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Resumen 

Las rosas han sido el cultivo más importante en la industria de la floricultura desde 

hace siglos, el género Rosa incluye 200 especies y más de 35 000 cultivares. 

Actualmente en Ecuador el área florícola se ha convertido en la segunda fuente de 

ingresos no petroleros. Las rosas ecuatorianas se caracterizan por ser de las más 

vendidas en el mundo, en especial en el mercado de Estados Unidos. Sin embargo, 

las expectativas y oportunidades que ha representado el mercado internacional de 

rosas han obligado a algunas fincas productoras ecuatorianas a rediseñar sus 

estrategias de producción para mejorar sus niveles de competitividad, es por ello 

que la presente investigación tiene por objetivo analizar la expresión del gen 

RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas de la finca “Royal Flower”, Tabacundo, 

Ecuador. La hidrolasa NUDX1, es parte importante de una vía para la biosíntesis de 

alcoholes monoterpenos libres que contribuyen al aroma en las rosas. Se determinó 

la presencia del gen RhNUDX1 en cinco variedades de rosas, para ello se extrajo el 

ADN con el método CTAB y se realizó un PCR convencional. Luego, se procedió a 

analizar la expresión del gen mediante un PCR convencional a partir de DNA 

complementario obtenido de RNA que se extrajo anteriormente por los métodos de 

fenol-cloroformo con Trizol y el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA 

Purification. Se realizó un control interno de calidad a partir del gen de expresión 

constitutiva NAD5. A pesar de no haber obtenido amplicones visibles, se logró 

estandarizar: el proceso de extracción de ADN y ARN para pétalos de rosas, 

estandarizar el programa de PCR y determinar parámetros importantes para el 

diseño de primers específicos para el gen RhNUDX1. 

Palabras clave: 

• GEN RHNUDX1 

• ROSA 

• AROMA EN ROSAS 
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Abstract 

Roses have been the most important crop in the floriculture industry for centuries, the 

genus Rosa includes 200 species and more than 35,000 cultivars. Currently in 

Ecuador the floricultural area has become the second source of non-oil income. 

Ecuadorian roses are characterized by being the best-selling in the world, especially 

in the United States market. However, the expectations and opportunities that the 

international rose market has represented have forced some Ecuadorian producing 

farms to redesign their production strategies to improve their levels of 

competitiveness, which is why this research aims to analyze the expression of the 

gene RhNUDX1 in petals of varieties of roses from the “Royal Flower” farm, 

Tabacundo, Ecuador. The NUDX1 hydrolase is an important part of a pathway for the 

biosynthesis of free monoterpene alcohols that contribute to the aroma in roses. The 

presence of the RhNUDX1 gene was determined in five varieties of roses, for this the 

DNA was extracted with the CTAB method and a conventional PCR was carried out. 

Then, the gene expression was analyzed by means of a conventional PCR from 

complementary DNA obtained from RNA that was previously extracted by the 

phenol-chloroform with Trizol and the GeneJET Plant RNA Purification mini-column 

kit methods. An internal quality control was carried out from the constitutive 

expression gene NAD5. Despite not having obtained visible amplicons, it was 

possible to standardize: the DNA and RNA extraction process for rose petals, 

standardize the PCR program and determine important parameters for the design of 

specific primers for the RhNUDX1 gene. 

Keywords: 

• GEN RHNUDX1 

• ECUADORIAN ROSE 

• AROMA IN ROSES 
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Capítulo I: Introducción 

Antecedentes 

Las rosas han sido el cultivo más importante en la industria de la floricultura 

desde hace siglos, el género Rosa incluye 200 especies y más de 35 000 cultivares 

(Gudin, 2000); representan un valor anual de aproximadamente 10 billones de 

dólares donde se comercializan principalmente como flores cortadas, plantas en 

macetas y plantas de jardín, además, su importancia comercial también radica en el 

uso de los pétalos como fuente de fragancias y saborizantes naturales (Guterman et 

al., 2002). La comunidad de investigadores de rosas a nivel mundial es 

relativamente pequeña y la demanda de rosas en el mercado es alta, por lo que el 

desarrollo de nueva información y herramientas para la producción y genética de 

rosas ha sido un paso importante en los últimos años; es así que la disponibilidad de 

secuencias del genoma de rosa ha permitido la identificación de genes candidatos 

relacionados con el aroma, numero de pétalos, color, desarrollo floral, etc. (Smulders 

et al., 2019; Nakamura et al., 2018).  

Actualmente la investigación en rosas se ha centrado en características 

cualitativas como la presencia/ausencia de la “doble flor” o resistencia a 

enfermedades, y otras características complejas que incluyen el color de la flor, 

emisión de olores, crecimiento de brotes, respuesta de vernalización y desarrollo 

floral (Spiller et al., 2010). Varios estudios se han centrado principalmente a los 

compuestos volátiles emitidos por los antiguos cultivares de rosa, y se han 

identificado cientos de compuestos diferentes entre los que destacan tres grupos 

principales: fenilpropanoides, derivados de ácidos grasos, y terpenoides. Por lo 

tanto, los pétalos de rosa representan un excelente sistema para la aplicación de 

tecnologías genómicas modernas en la búsqueda de nuevos genes relacionados 

con la producción de aroma (Channelière et al., 2002).  
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Desde el punto de vista biotecnológico, el pétalo de rosa es muy importante 

debido a su gran influencia en la mayoría de características ornamentales, por 

ejemplo, el inicio de la senescencia o absición de pétalos determina en gran medida 

la vida del florero, además el pétalo es el sitio principal de producción de aromas, 

pues en la epidermis del lado adaxial del pétalo de rosa se ubican células 

especializadas en forma de cono cuya función principal es la producción y secreción 

de moléculas aromáticas (Dudareva & Pichersky, 2000).  

Los terpenoides, especialmente los alcoholes monoterpenos como el 

geraniol, son componentes principales de compuestos volátiles responsables del 

aroma típico de rosa (Tholl, 2015); en general, la biosíntesis de terpenoides en 

plantas se da mediante diversas terpeno sintasas, sin embargo, Smulders et al. 

(2019) indican que se descubrió recientemente a partir de una combinación de 

enfoques genéticos y transcriptómicos que la rosa usa una vía independiente de 

terpeno sintasa, donde es clave la enzima RhNUDX1, que pertenece a la familia de 

proteínas Nudix; también se encontró una correlación positiva entre los niveles de 

expresión de RhNUDX1 y la producción del geraniol monoterpenoide determinando 

el papel esencial de esta proteína en la producción de aroma en rosas (Magnard et 

al., 2015). 

Los principales países exportadores de flores en el mundo son: Holanda, 

Colombia, Alemania, Ecuador e Italia (Vásquez, 2018). Ecuador posee una situación 

geográfica favorable que le ha beneficiado en ser un gran productor de rosas, 

llegando a ser el cuarto mayor exportador. Las rosas ecuatorianas son exportadas 

principalmente a Estados Unidos, Rusia, Países Bajos, Canadá, Italia, Ucrania y 

España (Becerrra & Changoluisa, 2018), pues son consideradas una de las mejores 

del mundo debido a sus características únicas, tales como: tallos gruesos y largos, 

botones florales grandes, colores vivos y gran aroma (Corporación Financiera 

Nacional, 2017).  
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En Ecuador la floricultura tiene sus inicios a principios de los años 80, y la 

producción a gran escala empieza en el año de 1994 presentando ligeras decaídas 

no significativas en los años 2006, 2007 y 2009 (Goméz & Egas, 2014). El cultivo de 

rosas ha ayudado a fortalecer la economía en el país gracias al incremento en las 

tasas de empleo, es así que en los registros del 2013 datan 48 000 trabajadores 

directos y 55 000 trabajadores indirectos; actualmente las principales florícolas se 

concentran en las provincias de Pichincha, Cotopaxi, Imbabura y Azuay (Clerque, 

2013).   

Las condiciones naturales presentes en la sierra ecuatoriana (región 

ecuatorial en donde se encuentra la gran mayoría de fincas) permiten que el cultivo 

de flores y en especial el de rosa sea exitoso; entre las ventajas se tiene: 

temperatura de cultivo adecuada (entre 15 y 22 °C) con una fluctuación de +/- 1°C al 

año, 12 horas de luz durante todo el año, cantidad de agua abundante, entre otras 

(Expoflores, 2014). Gracias a estas condiciones ambientales permite a las flores 

ecuatorianas desarrollar características importantes para los mercados florícolas, 

como son: tamaño del botón floral, largo del tallo, color, textura del pétalo (FLACSO, 

2015).  

El área de investigación en el país sobre rosas es muy limitado, se han 

realizado trabajos como caracterización molecular de rosas, protocolos para 

multiplicación de flores, control biológico de fitopatógenos, fingerprinting (Wendt & 

Izquierdo, 2002); pero, para estudios sobre genes de aroma en rosas no existe 

información hasta septiembre del presente año, es por ello que la presente 

investigación es pionera en dicha área y corresponde a una primera parte de un 

proyecto superior que se llevará a cabo por International Rose Breeders 

representada en Ecuador por Conectiflor S.A. para la obtención de mejores 

cultivares de rosas. 
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Justificación del problema 

Actualmente en Ecuador el área florícola se ha convertido en la segunda 

fuente de ingresos no petroleros; la renta anual es de aproximadamente $700 

millones (Infoagro, 2014). Las rosas ecuatorianas se caracterizan por ser una de las 

más vendidas en el mundo, en especial al mercado de Estados Unidos, seguida en 

menor cantidad a Rusia, Holanda, Italia, Canadá, Ucrania y España (Expoflores, 

2014). El Ecuador recibe una gran cantidad de dinero gracias a la exportación de 

rosas, dinero que es destinado principalmente para: obras públicas, generar 

mayores puestos de empleo, creación de planes de desarrollo a pequeños 

productores (Dirección de Inteligencia Comercial e Inversiones Ecuador, 2013). Las 

expectativas y oportunidades que ha representado el mercado internacional de rosas 

han obligado a algunas fincas productoras a rediseñar sus estrategias de producción 

para mejorar sus niveles de competitividad logrando así certificaciones como: Flower 

Label Program (FLP), Max Havelaar, FlorEcuador Certified ®, entre otras (Aparicio, 

2016) (Expoflores, 2019).  

Sin embargo, en la actualidad este gran ingreso de capital al país se está 

viendo afectado por la gran competencia que se ha desarrollado en el mercado 

florícola (Vásquez, 2018) y por ello es importante en Ecuador potencializar las 

características de sus rosas (aroma, color, tamaño de botones florales, grosor de 

sus tallos, etc.) mediante herramientas de investigación efectivas y actuales para 

tener aparte de sus certificaciones mayor competitividad dentro del mercado florícola 

(Clerque, 2016).  

Objetivos de la investigación 

Objetivo general 

Analizar la expresión del gen RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas 

de la finca “Royal Flower”, Tabacundo, Ecuador. 
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Objetivos específicos 

• Determinar la presencia del gen RhNUDX1 en cinco variedades de rosa. 

• Evaluar la expresión del gen RhNUDX1 de forma semicuantitativa en las 

variedades de rosa donde el gen se encuentre presente. 
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Capítulo II: Marco Referencial 

Taxonomía de la rosa 

Las rosas pertenecen al género Rosa (Zambrano, 2017), el cual pertenece a 

la familia Rosaceae (Arzate & Bautista, 2014). El género Rosa comprende 

aproximadamente 350 especies, numerosas variedades y más de 30 000 cultivares 

(Esparza, 2003). Los cultivares de rosa se dan mediante métodos de hibridación a 

partir de las especies: R. moschata, R. gallica, R. damascena, R. wichuraiana, R. 

california y R. rugosa (Vásquez, 2018). 

Características botánicas de la rosa 

El rosal es una planta tipo arbusto, con ramas leñosas y generalmente con 

espinos que alcanzan de 2 metros a 5 metros de altura; sus hojas son de tipo 

pinnadas, caducas, con estípulas, ovaladas y con las nervaduras del envés 

sobresalientes (Arzate & Bautista, 2014). Presenta unas inflorescencias en forma de 

corimbo o como flores solitarias, debido al gran número de hibridaciones existen 

diversas características y formas diferentes de la flor; por lo general son 

hermafroditas y con simetría radial (Britannica, 2017) (Flora Iberica, 2013). 

Cultivo de rosa 

Las rosas se han cultivado desde la antigüedad, la actividad de reproducción 

que condujo a la producción de rosas modernas solo comenzó realmente en el siglo 

XIX. Los cruces que involucran solo siete u ocho de las más de 120 especies del 

género Rosa han llevado a la creación de más de 35 000 cultivares de rosas y hoy 

las rosas se encuentran entre las plantas ornamentales más importantes del mundo 

(Channelière et al., 2002).   

Las rosas son fáciles de propagar, generalmente se propagan de tres formas: 

la propagación por esquejes (es el método que resulta más sencillo), la propagación 

por injertos (que es la que se usa a gran escala) y la propagación a partir de semillas 

(genera resultados variables) (Zambrano, 2017). 
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El género Rosa contiene aproximadamente 200 especies distribuidas en el 

hemisferio norte, R. hybrida constituye aproximadamente ocho especies de Rosa (R. 

multiflora, R. luciae, R. moschata, R. damascene, R. gallica, R. chinensis, R. 

gigantea y R. foetida) por repetición natural y artificial hibridaciones R. hybrida es un 

tetraploide y las rosas ancestrales son diploides. Como consecuencia de la 

hibridación natural y artificial, las rosas cultivadas tienen varias características 

florales, que incluyen colores rojos, naranjas y amarillos intensos, inflorescencias 

cada vez mayores y más grandes con una gran cantidad de pétalos (Hirata et al., 

2016).  

Fragancia en rosas 

La fragancia floral es una característica importante que está determinada por 

una mezcla compleja de moléculas volátiles de baja masa molecular. Durante 

muchos años, la investigación sobre fragancias florales se centró en su composición 

química y como resultado, se identificaron cientos de compuestos. La mayoría de 

estos compuestos pertenecen a tres vías biosintéticas principales: fenilpropanoides, 

derivados de ácidos grasos y terpenoides. Aunque las vías completas que conducen 

a los productos finales no se han caracterizado, se han descrito modificaciones 

comunes como la hidroxilación, la acetilación y la metilación (Dudareva, 2000). 

Los pétalos son la fuente principal de compuestos de aroma en muchas 

flores, y la producción y emisión de aromas se controla en el desarrollo, es por esto 

que para estudios de aroma en rosas es importante recoger los botones florales en 

su etapa de desarrollo (Vainstein et al., 2001). 

Análisis de genes de aroma en rosas 

Cientos de moléculas volátiles que pertenecen a diferentes vías biosintéticas, 

han sido aisladas de pétalos de rosa. La combinación de estas moléculas genera el 

particular aroma a rosas.  Las vías biosintéticas de muchos compuestos de aroma a 

rosa no se conocen completamente. La biosíntesis de 3,5-dimetoxitolueno, 
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responsable del 'aroma de té' de algunos cultivares, que involucra O-

metiltransferasas, fue el primero en ser descifrado (Scalliet et al., 2008).  

Los terpenoides, especialmente los alcoholes monoterpenos como el 

geraniol, también son componentes principales de los compuestos volátiles de la flor 

de rosa, principalmente responsables del aroma típico de rosa (Clerque, 2016). En 

general, la biosíntesis de terpenoides en las plantas se logra mediante diversas 

terpeno sintasas; sin embargo, según Gudin (2000) con una combinación de 

enfoques transcriptómicos y genéticos, descubrió recientemente que la rosa usa una 

vía independiente de terpeno sintasa. Una enzima clave de esta vía es RhNUDX1, 

perteneciente a la familia de proteínas Nudix. Se encontró una correlación positiva 

entre los niveles de expresión de RhNUDX1 y la producción del geraniol 

monoterpenoide, lo que indica el papel esencial de esta proteína en la producción de 

aroma en rosas (Gudin, 2000). 

La hidrolasa NUDX1, que se localiza en el citoplasma, es parte importante de 

una vía para la biosíntesis de alcoholes monoterpenos libres que contribuyen al 

aroma en las rosas. El gen codifica una proteína de 150 aminoácidos que contienen 

el dominio Nudix característico y es 59% idéntico a NUDX1 de Arabidopsis thaliana. 

NUDX1 se expresa en pétalos, donde se produce el aroma, con poca o nula 

expresión en estambres, sépalos u hojas jóvenes, y se correlaciona con la 

biosíntesis de terpenos (MetaCyc, 2020). Magnard et al. (2015) describe la ruta para 

la producción de geraniol; la enzima clave de la vía es el geranil difosfato 

fosfohidrolasa, una hidrolasa de Nudix localizada en el citoplasma. La enzima 

produce un intermedio geranil monofosfato, que debe ser desfosforilado por una 

enzima diferente, que aún no se ha caracterizado. 
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Figura 1 

Ruta de biosíntesis de geraniol (citosol) 

 

Nota. Basado en Pathway: geraniol biosynthesis (cytosol). MetaCyc, 2020 

Técnicas moleculares 

Extracción de ADN vegetal 

Aislar ADN del tejido vegetal generalmente representa un desafío debido a la 

bioquímica diversa entre especies de plantas, y es importante elegir un método de 

extracción óptimo (OPS Diagnostics, 2018).  

Se han reportado muchas dificultades para aislar ADN de buena calidad en 

plantas (Novaes et al., 2009), estas dificultades se atribuyen a los niveles variables 

en plantas de polisacáridos, polifenoles y otros metabolitos secundarios. Estos 

componentes suelen obstaculizar el proceso de purificación del ADN y su uso 

posterior en estudios moleculares (Aboul-Maaty & Oraby, 2019). 

El aislamiento de ADN de especies de rosas es complicado debido a sus 

grandes cantidades de polisacáridos, polifenoles y otros compuestos; para 

solucionar dicho problema se usa generalmente un método basado en un tampón de 

extracción para reducir los niveles de metabolitos secundarios. El uso de altas 

concentraciones de EDTA, CTAB y β-mercaptoetanol en el tampón de extracción y 

una alta concentración de polivinilpirrolidona y NaCl en el tampón de limpieza 

elimina los polifenoles y polisacáridos (Jabbarzadeh et al., 2009). 

El uso de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), un detergente catiónico, 

ayuda a la separación de polisacáridos durante la extracción, mientras que otros 
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compuestos, como la polivinilpirrolidona, pueden ayudar a eliminar los polifenoles. El 

método de extracción basado en CTAB aprovecha que los polisacáridos y el ADN 

tienen solubilidades diferentes en CTAB (dependiendo de la concentración de 

cloruro de sodio u otra sal). A concentraciones de sal más altas, los polisacáridos 

son insolubles, mientras que a concentraciones más bajas el ADN es insoluble. Por 

lo tanto, ajustando la concentración de sal en los lisados que contienen CTAB, los 

polisacáridos y el ADN se pueden precipitar de forma diferencial (OPS Diagnostics, 

2018). 

Extracción de ARN vegetal 

Tal como para extraer ADN, la extracción de ARN vegetal de calidad también 

resulta en su mayoría un proceso difícil debido a la presencia en los tejidos 

vegetales de metabolitos secundarios como polifenoles, carbohidratos, ligninas y 

aceites etéricos que se unen a los ácidos nucleicos cuando se lisan los tejidos; 

además la presencia de ribonucleasas en los tejidos vegetales puede resultar en una 

rápida degradación del ARN (Hunter & Reid, 2001).  

En los tejidos vegetales la composición de metabolitos y enzimas 

secundarios varían en su contenido, por lo que a menudo se encuentra que los 

procedimientos de aislamiento que funcionan para un tejido no funcionan para otro. 

Esto ha dado lugar a la publicación de una serie de protocolos de aislamiento de 

ARN (Ouyang et al., 2014).  

Muchos de los protocolos de aislamiento de ARN que se usan se basan en 

agentes caotrópicos altamente tóxicos tales como fenol, tiocianato de guanidina o 

fenol/cloroformo que rápidamente desnaturalizan las ribonucleasas endógenas en 

tejidos vegetales. Sin embargo, estos protocolos de aislamiento no siempre 

proporcionan un rendimiento y calidad adecuados de ARN. Además, hay que 

considerar cuestiones de seguridad y eliminación, especialmente con respecto al 
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fenol, que se absorbe fácilmente a través de la piel y puede causar náuseas, 

quemaduras y la muerte (Liu et al., 2018). 

Rio et al. (2010) indica que la extracción de ARN con Trizol es un método 

general bastante práctico y que genera una buena calidad de ARN. El reactivo Trizol 

es una solución monofásica de fenol, isotiocianato de guanidina y otros 

componentes que facilitan el aislamiento de una variedad de especies de ARN de 

tamaño molecular grande o pequeño; mantiene la integridad del ARN debido a la 

inhibición altamente efectiva de la actividad de la ARNasa. El Trizol permite el 

procesamiento simultáneo de una gran cantidad de muestras y es una mejora del 

método de aislamiento de ARN de un solo paso desarrollado por Chomcynski y 

Sacchi (Chomczynski & Sacchi, 1987) (Invitrogen, 2016). 

Transcripción reversa 

La síntesis de ADN a partir de una plantilla de ARN mediante una 

transcriptasa reversa produce ADN complementario (BioLabs Inc., 2018). Las 

transcriptasas reversas (RT) utilizan al ARN como molde y un cebador corto al 

extremo 3' del ARN. Muchas transcriptasas reversas están disponibles 

comercialmente (Biology LibreTexts, 2019); la transcriptasa inversa del virus de la 

mieloblastosis aviar (AMV) y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina 

de Moloney (M-MuLV, MMLV) son RT que se utilizan comúnmente en los flujos de 

trabajo de biología molecular (Martín, 2020). 

PCR convencional 

La PCR permite obtener múltiples copias de un fragmento de ADN mediante 

replicación in vitro; el ADN de la matriz puede ser ADN genómico, ADN 

complementario e inclusive ADN mitocondrial (Kadri, 2020). La técnica de PCR se 

divide en tres fases: una fase de desnaturalización, una fase de hibridación y una 

fase de elongación o alargamiento (Debnath et al., 2009). La reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) se lleva a cabo en una mezcla de ADN molde, la Taq 



25 
 

polimerasa, los cebadores o primers y los dNTPs en una solución tampón. Los tubos 

que contienen la mezcla se someten a ciclos de temperatura repetitivos varias veces 

en el bloque calefactor de un termociclador (Atawodi et al., 2011). 

Genes de expresión constitutiva 

Los genes de expresión constitutiva son genes que se requieren para el 

mantenimiento de las funciones celulares basales y son esenciales para la 

existencia de una célula, independientemente de su función específica en el tejido u 

organismo. Por tanto, se expresan en todas las células de un organismo en 

condiciones normales y fisiopatológicas, independientemente del tipo de tejido, 

etapa de desarrollo, estado del ciclo celular o señal externa (Basa et al., 2009). 

Estos genes de expresión constitutiva obtienen valor científico de dos formas. Por un 

lado, representan el conjunto mínimo de genes necesarios para mantener la vida. 

Por otro lado, los genes housekeeping se utilizan ampliamente como controles 

internos para estudios experimentales (Gheisari et al., 2017).  

Gen de la subunidad 5 (nad5) de la NADH deshidrogenasa mitocondrial 

El gen MT-ND5 produce una proteína llamada NADH deshidrogenasa 5. Esta 

proteína forma parte de un gran complejo enzimático conocido como complejo I, que 

está activo en las mitocondrias. Las mitocondrias generan energía mediante un 

proceso llamado fosforilación oxidativa, el cual utiliza el oxígeno y azúcares simples 

para crear trifosfato de adenosina (ATP), que es la principal fuente de energía de la 

célula. El complejo I es uno de varios complejos enzimáticos necesarios para la 

fosforilación oxidativa y es responsable del primer paso en el proceso de transporte 

de electrones, la transferencia de electrones de una molécula llamada NADH a otra 

molécula llamada ubiquinona (Genetics Home Reference, 2020). 

Hipótesis 

Nula: el nivel de expresión del gen RhNUDX1 es el mismo para las diez 

variedades de rosas analizadas. 
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Alternativa: el nivel de expresión del gen RhNUDX1 es distinto para las diez 

variedades de rosas analizadas. 
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Capítulo III: Materiales y métodos 

Participantes 

El presente Proyecto de titulación contó con el financiamiento de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE (Laboratorio de Microbiología), como 

también de International Rose Breeders representada en Ecuador por Conectiflor 

S.A. quien proporcionó los kits para: extracción de RNA, extracción de DNA, síntesis 

de DNAc e insumos para llevar a cabo las PCR.  

El alumno responsable del desarrollo de este proyecto de titulación es el 

señor Miguel Alejandro Criollo Guallasamín, egresado de la carrera de Ingeniería en 

Biotecnología. Los profesionales colaboradores y asesores del trabajo de titulación 

fueron: Dr. Francisco Flores, Ph.D., en calidad de director del proyecto de titulación; 

Lic. Alma Koch, Mgs., jefa del Laboratorio de Microbiología; Ing. Andrea Rodríguez, 

técnico del Laboratorio de Docencia; todos pertenecientes a la Universidad de las 

Fuerzas Armadas-ESPE. 

Zona de estudio 

El presente proyecto de titulación se desarrolló en los laboratorios de 

docencia y microbiología de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, Matriz 

Sede Sangolquí, cantón Rumiñahui, provincia de Pichincha. Una parte importante de 

la experimentación también se realizó en el laboratorio de diagnóstico molecular 

IDgen, ubicado en Quito, provincia de Pichincha. 

Período de tiempo de investigación 

El presente proyecto de titulación tuvo una duración de 8 meses, desde su 

planteamiento en enero del 2020 hasta su presentación en septiembre del 2020. 

Procedimiento 

 Inicialmente se determinó la presencia del gen RhNUDX1 en pétalos de 

cinco variedades de rosas de la Finca “Royal Flower” (que eran de importancia 



28 
 

comercial para la florícola), para ello se extrajo el ADN con el método CTAB, se 

analizó calidad, pureza e integridad y se realizó una PCR convencional. De las 

muestras que se obtuvo la presencia del gen RhNUDX1 se procedió a analizar su 

expresión mediante un PCR convencional a partir de DNA complementario obtenido 

de RNA que se extrajo anteriormente por los métodos de fenol-cloroformo con Trizol 

y el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA Purification. Los resultados fueron 

posteriormente analizados mediante herramientas de estadística inferencial. Los 

métodos de: disrupción mecánica, extracción de RNA, síntesis de DNAc a partir del 

RNA extraído, electroforesis, amplificación del DNAc mediante PCR convencional y 

análisis densitométrico de los productos de PCR, se basaron en el proyecto de 

titulación denominado “Análisis transcripcional de genes PR (Pathogenesis related) 

en hojas de Vasconcellea stipulata infectadas con Fusarium oxysporum”, realizado 

por la señorita Mayra Heredia (2018).   

Recolección del material vegetal 

El material vegetal para el desarrollo del proyecto fue tomado de la finca 

“Royal Flower”, ubicada en Tabacundo, Cantón Pedro Moncayo, de la Provincia de 

Pichincha, Latitud: 0.053194, Longitud: -78.199408, Altura: 2800 msnm. La 

recolección del material vegetal consistió en cortar tallos de rosas (este corte lo 

realizaron los trabajadores de la finca) que contenían botones florales en desarrollo; 

una vez recolectados se conservaron a temperatura ambiente en un balde con agua 

hasta su posterior uso (es importante conservar la muestra en un período máximo de 

24 horas en el balde con agua para obtener resultados óptimos en la investigación) 

(Dubois et al., 2011). 

Preparación del material vegetal 

Para la disrupción mecánica del material vegetal se colocaron los pétalos de 

rosa (aproximadamente dos botones florales) en un mortero de porcelana 

previamente refrigerado, se colocó nitrógeno líquido y se trituró con un pistilo de 
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porcelana hasta obtener un polvo fino. Se recogió el tejido triturado en un tubo 

Falcon estéril diferente para cada muestra. Se conservaron los tubos Falcon en un 

ultracongelador a -80°C hasta su posterior uso.  

Extracción de ADN 

El protocolo para la extracción de ADN del material vegetal se basó en 

Weising et al. (2005), donde se usó el método CTAB. Inicialmente se preparó 500 

mL del buffer de extracción que contenía: SDS (concentración final=140 mM), Tris 

HCl (220 mM, pH=8), EDTA (22 mM), NaCl (800 mM), Sarkosyl (1%), CTAB (0.8 % 

v/v) y β-mercaptoetanol (0.2 % v/v). El β-mercaptoetanol se colocó en una alícuota 

del buffer de extracción justo antes de ser usado de acuerdo al número de muestras 

(por cada 0.5 mL de buffer se debe colocar 1 uL de β-mercaptoetanol). Una vez 

preparado el buffer se procedió a la extracción del material vegetal, para ello se 

colocaron de 100 a 200 mg de muestra de pétalo de rosa triturado en un tubo 

Eppendorf de 2 mL. Se añadió 500 uL del buffer de extracción y se mezcló con un 

micropistilo por 2 minutos, se agregó otros 500 uL de buffer y se mezcló 

nuevamente. Luego se agregó 500 uL de cloroformo: isoamilalcohol (24:1) y se 

invirtió levemente hasta homogeneizar la muestra y se incubó a 55 °C durante 30 

minutos en un termobloque (agitando el tubo manualmente cada 10 minutos). Una 

vez transcurrido este tiempo, se dejó enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos. 

Posteriormente se centrifugó a 14500 rpm por 15 minutos, se extrajo el 

sobrenadante y se colocó en un tubo nuevo estéril. Se añadió 750 uL de isopropanol 

frio (aproximadamente de 1 a 1.5 veces el volumen del sobrenadante) y se mezcló 

suavemente, se colocó a -20 °C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo 

se centrifugó a 14500 rpm por 15 minutos y se descartó el sobrenadante. Se lavó el 

pellet con 1 mL de etanol al 75%, se centrifugo a 14500 rpm por 7 minutos y se 

repitió el lavado. Luego, se dejó secar el tubo con la tapa abierta durante 20 minutos 

dentro de una cámara de flujo. Finalmente, se resuspendió el pellet en 100 uL de 
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agua ultrapura más 3 uL de RNAsa y se incubó a 55°C por 15 minutos. El DNA 

extraído se almaceno a -20°C hasta su posterior uso. 

Cuantificación y análisis de calidad del ADN 

Para determinar la concentración y calidad del ADN se utilizó el 

espectrofotómetro de microplacas UV/Vis Multiskan Sky, el cual genera los valores 

de concentración y calidad de ADN de forma directa en la computadora. La 

integridad del ADN se verifico a través de electroforesis en gel de agarosa al 1% con 

SYBR Safe- DNA Gel Stain y TBE 1X. Para la corrida se cargó 4 μL de muestra de 

ADN con 2 μL de buffer de carga Blue Juice 10X y se utilizó una fuente de poder a 

90V y 300 mA durante 35 minutos. El resultado se visualizó en un transiluminador de 

luz UV (Makovets, 2013). 

Amplificación del gen RhNUDX1 por PCR convencional 

Diseño de cebadores 

Se diseñó dos pares de primers. El diseño de primers para el gen RhNUDX1 

se realizó mediante la herramienta bioinformática SnapGene y el análisis de sus 

características se realizó con OligoAnalyzer donde se verificaron las energías de 

Gibbs para la formación de homodímeros, heterodímeros y bucles (hairpin). Los 

criterios seleccionados para el diseño del primer, fueron: longitud (18-24 pb), 

temperatura de melting (55-65°C), concentración de G-C (45-55 %) (PREMIER 

Biosoft, 2019) (Dieffenbach, Lowe, & Dveksler, 2013). La especificidad de los 

primers se verificó en Primer-BLAST. 

Amplificación del ADN 

La amplificación del ADN extraído de los pétalos de rosa se realizó mediante 

PCR convencional. Para la reacción de PCR se utilizó DreamTaq Green PCR Master 

Mix 2X®. Las cantidades de reactivos requeridos para la reacción de PCR se 

muestran en la Tabla 1. 
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Tabla 1 

Composición de una reacción de PCR basado en DreamTaq Green PCR Master Mix 

(2X). 

Reactivo 
Concentración 

Stock 

Concentración 

Final 

Volumen de 

adición 

DreamTaq Green 
PCR Master Mix 

2x 1x 12.5 uL 

Cebador-Forward 100 uM 1 uM 1 uL 

Cebador-Reverse 100 uM 1 uM 1uL 

ADN - 50 ug/mL 1 uL 

Agua DEPC - - 9.5 uL 

  Volumen final: 25 uL 

 
Nota. Basado en User Guide: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X). Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2016. 

La temperatura de hibridación óptima fue determinada a partir de la 

temperatura de melting teórica (Tm) de los cebadores (bajo la regla general de 

comenzar con una temperatura de hibridación 3-5 °C menor que la Tm más baja de 

los cebadores) (ThermoFisher, 2019) (BioLabs Inc., 2019). El número de ciclos 

óptimos para la obtención de productos en la fase exponencial de la curva de PCR 

se determinó entre 25-35 (Sipos et al., 2007). Las demás condiciones de 

termociclado para el PCR se basó en la Guía de uso de DreamTaq Green PCR 

Master Mix (2X). 

Las condiciones del programa del termociclador para llevar a cabo la PCR 

del DNA extraído de los pétalos de rosa se detallan en la Tabla 2. Las PCR no se 

realizaron con un control positivo, pues al ser un estudio inicial no se encontraba 

disponible. 
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Tabla 2  

Programa del termociclador para llevar a cabo la PCR del DNA 

Paso Temperatura [°C] Tiempo Número de ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

95 3 min 1 

Desnaturalización 95 30 s  

Hibridación Tm-5 30 s 35 

Extensión 72 1 min  

Extensión Final 72 5 min 1 

 
Nota. Basado en User Guide: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X). Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2016 y Effect of primer mismatch, annealing temperature and 

PCR cycle number on 16S rRNA gene-targetting bacterial community analysis. Sipos 

et al., 2007 

Los productos de la PCR se corrieron en gel de agarosa al 1% con SYBR 

Safe- DNA Gel Stain y TBE 1X. Para la corrida se cargó 4 μL de muestra de los 

productos de PCR y se utilizó una fuente de poder a 90V y 300 mA durante 35 

minutos. El resultado se visualizó en un transiluminador de luz UV (Makovets, 2013). 

Extracción de RNA 

Para la extracción de RNA total de los pétalos de rosa se utilizó el método 

fenol-cloroformo con Trizol® y el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA 

Purification® (Thermo Scientific) y se evaluó el mejor método de acuerdo a la 

cantidad y calidad de muestra obtenida. 

Método de extracción de RNA por fenol-cloroformo con Trizol® 

Se colocó 100-150 mg de muestra de pétalos de rosa triturada en un 

microtubo cónico de 1.5 mL (previamente colocado en nitrógeno líquido para 

mantenerse frio) y se colocó en nitrógeno líquido por 15 segundos. Se agregaron 

500 uL de Trizol y se homogeneizó con un micropistilo Eppendorf. Se agregaron 
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otros 500 uL de Trizol (se debe colocar 1 mL de Trizol por cada 100 mg de muestra), 

se agitó la mezcla en un agitador Vortex y se incubó por 5 minutos en hielo.  

Transcurrido este tiempo se agregó 250 uL de cloroformo (por cada mililitro 

de Trizol se debe agregar 250 uL de cloroformo), se agitó durante 15 segundos en 

un agitador Vortex y se incubó por 10 minutos en hielo.  

Posteriormente, se centrifugó el tubo a 14800 rpm por 25 minutos a 4°C, 

luego se separó el sobrenadante (aproximadamente 500 uL) y se colocó en un 

nuevo microtubo cónico estéril. A continuación, se adicionó 500 uL de isopropanol 

frio (previamente refrigerado) (por cada mililitro de Trizol se debe agregar 500 uL de 

isopropanol) y se dejó a -20°C por 30 minutos. 

Se centrifugó a 14000 rpm por 15 minutos, se descartó el sobrenadante y se 

adicionó 1 mL de etanol al 70%. Se centrifugó a 10000 rpm por 10 minutos, se 

repitió el lavado con etanol y se dejó secar en una cámara de flujo laminar con la 

tapa del tubo abierta.  

Finalmente, se resuspendió en 30 uL de agua DEPC, se incubó en baño 

maría a 55°C por 15 minutos (para solubilizar el ARN) y se almacenó en un 

ultracongelador a -80°C hasta su posterior uso. 

Método de extracción de RNA mediante el mini kit de columnas GeneJET Plant 

RNA Purification 

El método de extracción se basó en la guía de uso de GeneJET Plant RNA 

Purification Mini Kit (TermoFisher Scientific, 2014). 

Inicialmente se prepararon los frascos de soluciones madre de Wash Buffer 1 

(WB1) y Wash Buffer 2 (WB2), añadiendo 2.1 mL y 30 mL de etanol al 96% 

respectivamente. Luego, se complementó la solución de lisis añadiendo 10 uL de 

DTT 2M por cada 500 uL de Plant RNA Lysis Solution en un microtubo de 1.5 mL.  



34 
 

Para la extracción de RNA, se colocó 100 mg del tejido triturado de pétalos 

de rosa en un microtubo que contenía 500 uL de la solución de lisis de RNA vegetal 

y se agitó en un Vortex por 15 segundos.  

Se incubó por 3 minutos a 56°C y se centrifugó a 13000 rpm por 6 minutos. 

Se recogió el sobrenadante (aproximadamente 450-550 uL) y se transfirió a un 

nuevo tubo de microcentrífuga estéril. Se añadió 250 uL de etanol al 96% y se 

mezcló por pipeteo. 

A continuación, se transfirió la mezcla a una columna de purificación 

insertada en un tubo colector. Se centrifugó la columna por 1 minuto a 11000 rpm. 

Se descartó el sobrenadante y se volvió a montar la columna de purificación y el 

tubo colector. 

Se añadió 700 uL de Wash Buffer 1 a la columna de purificación y se 

centrifugó a 11000 rpm por 1 minuto. Se descartó el sobrenadante y el tubo colector.  

Se colocó la columna de purificación en un tubo colector de 2 mL, se añadió 

500 uL de Wash Buffer 2 a la columna y se centrifugó por 1 minuto a 11000 rpm. Se 

descartó el sobrenadante y se remontó la columna y el tubo colector. Se repitió el 

lavado y se centrifugó a 14000 rpm por 1 minuto. 

Se descartó el tubo colector que contenía el sobrenadante y se transfirió la 

columna de purificación a un tubo de recolección de 1.5 mL libre de RNasas.  

Para diluir el ARN se agregó 50 uL de agua libre de nucleasas al centro de la 

membrana de la columna de purificación y se centrifugó durante 1 minuto a 11000 

rpm. Finalmente, se desechó la columna de purificación y se almacenó el RNA a       

-80°C hasta su posterior uso. 
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Cuantificación y análisis de calidad del ARN 

Para determinar la concentración y calidad del ARN se utilizó el 

espectrofotómetro de microplacas UV/Vis Multiskan Sky., el cual genera los valores 

de concentración y calidad de ARN de forma directa en una computadora. La 

integridad del ARN se verifico a través de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. 

Para la corrida se cargó 4 μL de muestra de ARN con 2 μL de buffer de carga Blue 

Juice 10X y se utilizó una fuente de poder a 100V y 300 mA durante 40 minutos. El 

resultado se visualizó en un transiluminador de luz UV (Makovets, 2013). 

Síntesis de ADN complementario 

Primero, se sometió al ARN a un tratamiento con DNase I, para ello se 

colocó en un microtubo de 0.2 mL el volumen de ARN equivalente a 1 ug/uL (para 

llevar a cabo una reacción de 10 uL), 1 uL de DNAse I Amplification Grade y agua 

DEPC hasta completar 10 uL. Se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente 

para que la enzima actúe. Transcurrido el tiempo, se colocó 1 uL de EDTA 25 mM 

(pH=8.0) para detener la reacción. Luego, se incubó a 65°C por 10 minutos en el 

termociclador para inactivar la enzima DNasa I. Al final, se obtuvo un volumen de 11 

uL conteniendo 1 ug de ARN tratado con DNasa. 

Para la síntesis de ADNc (a partir del ARN tratado con RNasas) se añadió 

agua DEPC hasta alcanzar un volumen de 12 uL. Luego, se añadió 1 μL de Oligo dT 

Primer (0.5 ug/uL) y 1 μL de dNTPs (10 mM). Se incubó la mezcla en el 

termociclador a 65°C por 5 min para facilitar la hibridación del Oligo dT con la cola 

poli(A) del ARN mensajero; transcurrido el tiempo las muestras se colocaron en hielo 

por 1 min.  

Se añadió 4 μL de First Strand Buffer (5X), 1 μL de DTT (0.1 M) y 1 μL de 

Superscript III Reverse transcriptase (200 U/uL). Finalmente, se incubó en el 

termociclador a: 50°C por 60 min, 55°C por 15 min y 70°C por 15 min. El ADNc 

obtenido se conservó a -20°C hasta su posterior uso. 
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Amplificación de genes RhNUDX1 y housekeeping por PCR convencional 

Diseño de cebadores 

Los dos pares de primers diseñados inicialmente para el gen RhNUDX1 para 

ADN se usaron también para el ADNc. El par de primers usado para el gen NAD5 se 

obtuvo en el estudio Multiplex RT-PCR detection of two orchid viruses with an 

internal control of plant nad5 mRNA (Chuan Lee & Chang, 2006). 

Control de calidad del ADNc 

La calidad del ADNc se comprobó mediante un PCR convencional bajo el 

gen housekeeping NAD5.  

Las cantidades de reactivos requeridos para la reacción de PCR del gen 

constitutivo NAD5 se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3 

Composición de una reacción de PCR para el gen constitutivo NAD5 

Reactivo 
Concentración 

Stock 

Concentración 

Final 

Volumen de 

adición 

DreamTaq Green 
PCR Master Mix 

2x 1x 12.5 uL 

mt-F2 100 uM 1 uM 1.25 uL 

mt-R1 100 uM 1 uM 1.25 uL 

ADNc 50 ng/uL 50 ng 3.5 uL 

Agua DEPC - - 6.5 uL 

  Volumen final: 25 uL 

 
Nota. Basado en Multiplex RT-PCR detection of two orchid viruses with an internal 

control of plant nad 5 mRNA. Chuan Lee & Chang, 2006 

Las condiciones del programa del termociclador para llevar a cabo la PCR 

para el gen NAD5 se detallan en la Tabla 4. 
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Tabla 4 

Programa del termociclador para llevar a cabo la PCR para el gen NAD5 

Paso Temperatura [°C] Tiempo Número de ciclos 

Desnaturalización 
inicial 

96 5 min 1 

Desnaturalización 96 30 s  

Hibridación 52 30 s 30 

Extensión 72 30 s  

Extensión Final 72 7 min 1 

 
Nota. Basado en Multiplex RT-PCR detection of two orchid viruses with and internal 

control of plant nad 5 mRNA. Chuan Lee & Chang, 2006 

Los productos de la PCR se corrieron en gel de agarosa al 2% con SYBR 

Safe- DNA Gel Stain y TBE 1X. El resultado se visualizó en un transiluminador de 

luz UV. 

Amplificación de ADNc 

Para la amplificación del ADNc obtenido a partir del ARN de pétalos de rosa, 

se realizó PCR convencional basado en los parámetros de termociclado y 

cantidades de reactivos usados para el ADN. 

Las cantidades de reactivos que se utilizaron para la reacción de PCR 

convencional del ADNc se muestran en la Tabla 5. 
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Tabla 5 

Composición de una reacción de PCR del ADNc basado en DreamTaq Green PCR 

Master Mix (2X). 

Reactivo 
Concentración 

Stock 

Concentración 

Final 

Volumen de 

adición 

DreamTaq Green 
PCR Master Mix 

2x 1x 12.5 uL 

Cebador-Forward 100 uM 1 uM 1 uL 

Cebador-Reverse 100 uM 1 uM 1uL 

ADNc 50 ng/uL 50 ng 2 uL 

Agua DEPC - - 8.5 uL 

  Volumen final: 25 uL 

 
Nota. Basado en User Guide: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X). Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2016. 

Las condiciones del programa del termociclador para llevar a cabo la PCR 

del DNAc es el mismo usado para el ADN, como se detalló en la Tabla 2. 

Los productos de la PCR del ADNc se corrieron en gel de agarosa al 1% con 

SYBR Safe- DNA Gel Stain y TBE 1X. Para la corrida se cargó 4 μL de muestra de 

los productos de PCR y se utilizó una fuente de poder a 90V y 300 mA durante 35 

minutos. El resultado se visualizó en un transiluminador de luz UV (Makovets, 2013). 

Las PCR se realizaron en presencia de tres tipos de controles: el control sin 

retrotranscripción (NRTC), que se realiza con el ARN después del tratamiento con 

DNAsas y así verificar que el tratamiento ha sido eficaz; el segundo es el plateau 

control (PTC), que se consigue amplificando el gen con la concentración estándar de 

una mezcla de todas las muestras de ADNc a 45 ciclos (cuando el PCR ha 

alcanzado la fase tardía o plateau), este control permite confirmar que las bandas de 

los resultados semicuantitativos se encuentran en la fase logarítmica de la PCR y el 
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blanco (B) donde se adiciona agua en lugar de las muestras. No se contó con control 

positivo en presente estudio. 
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Capítulo IV: Resultados y discusión 

Extracción y cuantificación de ADN 

Se han reportado muchas dificultades para aislar ADN de buena calidad en 

plantas (Novaes et al., 2009), estas dificultades se atribuyen a los niveles variables 

en plantas de polisacáridos, polifenoles y otros metabolitos secundarios. Estos 

componentes suelen obstaculizar el proceso de purificación del ADN y su uso 

posterior en estudios moleculares (Aboul-Maaty & Oraby, 2019). 

Para solucionar dicho problema se usa generalmente un método basado en 

un tampón de extracción para reducir los niveles de metabolitos secundarios. El uso 

de altas concentraciones de EDTA, CTAB y β-mercaptoetanol en el tampón de 

extracción y una alta concentración de polivinilpirrolidona y NaCl en el tampón de 

limpieza elimina los polifenoles y polisacáridos (Jabbarzadeh et al., 2009). 

Para el estudio, se utilizó 5 variedades de rosas, nombradas como: Rosa 1, 

Rosa 2, Rosa 3, Rosa 4 y Rosa 5 (ya que debido a las leyes de confidencialidad que 

se maneja la florícola “Royal Flower” no se colocó los nombres y códigos de cada 

variedad de rosa). 

Se extrajo ADN de las 5 variedades de rosas con el método CTAB, 

obteniendo un valor medio de ratio de pureza 260/280 de 1.87 y una concentración 

media de 501.6 [ug/mL], ambos valores óptimos para poder trabajar con las 

muestras de ADN extraído. 

Diseño de cebadores  

Las secuencias utilizadas como base para el diseño de los pares de primers 

se obtuvieron de la base de datos del NCBI para el gen RhNUDX1. Los primers 

utilizados para el gen NAD5 provienen de Malus domestica (Manzana) (Chuan Lee & 

Chang, 2006). Basado en las consideraciones mencionadas en la Sección 3.9.1 para 

el diseño de primers, se obtuvieron las secuencias presentadas en la Tabla 6; se 



41 
 

verificaron además en la Tabla 7 algunas características de los primers, tales como: 

temperatura de melting y la energía de Gibbs para la formación de horquillas, 

homodímeros o heterodímeros de los cebadores mediante Oligoanalyzer.  

Tabla 6 

Características de los primers usados 

Gen Nombre Secuencia 5´- 3´ 
Tamaño del 

producto 

RhNUDX1 secNudx1_F GAGGCCAAAACGTGCTCTTG 339 bp 

secNudx1_R CCAAAGGCCAAAAGAGTGGC 

RhNUDX1 aliNudx1_F GCTCAAACCTCTCTCTCGAA 1200 bp 

aliNudx1_R TATGAGTGGGACAATCTCCC 

NAD5 nad5_F GCTTCTTGGGGCTTCTTGTTCGATA 185 bp 

nad5_R ATCTCCAGTCACCAACATTGGCAT  

 

Tabla 7 

Características termodinámicas de los primers usados 

Gen Nombre 

T° 

melting 

[°C] 

Horquillas* Homodímeros* Heterodímeros* 

RhNUDX1 
secNudx1_F 57 0.08 -6.3 

-9.28 
secNudx1_R 57.2 -2.6 -9.28 

RhNUDX1 
aliNudx1_F 54.1 1.32 -6.76 

-5.13 
aliNudx1_R 53.5 -2.39 -7.71 

NAD5 
nad5_F 59.2 0.3 -6.76 

-6.97 
nad5_R 58.8 -1.91 -6.97 

Nota: * Los valores de horquillas, homodímeros y heterodímeros están en 

unidades de [kcal/mol]  

 

Amplificación del gen RhNUDX1 a partir de ADN 

La temperatura de hibridación óptima fue determinada a partir de la 

temperatura de melting teórica (Tm) de los cebadores (ThermoFisher, 2019) 

(BioLabs Inc., 2019); se escogió una temperatura de annealing entre 53-55°C para 

el par de primers secNudx1_F y secNudx1_R (se hicieron múltiples PCRs 
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individuales en el rango de temperatura), y una temperatura de annealing de 51-

52°C para el par de primers aliNudx1_F y aliNudx1_R (se hicieron igualmente 

múltiples PCRs en el rango de temperatura). Se analizó además la temperatura de 

annealing de cada par de primers, mediante el software online Tm calculator de New 

England BioLabs Inc., permitiendo así corroborar los datos de la temperatura de 

annealing anteriormente escogidos. El número de ciclos óptimos para la obtención 

de productos en la fase exponencial de la curva de PCR se determinó en 35 (Sipos 

et al., 2007).  

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 1% con SYBR Safe- 

DNA Gel Stain y TBE 1X, y no se pudo observar amplicones en el gel.  

Extracción y cuantificación de ARN 

Se extrajo ARN de las 5 variedades de rosas con el método basado en fenol-

cloroformo con Trizol, obteniendo un valor medio de ratio de pureza 260/280 de 1.93 

y una concentración media de 408.6 [ug/mL], ambos valores óptimos para poder 

trabajar con las muestras de ARN extraído. Se extrajo además ARN mediante el mini 

kit de columnas GeneJET Plant RNA Purification, obteniendo un valor medio de ratio 

de pureza 260/280 de 2.03 y una concentración media de 349.6.6 [ug/mL].  

En los tejidos vegetales la composición de metabolitos y enzimas 

secundarios varían en su contenido, por lo que a menudo se encuentra que los 

procedimientos de aislamiento que funcionan para un tejido no funcionan para otro. 

Esto ha dado lugar a la publicación de una serie de protocolos de aislamiento de 

ARN (Ouyang et al., 2014).  

Muchos de los protocolos de aislamiento de ARN que se usan se basan en 

agentes caotrópicos altamente tóxicos tales como fenol, tiocianato de guanidina o 

fenol/cloroformo que rápidamente desnaturalizan las ribonucleasas endógenas en 

tejidos vegetales. Sin embargo, estos protocolos de aislamiento no siempre 
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proporcionan un rendimiento y calidad adecuados de ARN. Además, hay que 

considerar cuestiones de seguridad y eliminación, especialmente con respecto al 

fenol, que se absorbe fácilmente a través de la piel y puede causar náuseas, 

quemaduras y la muerte (Liu et al., 2018). 

A partir de los datos de ratio de pureza 260/280 y concentración de ambos 

métodos utilizados para la extracción de RNA, se puede concluir que ambos 

métodos son factibles para la extracción de RNA de pétalos de rosa; sin embargo, el 

método basado en el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA Purification es 

mucho más rápido (en 20 minutos se completa una extracción, mientras que con el 

método de fenol-cloroformo con Trizol se demora aproximadamente 120 minutos) y 

además, evita el uso de agentes caotrópicos. 

Análisis de transcritos 

Homogeneidad del gen de expresión constitutiva (housekeeping) 

Los genes de expresión constitutiva son genes que se requieren para el 

mantenimiento de las funciones celulares basales y son esenciales para la 

existencia de una célula, independientemente de su función específica en el tejido u 

organismo. Por tanto, se expresan en todas las células de un organismo en 

condiciones normales y fisiopatológicas, independientemente del tipo de tejido, 

etapa de desarrollo, estado del ciclo celular o señal externa (Basa et al., 2009).  

Estos genes de expresión constitutiva obtienen valor científico de dos formas. Por un 

lado, representan el conjunto mínimo de genes necesarios para mantener la vida. 

Por otro lado, los genes housekeeping se utilizan ampliamente como controles 

internos para estudios experimentales (Gheisari et al., 2017).  

La calidad del ADNc se comprobó mediante un PCR para el gen constitutivo 

NAD5. Como se muestra en la Figura 2, todas las muestras generaron un amplicón 

del tamaño esperado (185 bp), concluyendo que la calidad del ADN complementario 

es óptima. 
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Figura 2 

Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos del gen NAD5 de muestras de 

ADNc de pétalos de rosa 

 

Nota. MM: marcador molecular TrackIt 1kb; NTRC: control sin retrotranscripción 

reversa 

Amplificación del gen RhNUDX1 a partir de ADNc 

Para la amplificación del ADNc obtenido a partir del ARN de pétalos de rosa, 

se realizó PCR convencional basado en los parámetros y metodología usados para 

el ADN. 

La temperatura de hibridación óptima de cada par de primers fue la misma 

usada para el ensayo en ADN. El número de ciclos óptimos para la obtención de 

productos en la fase exponencial de la curva de PCR se determinó en 35 (Sipos et 

al., 2007).  

Las condiciones del programa del termociclador para llevar a cabo la PCR 

del DNAc es el mismo usado para el ADN, como se detalló en la Tabla 2. 

Los productos de la PCR del ADNc se corrieron en gel de agarosa al 1% con 

SYBR Safe- DNA Gel Stain y TBE 1X y no se pudo observar amplicones en el gel. 

Rosa 1 Rosa 2

  Rosa 1 

Rosa 3      Rosa 4     Rosa 5      Blanco     NTRC      

100 

200 
300 

MM 
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Con los amplicones, se estimaba realizar un análisis densitométrico con las 

densidades de cada banda; además para el análisis de la expresión del gen 

RhNUDX1 en pétalos de rosas se pensaba emplear un diseño de bloques al azar. 

Tras haber verificado que los datos sigan una distribución normal, se realizaría un 

análisis estadístico ANOVA de las densidades absolutas calculadas y una prueba de 

comparaciones múltiples de Tukey para observar diferencias significativas entre las 

medias. 

Según GenScript (2002), en la clonación molecular, después de la síntesis de 

ADNc a partir de moldes de moléculas de ARNm, se debe diseñar un programa de 

PCR para amplificar el gen de interés, así como agregar elementos adicionales 

como sitios de restricción o etiquetas de detección y purificación. Las propiedades 

intrínsecas de las secuencias de genes, como el alto contenido de GC, los tramos 

largos del mismo polinucleótido y las secuencias que codifican estructuras de bucle 

en horquilla, pueden obstaculizar la eficacia de la PCR. Además, Schrick & Nitsche 

(2016) indican que para una correcta PCR se debe tener en cuenta ciertos 

parámetros, tales como: buena calidad del templado, diseño correcto de los 

cebadores, buena especificidad del cebador, correcta temperatura de annealing y 

temperatura de extensión, correcta programación del termociclador, concentración 

de reactivos óptima, buena calidad de los reactivos. Para resolver los problemas 

antes mencionados se realizaron múltiples pruebas en el laboratorio para así ir 

descartando los posibles parámetros que resultan en una nula amplificación del gen 

RhNUDX1.  La calidad del ADN y ARN extraído de los pétalos de rosa se 

cuantificaron y se obtuvieron ratios de pureza y concentración optimas dentro del 

rango para poder utilizarlas sin problema. Para el caso del ADN se obtuvo un ratio 

de pureza 260/280 de 1.87, donde según Hirata et al. (2016) indica que la relación 

260/280 es estable y es considerada óptima con un valor entre 1.8 a 2.0. El ARN 

tuvo una relación 260/280 de 1.93, donde según Dieffenbach, Lowe & Dveksler 
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(2013) indican que la relación de absorbancias 260/280 con un valor de 2.0 a 2.2 se 

considera un ARN de pureza óptima. La concentración y calidad de los reactivos fue 

puesta a prueba al amplificar el gen ADNr 16S de una muestra de Bacillus subtilis 

mediante PCR convencional y el set de primers universales 1492R y 27-F, donde se 

obtuvo un amplicón esperado de aproximadamente 1500 pb, tal como se puede 

observar en la Figura 3. Por lo tanto, el diseño y la buena especificidad de los 

cebadores son los parámetros que se deben considerar el más adecuado a analizar 

a más profundidad para una siguiente investigación, los cuales podrian ser los que 

estan causando una ausencia del amplicon en el gel. Según Bustin et al. (2019) se 

puede trabajar con primers degenerados o se puede diseñar primers que 

amplifiquen en regiones conservadas que contemplen más nucleotidos (mayor 

longitud). 

Figura 3 

Electroforesis en gel de agarosa de productos del gen ADNr 16S 

 

Nota. MM: marcador molecular TrackIt 1kb; M1: muestra de B. subtilis; B: blanco 

Además de los parámetros antes mencionados para una óptima PCR, 

existen otros factores moleculares que se deben tomar en cuenta para este estudio. 

Según Baudino et al. (2019) las rosas que no presentan aroma no han perdido por 

completo su capacidad de producir moléculas aromáticas, pero emiten cantidades 

MM M1      B 

1500 
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muy pequeñas; la hipótesis actualmente favorecida para explicar la ausencia de olor 

en rosas se refiere al mal funcionamiento de las vías biosintéticas de los compuestos 

volátiles. Desde 2002, la identificación de las enzimas responsables de la síntesis de 

los principales compuestos aromáticos de la rosa se ha convertido en un objetivo 

principal de la investigación. Una investigación pionera sobre Clarkia breweri y 

Antirrhinum majus ha demostrado que la producción y emisión de aromas a menudo 

se regulan a nivel de transcripción (Dudareva y Pichersky, 2000).  

Los terpenoides son uno de los grupos de productos naturales más grandes, 

con mayor diversidad estructural y son moléculas cruciales para el típico aroma de 

rosas (Tholl, 2015). Las vías que conducen a la biosíntesis de compuestos 

terpénicos están bien documentadas en docenas de plantas. En rosa, la información 

sobre genes implicados en la vía terpenoide es muy escasa y actualmente solo se 

han aislado unos pocos genes. Recientemente se ha identificado un gen clave, cuya 

expresión está fuertemente correlacionada con la presencia de terpenoides en 

diferentes cultivares de rosas (Magnard et al., 2015; Sun et al., 2020).  

En un estudio realizado por Baudino et al. (2019), se comparó los 

transcriptomas de dos cultivares de rosas que tienen aromas muy diferentes: R. × 

hybrida "Papa Meilland" muy fragante y R. × hybrida "Rouge Meilland" sin perfume; 

se encontró que el gen con la expresión diferencial más alta codificaba una nudix 

hidrolasa citosólica, este gen se expresa específicamente en pétalos donde se 

produce el olor. En los cultivares de rosas modernos, su expresión se correlaciona 

con la presencia de geraniol, un monoterpeno muy importante para el aroma de 

rosas. La función de RhNUDX1 según Baudino et al. (2019) finalmente se descifró 

utilizando enfoques complementarios que llevaron a las siguientes conclusiones: Las 

flores de rosa utilizan una ruta alternativa para producir geraniol mediante el empleo 

de una enzima difosfohidrolasa de la familia Nudix, RhNUDX1 se localiza en el 

citosol, aunque en todas las demás plantas, los monoterpenos se sintetizan 
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principalmente en plástidos. En las plantas, las hidrolasas de Nudix están poco 

caracterizadas, aunque se han identificado hasta 29 genes en el genoma de 

Arabidopsis (Kraszewska, 2008).  

En un estudio realizado por Sun et al. (2020), se buscó homólogos de 

RhNUDX1 en dos especies de rosas diploides: R. chinensis cv. ‘Old Blush’ (OB, 

planta materna) y R. x wichurana (Rw, planta paterna). Se describieron tres genes a 

partir de OB (RcNUDX1-1a, RcNUDX1-1b y RcNUDX1-2) y dos genes a partir de Rw 

(RwNUDX1-1 y RwNUDX1-2). Aunque se encontraron tres genes NUDX1 en OB y 

dos en Rw, solo un gen se expresó altamente en pétalos OB y Rw, los cuales 

fueron, RcNUDX1-1a y RwNUDX1-2, respectivamente. El nivel de expresión varió 

entre los individuos F1 de un cruce entre OB x Rw y se correlacionó con el nivel de 

diferentes compuestos aromáticos en estos individuos. De hecho, la expresión del 

gen RcNUDX1-1a se correlacionó con la producción de geraniol, mientras que la de 

RwNUDX1-2 se correlacionó con la producción de E, E-farnesol.  Con ello se puede 

corroborar, que las muestras analizadas en esta tesis no generaron un amplicón en 

el gel de electroforesis ya que la forma del gen presente en las muestras de rosas 

probablemente no estaría asociada al aroma. 

La comprensión de los mecanismos moleculares que controlan los rasgos de 

aroma en rosas puede permitir la identificación de marcadores moleculares y 

genéticos para ayudar a la selección. Esta técnica no se ha aplicado a la rosa, 

aunque es muy utilizada en animales y cultivos (Baudino et al., 2019). Los estudios 

de asociación de todo el genoma también ayudarían a estudiar la herencia de la 

fragancia en la rosa, como ya se hizo para el contenido de pigmentos. Además, 

estos estudios sobre el aroma de las rosas también podrían utilizarse para 

establecer un vínculo entre el aroma y otros parámetros de la calidad de la flor, 

como el color y el desarrollo (Schulz et al., 2016). 
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Capítulo V: Conclusiones 

1. Se logro extraer ADN de los pétalos de cinco variedades de rosa por el método 

CTAB, obteniendo un valor medio de ratio de pureza 260/280 de 1.87 y una 

concentración media de 501.6 [ug/mL], ambos valores óptimos para poder trabajar 

con las muestras de ADN extraído. 

2. No se observó la presencia del gen RhNUDX1 en ninguna de las variedades de 

rosa a partir de la muestra de ADN. 

3. Se extrajo ARN de las 5 variedades de rosas con el método basado en fenol-

cloroformo con Trizol, obteniendo un valor medio de ratio de pureza 260/280 de 1.93 

y una concentración media de 408.6 [ug/mL]. Se extrajo además ARN mediante el 

mini kit de columnas GeneJET Plant RNA Purification, obteniendo un valor medio de 

ratio de pureza 260/280 de 2.03 y una concentración media de 349.6.6 [ug/mL].  

4. El ADNc obtenido a partir del ARN extraído de pétalos de las cinco variedades 

rosa es de óptima calidad, al cumplir el control interno a partir del gen de expresión 

constitutiva NAD5. 
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Capítulo VI: Recomendaciones 

1. La recolección de los botones florales para evaluar la expresión del gen 

RhNUDX1 se lo debe hacer en la etapa de desarrollo floral. 

2. Los análisis de transcritos deben realizarse con la presencia de un control 

positivo. 

3. Realizar un diseño de los primers más exhaustivo. Se puede trabajar con primers 

degenerados. 

4. Realizar un análisis más completo de los primers con todos los homólogos 

descritos del gen hasta el momento, para verificar que los primers sean específicos. 
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