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RESUMEN 

Las proteínas que contienen un dominio bHLH referido como proteínas bHLH, están 

involucradas en una gran variedad de procesos de regulación, como la neurogénesis, 

miogénesis, desarrollo del corazón en animales, control de la absorción de fosfato, la 

glucólisis en levadura, la modulación de las vías de metabolismo secundario, la 

diferenciación epidérmica y las respuestas al medio ambiente en las plantas. Las 

secuencias de bHLH constan de entre 50 – 60 aminoácidos con la siguiente 

distribución: 1) 10-15 aminoácidos en su mayor parte básicos (región base); 2) 40 

aminoácidos que forman dos α hélices anfipáticas separadas por un loop de longitud 

variable (región hélice-loop-hélice o bHLH). En estudios de transcriptoma de 

aguacate se obtuvieron 123 lecturas (reads) de librerías de semilla de aguacate cuyo 

primer acercamiento a su descripción nos mostró una cercana relación con factores 

de transcripción tipo bHLH de Arabidopsis thaliana. En análisis bioinformáticos de 

secuencias de este tipo se confirmó que la secuencia correspondía a un factor de 

transcripción bHLH de secuencia única, al cual se le realizaron estudios de modelado 

3D para inferir su relación con los ya descritos. Se realizaron estudios de expresión 

en el desarrollo de semilla de fruto de aguacate nativo mexicano por PCR 

semicuantitativo y qPCR tiempo real, mostrando una expresión constante a los 1 y 4 

meses, y una disminución a los 8 meses. Asimismo, se observó que este factor 

parece ser específico de la semilla. Hasta donde sabemos este es el primer factor de 

transcripción tipo bHLH aislado y caracterizado de aguacate nativo mexicano.  

 

Palabras clave: Factor de transcripción, bHLH, aguacate, regulación, transcripción. 
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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 α-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. 
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1. Introducción 

La investigación de los recursos animales y vegetales, en los últimos años ha logrado 

avances muy significativos, sobre todo desde que se han aplicado técnicas de 

biología molecular. La biotecnología se ha convertido en una poderosa herramienta 

de trabajo con múltiples y diversos campos de acción en la ciencia, y gracias a las 

técnicas moleculares, ha sido posibles descubrimientos de importantes y nuevas 

áreas de aplicación, tanto en las áreas alimentarias e industrial, la investigación 

biotecnológica ha generado alternativas valiosas para una producción sustentable 

(Finnegan y McElroy, 1994).  

La biotecnología moderna está compuesta por una variedad de técnicas derivadas 

de la investigación en biología celular y molecular, las cuales pueden ser utilizadas 

en cualquier industria que utilice microorganismos o células vegetales y animales. 

Esta tecnología permite la transformación de diversas industrias como la agricultura, 

industrias basadas en el carbono, energía, productos químicos, farmacéuticos y 

manejo de residuos o desechos, debido a que la investigación en ciencias biológicas 

está efectuando avances vertiginosos y los resultados no solamente afectan una 

amplitud de sectores sino que también facilitan enlace entre ellos (Fári y 

Kralovánszky   2006).  

Todos estos avances son debido a los estudios de los genes, los cuales son 

secuencias o segmentos de DNA (ácido desoxirribonucleico) necesario para la 

síntesis de ARN (Ácido Ribonucleico) funcional, como el ARNt (Transferencia) o el 

ARNr (Ribosomal) y más activamente el ARNm (mensajero), el cual lleva la tarea de 

codificar las proteínas (Lodish et al., 2005). Todos los organismos poseen formas de 
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controlar cuándo y dónde se pueden transcribir sus genes, tal control génico 

depende de las proteínas de unión al DNA, denominadas factores de transcripción, 

los cuales se unen al DNA y actúan como interruptores, activando o reprimiendo la 

transcripción de genes específicos, estos factores de transcripción 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 básico bHLH es un motivo de aminoácidos altamente conservado que 

consta de 50-60 aminoácidos que forman dos segmentos, las proteínas que 

contienen un dominio bHLH están involucradas en una gran variedad de procesos de 

regulación, así como están implicadas en las respuestas al medio ambiente en 

plantas (Jones, 2004). De acuerdo con análisis filogenéticos existe una gran 

diversidad de más de 50 proteínas bHLH en un número 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 número de estos factores de transcripción 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. Así en otro estudio realizado en uva por Nicolas y colaboradores (2013), 

observaron que un factor tipo bHLH, tiene una expresión en toda la planta, aunque 

es una expresión baja y la cual es muy abundante en el fruto y la cual su mayor 

expresión es en la parte del mesocarpo, la expresión en semilla es baja. 
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En un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigación 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 transcripción 

tipo bHLH. Debido a que se ha demostrado el papel central que tienen estos factores 

de transcripción en el desarrollo de la semilla de plantas, es de una gran importancia 

el estudio y descripción de este tipo de genes que pudiesen ser ortólogos a los ya 

descritos en otros modelos vegetales, lo cual ayudará a estudiar el desarrollo de la 

semillas y embrión del aguacate nativo mexicano, ya que hay evidencias que 

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

 

. 
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2. Antecedentes 

El aguacate es nativo de América, el árbol se originó en Mesoamérica, que es la 

región del centro de México y Guatemala (William, 1977). México es uno de los 

países 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 adaptación a un mayor número de ambientes (Bergh, 1992).  

Los recursos genéticos del aguacate son una fuente única de genes que pueden 

utilizarse para el mejoramiento genético de cultivares, como portainjertos e 

interinjertos. Estos recursos han estado desapareciendo muy rápido durante las 

pasadas dos o tres décadas, debido a factores como el cambio de uso de suelo, 

sequías, enfermedades del suelo; todos estos factores dan como resultado la erosión 

genética, por lo que existe la necesidad urgente de rescatar los recursos genéticos 

que están 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 árboles de aguacate se forman por lo general de dos partes 

resultantes del injerto: la copa y la raíz, la copa tiene origen del cultivar injertado que 

normalmente posee una importancia comercial y que también forma parte del tronco, 

mientras que la raíz 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). 
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En el caso de los portainjertos, se buscan atributos que confieran principalmente una 

buena adaptación del árbol y que finalmente resulte en una unidad productiva 

eficiente, por lo tanto, la elección del portainjerto es de gran importancia ya que 

puede resultar en el éxito o fracaso de una plantación debido principalmente a que 

este posee las características adaptativas de donde se realiza la plantación (Brokaw, 

1977). Es por esta razón por la cual es importante el estudio del aguacate nativo 

mexicano (P. americana var. drymifolia) ya que en la actualidad en nuestro país se 

utiliza como portainjerto para la variedad Hass que es el cultivar más importante del 

país, 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 ¿cómo se expresan los genes o cuales son los reguladores que interfieren en la 

expresión de los mismos?  

¿Cómo determina una célula cuál de sus miles de genes transcribe? Tal vez el 

concepto más importante, uno que se aplica a todas las especies en la Tierra, se 

basa en un grupo de proteínas conocidas como reguladores de la transcripción. 

Estas proteínas reconocen secuencias específicas de ADN (normalmente 5-10 pares 

de nucleótidos de longitud) que a menudo se llaman secuencias reguladoras cis, 

porque deben estar en el mismo cromosoma. 

Los reguladores de la transcripción se unen a estas secuencias que están dispersas 

a través de los genomas, y esta unión pone en marcha una serie de reacciones que 

en última instancia específica qué genes se han de transcribir y a qué ritmo. 

Aproximadamente el 10% de los genes codificadores de proteínas de la mayoría de 
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los organismos están dedicados a los reguladores de la transcripción, convirtiéndolos 

en una de las clases más grandes de proteínas en la célula (McKnight y Yamamoto, 

1993). 

En la mayoría de los casos, un determinado regulador de transcripción reconoce su 

propia secuencia cis-reguladora, que es diferente de los reconocidos por todos los 

otros reguladores en la célula. La transcripción de cada gen es, a su vez, controlada 

por su propia colección de secuencias cis-reguladoras. Estos típicamente se 

encuentran cerca del gen, a menudo en la región intergénica directamente río arriba 

del punto de inicio de la transcripción del gen. Aunque algunos genes están 

controlados por una única secuencia reguladora cis que es reconocida por un solo 

regulador de transcripción, la mayoría tiene arreglos complejos de secuencias 

reguladoras cis, cada una de las cuales es reconocida por un regulador de 

transcripción diferente. Por lo tanto, las posiciones, la identidad y la disposición de 

las secuencias cis-reguladoras -que son una parte importante de la información 

incrustada en el genoma- determinan en última instancia el tiempo y el lugar en que 

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

 

2.1. Factores de Transcripción 

Un factor de transcripción es una proteína que reconoce secuencias específicas de 

DNA, controlando así la transcripción de la información genética. Las regiones de 

control de la transcripción de la mayoría de los genes contienen sitios de unión para 

múltiples factores de transcripción, la transcripción de dichos genes varía en función 

del conjunto de factores de transcripción que se expresan y se activan en cada tipo 
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de células en cada momento, esto implica que los factores de transcripción, 

reguladores de la expresión genética, deben estar, a su vez, estrictamente regulados 

(Calkhovén y Geert, 1996). La actividad de los factores de transcripción y en 

concreto su capacidad para reconocer el DNA con suficiente afinidad puede 

regularse por la interacción directa con ligandos como hormonas, metales (Cu, Zn, 

Cd) o aminoácidos (Thiele, 1992).  

En muchos casos, la capacidad de los factores de transcripción para unirse a 

secuencias específicas de DNA depende de su interacción con otras proteínas, que 

pueden ser proteínas que se unen al DNA o proteínas accesorias que no se unen al 

DNA. Este control de los procesos de transcripción celular a través de la acción 

cooperativa de diferentes proteínas se conoce como regulación combinada de la 

transcripción, uno de los mecanismos de control combinatorio utilizados se basa en 

la homo o hetero dimerización entre diferentes factores de transcripción (Lamb et al., 

1991). Dicha dimerización permite asegurar buena afinidad al DNA y al mismo 

tiempo sirve para regular la selectividad de secuencias. Los factores de transcripción 

utilizan distintos motivos estructurales lo que permite clasificarlos en distintas familias 

(Pabo y Saber, 1992). 

 

2.2. Familias de Factores de Transcripción. 

Los factores de transcripción se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a la 

presencia de motivos de amino ácidos conservados involucrados en la interacción 

con el ADN: 
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1.- Motivo Hélice-giro-hélice (HGH). La mayoría de las proteínas pertenecientes a 

esta familia se encuentran en organismos procariotas (Harrison y Aggarwal., 1990). 

Suelen interaccionar con el DNA en forma de dímeros, en los que cada uno de los 

monómeros utiliza el motivo HGH para interaccionar con el DNA, este motivo de 

unos 22 aminoácidos consiste en una hélice α un giro y una segunda hélice α, una 

de ellas denominada hélice de reconocimiento, la cual se inserta en el surco mayor 

del DNA y contiene la mayoría de los aminoácidos responsables de la especificidad 

de la unión. Las α hélices interaccionan con las zonas expuestas de las bases en el 

surco mayor del DNA formando un ángulo 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). El motivo HGH aislado del 

resto de la proteína 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 

interacción con el DNA. Tomada de Myers y Kornberg 2000 

(a) 
(b
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2.- Motivos Dedos de Zinc. Es uno de los motivos estructurales más frecuentes de 

las proteínas, que interaccionan con el DNA, sobre todo en eucariotas (Klug y 

Schwabe., 1995). Este motivo se caracteriza por contener un catión Zn² unido con 

cuatro residuos de Cys y/o His, dependiendo de la estequiometría del complejo de 

coordinación, 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 átomo de Zn ejerce una 

función estructural que permite mantener empaquetada una hélice α que reconoce el 

surco mayor (hélice de reconocimiento) y una lámina β, de este modo se consigue la 

estabilización y correcta orientación de la hélice (Fig. 2). La mayor parte de estas 

proteínas 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). 

 

Figura 1. Modelo de la estructura de los motivos dedos de zinc. Tomada de Atlas de 

Genética y Citogenética en Oncología y Hematología 2017. 

 

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

más sencillos, consiste en un homo o heterodímero no covalente de hélices α cuyas 
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unidades monoméricas constan de dos regiones bien diferenciadas (Fig.3) (Kerppola 

y Curran, 1991). La cremallera de leucina, compuesta por unos 30 aminoácidos y 

situada en el extremo C-terminal, es la encargada de la dimerización y se caracteriza 

por la repetición del residuo de leucina cada siete aminoácidos generando una cara 

hidrofóbica que posibilita la interacción entre dos cremalleras de cada monómero y la 

región básica, denominada así por la presencia de aminoácidos cargados 

positivamente. Esta región está situada en el extremo N-terminal y contiene unos 20 

aminoácidos, se inserta en el surco mayor estableciendo contactos electrostáticos, 

hidrofóbicos y puentes de hidrógeno con las bases del DNA. Un aspecto relevante de 

las interacciones bZip-DNA es que en disolución y en ausencia del DNA diana la 

región básica carece de una estructura secundaria clara (Weiss et al., 1990). 

 

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

Myers y Kornberg 2000 

 

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

región básica de unión al DNA conservada seguida inmediatamente por dos hélices 
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anfipáticas conectadas por un loop, que forman el motivo básico hélice- loop-hélice 

(bHLH) (Fig. 4). La región básica 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 dimerización de la proteína a través de la formación 

de un espiral enrollado (Myers y Kornberg, 2000) 

 

 

 

Figura 3. Modelo de la interacción del motivo bHLH con el DNA y la formación de 

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

 

2.2.1. Factores de transcripción bHLH 

El motivo básico (bHLH) es un motivo de aminoácidos altamente conservado que 

define un grupo de factores de transcripción que fue descrito inicialmente en 

animales y pronto se descubrió en todos los principales linajes eucariotas (Murre et 

al., 1989). El dominio bHLH consta de 50-60 aminoácidos que forman dos segmentos 

distintos, un tramo de 10-15 aminoácidos en su mayor parte básicos (la región base) 

y una sección de aproximadamente 40 aminoácidos forman dos hélices α anfipáticas, 

separadas por un loop de longitud variable (la región de hélice-loop-hélice. Los 

análisis estructurales de las proteínas bHLH de mamíferos y levaduras mostraron 
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que la región de base constituye la interfaz principal, donde se produce el contacto 

con el ADN, mientras que las dos hélices promueven la formación de heterómeros 

entre las proteínas bHLH (Jones, 2004). Se han identificado 19 residuos de 

aminoácidos 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 aminoácidos conservados del 

motivo bHLH, las proteínas presentan una secuencia considerablemente divergente 

(Atchley et al. 1999).  

Se han identificado muchos factores de transcripción con motivo bHLH en la 

secuencia de los genomas de más de 20 organismos, tales como Saccharomyces 

cerevisiae, Homo sapiens, Arabidopsis thaliana y Orizae sativa (Dang et al. 2011). 

Las proteínas con motivo bHLH están involucradas en una gran variedad de 

procesos de regulación, sus funciones incluyen la regulación de la neurogénesis, 

miogénesis y el desarrollo del corazón en animales (Massari y Murre, 2000; Jones, 

2004), control de la absorción de fosfato y la glucólisis en levadura (Robinson y 

Lopes, 2000), o la modulación de las vías de metabolismo secundario, la 

diferenciación 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 análisis filogenéticos han clasificado la diversidad de las proteínas bHLH en un 

número de grupos distintos, más de 50 proteínas con motivos bHLH están 

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 análisis filogenéticos demostraron la presencia de al menos 44 

subfamilias en el ancestro común (Simionato et al., 2007). Además, los estudios 

mostraron que en los metazoos el antepasado de la proteína con motivo bHLH 

estaba presente hace 600-700 millones de años, un periodo anterior al de las plantas 

(Douzery et al., 2004; Peterson et al., 2004). Un estudio filogenético indicó que el 

grupo A que contiene proteínas con motivo bHLH de mamíferos, carece de proteínas 

bHLH de plantas. Los otros grupos tenían una mezcla de diferentes especies y la 

mayoría de las proteínas bHLH de plantas pertenecían al grupo B (Stevens et al., 

2008; Skinner et al., 2010). 

Aunque los factores de transcripción bHLH se han encontrado en todos los 

eucariotas analizados hasta ahora, los estudios relacionados con función de estas 

proteínas en plantas son relativamente limitados en comparación con sus ortólogos 

animales (Song et al., 2014; Liu et al., 2014). Los análisis filogenéticos mostraron que 

las proteínas con motivo bHLH en plantas comprenden 26 subfamilias, 20 de las 

cuales están presentes en los ancestros comunes de los musgos y plantas 

vasculares existentes, que se cree aparecieron hace 440 millones de años (Pires y 

Dolan, 2010). A partir del análisis de la secuencia del genoma de plantas modelo 

como Arabidopsis. thaliana y Oryza. sativa, se identificaron 147 factores de 

transcripción bHLH en Arabidopsis, que se dividen en 21 subfamilias de acuerdo con 

los análisis 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 caracterización de la evolución en plantas de las proteínas 

con motivo bHLH y su diversidad requiere el análisis filogenético de estas a partir de 

una selección más diversa de plantas (Rodríguez-Ezpeleta et al., 2005).  

 

2.4. Caracterización de los factores bHLH 

Investigaciones recientes han indicado que algunas plantas regulan la respuesta al 

estrés abiótico por medio de factores de transcripción 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 frío (Pillitteri y 

Torii, 2007). Un gran grupo de proteínas bHLH en plantas contienen una región 

básica 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 

análisis que incluyó Arabidopsis, álamo, arroz, musgo, algas y otras 359 plantas, se 

identificaron dos aminoácidos esenciales en el reconocimiento de las E- Box (Glu-13 

y Arg-16).  

Siete proteínas bHLH adicionales presentan el cambio de Arg-16 por una Lys sin 

interferencia en la actividad de unión a E-Box. Tres residuos adicionales en la región 

básica (His / Lys-9, Glu-13 y Arg-17) proporcionan especificidad de unión al ADN de 

la caja G. Otros factores de transcripción bHLHs que tienen más de cinco 

aminoácidos en la región básica, pero que carecen de los residuos esenciales para 

las especificidades de reconocimiento de unión E-box son conocidos como no 

aglutinantes de la E-box. Además, hay proteínas bHLH de plantas que no presentan 
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una región básica y se predicen como no aglutinantes de ADN. La mayoría de las 

proteínas 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 específicamente unión G-box, en el grupo C se encuentran 

proteínas 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 

proteínas bHLH que contiene un residuo conservado Pro o Gly en una posición clave 

dentro de la región básica, preferentemente se unen a secuencias referidas como N-

cajas, y además comparten un motivo adicional WRPW. Algunas proteínas del grupo 

D, se ha descrito como incapaces de unirse al ADN, y podrían formar heterodímeros 

que funcionan como reguladores negativos de la unión de un regulador bHLH con el 

DNA (Fairman et al., 1993). El grupo F incluye proteínas 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 proteína bHLH ancestral era del grupo B la cual se presentó en la 

evolución 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 diversificación funcional de las familias de genes que codifican factores de 

transcripción se está convirtiendo en una importante fuente de diversidad morfológica 
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y fisiológica subyacente a la evolución (Doebley y Lukens, 1998; Riechmann et al., 

2000; Tsiantis y Hay, 2003; Kellogg, 2004) 

Los factores de transcripción bHLH están involucrados en varios procesos que son 

importantes para las plantas, como hacer frente a la sequía, el desarrollo de los 

estomas (Galinha et al., 2007), la formación de raíces radiculares (Benfey et al., 

1993) y la regulación del metabolismo hormonal (Di Laurenzio et al., 1996). Los 

cambios en los procesos de desarrollo, tales como la limitación y expansión de la 

hoja pueden resultar en tolerancia a la sequía (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 transcripción con motivo bHLH 

implicado en la organogénesis del carpelo, respuesta a la luz, la señalización de la 

temperatura y la limitación de los tamaños de las hojas y meristemos en respuesta a 

las señales ambientales (Xu et al., 1999). El gen SPT se expresa en los primordios 

de las hojas jóvenes, y su sobreexpresión disminuye el número y tamaño de las 

células dentro de las hojas. Esto indica que SPT puede ser responsable de la 

restricción meristemática de los primordios de la hoja, dejando al descubierto un 

mecanismo importante para la determinación final del tamaño de las hojas 

(Yamaguchi et al., 1998). La pérdida de función de SPT en plantas mutantes 

mostraron una mayor división celular y células más grandes que la planta de tipo 

silvestre resultando en una tasa de crecimiento mayor y raíces primarias más largas 

(Xu et al., 1999). La expresión SPT se correlaciona con áreas 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 relación 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 márgenes del carpelo, siendo requerido para la transmisión de las vías 

de desarrollo y el apoyo para el desarrollo del septum, el estilo y el estigma (Alvarez 

y Smyth, 1999, 2002). 

El análisis de los niveles de transcripción del gen Atlg49770 con motivo bHLH, en 

varios órganos de la planta de A. thaliana, mostró que no existe expresión del gen en 

plántulas, raíces, 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 regulación de la expresión de 

muchos genes en varias etapas de desarrollo de las semillas, por lo tanto, se 

investigó el nivel de expresión del gen Atlg49770 (RT-PCR) en estas etapas y se 

observó que el nivel de expresión aumentó gradualmente después de los siete días 

de la polinización, cuando el embrión está en la etapa temprana de corazón (Kondou 

et al., 2008).  

En estudios realizados en durazno (Prunus persica), se encontraron tres factores de 

transcripción con motivo bHLH involucrados en los procesos de dehiscencia del fruto. 

Estos genes son ortólogos de los encontrados en Arabidopsis: ALCATRAZ (ALC) 

(Rajani y Sundaresa, 2001), su pariente más cercano ESPATULA (SPT), e 

INDEHISCENTE (IND) (Liljegren et al., 2004), los cuales juntos forman una red de 

regulación que orquesta la diferenciación de la valva, lo que permite que tenga lugar 

la dispersión de semillas. SPT se expresa continuamente en los márgenes de 

desarrollo de los carpelos, presumiblemente apoyan su crecimiento en Arabidopsis 
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(Alvarez y Smyth, 2002). La expresión de SPT también se localizó en el estomio de 

las anteras, el estilo y el estigma. (Groszmann et al., 2008). En la maduración de las 

silicuas, la expresión de SPT está restringida a los bordes de las valvas en un patrón 

que 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 está activo. SPT y ALC son aparentemente los 

productos de reciente duplicación 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 están involucrados en la respuesta al estrés 

salino en la planta (Abe et al., 2003). El gen OsbHLH148 actúa en respuesta al 

estrés por sequía del arroz, lo cual que le confiere tolerancia a la sequía mediante la 

interacción con proteínas OsJAZ que funcionan en la señalización por jasmonato 

(Lawlor, 2013). En Arabidopsis, bHLH122 es un regulador positivo de la tolerancia a 

la sequía, tolerancia a NaCl y la señalización osmótica (Nakashima et al., 2009). 

Usando el sistema de dos híbridos (Y2H) de levadura, se demostró que el motivo 

HLH es necesario para la dimerización e interacción proteína-proteína, la cual 

requiere un residuo clave (Leu66) que es conservado en el motivo bHLH de 

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

 

2.6. Génesis de la fisiología de semillas   

El endospermo es importante para el desarrollo de semillas y en algunas especies es 

importante para el desarrollo de las plántulas después de la germinación debido a 
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que nutre al embrión y la plántula después de la fertilización en Eudicotiledóneas 

tales como Arabidopsis thaliana (Boisnard-Lorig et al., 2001). Los núcleos del 

endospermo triploide se dividen repetidamente sin formación de la pared celular, lo 

que resulta en la formación de una gran célula multinucleada (sincitio) (Boisnard-

Lorig et al., 2001).  

El endospermo celular es consumido poco a poco por el embrión durante el 

desarrollo de la semilla, dejando sólo la capa de células de aleurona-periférica como 

en las semillas maduras, el desarrollo del tegumento del órgano maternal y la nueva 

generación del embrión y el endospermo completan la formación de una semilla 

viable (Bush et al., 1996; Torres-Ruiz et al., 1996; Takada et al., 2001; Olsen, 2004).  

En Arabidopsis, una dicotiledónea y en maíz (Zea mays) una monocotiledónea, el 

endospermo tiene un papel importante en el control del tamaño de la semilla, se sabe 

que, en ambos casos, un desequilibrio en la dosificación materno/paterno afecta el 

tamaño del endospermo y de la semilla (Scott et al., 1998; Olsen, 2004). 

El factor de transcripción bHLH de A. thaliana (SPATULA), interviene en el control de 

la germinación de la semilla, mostrando que SPATULA es un factor de transcripción 

multifuncional, que actúa como un represor estable a la luz y al ácido giberélico 

(GA3), (Heisler et al., 2001), SPATULA también actúa como regulador del desarrollo 

del carpelo, así como en la expansión de los cotiledones y pétalos (Steven et 

al.,2005). 

Guzmán-Rodríguez y colaboradores (2013) realizaron un análisis de secuencias 

expresadas (EST) de semilla de aguacate nativo mexicano Persea americana var. 

drymifolia, en el cual se obtuvo como resultado una expresión muy abundante de 
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diferentes genes. Estas secuencias se analizaron adicionalmente utilizando BLASTX 

(NCBI). Las lecturas más abundantes, que reflejan una mayor expresión, fueron las 

que coinciden con secuencias de un factor de transcripción bHLH. 
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3. Justificación 

Kondou y colaboradores (2008) observaron que el gen At1g49770 de Arabidopsis 

thaliana el cual es un factor de transcripción bHLH solo se expresa en las silicuas de 

las plantas de Arabidopsis thaliana, al igual Nicolas y colaboradores (20013) 

observaron en Vitis vinífera que la expresión de un factor de transcripción bHLH se 

expresa fuertemente en el fruto. 

Los antecedentes existentes demuestran que los factores de transcripción tipo bHLH 

juegan un papel muy importante en la orquestación 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 

frutícola muy importante para nuestro país 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 información en este aspecto. 

La abundante presencia de lecturas en una librería de ESTs de semilla de aguacate 

que coinciden con la secuencia que codifica para un factor de transcripción bHLH, 

sugiere un papel protagónico en el control del desarrollo de la semilla y fruto siendo 

de gran interés caracterizar este gen. 
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4. Hipótesis 

Las secuencias mayoritariamente encontradas en una librería de ESTs de semilla de 

aguacate (Persea americana var. drymifolia) ensamblan la secuencia completa de un 

gen que codifica para un factor de transcripción tipo bHLH.  

 

5. Objetivo general 

Caracterizar un gen con motivo bHLH de aguacate nativo mexicano (Persea 

americana var. drymifolia) y determinar su expresión durante el desarrollo de la 

semilla.  

 

6. Objetivos particulares 

1. Caracterizar el gen del factor de transcripción tipo bHLH presente en aguacate 

nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) y analizar en in silico la proteína.  

2. Analizar el perfil de transcripción del gen en la semilla durante diferentes estadios 

de desarrollo del fruto. 
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7. Materiales y Métodos 

7.1 Material biológico. 

Se colectaron frutos de aguacate nativo mexicano en el municipio de Tingambato, 

Michoacán, México, el cual se encuentra en las coordenadas 19º 30’ de latitud norte 

y 101º 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 nitrógeno líquido para su conservación. 

Adicionalmente, se germinaron algunas semillas para la obtención de plántulas y la 

separación de las diferentes estructuras de la planta, hojas, tallo y raíz, debidamente 

etiquetados y guardados para su posterior utilización. 

 

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 

bioinformático DNA dragón V.1.2. (www.dna-dragon.com/) para determinar los EST 

y/o singletons asociados. 

 

7.3 Análisis 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 obtención de las secuencias más 

cercanas según su eValue de diferentes especies de plantas, seleccionándose 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 múltiples con el objetivo de detectar la relación 

filogenética con secuencias de factores bHLH, estos alineamientos se realizaron con 

el programa bioinformático MEGA 7.0.14 con el algoritmo clustalW. La Predicción de 

ORF, Peso Molecular y Punto Isoeléctrico, se realizó con el programa bioinformatico 

Unipro UGENE 1.26. 

 

7.4 Modelado 3D de la proteína bHLH  

Para el modelado de los motivos bHLH de las secuencias se utilizó el programa 

bioinformático SWISS-MODEL; (https://swissmodel.expasy.org/)  

Para la inferencia de la estructura de la proteína completa se utilizó el programa 

bioinformático I-TASSER; el cual modela las proteínas a partir de un molde 

(zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), al igual que para su manipulación se 

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

 

7.5 Diseño de oligonucleótidos 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para los ensayos de PCR semicuantitativo 

y qPCR en tiempo real, para esto se utilizó la herramienta bioinformática Primer3Plus 

(www.bioinformatics.nl/primer3plus/) (Jurka et al., 1995-1996), en el cual se 

procesaron y seleccionaron oligonucleótidos  de las características 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 

diseñaron oligonucleótidos para el gen de actina  

ACTFw (5’–TGCTGATCGTATGAGCAAGG–3’) y ACTRv (5’– 

ACCCTCCAATCCAGACACTG–3’). Los sitios y secuencias amplificadas se 

encuentran en los Apéndices III y IV 

 

7.6 Extracción y preparación de RNA  

Para la extracción de RNA se utilizó el método de extracción de RNA total de plantas 

de López-Gómez y Gómez-Lim (1992). Se utilizó un buffer de lisis para extracción de 

RNA I (Tris-borato, pH 7.5 150 mM, EDTA 50 mM, SDS 2%, Mercaptoetanol 1%) 

(Apéndice 1). La eliminación del DNA se llevó a cabo con el kit Deoxyribonuclease I, 

Amplification Grade. (Buffer de reacción DNase I, DNase I, EDTA) a 1µg de RNA se 

le adicionó 1 µl de buffer de reacción y 1µl de DNase I, la muestra se incubó 15 

minutos a temperatura ambiente, pasado este tiempo se le agregó 1µl de EDTA 25 

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

 

7.7 Extracción DNA plasmídico  

A partir de la clona grlgsemd4023-f08 del banco de cDNA de semilla de aguacate se 

realizó la extracción de DNA para tener un control positivo. Para la extracción de 

DNA plasmídico se utilizó el método de lisis alcalina, (Birnboim y Doly 1979). Se 

emplearon las siguientes soluciones: Solución I (Tris-cl pH 8.0, EDTA pH 8.0, 

Glucosa 50mM), solución II (NaOH 0.2 N y SDS 1%), solución III (Acetato de K 5M, 

Ácido acético glacial y agua) (Apéndice 2). 
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7.8 Cuantificación y resolución de ácidos nucleicos 

La resolución de ácidos nucleicos se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de 

agarosa TBE (Tris, borato, EDTA) al 2%, teñidas con bromuro de etidio (0.001%) y 

las cuantificaciones del material genético se llevaron a cabo en un Biophotometer 

Eppendorf. 

 

7.9 Síntesis de cDNA 

La síntesis de cDNA se llevó a cabo con el kit First Strand cDNA synthesis kit 

(Thermo Scientific cat. No. K1632) según las especificaciones del fabricante 

partiendo de una concentración inicial de RNA de 1µg (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 reacción se prepararon en 

microtubos de 0.2 ml con los siguientes componentes MgCl2 1.5 mM, Taq DNA 1u 

polimerasa, 5.5 µl de agua grado MB, 1 µL de Buffer-Mg 10X, 100 ng cDNA, 40 pM 

dNTPs, 0.9 µM oligonucleótidos FW-RV), en un volumen final de 10 µl. El programa 

de amplificación se llevó 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 extensión 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 metodología de curva estándar y 

química de SYBR® Green, para los genes bHLH y actina. Las mezclas de reacción 

se realizaron con los siguientes componentes VeriQuest™FasSYBR® Green qPCR, 

Master Mix whith ROX (2) ,5 µl, 0.9 µl de oligonucleótidos FW-RV, 0.2 µl de agua 

grado MB y 3 µl de cDNA en un volumen final de 10 µl. Las condiciones de 

amplificación fueron 95°C, 10 min, 30 ciclos (95°C, 45 s; 65°C, 45 s para bHLH y 

61ºC, 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 qPCR se llevó a cabo ensayos de PCR 

semicuantitativo los cuales se realizaron en un equipo Veriti 96 well Thermal cycler 

(Applied Biosystems), Las mezclas de reacción se prepararon en microtubos de 0.2 

ml con los siguientes componentes: MgCl2 1.5 mM, Taq DNA polimerasa 1u, 5.5 µl de 

agua grado MB, 1 µL  de 10X Buffer Taq-Mg, 100 ng cDNA , 40 pM dNTPs, 0.9 µM 

oligonucleótidos FW-RV, en un volumen final de 10 µl. Las condiciones de 

amplificación fueron 95°C-10 min, 30 ciclos (95°C,45 s, 65°C, 45 s, para bHLH y 

61ºC, 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 imágenes se analizaron en el 

programa bioinformático GelAnalyzer 2010, para generar la expresión relativa de la 

expresión de nuestro gen en comparación con el gen endógeno. 
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8. Resultados 

8.1 Ensamble de secuencias ESTs 

De las 125 lecturas ensambladas se encontró un solo uniEST que corresponde a una 

secuencia que codifica para un factor de transcripción del tipo bHLH. Su análisis y 

comparación con otras secuencias de bHLH permitieron determinar el ORF de este 

gen teniendo un tamaño de 993 pb, con un marco de lectura de 331 aminoácidos 

(Fig. 5), calculándose también su PM de 36.48 kDa y PI 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  A  L  E  A  V  V  F  P  Q  D  L  F  G  Y  S  C  K  D  F 
1   ATGGCGCTTGAAGCTGTTGTATTTCCTCAAGATCTATTTGGTTACAGTTGCAAGGACTTT 
 
21  Y  S  L  P  A  A  F  T  F  D  D  L  K  V  E  E  K  Q  K  K 
61  TACTCTTTGCCAGCAGCTTTCACTTTTGATGATCTTAAAGTAGAAGAAAAGCAGAAGAAA 
 
41  D  L  V  L  D  T  E  T  S  S  L  I  G  K  N  Q  N  L  A  T 
121 GATCTAGTACTAGATACTGAGACTAGTAGCCTCATAGGGAAAAATCAAAATCTAGCGACA 
 
61  G  F  G  S  F  C  G  N  W  D  S  S  S  S  S  I  L  Q  N  S 
181 GGATTTGGCAGTTTTTGTGGGAATTGGGATTCCTCCTCTTCCTCCATTCTACAAAATTCA 
 
81  S  P  E  A  C  T  G  D  G  F  F  N  G  S  Y  P  P  E  A  T 
241 TCCCCAGAAGCTTGCACTGGAGATGGGTTCTTTAATGGTTCTTATCCTCCTGAAGCGACG 
 
101 P  C  G  R  R  K  R  R  R  A  K  S  S  K  N  I  E  E  V  E 
301 CCGTGCGGTAGAAGAAAGAGACGACGGGCAAAGAGCAGCAAGAACATAGAAGAAGTCGAG 
 
121 N  Q  R  M  T  H  I  V  V  E  R  N  R  R  K  Q  M  N  E  Y 
361 AACCAGAGAATGACCCACATTGTCGTCGAGCGCAACCGTCGGAAGCAGATGAACGAGTAT 
 
141 L  A  V  L  R  S  L  M  P  P  S  Y  V  Q  R  G  D  Q  A  S 
421 CTTGCAGTGCTCAGATCTCTGATGCCACCCTCATATGTTCAAAGGGGTGACCAAGCTTCC 
 
161 I  V  G  G  A  I  N  F  V  K  E  L  E  Q  L  L  Q  S  L  E 
481 ATCGTAGGTGGGGCAATAAATTTCGTTAAGGAACTGGAACAACTCCTCCAATCTCTTGAA 
 
181 A  Q  K  R  M  T  Q  Q  S  E  P  G  L  T  S  P  F  A  N  F 
541 GCCCAGAAGAGAATGACCCAACAATCCGAACCCGGGCTCACCTCACCTTTCGCCAATTTC 
 
201 F  T  F  P  Q  Y  S  S  S  T  N  R  S  S  T  N  E  A  V  A 
601 TTCACCTTCCCTCAGTACTCTAGCTCGACCAACCGCAGTTCAACAAATGAAGCAGTGGCC 
 
221 E  N  H  S  A  I  A  D  I  E  V  T  M  V  E  S  H  A  N  L 
661 GAGAACCATTCGGCGATCGCTGACATCGAAGTGACGATGGTCGAAAGCCATGCCAATCTC 
 
241 K  V  V  S  K  R  R  P  K  Q  L  L  K  M  V  A  G  L  K  N 
721 AAAGTGGTCTCCAAGCGGCGACCGAAGCAGCTCTTGAAGATGGTAGCCGGGCTCAAAAAC 
 
261 L  R  L  T  I  L  H  L  N  V  T  S  I  G  K  M  A  S  T  L 
781 CTTCGTCTCACTATCCTCCATCTCAATGTGACAAGCATTGGAAAAATGGCCTCTACTCTT 
 
281 S  V  V  K  L  E  E  N  C  G  L  T  T  V  D  E  N  T  P  C 
841 TCAGTGGTAAAGTTGGAAGAGAATTGCGGGCTCACGACCGTTGATGAAAATACCCCCTGC 
 
301 G  L  S  Y  A  R  K  G  I  K  R  S  H  T  L  I  E  K  N  F 
901 GGTTTATCATATGCTAGGAAAGGAATCAAGAGGAGCCATACATTAATTGAAAAAAATTTT 
 
321 T  G  R  G  P  R  G  P  L  Y  H  * 
961 ACTGGGAGGGGGCCCAGGGGCCCCCTTTATCACTAAAAAAATGGGAGTTTAAAGGGGTCC 
1021CTTTTATTTCCCGGGGGGGGGAATTTTTAAAACTCTGGGAAAAAAAAATTTTTAAAAAGA 
1081GGGGGGTGGGGCCCCCCCACAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Figura 5. Secuencia completa del factor de transcripción bHLH de semilla de 

aguacate nativo mexicano. Producto del ensamble de 125 reads. En negro secuencia 

de nucleótidos, en rojo secuencia de aminoácidos. 
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8.2. Análisis de secuencias tipo bHLH 

El análisis BLASTX arrojó un total de 30 secuencias, de las cuales se escogieron las 

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

la comparación 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 vinífera 89% 54% 

Glycine max 89% 54% 

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

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

región del motivo bHLH contiene hasta un 95 % de aminoácidos conservados (Fig. 

6). 
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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 vinífera y Glicine max. En las cajas se indica la secuencia 

el motivo bHLH. 

 

Se identificaron cambios de aminoácidos del mismo grupo o naturaleza química (Arg-

Lys, ILe-Val, Ser-Tyr), y aminoácidos completamente diferentes (Thr-Ala, Ser-Cys-

Ala, Lys-ILe, Ala-Val-Tyr, Gln-His), lo cual sugiere posibles cambios en la estructura 

del motivo bHLH (Fig. 7). 
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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 vinífera (Vvi96Bhlh) (gi|359492901), 

Glycine max (Gma96bHLH) (gi|356552929). En el recuadro inferior se indican las 

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

 

A continuación, para determinar si las secuencias de aminoácidos del factor bHLH de 

aguacate mostraba homología con un factor de transcripción cuya función es 

conocida en el desarrollo de la semilla de Arabidopsis, se utilizó la secuencia del gen 

ZHOUPI. Este gen está involucrado en la separación del embrión del endospermo y 

es de expresión específica de semilla. El resultado de este alineamiento mostró que 

la secuencia de ZHOUPI tiene un bajo nivel de aminoácidos conservados incluyendo 

el motivo bHLH (Fig. 8). 
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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 vinífera 

(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 proteína del factor bHLH  

Se consideró importante realizar un modelaje estructural 3D para determinar si existe 

similitud entre las proteínas bHLH y así inferir su modo de acción. Se realizó el 

modelado estructural 3D de las proteínas completas de V. vinífera, G. max, A. 

thaliana y P. americana var. drymifolia (Fig. 9). 

Primero se modeló la región correspondiente al motivo bHLH de las secuencias que 

presentaron mayor similitud con la secuencia de interés, utilizando como templado el 

factor de transcripción MyC2 con una identidad de la secuencia de un 31.75 % (Fig. 

9). 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 5. Modelos 3D de los motivos bHLH de las secuencias analizadas con el 

programa bioinformático SWISS-MODEL. (a) Vitis vinífera (Vvi96bHLH), (b) Glycine 

(a) 
(b) 

(c) 
(d) 

(b) 

(c) 

(d) 
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max (Gma96bHLH), (c) Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH), (d) Persea americana var. 

drymifolia (PabHLHS1). 

 

Esto sugiere que las estructuras de las proteínas no son similares en su modelado 

3D a pesar de que en el alineamiento se observa que comparten varios aminoácidos 

que están conservados. En el caso de V. vinifera y G. max, la estructura de los 

motivos bHLH no presenta la región básica, en cambio la estructura de A. thaliana es 

muy similar a la de P. americana, aunque al parecer esta presenta una estructura de 

lámina β en el loop que bHLH de P. americana no presenta. 
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Figura 6. Modelos 3D de las proteínas bHLH de plantas. El análisis se realizó con el 

programa bioinformático I-TASSER; zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/, al 

igual que para su manipulación se utilizaron los programas, RasMol Versión 2.7.52, 

Chimera 1.11.2, SPDBV_4.10.  (a) Vitis vinífera (Vvi96Bhlh), (b) Glycine max 

(Gma96bHLH), (c) Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH), (d) Persea americana var. 

drymifolia (PabHLHS1). 

 

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

diferente entre ellas. Se realizó el calculo hipotético de varias de las características 

(a) (b) 

(c) (d) 
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de las proteínas como lo es el C-Score, el peso molecular, el punto isoelectrico y 

tamaño, este análisis se presenta en el Cuadro 2. 

 

Cuadro 2. Predicción de características de las proteínas bHLH de Vitis vinífera 

(Vvi96bHLH), Glicine max (Gma96bHLH), Arabidopsis thaliana (Ath96bHLH) y 

Persea americana var. drymifolia (PabHLHS1)  

 

Gen C-Score Peso molecular Punto isoeléctrico Tamaño 

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 características de estos factores de transcripción son similares en el peso 

molecular y tamaño, 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 más cercano a 2 indica más posibilidades de que el modelado de la proteína 

sea correcto. En este caso se puede ver que los valores son muy bajos esto se debe 

a que no existen proteínas cristalizadas de los factores de transcripción 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 función en el 

desarrollo de la semilla, se realizó el modelado de ambas proteínas con el programa 

I-TASSER  (V5.0) (Fig. 11). 
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Figura 7. Modelado tridimensional de proteínas. (a) proteína bHLH Persea americana 

var. drymifolia, (b) proteína bHLH ZOUPI de Arabidopsis thaliana. Se utilizó el 

programa I-TASSER (V5.0) 

 

Este modelado mostró que las proteínas no tienen una cercanía en toda su 

secuencia, lo que indica que las estructuras son muy diferentes, confirmando así la 

diversidad en los factores de transcripción bHLH. Y pudiendo inferirse así que este 

resultado no ayuda a determinar la posible participaciónn del factor bHLH de semilla 

de aguacate  en una función similar a la del factor de transcripción Zoupi. 

Adicionalmente, se realizó un sobrelapado de las estructuras 3D. Este resultado 

permite observar estructuralmente a los factores y a la nula presencia de zonas 

similares en la proteína, o en el motivo bHLH que en los alineamientos es claramente 

observado (Fig. 12). 

 

 

AthbHLHZoupi 
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Figura 8. Sobrelape de las cuatro proteínas. 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 vinífera (Vvi96bHLH), en 

rojo el motivo bHLH de Glycine max (Gma96bHLH). 

 

8.4 Análisis de expresión del gen bHLH de aguacate por PCR Tiempo Real 

 8.4.1 Extracción de RNA 

Las extracción de RNA total de diferentes estadios de desarrollo de la semilla y de 

diferentes estructuras de la planta obtenidos con la metodología propuesta, se 

obtuvieron concentraciones de entre O.1944 y 0.1561 ng/µl con una relación 260/280 

de 1.83 , las cuales fueron consideradas como concentraciones suficientes para los 

estudios posteriores. 
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8.4.2 Análisis de expresión del gen actina y bHLH 

El primer paso para realizar el ensayo de tiempo real es estandarizar los 

oligonucleótidos 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 amplificación, tanto para el gen de interés (bHLH) como el gen de referencia de 

(actina). De acuerdo con el diseño de los oligonucleótidos, los tamaños de los 

productos de amplificación son de 195 pb para bHLH y 104 pb para actina. Los 

productos de amplificación obtenidos fueron los esperados (Fig. 13). 

Estas condiciones se utilizaron para realizar los ensayos de curva estándar en el gen 

de actina lográndose un valor de correlación de R² = 0.96, lo cual demuestra que la 

eficiencia de los oligonucleótidos diseñados es buena.  Las pruebas de PCR tiempo 

real, se realizaron a 30 ciclos partiendo de una concentración conocida de 250 ng/rxn 

con diluciones 1:5, por triplicado para mayor ajuste de la curva (Fig. 15A). 
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Figura 13. Amplificación punto final usando oligos para tiempo real para Actina y 

bHLH. Geles de agarosa al 2% en TBE 1X, teñidos con bromuro de etidio. a) Actina, 

b) bHLH, Carril M, marcador de tamaño molecular 50 pb invitrogen 10416-014, 

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

 

Se procedió con la estandarización de los oligonucleótidos de bHLH para el ensayo 

de PCR tiempo Real, así como la estandarización del gen de actina lográndose un 

solo producto con un valor de R²= 0.96, y un porcentaje de eficiencia de amplificación 

de 129.113. Resaltando la utilización efectiva de estos oligonucleótidos para el gen 

problema. Para los ensayos, se realizó un experimento por triplicado partiendo de 

250ng/rxn a 5 puntos de dilución. 

Las curvas obtenidas fueron utilizadas para los cálculos de los niveles de expresión 

relativa del factor bHLH en los estadios 1, 4 y 8 que corresponde a los meses de 

desarrollo del fruto de aguacate, para su normalización con la metodología de 2Ct. 

De acuerdo con el resultado, se observó un nivel de expresión similar del gen bHLH 

(a) (b) 

M         1                4            8 M           1           4          8 

50pb 
50pb 
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en los estadios 1 y 4 meses de desarrollo con una disminución en el estadio 8 (Fig. 

14). Este nivel de expresión sugiere una participación del gen durante el desarrollo 

de la semilla particularmente en los estadios 1 y 4. 

 

 

 

Figura 14. Ensayo de expresión 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 expresión 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 expresión similar en los estadios 1 y 4 

teniendo una baja en la expresión en el estadio 8 confirmando los resultados 

obtenidos de las pruebas de PCR tiempo real (Fig. 15). 
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Figura 15. Ensayo de expresión del gen bHLH por PCR semicuantitativo. (A) 

expresión 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 expresión del gen bHLH en diferentes estructuras de la planta. 

Con la finalidad de conocer la expresión de este factor de transcripción en la planta 

de aguacate se realizaron ensayos de PCR punto final en diferentes estructuras; 

flores, hojas, raíz y semilla. Como se muestra en la (Fig. 16), se detectaron niveles 

de transcripción solamente en la semilla y en ninguna otra estructura de la planta. 
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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 

tamaño molecular de 50pb, C; Control negativo, F; Flor, H; Hoja, R; Raíz, S; Semilla, 

C+; Control positivo. 
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9. Discusión 

El análisis bioinformático (ensamblado) de las lecturas obtenidas de la base de datos 

de los ESTs de semilla de aguacate permitió caracterizar una secuencia de 1117pb, 

en la cual se identificó un marco de lectura de 993 pb, el cual codifica para un factor 

de transcripción bHLH putativo de 331 aa. Los factores de transcripción se expresan 

generalmente en niveles bajos; sin embargo, en la colección EST de semilla de 

aguacate, se detectó una abundante expresión (123 reads) o cual puede sugerir un 

papel preponderante en el desarrollo de la semilla de aguacate. Como primera 

estrategia se buscó 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 transcripción bHLH involucrados en el 

desarrollo de la semilla del modelo Arabidopsis thaliana, no encontrando ninguna 

similitud en la secuencia a excepción del motivo bHLH. Se realizó 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 

transcripción bHLH96 y bHLH94 como se muestra a continuación: 
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Sin embargo, la expresión de estos dos genes no está 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 transcripción bHLH de aguacate. 

Para conocer más sobre este gen se realizó el modelado 3D de la proteína debido a 

que en ocasiones las proteínas al tomar su conformación estructural pueden 

compartir motivos que las haga similares estructuralmente. Sin embargo, el 

modelado no aportó información, ya que las proteínas no son similares en su 

estructura tridimensional, indicando una gran diversidad de estos factores de 

transcripción. En lo alineamientos se observó que la secuencia de interés comparte 

residuos de aminoácidos con otras proteínas, sugiriendo que en los procesos en los 

que se encuentran involucrados son similares; como el reconocimiento de la 

molécula de DNA así como la formación de homo y heterodimeros con otros factores 

para así ser más estable al momento del reconocimiento. Las funciones específicas 

de estos genes no se encuentran descritas, además, en el modelo de las proteínas 

de estos factores de transcripción no se pueden observar motivos estructurales o 

plegamientos similares ni siquiera en el motivo bHLH, el cual es una de las partes 

más conservadas entre estas secuencias. 

Sin embargo, un dato interesante de los estudios de expresión es que este factor de 

transcripción 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 expresión en toda la 

planta pero mayoritariamente en el fruto, en el cual se expresa principalmente en la 

parte del mesocarpo aún más 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 expresión 

organoespecífico. En referencia a lo anterior, los datos de expresión de este factor en 

la semilla podrían sugerir un papel preponderante en el génesis y desarrollo de la 

semilla, el embrión y del fruto ya que recientemente se ha reportado que el factor de 

transcripción bHLH de SPATULA de Arabidopsis es un regulador clave del tamaño 

de órganos 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 

disminución de la expresión, lo cual puede estar relacionado con la culminación 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 búsqueda de un gen de referencia para los trabajos de expresión, 

probándose varios genes como los de ubiquitina y ubiquitina de pequeño tamaño 

(SUMO), Ribosomales como 60s, 16s, tres regiones del gen de actina. Finalmente, 

se tuvo éxito con los de actina propuestos y ubiquitina de pequeño tamaño (sumo), 

ya que los otros oligonúcleotidos al momento de hacer las pruebas de validación nos 

arrojaban resultados de dos o más productos de amplificación y por lo cual no fueron 

buenos candidatos por la inespecificidad. Incluso con los resultados de esta 

investigación se puede proponer como un gen endógeno o base del desarrollo de la 

semilla al factor de transcripción bHLH de aguacate debido a su comportamiento 

estable. 

Con los estudios de expresión en los diferentes órganos 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 realizó una búsqueda de la secuencia del factor de 

transcripción en la recientemente publicada base de datos del transcriptoma de 

aguacate nativo mexicano (Ibarra-Laclete et al., 2015). Esta base de datos fue 

generada por secuenciación masiva utilizando diferentes órganos de la planta, el 

análisis se realizó utilizando el programa bioinformático unipro ugene 1.26, en la 

búsqueda se encontró un solo gen (unigen) con el identificador 16985 (Fig. 17), lo 

cual sugiere una secuencia única en el transcriptoma. 

 

 

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

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

 

Esta base de datos además presenta una serie de tablas complementarias de niveles 

de expresión 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 

transcripción bHLH de Persea americana var. drymifolia presenta niveles de 

expresión en todos los órganos de la planta con valores de 3 a 32 (expresión). En el 

cuadro 3 se muestran estos niveles destacándose de manera mayoritaria la 

expresión en la semilla. Sin embargo, los autores refieren como un valor de corte 

para la expresión organoespecífica a valores por arriba de 4, los valores por debajo 
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de este punto de corte se tomarán como una expresión nula o ausente, lo cual 

refuerza el resultado de expresión mayoritaria en semilla.  

En los resultados de PCR punto final que se realizaron en este trabajo se puede 

observar la expresión 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 expresión estos son bajos y a la hora de analizar las secuencias de 

unigenes específicas y realizar un corte el cual permite eliminar ruidos posiblemente 

vinculados con el manejo de las muestras toman como valor este valor el número 4, 

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

  

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

transcriptoma de aguacate nativo mexicano.  

 

Semilla Hoja Tallo Raíz 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 

investigación con la información que se obtuvo de PCR punto final, es necesario 

realizar un ensayo de PCR tiempo real utilizando cDNA de los diferentes órganos de 

la planta, debido a la sensibilidad de esta prueba, nos permita determinar si existe 

una expresión 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 transcripción se encuentran 
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expresados a muy bajos niveles, hay otros factores de transcripción en la colección 

de ESTs cuya expresión es de 1 o 2 pero no de cientos, lo cual puede sugerir un 

papel protagónico en el desarrollo del fruto. Todo esto en el contexto de que hay una 

enorme heterogeneidad de los frutos de aguacate tanto en tamaño y forma para las 

diferentes variedades. 
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10. Conclusiones 

Se logró obtener y caracterizar un transcrito que codifica para un factor de 

transcripción tipo bHLH en semilla de fruto de aguacate nativo mexicano (Persea 

americana var. drymifolia). 

Los modelos tridimensionales de la proteína de este gen y su solapamiento no 

mostraron similitud estructural con las proteínas de los factores de transcripción tipo 

bHLH de las plantas probadas. 

Los resultados de expresión de este factor de transcripción sugieren que es 

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

-Realizar un estudio más detallado de la expresión de este factor de transcripción 

disectando la semilla (embrión, cotiledones) 

-Utilizar las líneas insersionales de Arabidopsis para los genes bHLH96 y bHLH94 y 

observar el fenotipo en líneas homocigóticas 

-Transformar plantas de Arabidopsis y jitomate sobrexpresando el gen 

-Trabajar con semillas de otra variedad de aguacate 

-Realizar un estudio de inmunolocalización en fruto  
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Apéndice I. 

EXTRACCIÓN 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. 

Metodología: 

1. Pesar 100mg de tejido congelado con Nitrógeno líquido y pulverizarlo en un 

mortero. 

2. Agregar 600µlde buffer de lisis +2µl de 2-β-mercaptoetanol y homogenizar en 

vortex. 

3. Calentar 15 minutos en baño maría a 65°c 

4. Mezclar rápidamente el homogenizado con 33.3 µl de acetato de potacio 5 M, 

agregándose inmediatamente después 375 µl de etanol puro frío y 

homogenizar la muestra. 

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

acuosa. 

6. Realizar una extracción con PCI y homogenizar seguido de centrifugar a 

10,000 rpm por 10 minutos, recuperar la fase acuosa. 

7. Realizar una extracción más con PCI, centrifugar a 10,000 rpm por 10 

minutos, recuperar la fase acuosa. 

8. Hacer una extracción más con cloroformo isoamilico frío 24:1, centrifugar a 

10,000 rpm y recuperar la fase acuosa. 

9. 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 y 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 µl de agua destilada esteril. 

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

Mini prep lisis alcalina. 

Reactivos. 

Solución I (Tris-cl pH 8.0, EDTA pH 8.0, Glucosa 50Mm), Solución II (NaoH 0.2 N y 

SDS 1%), solución III, (Acetato de K 5M, Ácido acético glacial y agua), PCI: 25:24:1, 

Etanol absoluto, etanol 70%, agua destilada esteril. 

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

agitación. 

2. Vaciar a un tubo eppendort. 

3. Centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. 

4. Decantar el sobrenadante. 

5. Resuspender la pastilla en 100 µl de solución I fría y mezclar en vortex. 

6. Añadir 200µl de solución II fresca y mezclar por inversión e incubar en hielo 

por 5 minutos. 

7. Añadir 150 µl de solución III, mezclar suavemente invirtiendo el tubo. 

8. Incubar en hielo por 20 minutos. 

9. Centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. 

10. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. 

11.  Añadir 225 µl 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 frío, 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 µl 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 30µl de agua destilada estéril. 

19. Guardar en congelador para su uso.  
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Apéndice III 

Oligonucleótidos bHLH para tiempo real  

ATGGCGCTTGAAGCTGTTGTATTTCCTCAAGATCTATTTGGTTACAGTTGCAAGGACTTTTACTCTT

TGCCAGCAGCTTTCACTTTTGATGATCTTAAAGTAGAAGAAAAGCAGAAGAAAGATCTAGTACTAG

ATACTGAGACTAGTAGCCTCATAGGGAAAAATCAAAATCTAGCGACAGGATTTGGCAGTTTTTGTG

GGAATTGGGATTCCTCCTCTTCCTCCATTCTACAAAATTCATCCCCAGAAGCTTGCACTGGAGATG

GGTTCTTTAATGGTTCTTATCCTCCTGAAGCGACGCCGTGCGGTAGAAGAAAGAGACGACGGGCA

AAGAGCAGCAAGAACATAGAAGAAGTCGAGAACCAGAGAATGACCCACATTGTCGTCGAGCGCA

ACCGTCGGAAGCAGATGAACGAGTATCTTGCAGTGCTCAGATCTCTGATGCCACCCTCATATGTT

CAAAGGGGTGACCAAGCTTCCATCGTAGGTGGGGCAATAAATTTCGTTAAGGAACTGGAACAACT

CCTCCAATCTCTTGAAGCCCAGAAGAGAATGACCCAACAATCCGAACCCGGGCTCACCTCACCTT

TCGCCAATTTCTTCACCTTCCCTCAGTACTCTAGCTCGACCAACCGCAGTTCAACAAATGAAGCAG

TGGCCGAGAACCATTCGGCGATCGCTGACATCGAAGTGACGATGGTCGAAAGCCATGCCAATCT

CAAAGTGGTCTCCAAGCGGCGACCGAAGCAGCTCTTGAAGATGGTAGCCGGGCTCAAAAACCTT

CGTCTCACTATCCTCCATCTCAATGTGACAAGCATTGGAAAAATGGCCTCTACTCTTTCAGTGGTA

AAGTTGGAAGAGAATTGCGGGCTCACGACCGTTGATGAAAATACCCCCTGCGGTTTATCATATGC

TAGGAAAGGAATCAAGAGGAGCCATACATTAATTGAAAAAAATTTTACTGGGAGGGGGCCCAGGG

GCCCCCTTTATCACTAAAAAAATGGGAGTTTAAAGGGGTCCCTTTTATTTCCCGGGGGGGGGAAT

TTTTAAAACTCTGGGAAAAAAAAATTTTTAAAAAGAGGGGGGTGGGGCCCCCCCACAAAAAAAAAA

AAAAAAA 

 

bHLH RTFw 5’ – TAGCGACAGGATTTGGCAGTTT – 3’ 

bHLH RTRv   5’ - TGCCCCGTCGTCTCTTTCTTCTACC – 3’ 

Producto de amplificación:195pb 
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Apéndice IV 

Oligonucleótidos Actina para tiempo real. 

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

Actina RTFw 5’ – TGCTGATCGTATGAGCAAGG – 3’ 

Actina RTRv 5’ – ACCCTCCAATCCAGACACTG – 3’ 

Producto de amplificación: 104pb. 


