras, el estilo y el estigma. (Groszmann et al., 2008). En la maduracion de las
silicuas, la expresion de SPT esta restringida a los bordes de las valvas en un patrén
qgue se asemeja a los genes MADS-box (Savidge et al., 1995, Ferrandiz et al., 2000).
No hay evidencia anterior de que las funciones de ALC estén relacionadas con el
desarrollo del gineceo cuando SPT esta activo. SPT y ALC son aparentemente los
productos de reciente duplicacibn de genes en un antepasado de la familia
Brassicaceae, ya que no se encontraron genes ALC en las especies fuera de esta
familia (Groszmann et al., 2008).

Se ha sugerido que AtNIG1 y bHLH92 estan involucrados en la respuesta al estrés
salino en la planta (Abe et al.,, 2003). EI gen OsbHLH148 actua en respuesta al
estrés por sequia del arroz, lo cual que le confiere tolerancia a la sequia mediante la
interaccion con proteinas OsJAZ que funcionan en la sefializacién por jasmonato
(Lawlor, 2013). En Arabidopsis, bHLH122 es un regulador positivo de la tolerancia a
la sequia, tolerancia a NaCl y la sefalizacion osmotica (Nakashima et al., 2009).
Usando el sistema de dos hibridos (Y2H) de levadura, se demostré que el motivo
HLH es necesario para la dimerizacién e interaccidn proteina-proteina, la cual
requiere un residuo clave (Leu66) que es conservado en el motivo bHLH de

proteinas de plantas (Carretero-Paulet et al., 2010; Galstyan et al., 2011).

2.6. Génesis de la fisiologia de semillas
El endospermo es importante para el desarrollo de semillas y en algunas especies es

importante para el desarrollo de las plantulas después de la germinacion debido a
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que nutre al embridn y la plantula después de la fertilizacion en Eudicotiledoneas
tales como Arabidopsis thaliana (Boisnard-Lorig et al., 2001). Los nucleos del
endospermo triploide se dividen repetidamente sin formacion de la pared celular, lo
que resulta en la formacion de una gran célula multinucleada (sincitio) (Boisnard-
Lorig et al., 2001).

El endospermo celular es consumido poco a poco por el embrion durante el
desarrollo de la semilla, dejando sélo la capa de células de aleurona-periférica como
en las semillas maduras, el desarrollo del tegumento del 6érgano maternal y la nueva
generacion del embrion y el endospermo completan la formacién de una semilla
viable (Bush et al., 1996; Torres-Ruiz et al., 1996; Takada et al., 2001; Olsen, 2004).
En Arabidopsis, una dicotiledénea y en maiz (Zea mays) una monocotiledénea, el
endospermo tiene un papel importante en el control del tamafo de la semilla, se sabe
que, en ambos casos, un desequilibrio en la dosificacibn materno/paterno afecta el
tamano del endospermo y de la semilla (Scott et al., 1998; Olsen, 2004).

El factor de transcripcion bHLH de A. thaliana (SPATULA), interviene en el control de
la germinacion de la semilla, mostrando que SPATULA es un factor de transcripcion
multifuncional, que actua como un represor estable a la luz y al acido giberélico
(GA3), (Heisler et al., 2001), SPATULA también actua como regulador del desarrollo
del carpelo, asi como en la expansion de los cotiledones y pétalos (Steven et
al.,2005).

Guzman-Rodriguez y colaboradores (2013) realizaron un analisis de secuencias
expresadas (EST) de semilla de aguacate nativo mexicano Persea americana var.

drymifolia, en el cual se obtuvo como resultado una expresion muy abundante de
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diferentes genes. Estas secuencias se analizaron adicionalmente utilizando BLASTX
(NCBI). Las lecturas mas abundantes, que reflejan una mayor expresion, fueron las

que coinciden con secuencias de un factor de transcripcién bHLH.
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3. Justificacion

Kondou y colaboradores (2008) observaron que el gen At1g49770 de Arabidopsis
thaliana el cual es un factor de transcripcion bHLH solo se expresa en las silicuas de
las plantas de Arabidopsis thaliana, al igual Nicolas y colaboradores (20013)
observaron en Vitis vinifera que la expresion de un factor de transcripcion bHLH se
expresa fuertemente en el fruto.

Los antecedentes existentes demuestran que los factores de transcripcion tipo bHLH
juegan un papel muy importante en la orquestacion del desarrollo de la semilla y
dehiscencia del fruto en Arabidopsis thaliana y Prunus persica

El aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) es un recurso
fruticola muy importante para nuestro pais y estado, es el principal generador de
portainjertos para los cultivares comerciales. En este contexto es de una gran
importancia conocer el proceso molecular del desarrollo de la semilla de esta
variedad de aguacate, ya que actualmente se carece de informacion en este aspecto.
La abundante presencia de lecturas en una libreria de ESTs de semilla de aguacate
que coinciden con la secuencia que codifica para un factor de transcripcion bHLH,
sugiere un papel protagonico en el control del desarrollo de la semilla y fruto siendo

de gran interés caracterizar este gen.
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4. Hipétesis
Las secuencias mayoritariamente encontradas en una libreria de ESTs de semilla de
aguacate (Persea americana var. drymifolia) ensamblan la secuencia completa de un

gen que codifica para un factor de transcripcion tipo bHLH.

5. Objetivo general
Caracterizar un gen con motivo bHLH de aguacate nativo mexicano (Persea
americana var. drymifolia) y determinar su expresion durante el desarrollo de la

semilla.

6. Objetivos particulares

1. Caracterizar el gen del factor de transcripcion tipo bHLH presente en aguacate
nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) y analizar en in silico la proteina.
2. Analizar el perfil de transcripcion del gen en la semilla durante diferentes estadios

de desarrollo del fruto.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Material bioldgico.

Se colectaron frutos de aguacate nativo mexicano en el municipio de Tingambato,
Michoacan, México, el cual se encuentra en las coordenadas 19° 30’ de latitud norte
y 101° 51’ de longitud oeste, a una altura de 1980 m.s.n.m. Los frutos colectados
representaron diferentes estadios de desarrollo que correspondieron a 1, 4 y 8
meses. Estas muestras se procesaron en el laboratorio separando las diferentes
estructuras del fruto, mesocarpio, exocarpio y semilla, los cuales fueron debidamente
etiquetados y conservados en nitrébgeno liquido para su conservacion.
Adicionalmente, se germinaron algunas semillas para la obtencién de plantulas y la
separacion de las diferentes estructuras de la planta, hojas, tallo y raiz, debidamente

etiquetados y guardados para su posterior utilizacion.

7.2 Ensamble de secuencias EST.

Las 123 lecturas obtenidas de 5005 de la biblioteca de transcriptoma de semilla de
aguacate (ESTs) fueron aisladas y ensambladas mediante el programa
bioinformatico DNA dragén V.1.2. (www.dna-dragon.com/) para determinar los EST

y/o singletons asociados.

7.3 Analisis de secuencias tipo bHLH

Para determinar la similitud de las secuencias de semilla de aguacate se realizaron
ensayos tipo blastX con la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (http://ncbi.nlm.nih.gov/), para la obtencion de las secuencias mas

cercanas segun su eValue de diferentes especies de plantas, seleccionandose solo
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las secuencias que estuvieran completas y que su porcentaje de identidad y
cobertura fueran altos (mayor al 50 % de identidad). Estas secuencias fueron
utilizadas para realizar alineamientos multiples con el objetivo de detectar la relacion
filogenética con secuencias de factores bHLH, estos alineamientos se realizaron con
el programa bioinformatico MEGA 7.0.14 con el algoritmo clustalW. La Prediccion de
ORF, Peso Molecular y Punto Isoeléctrico, se realizé con el programa bioinformatico

Unipro UGENE 1.26.

7.4 Modelado 3D de la proteina bHLH

Para el modelado de los motivos bHLH de las secuencias se utilizd el programa
bioinformatico SWISS-MODEL,; (https://swissmodel.expasy.org/)

Para la inferencia de la estructura de la proteina completa se utilizé el programa
bioinformatico I-TASSER; el cual modela las proteinas a partir de un molde
(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/), al igual que para su manipulacion se

utilizaron los programas, RasMol Versién 2.7.52, Chimera 1.11.2, SPDBV_4.10.

7.5 Disefo de oligonucledtidos

Se disenaron oligonucledtidos especificos para los ensayos de PCR semicuantitativo
y gPCR en tiempo real, para esto se utilizo la herramienta bioinformatica Primer3Plus
(www.bioinformatics.nl/primer3plus/) (Jurka et al., 1995-1996), en el cual se
procesaron y seleccionaron oligonucleétidos de las caracteristicas deseadas,
quedando para el extremo 5’ el oligo bHLHFw (5-GACGGCCATCGAATAAGAAC-3")

y para el 3 el oligo bHLHRv (5-TAGCGACAGGATTTGGCAGTTT -3°) dando un
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amplicon calculado de 195 pb. Para el monitoreo con un gen de referencia, se
disefiaron oligonucleétidos para el gen de actina

ACTFw (5-TGCTGATCGTATGAGCAAGG-3’) y ACTRv (5-
ACCCTCCAATCCAGACACTG-3’). Los sitios y secuencias amplificadas se

encuentran en los Apéndices Il y IV

7.6 Extraccion y preparacion de RNA

Para la extraccion de RNA se utilizé el método de extraccion de RNA total de plantas
de Lopez-Gémez y Gdmez-Lim (1992). Se utilizé un buffer de lisis para extraccion de
RNA | (Tris-borato, pH 7.5 150 mM, EDTA 50 mM, SDS 2%, Mercaptoetanol 1%)
(Apéndice 1). La eliminacion del DNA se llevo a cabo con el kit Deoxyribonuclease |,
Amplification Grade. (Buffer de reaccion DNase |, DNase |, EDTA) a 1ug de RNA se
le adicioné 1 ul de buffer de reaccién y 1ul de DNase I, la muestra se incubd 15
minutos a temperatura ambiente, pasado este tiempo se le agregé 1ul de EDTA 25

mM para desactivar la enzima por 10 minutos a 60°C.

7.7 Extraccion DNA plasmidico

A partir de la clona grlgsemd4023-f08 del banco de cDNA de semilla de aguacate se
realizé la extraccion de DNA para tener un control positivo. Para la extraccién de
DNA plasmidico se utilizé el método de lisis alcalina, (Birnboim y Doly 1979). Se
emplearon las siguientes soluciones: Solucion | (Tris-cl pH 8.0, EDTA pH 8.0,
Glucosa 50mM), solucién Il (NaOH 0.2 Ny SDS 1%), solucion 1l (Acetato de K 5M,

Acido acético glacial y agua) (Apéndice 2).
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7.8 Cuantificacién y resolucion de acidos nucleicos

La resolucién de acidos nucleicos se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa TBE (Tris, borato, EDTA) al 2%, tefidas con bromuro de etidio (0.001%) y
las cuantificaciones del material genético se llevaron a cabo en un Biophotometer

Eppendorf.

7.9 Sintesis de cDNA
La sintesis de cDNA se llevd a cabo con el kit First Strand cDNA synthesis kit
(Thermo Scientific cat. No. K1632) segun las especificaciones del fabricante

partiendo de una concentracion inicial de RNA de 1ug (Apéndice V).

7.10 PCR de punto final para el gen bHLH.

Los ensayos de PCR punto final se llevaron a cabo en un equipo Veriti 96 well
Thermal cycler (Applied Biosystems). Las mezclas de reaccion se prepararon en
microtubos de 0.2 ml con los siguientes componentes MgCl2 1.5 mM, Tag DNA 1u
polimerasa, 5.5 pl de agua grado MB, 1 uL de Buffer-Mg 10X, 100 ng cDNA, 40 pM
dNTPs, 0.9 uM oligonucleétidos FW-RV), en un volumen final de 10 ul. ElI programa
de amplificacion se llevo a cabo bajo las siguientes las condiciones: 95°C por 5 min,
30 ciclos (95°C, 45 s; 65°C, 45 s; 72°C, 45 s), y una extension final a 72°C durante 7

min.
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7.11 Ensayos de PCR Tiempo real

Los ensayos de PCR el tiempo real se llevaron a cabo en el equipo Step One Real
time PCR system (Applied Biosystems), mediante la metodologia de curva estandar y
quimica de SYBR® Green, para los genes bHLH y actina. Las mezclas de reaccion
se realizaron con los siguientes componentes VeriQuest™FasSYBR® Green qPCR,
Master Mix whith ROX (2) ,5 pl, 0.9 pl de oligonucleétidos FW-RV, 0.2 ul de agua
grado MB y 3 ul de cDNA en un volumen final de 10 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron 95°C, 10 min, 30 ciclos (95°C, 45 s; 65°C, 45 s para bHLH y
61°C, 45 s para actina; 72°C, 45 s),72°C 7 min, se realizaron triplicados de cada

ensayo para tener un mejor ajuste de curva.

7.12 Ensayos de PCR semicuantitativo

Para corroborar los estudios de gqPCR se llevd a cabo ensayos de PCR
semicuantitativo los cuales se realizaron en un equipo Veriti 96 well Thermal cycler
(Applied Biosystems), Las mezclas de reaccion se prepararon en microtubos de 0.2
ml con los siguientes componentes: MgCl2 1.5 mM, Taq DNA polimerasa 1u, 5.5 pl de
agua grado MB, 1 pL de 10X Buffer Tag-Mg, 100 ng cDNA , 40 pM dNTPs, 0.9 uM
oligonucledtidos FW-RV, en un volumen final de 10 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron 95°C-10 min, 30 ciclos (95°C,45 s, 65°C, 45 s, para bHLH y
61°C, 45 s para actina, 72°C, 45 s),72°C, 7 min. Los productos de PCR se
visualizaron en geles de agarosa TBE al 2% y las imagenes se analizaron en el
programa bioinformatico GelAnalyzer 2010, para generar la expresion relativa de la

expresion de nuestro gen en comparacion con el gen endogeno.
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8. Resultados

8.1 Ensamble de secuencias ESTs

De las 125 lecturas ensambladas se encontré un solo uniEST que corresponde a una
secuencia que codifica para un factor de transcripcion del tipo bHLH. Su analisis y
comparaciéon con otras secuencias de bHLH permitieron determinar el ORF de este
gen teniendo un tamafo de 993 pb, con un marco de lectura de 331 aminoacidos
(Fig. 5), calculandose también su PM de 36.48 kDa y Pl de 9.04. Esta secuencia fue
dada de alta en la base de datos de NCBI con el identificador ID MF353071

PabHLHS1
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1 M AL EAVV FPQDULFGY S C K D F
1  ATGGCGCTTGAAGCTGTTGTATTTCCTCAAGATCTATTTGGTTACAGTTGCAAGGACTTT

22 Y S L P AAFTUFDUDULIKV EE K Q KK
61 TACTCTTTGCCAGCAGCTTTCACTTTTGATGATCTTAAAGTAGAAGAAAAGCAGAAGAAA

41 D L VvV L D T E T S S L I G KN QN L AT
121 GATCTAGTACTAGATACTGAGACTAGTAGCCTCATAGGGAAAAATCAAAATCTAGCGACA

61 G F 6 S F C G NWD S S S S S 1 L Q N S
181 GGATTTGGCAGTTTTTGTGGGAATTGGGATTCCTCCTCTTCCTCCATTCTACAAAATTCA

86 s P E A CTGDGFFNGSY P P EAT
241 TCCCCAGAAGCTTGCACTGGAGATGGGTTCTTTAATGGTTCTTATCCTCCTGAAGCGACG

101 C 6 R R K RRRAKSSKNIT EE V E
301 CCGTGCGGTAGAAGAAAGAGACGACGGGCAAAGAGCAGCAAGAACATAGAAGAAGTCGAG

122N Q R M T H I VV ERNIRRIKIOQMNEY
361 AACCAGAGAATGACCCACATTGTCGTCGAGCGCAACCGTCGGAAGCAGATGAACGAGTAT

141L AV L RS L M PP SY VQRGDQA'S
421 CTTGCAGTGCTCAGATCTCTGATGCCACCCTCATATGTTCAAAGGGGTGACCAAGCTTCC

621 VvV G G A1l N F V K E L E QL L Q S L E
481 ATCGTAGGTGGGGCAATAAATTTCGTTAAGGAACTGGAACAACTCCTCCAATCTCTTGAA

181 A Q K R M T Q Q S EPGLTSPTFANF
541 GCCCAGAAGAGAATGACCCAACAATCCGAACCCGGGCTCACCTCACCTTTCGCCAATTTC

200F T F P QY S S S TNRSSTNEAV A
601 TTCACCTTCCCTCAGTACTCTAGCTCGACCAACCGCAGTTCAACAAATGAAGCAGTGGCC

221E N H S A 1 A D1 EV T MV E S H A N L
661 GAGAACCATTCGGCGATCGCTGACATCGAAGTGACGATGGTCGAAAGCCATGCCAATCTC

241 K VvV S KR R P K QL L KMV A G L K N
721 AAAGTGGTCTCCAAGCGGCGACCGAAGCAGCTCTTGAAGATGGTAGCCGGGCTCAAAAAC

261L R L T I L HLNVTSIT GKMASTL
781 CTTCGTCTCACTATCCTCCATCTCAATGTGACAAGCATTGGAAAAATGGCCTCTACTCTT

281s vv K L EENZCGLTTVDENTPC
841 TCAGTGGTAAAGTTGGAAGAGAATTGCGGGCTCACGACCGTTGATGAAAATACCCCCTGC

30166 L S Y ARKG 1T KR S HTUL 1 E KN F
901 GGTTTATCATATGCTAGGAAAGGAATCAAGAGGAGCCATACATTAATTGAAAAAAATTTT

321 T 6 R 6 P R G P L Y H *
961 ACTGGGAGGGGGCCCAGGGGCCCCCTTTATCACTAAAAAAATGGGAGTTTAAAGGGGTCC

1021CTTTTATTTCCCGGGGGGGGGAATTTTTAAAACTCTGGGAAAAAAAAATTTTTAAAAAGA
1081GGGGGGTGGGGCCCCCCCACAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 5. Secuencia completa del factor de transcripcion bHLH de semilla de
aguacate nativo mexicano. Producto del ensamble de 125 reads. En negro secuencia

de nucledtidos, en rojo secuencia de aminoacidos.
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8.2. Analisis de secuencias tipo bHLH

El analisis BLASTX arrojo un total de 30 secuencias, de las cuales se escogieron las

tres que tenian mayor cobertura e identidad con la secuencia de interés para realizar

la comparacion filogenética de los motivos bHLH (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentajes de identidad y similitud del gen bHLH de Persea americana

var. drymifolia con dos secuencias identificadas en bases de datos.

Especie Cobertura Identidad
Arabidopsis thaliana 89% 64%
Vitis vinifera 89% 54%
Glycine max 89% 54%

Los alineamientos multiples de secuencias del NCBI con la del gen de aguacate

arrojaron como resultado un bajo nivel de aminoacidos conservados, sin embargo, la

regién del motivo bHLH contiene hasta un 95 % de aminoacidos conservados (Fig.

6).
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Ath96bHLH
PabHLHS1
Vvi96bHLH
Gma96bHLH

AthSebHLH
PabHLHS1
VVi96bHLH
Gma96bHLH

Ath96bHLH
PabHLHS1
Vvi96bHLH
Gma96bHLH

Ath96bHLH
PabHLHS1
Vvi96bHLH
Gma96bHLH

AthSébHLH
PabHLHS1
VVi96bHLH
Gma96bHLH

Figura 6. Alineamiento de la secuencia del factor bHLH de Persea americana var.
drymifolia con las secuencias con mayor cobertura e identidad identificadas en
Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera y Glicine max. En las cajas se indica la secuencia
el motivo bHLH.

Se identificaron cambios de aminoacidos del mismo grupo o naturaleza quimica (Arg-
Lys, ILe-Val, Ser-Tyr), y aminoacidos completamente diferentes (Thr-Ala, Ser-Cys-
Ala, Lys-ILe, Ala-Val-Tyr, GIn-His), lo cual sugiere posibles cambios en la estructura

del motivo bHLH (Fig. 7).
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Ath96bHLH

PabHLHS1

Vvig96bHLH

Gma96bHLH

Xxkkkk k% k% k|%x kkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkk) kk% * kkkk| kkkk kxkkk% *kkx

Figura 7. Alineamiento del motivo bHLH con las secuencias de mayor identidad.

Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH) (RAFLIS-42-108), Persea americana var.
drymifolia (PabHLHS1) (MF353071), Vitis vinifera (Vvi96Bhlh) (gi|359492901),
Glycine max (Gma96bHLH) (gi|356552929). En el recuadro inferior se indican las

regiones para la estructura basica (b), hélices (H) y loop (L).

A continuacion, para determinar si las secuencias de aminoacidos del factor bHLH de
aguacate mostraba homologia con un factor de transcripcion cuya funcion es
conocida en el desarrollo de la semilla de Arabidopsis, se utilizé la secuencia del gen
ZHOUPI. Este gen esta involucrado en la separacion del embrion del endospermo y
es de expresion especifica de semilla. El resultado de este alineamiento mostré que
la secuencia de ZHOUPI tiene un bajo nivel de aminoacidos conservados incluyendo

el motivo bHLH (Fig. 8).
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Ath96bHLH
PabHLHS1
VvigsbHLH
Gmad6bHLH
AthbHLHZoupi

Ath96bHLH
PabHLHS1
Vvig96bHLH
Gmad6bHLH
AthbHLHZoupi

Ath96bHLH
PabHLHS1
VvigsbHLH
Gmad6bHLH
AthbHLHZoupi

Ath96bHLH
PabHLHS1
VvigbHLH
Gmad6bHLH
AthbHLHZoupi

Ath96bHLH
PabHLHS1
Vvig6bHLH
Gmad6bHLH
AthbHLHZoupi

Figura 4. Alineamiento de la secuencia del factor bHLH de Persea americana var.
drymifolia con las secuencias con mayor cobertura e identidad identificadas y el gen
Arabidopsis thaliana Zoupi (AthbHLHZoupi), Persea americana var. drymifolia
(PabHLHS1) en Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH) (RAFLIS-42-108), Vitis vinifera
(Vvi96Bhlh) (gi|359492901) y Glycine max (Gma96bHLH) (gi|356552929) y la
secuencia Zoupi de Arabidopsis thaliana. Las cajas con recuadro rojo indican la

secuencia del motivo bHLH.
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8.3. Modelado 3D de la proteina del factor bHLH

Se considerd importante realizar un modelaje estructural 3D para determinar si existe
similitud entre las proteinas bHLH y asi inferir su modo de accién. Se realiz6 el
modelado estructural 3D de las proteinas completas de V. vinifera, G. max, A.
thaliana y P. americana var. drymifolia (Fig. 9).

Primero se modeld la region correspondiente al motivo bHLH de las secuencias que
presentaron mayor similitud con la secuencia de interés, utilizando como templado el
factor de transcripcion MyC2 con una identidad de la secuencia de un 31.75 % (Fig.
9).

(a)

o
RN

Figura 5. Modelos 3D de los motivos bHLH de las secuencias analizadas con el
programa bioinformatico SWISS-MODEL. (a) Vitis vinifera (Vvi96bHLH), (b) Glycine
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max (Gma96bHLH), (c) Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH), (d) Persea americana var.
drymifolia (PabHLHS1).

Esto sugiere que las estructuras de las proteinas no son similares en su modelado
3D a pesar de que en el alineamiento se observa que comparten varios aminoacidos
que estan conservados. En el caso de V. vinifera y G. max, la estructura de los
motivos bHLH no presenta la regidon basica, en cambio la estructura de A. thaliana es
muy similar a la de P. americana, aunque al parecer esta presenta una estructura de

lamina B en el loop que bHLH de P. americana no presenta.
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Figura 6. Modelos 3D de las proteinas bHLH de plantas. El analisis se realizé con el
programa bioinformatico I-TASSER; zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/, al
igual que para su manipulacién se utilizaron los programas, RasMol Version 2.7.52,
Chimera 1.11.2, SPDBV_4.10. (a) Vitis vinifera (Vvi96Bhilh), (b) Glycine max
(Gma96bHLH), (c) Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH), (d) Persea americana var.
drymifolia (PabHLHS1).

En los modelos 3D de las proteinas completas se observa que la estructura es muy

diferente entre ellas. Se realizd el calculo hipotético de varias de las caracteristicas
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de las proteinas como lo es el C-Score, el peso molecular, el punto isoelectrico y

tamano, este analisis se presenta en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Prediccion de caracteristicas de las proteinas bHLH de Vitis vinifera
(Vvi96bHLH), Glicine max (Gma96bHLH), Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH) y
Persea americana var. drymifolia (PabHLHS1)

Gen C-Score Peso molecular Punto isoeléctrico Tamafio

Ath96bHLH -3.57 35.97 kDa 5.31 960pb-320aa
Vvi96bHLH -4.12 34.62 kDa 5.94 930pb-310aa
Gma96bHLH -3.65 35.57 kDa 7.12 972pb-324aa
PabHLHS1 -4.11 36.48 kDa 9.04 993pb-331aa

Las caracteristicas de estos factores de transcripcion son similares en el peso
molecular y tamafio, pero diferentes en el punto isoeléctrico. Los valores de C-Score
indican la calidad de la estructura para el método de I-TASSER, van de -5 a 2, donde
el valor mas cercano a 2 indica mas posibilidades de que el modelado de la proteina
sea correcto. En este caso se puede ver que los valores son muy bajos esto se debe
a que no existen proteinas cristalizadas de los factores de transcripcion bHLH las
cuales son muy importantes para el modelado de las mismas, en este caso solo hay
estructuras cristalizadas del motivo bHLH.

Con la finalidad de comparar la estructura tridimensional del factor bHLH de
aguacate y la del gen Zoupi de A. thaliana del cual se conoce su funcién en el
desarrollo de la semilla, se realizé el modelado de ambas proteinas con el programa

I-TASSER (V5.0) (Fig. 11).
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PabHLHS1 AthbHLHZoupi

Figura 7. Modelado tridimensional de proteinas. (a) proteina bHLH Persea americana
var. drymifolia, (b) proteina bHLH ZOUPI de Arabidopsis thaliana. Se utilizd el
programa |-TASSER (V5.0)

Este modelado mostré que las proteinas no tienen una cercania en toda su
secuencia, lo que indica que las estructuras son muy diferentes, confirmando asi la
diversidad en los factores de transcripcion bHLH. Y pudiendo inferirse asi que este
resultado no ayuda a determinar la posible participacionn del factor bHLH de semilla
de aguacate en una funcion similar a la del factor de transcripcion Zoupi.

Adicionalmente, se realizd un sobrelapado de las estructuras 3D. Este resultado
permite observar estructuralmente a los factores y a la nula presencia de zonas
similares en la proteina, o en el motivo bHLH que en los alineamientos es claramente

observado (Fig. 12).

38



Figura 8. Sobrelape de las cuatro proteinas. En azul el motivo bHLH Persea
americana var. drymifolia (PabHLHS1), en verde el motivo bHLH de Arabidopsis
thaliana (Ath96Bhlh), en amarillo el motivo bHLH de Vitis vinifera (Vvi96bHLH), en
rojo el motivo bHLH de Glycine max (Gma96bHLH).

8.4 Andlisis de expresion del gen bHLH de aguacate por PCR Tiempo Real
8.4.1 Extraccién de RNA

Las extraccion de RNA total de diferentes estadios de desarrollo de la semilla y de
diferentes estructuras de la planta obtenidos con la metodologia propuesta, se
obtuvieron concentraciones de entre 0.1944 y 0.1561 ng/pl con una relacion 260/280
de 1.83 , las cuales fueron consideradas como concentraciones suficientes para los

estudios posteriores.
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8.4.2 Analisis de expresion del gen actina y bHLH

El primer paso para realizar el ensayo de tiempo real es estandarizar los
oligonucledtidos del gen de referencia (actina) y el de interés. Para esto, se
realizaron PCR punto final con la finalidad de estandarizar y obtener un solo producto
de amplificacion, tanto para el gen de interés (bHLH) como el gen de referencia de
(actina). De acuerdo con el disefio de los oligonucleétidos, los tamafos de los
productos de amplificacion son de 195 pb para bHLH y 104 pb para actina. Los
productos de amplificacién obtenidos fueron los esperados (Fig. 13).

Estas condiciones se utilizaron para realizar los ensayos de curva estandar en el gen
de actina lograndose un valor de correlacion de R? = 0.96, lo cual demuestra que la
eficiencia de los oligonucledtidos disefiados es buena. Las pruebas de PCR tiempo
real, se realizaron a 30 ciclos partiendo de una concentracion conocida de 250 ng/rxn

con diluciones 1:5, por triplicado para mayor ajuste de la curva (Fig. 15A).
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(b)

50pb
50pb

Figura 13. Amplificacion punto final usando oligos para tiempo real para Actina y
bHLH. Geles de agarosa al 2% en TBE 1X, tefidos con bromuro de etidio. a) Actina,
b) bHLH, Carril M, marcador de tamafo molecular 50 pb invitrogen 10416-014,

carriles 1, 4 y 8, productos de amplificacion de los diferentes estadios de desarrollo.

Se procedid con la estandarizacion de los oligonucleétidos de bHLH para el ensayo
de PCR tiempo Real, asi como la estandarizacion del gen de actina lograndose un
solo producto con un valor de R?= 0.96, y un porcentaje de eficiencia de amplificacion
de 129.113. Resaltando la utilizacion efectiva de estos oligonucleétidos para el gen
problema. Para los ensayos, se realiz6 un experimento por triplicado partiendo de

250ng/rxn a 5 puntos de dilucion.

Las curvas obtenidas fueron utilizadas para los calculos de los niveles de expresion
relativa del factor bHLH en los estadios 1, 4 y 8 que corresponde a los meses de
desarrollo del fruto de aguacate, para su normalizaciéon con la metodologia de 2AACH.

De acuerdo con el resultado, se observé un nivel de expresion similar del gen bHLH
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en los estadios 1 y 4 meses de desarrollo con una disminucién en el estadio 8 (Fig.
14). Este nivel de expresidn sugiere una participacion del gen durante el desarrollo

de la semilla particularmente en los estadios 1y 4.

1,2

0,8

0,6

Nivel de expresidn relativa

o
)

o

1 4 8

Mes de desarrollo

Figura 14. Ensayo de expresion relativa del gen bHLH PCR-tiempo real. cDNA de los

estadios de desarrollo de semilla de 1, 4 y 8 meses.

8.5. Ensayo de expresion del gen bHLH de aguacate por PCR semicuantitativo

Con la finalidad de corroborar los resultados de los ensayos de tiempo real, se
realizaron ensayos de PCR semicuantitativos. En las pruebas de PCR
semicuantitativos con los mismos estadios que en la prueba anterior de PCR tiempo
real, la tendencia es la misma, con una expresion similar en los estadios 1 y 4
teniendo una baja en la expresion en el estadio 8 confirmando los resultados

obtenidos de las pruebas de PCR tiempo real (Fig. 15).
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Nivel de expresién relativa
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Mes de desarrollo

bHLH

Actina

Figura 15. Ensayo de expresiéon del gen bHLH por PCR semicuantitativo. (A)
expresion relativa del gen bHLH utilizando como referente el gen de actina. (B) gel de
agarosa al 2% TBE 1X de los productos de PCR de bHLH y actina.

8.6. Ensayo de expresion del gen bHLH en diferentes estructuras de la planta.

Con la finalidad de conocer la expresion de este factor de transcripcion en la planta
de aguacate se realizaron ensayos de PCR punto final en diferentes estructuras;
flores, hojas, raiz y semilla. Como se muestra en la (Fig. 16), se detectaron niveles

de transcripcion solamente en la semilla y en ninguna otra estructura de la planta.
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200pb  —)

Figura 16. Ensayo de PCR punto final del gen bHLH en las diferentes estructuras de
la planta de aguacate nativo mexicano. Gel de agarosa al 2%, M; Marcador de
tamafio molecular de 50pb, C; Control negativo, F; Flor, H; Hoja, R; Raiz, S; Semilla,

C+; Control positivo.
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9. Discusién

El analisis bioinformatico (ensamblado) de las lecturas obtenidas de la base de datos
de los ESTs de semilla de aguacate permitié caracterizar una secuencia de 1117pb,
en la cual se identificé un marco de lectura de 993 pb, el cual codifica para un factor
de transcripcion bHLH putativo de 331 aa. Los factores de transcripcion se expresan
generalmente en niveles bajos; sin embargo, en la coleccion EST de semilla de
aguacate, se detecté una abundante expresion (123 reads) o cual puede sugerir un
papel preponderante en el desarrollo de la semilla de aguacate. Como primera
estrategia se busco si la secuencia obtenida presentaba similitud con los genes ya
reportados SPATULA (SPT), ALCATRAZ (ALC), INDEHISCENT (IND) y ZHOUPI
(ZOU) los cuales codifican para factores de transcripcion bHLH involucrados en el
desarrollo de la semilla del modelo Arabidopsis thaliana, no encontrando ninguna
similitud en la secuencia a excepcion del motivo bHLH. Se realizé un BLAST con la
base de datos del phytozome para encontrar si alguna secuencia de Arabidopsis
mostraba una mayor similitud; los genes encontrados corresponden a los factores de

transcripcion bHLH96 y bHLH94 como se muestra a continuacion:
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>AT1G672210.1 | Symbols: | basic helix-loop-helix (bHLE) DNA-binding superfamily
protein | chrl:27180066-2718226E FORWARD LENGTH=320
Length = 320

Sgore = 244 bits (6822), Expect = 6e=65, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 159/309 (51%), Positives = 19B/309% (64%), Gaps = 397309 (12%)

Query: 1 MALEAVVFPQDLFGY-SCEDFYSLPAAFTFDDLEVEEKQEEDLVLDTETSSLICENQNLA 59

MALEAVV+PQD F Y SCEDF F DL +E++ +D DT+ + 4G+ Q
Sbjck: 1 MALEAVVYPOQDPFSYISCEDF======= PFYDLYFQEEEDQD-PODTENNIKLGQGO-~C 50
Query: 60 TGFGSFCCHNWDSSSSSILONSSPERACT —-—mm—m— GDGFFNGSYPPE-~~ATPCGRRERRR 109
GF S N + s N + E G 5 PP A GRRERRR

Shjet: 51 HGFASNNYNGRTGDYSDDYNYNEEDLOQWPRDLPYGSAVDTESQPPPSDVALGGGRRERRR 110

Query: 110 AKSSENIEEVENQRMTHIVVERNRREQMMNEYLAVLRSLMPPSYVQRGDQASIVCGGAINEYV 169
+S55FKN EE+ENQRMTHI VERNRREQMNEYLAVIRSLMPP ¥ QRGDQASIVCGGATIN++
Sbjet: 111 TRSSENKEEIENCQRMTHIAVERNRREQMNEYLAVLRSLMPPYYAQRGDQASIVGGAINYL 170

Query: 170 KELEQLLOSLE========—== AQERMTOOSEPGLTSPFANFFTFPOYSSSTHNRSSTHNER 218
EELE LQS+E J: T4 + + PFT++FF FPOYS NR T+ A
Sbjet: 171 KELEBHLOSMEPPVETATEDTGAGHDQTETTSASSSGPFSDFFAFPQYS—---NR-PTSAR 226

Query: 219 VAENHSAIADIEVTMVESHANLEVFSKRRPEQLLEMVAGLONLRLTILHLNVTSIGRNGL 278
AE +A+IEVTMVESHRA+LE+ +F+RP+QLLE+V+ +0+LRLT+LHLNVT+ + L
Sbjek: 227 MAE---CMAEIEVTMVESHASLEILAKKRPRQLLELVSSIQSLRLTLLELNVTTRDDSVL 283

Query: 279 YSPTVEVEE 2B7
¥5 +VEV++
Shjct: 2ZE4 YSISVEVEE 292

>AT1G22450.1 | Symbols: | basic helix-loop-helix (bHLE) DNA-binding superfamily
protein | chrl:7938448-7940489 REVERSE LENCTH=304
Length = 304

Score = 232 bits (592), Expect = Ze-=6l, Method: Compositional matrix adijust.
Identities = 1437297 (48%), Positives = 1BB/297 (63%), Gaps = 28/297 (9%)

Query: 1 MALEAVVFPQDLFGY--SCEDFYSIPAAFTFDDLEVEEKQKKDLVLDTETS-SLICKNQN 57
M LEAVV4BQD FGY +CEDF F DL D++ 4 DT+ +  4C Q4
Sbjet: 1  MPLEAVVYPQDPFGYLSNCEDF-—————n MFHDLY---8QEEFVAQDTENNIDELGHEQS 50

Query: 58 LATGFGSFCCNW-DESSSSILONSSPEACTCDCFFNCSYPPEATPCCGERERRRAKSSKENI 116
WD +L 5 E 5+FP P HRRERRR ++ EN
Sbjekt: 51 FVEQGEEDDHQWRDYHOYPLLIPSLGEELGLTAIDVESHPP---PQOHRERERRRTRNCENE 107

Query: 117 EEVENQORMTHIVVERNRREQMNEYLAVLRSLMPPSYVQRGDOASIVGGAINFVEELEQLL 176
EE+ENQRMTHI VERNREREOMNEYLAVLRSLMP S5Y QRGDOASIVGGAIN+VEELE +L
Shjct: 108 EEIENQRMTHIAVERNREEQMNEYLAVLRSIMPSSYAQRGDOASIVGGAINYVEELEHIL 167

Query: 177 QSLEAQKRMTOQ--———- SEPCLTSPFANFFTFEQYSSSTNRSSTNEAVAENHSATADIE 230
QS4E ++ T & L PF +FF+FPQYS+ ++ + 4 A+IE
Sbject: 168 QSMEPKRTRTHDPEGDETSTSSLVCPFTDFFSFPQYSTESSSDVPESSSSP-———- AEIE 222

Query: 231 VIMVESHANLEVFSERRPEQLLEMVAGLOMLRELTILHLNVTSIGRNKCGLYSFTVEVEE 287
VT+ ESHAN+E+ +E++P+QLLE++ LO+LRLT+LHLNVT++ <+ LYS +V+V++
Shjot: 223 VIVAESHANIKIMTEEKPROLLELITSLOSLELTLLHLNVTTLENSILYSISVRVEE 279



Sin embargo, la expresion de estos dos genes no estd caracterizada para
Arabidopsis thaliana. Este dato es muy interesante pues abre la perspectiva de
conocer que papel pudiesen tener estos genes en Arabidopsis y por ende un posible
indicio del papel del factor de transcripcion bHLH de aguacate.

Para conocer mas sobre este gen se realizé el modelado 3D de la proteina debido a
que en ocasiones las proteinas al tomar su conformacion estructural pueden
compartir motivos que las haga similares estructuralmente. Sin embargo, el
modelado no aportd informacién, ya que las proteinas no son similares en su
estructura tridimensional, indicando una gran diversidad de estos factores de
transcripcion. En lo alineamientos se observd que la secuencia de interés comparte
residuos de aminoacidos con otras proteinas, sugiriendo que en los procesos en los
que se encuentran involucrados son similares; como el reconocimiento de la
molécula de DNA asi como la formacion de homo y heterodimeros con otros factores
para asi ser mas estable al momento del reconocimiento. Las funciones especificas
de estos genes no se encuentran descritas, ademas, en el modelo de las proteinas
de estos factores de transcripcion no se pueden observar motivos estructurales o
plegamientos similares ni siquiera en el motivo bHLH, el cual es una de las partes
mas conservadas entre estas secuencias.

Sin embargo, un dato interesante de los estudios de expresion es que este factor de
transcripcion es muy estable a lo largo del desarrollo de la semilla. Se tiene un
reporte en el frutos de uva de que este tipo de factores tiene una expresion en toda la
planta pero mayoritariamente en el fruto, en el cual se expresa principalmente en la

parte del mesocarpo aun mas que en la semilla (Nicolas et al. 2013). También,
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existen reportes de que en Arabidopsis este tipo de factores solo se expresan en las
silicuas (Kondou et al 2008), sugiriendo que pueden tener una expresion
organoespecifico. En referencia a lo anterior, los datos de expresion de este factor en
la semilla podrian sugerir un papel preponderante en el génesis y desarrollo de la
semilla, el embrion y del fruto ya que recientemente se ha reportado que el factor de
transcripcion bHLH de SPATULA de Arabidopsis es un regulador clave del tamafo
de 6rganos de la planta como son los cotiledones y hojas (Makkena et al., 2016).
Para el estadio 8 (aproximadamente 8 meses de desarrollo del fruto) se tiene una
disminucién de la expresion, lo cual puede estar relacionado con la culminacion del
desarrollo del fruto en todas sus partes.

Debido a la escasez de reportes de trabajos con semillas de aguacate se tuvo que
realizar la busqueda de un gen de referencia para los trabajos de expresion,
probandose varios genes como los de ubiquitina y ubiquitina de pequefo tamafo
(SUMO), Ribosomales como 60s, 16s, tres regiones del gen de actina. Finalmente,
se tuvo éxito con los de actina propuestos y ubiquitina de pequefio tamafio (sumo),
ya que los otros oligonucleotidos al momento de hacer las pruebas de validacién nos
arrojaban resultados de dos o mas productos de amplificacion y por lo cual no fueron
buenos candidatos por la inespecificidad. Incluso con los resultados de esta
investigacion se puede proponer como un gen endogeno o base del desarrollo de la
semilla al factor de transcripcién bHLH de aguacate debido a su comportamiento
estable.

Con los estudios de expresion en los diferentes 6rganos de la planta de aguacate, los

resultados sugieren organoespecificidad de este gen para la semilla, resultados
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similares se han obtenidos en genes como el ZHOUPI de Arabidopsis thaliana, el
cual se expresa exclusivamente en los cotiledones de la semilla (Yang et al., 2008).
Para reforzar este dato se realizé una busqueda de la secuencia del factor de
transcripcion en la recientemente publicada base de datos del transcriptoma de
aguacate nativo mexicano (lbarra-Laclete et al.,, 2015). Esta base de datos fue
generada por secuenciacion masiva utilizando diferentes 6rganos de la planta, el
analisis se realiz6é utilizando el programa bioinformatico unipro ugene 1.26, en la
busqueda se encontré un solo gen (unigen) con el identificador 16985 (Fig. 17), lo

cual sugiere una secuencia unica en el transcriptoma.

Figura 17. Blast local en la base de datos del transcriptoma de aguacate nativo

mexicano, con el programa bioinformatico (unipro UGENE 1.27) Unigen # 16985.

Esta base de datos ademas presenta una serie de tablas complementarias de niveles
de expresion en aguacate de ciertos unigenes en diferentes partes de la planta, en
estos reportes se menciona que para el unigen # 16985 que corresponde al factor de
transcripcion bHLH de Persea americana var. drymifolia presenta niveles de
expresion en todos los 6rganos de la planta con valores de 3 a 32 (expresion). En el
cuadro 3 se muestran estos niveles destacandose de manera mayoritaria la
expresion en la semilla. Sin embargo, los autores refieren como un valor de corte
para la expresion organoespecifica a valores por arriba de 4, los valores por debajo
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de este punto de corte se tomaran como una expresion nula o ausente, lo cual
refuerza el resultado de expresién mayoritaria en semilla.

En los resultados de PCR punto final que se realizaron en este trabajo se puede
observar la expresion solo en semilla, lo cual contradice los resultados del trabajo de
transcriptoma de Ibarra-Laclette et al. (2015), ya que en este se describen
expresiones en diferentes estructuras de la planta. Sin embargo, aunque se reportan
niveles de expresion estos son bajos y a la hora de analizar las secuencias de
unigenes especificas y realizar un corte el cual permite eliminar ruidos posiblemente
vinculados con el manejo de las muestras toman como valor este valor el numero 4,

cualquier valor por debajo a este lo describen como una expresién nula (cuadro 3).

Cuadro 3. Niveles de transcripcion de bHLH encontrados en la base de datos del

transcriptoma de aguacate nativo mexicano.

Semilla Hoja Tallo Raiz Yemas Flores Frutos

32.16 4.05 10.28 12.42 10.72 13.69 3.0

Cabe destacar que aunque esto es consistente con los datos generados en esta
investigacion con la informacion que se obtuvo de PCR punto final, es necesario
realizar un ensayo de PCR tiempo real utilizando cDNA de los diferentes érganos de
la planta, debido a la sensibilidad de esta prueba, nos permita determinar si existe
una expresion muy baja en otras partes de la planta.

Entre muchas preguntas que quedan abiertas en este trabajo una que sobresale es
la abundancia tan grande de reads de este mensajero en el transcriptoma de la

semilla de aguacate, por lo general los factores de transcripciébn se encuentran
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expresados a muy bajos niveles, hay otros factores de transcripcién en la coleccién
de ESTs cuya expresidén es de 1 o 2 pero no de cientos, lo cual puede sugerir un
papel protagénico en el desarrollo del fruto. Todo esto en el contexto de que hay una
enorme heterogeneidad de los frutos de aguacate tanto en tamafio y forma para las

diferentes variedades.
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10. Conclusiones

Se logré obtener y caracterizar un transcrito que codifica para un factor de
transcripcion tipo bHLH en semilla de fruto de aguacate nativo mexicano (Persea
americana var. drymifolia).

Los modelos tridimensionales de la proteina de este gen y su solapamiento no
mostraron similitud estructural con las proteinas de los factores de transcripcion tipo
bHLH de las plantas probadas.

Los resultados de expresion de este factor de transcripcidn sugieren que es

organoespecifico de semilla y estar asociado a la etapa de desarrollo de la misma.
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11.- Perspectivas

-Realizar un estudio mas detallado de la expresion de este factor de transcripcion
disectando la semilla (embridn, cotiledones)

-Utilizar las lineas insersionales de Arabidopsis para los genes bHLH96 y bHLH94 y
observar el fenotipo en lineas homocigéticas

-Transformar plantas de Arabidopsis y jitomate sobrexpresando el gen

-Trabajar con semillas de otra variedad de aguacate

-Realizar un estudio de inmunolocalizacién en fruto
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Apéndice |.
EXTRACCION DE RNA TOTAL DE PLANTAS 1.

Reactivos.

Buffer de lisis (Tris-borato, pH 7.5 150 mM, EDTA 50 mM, SDS 2%, Mercaptoetanol

1%), PCI 25:24:1, Cloroformo isoamilico 24:1, LiCl 9M, Mercaptoetanol, Acetato de

Potasio 5M.

Metodologia:

1.

Pesar 100mg de tejido congelado con Nitrégeno liquido y pulverizarlo en un
mortero.

Agregar 600ulde buffer de lisis +2ul de 2-B-mercaptoetanol y homogenizar en
vortex.

Calentar 15 minutos en bafio maria a 65°c

Mezclar rapidamente el homogenizado con 33.3 ul de acetato de potacio 5 M,
agregandose inmediatamente después 375 pl de etanol puro frio y
homogenizar la muestra.

Centrifugar la muestra a 10,000 rpm por 10 minutos y recuperar la fase
acuosa.

Realizar una extraccion con PCl y homogenizar seguido de centrifugar a
10,000 rpm por 10 minutos, recuperar la fase acuosa.

Realizar una extraccion mas con PCI, centrifugar a 10,000 rpm por 10
minutos, recuperar la fase acuosa.

Hacer una extraccién mas con cloroformo isoamilico frio 24:1, centrifugar a
10,000 rpm y recuperar la fase acuosa.

Precipitar el RNA con 1/3 de Cloruro de litio 3M y dejar precipitar a -20°c.
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10. Centrifugar a 13,000 rpm por 20 minutos vy tirar el sobrenadante.
11.Agregar 1ml de etanol al 70% y centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos.
12.Resuspender la pastilla en 35 ul de agua destilada esteril.

13.Almacenar a -70°c hasta su uso.
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Apéndice Il

Mini prep lisis alcalina.

Reactivos.

Solucion | (Tris-cl pH 8.0, EDTA pH 8.0, Glucosa 50Mm), Solucion Il (NaoH 0.2 N y

SDS 1%), solucién Ill, (Acetato de K 5M, Acido acético glacial y agua), PCl: 25:24:1,

Etanol absoluto, etanol 70%, agua destilada esteril.

1.

8.

9.

Inocular un tubo con 3ml de medio Lb liquido incubar toda la noche a 37°c con
agitacion.

Vaciar a un tubo eppendort.

Centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.

Decantar el sobrenadante.

Resuspender la pastilla en 100 pl de solucién | fria y mezclar en vortex.

Anadir 200ul de solucién Il fresca y mezclar por inversion e incubar en hielo
por 5 minutos.

Anadir 150 ul de solucioén Ill, mezclar suavemente invirtiendo el tubo.

Incubar en hielo por 20 minutos.

Centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto.

10. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

11. ARadir 225 pl de PCI.

12.Centrifugar a 12,000 rpm por 5 minutos.

13. Transferir la fase acuosa a otro eppendort limpio.

14.Precipitar con 1ml de etanol absoluto frio, mezclar bien e incubar 1 hora a -

20°c

15. Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos.
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16.Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla en 500 pl de etanol al 70%,
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto y eliminar el sobrenadante.

17.Dejar secar 10 minutos a temperatura ambiente.

18.Resuspender en 30ul de agua destilada estéril.

19. Guardar en congelador para su uso.
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Apéndice Il
Oligonucleétidos bHLH para tiempo real

ATGGCGCTTGAAGCTGTTGTATTTCCTCAAGATCTATTTGGTTACAGTTGCAAGGACTTTTACTCTT
TGCCAGCAGCTTTCACTTTTGATGATCTTAAAGTAGAAGAAAAGCAGAAGAAAGATCTAGTACTAG
ATACTGAGACTAGTAGCCTCATAGGGAAAAATCAAAATCTAGCGACAGGATTTGGCAGTTTTTGTG
GGAATTGGGATTCCTCCTCTTCCTCCATTCTACAAAATTCATCCCCAGAAGCTTGCACTGGAGATG
GGTTCTTTAATGGTTCTTATCCTCCTGAAGCGACGCCGTGCEEINEN ST EeEEEen
AAGAGCAGCAAGAACATAGAAGAAGTCGAGAACCAGAGAATGACCCACATTGTCGTCGAGCGCA
ACCGTCGGAAGCAGATGAACGAGTATCTTGCAGTGCTCAGATCTCTGATGCCACCCTCATATGTT
CAAAGGGGTGACCAAGCTTCCATCGTAGGTGGGGCAATAAATTTCGTTAAGGAACTGGAACAACT
CCTCCAATCTCTTGAAGCCCAGAAGAGAATGACCCAACAATCCGAACCCGGGCTCACCTCACCTT
TCGCCAATTTCTTCACCTTCCCTCAGTACTCTAGCTCGACCAACCGCAGTTCAACAAATGAAGCAG
TGGCCGAGAACCATTCGGCGATCGCTGACATCGAAGTGACGATGGTCGAAAGCCATGCCAATCT
CAAAGTGGTCTCCAAGCGGCGACCGAAGCAGCTCTTGAAGATGGTAGCCGGGCTCAAAAACCTT
CGTCTCACTATCCTCCATCTCAATGTGACAAGCATTGGAAAAATGGCCTCTACTCTTTCAGTGGTA
AAGTTGGAAGAGAATTGCGGGCTCACGACCGTTGATGAAAATACCCCCTGCGGTTTATCATATGC
TAGGAAAGGAATCAAGAGGAGCCATACATTAATTGAAAAAAATTTTACTGGGAGGGGGCCCAGGG
GCCCCCTTTATCACTAAAAAAATGGGAGTTTAAAGGGGTCCCTTTTATTTCCCGGGGGGGGGAAT
TTTTAAAACTCTGGGAAAAAAAAATTTTTAAAAAGAGGGGGGTGGGGCCCCCCCACAAAAAAAAAA
AAAAAAA

bHLH RTFw 5 — TAGCGACAGGATTTGGCAGTTT - 3’
BEEEIRERE 5 - TGCCCCGTCGTCTCTTTCTTCTACC -3’
Producto de amplificacion:195pb
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Apéndice IV
Oligonucledtidos Actina para tiempo real.

ATGGCTGATGCAGAGGACATTCAGCCCCTTGTTTGTGACAATGGAACTGGAATGGTTAAGGCTGG
ATTTGCTGGAGATGATGCTCCAAGGGCGGTTTTCCCTAGCATTGTGGGTCGGCCTCGACACACAG
GCGTTATGGTTGGGATGGGGCAGAAAGATGCATATGTAGGAGATGAGGCTCAGTCTAAGAGAGG
TATTCTTACTTTGAAATATCCCATCGAGCATGGAATTGTGAGCAACTGGGACGACATGGAGAAGAT
TTGGCATCATACCTTCTACAATGAGCTCCGTGTGGCTCCTGAAGAACATCCAGTTCTCTTGACCGA
GGCCCCTCTCAACCCAAAAGCCAACAGGGAGAAGATGACACAGATAATGTTTGAGACTTTCAATG
TTCCAGCAATGTATGTTGCCATTCAAGCTGTTCTCTCCCTCTATGCTAGTGGCCGTACCACAGGTA
TTGTACTGGATTCGGGTGATGGTGTCAGCCACACTGTCCCTATCTATGAGGGCTATGCACTTCCA
CATGCTATTCTCAGGCTTGACCTTGCTGGACGAGATCTGACAGATGCCCTGATGAAGATACTGAC
AGAGAGAGGGTATTCATTCACCACTACTGCTGAGAGGGAAATTGTTCGTGACATGAAGGAGAAGC
TCGCTTATGTGGCTCTTGACTATGAGCAAGAACTTGAGACTGCTAAGAGTAGCTCAACCATTGAAA
AGAGCTATGAGCTGCCCGATGGTCAGGTGATCACGATTGGGGCAGAGCGATTCCGCTGCCCTGA
GGTGCTATTCCAGCCATCCCTCATTGGAATGGAAGCTGCTGGAATCCATGAGACTACGTACAACT
CAATCATGAAGTGTGATGTTGATATCAGGAAGGATTTGTATGGAAACATTGTGCTTAGCGGTGGTT
CCACCATGTTCCCAGGCATTGCTGATCGTATGAGCAAGGAGATCACTGCTCTTGCCCCAAGCAGC
ATGAAGATAAAGGTGGTGGCTCCTCCTGAAAGAAAGTACAGTGICTGGATTGGAGGGICAATTCT
GGCCTCACTGAGCACCTTCCAACAGATGTGGATATCCAAGGGTGAGTACGATGAGTCTGGGCCAT
CTATTGTCCACAGGAAGTGCTTCTAG

Actina RTFw 5 — TGCTGATCGTATGAGCAAGG - 3
Actina RTRv 5 - ACCCTCCAATCCAGACACTG -3

Producto de amplificacién: 104pb.
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