UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNDVACION PARA LA EXCELENCIA

Analisis de expresiéon del gen RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas de

la finca “Royal Flower”, Tabacundo, Ecuador

Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacién, previo a la obtencion del titulo de Ingeniero en Biotecnologia

Ing. Flores Flor, Francisco Javier Ph. D.

2 de septiembre del 2020



Analisis de URKUND

UrkunNpD

Document Information

Analyzed document TESIS_MIGUEL CRIOLLO_DEFINITIVA.docx (D80539425)
Submitted 10/2/2020 4:53:00 PM
Submitted by
Submitter email fiflores2@espe.edu.ec
Similarity 6%

Analysis address fiflores2.espe@analysis.urkund.com

Firma:

Firmado electrénicamente por:

kY FRANCISCO
-+ JAVIER FLORES

FRANCISCO JAVIER FLORES FLOR Ph.D.
C.C.: 1713443479




UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CERTIFICACION

Certifico que el trabajo de titulacion, “Analisis de expresion del gen RhNUDX1 en pétalos
de variedades de rosas de la finca “Royal Flower”, Tabacundo, Ecuador” fue realizado
por el sefior Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro el cual ha sido revisado y analizado
en su totalidad por la herramienta de verificacion de similitud de contenido; por lo tanto
cumple con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodolégicos establecidos
por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, razon por la cual me permito acreditar y

autorizar para gque lo sustente publicamente.

Sangolqui, 20 de septiembre del 2020

. Firmade electrénicamente por:
3¥ FRANCISCO

ydr JAVIER FLORES
% FLOR

Ing. Flores Flor, Francisco Javier Ph. D.

C.C.. 1713443479



@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

RESPONSABILIDAD DE AUTORIA

Yo, Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro, con cédula de ciudadania N°
1720892155, declaro que el contenido, ideas y criterios del trabajo de titulacion:
Analisis de expresion del gen RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas de
la finca “Royal Flower”, Tabacundo, Ecuador es de mi autoria y responsabilidad,
cumpliendo con los requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodoldgicos
establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los

derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Sangolqui, 20 de septiembre del 2020

Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro

C.C.: 1720892155



@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDAY DE LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION DE PUBLICACION

Yo Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro, con cédula de ciudadania N°
1720892155, autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar el
trabajo de titulacion: Anadlisis de expresion del gen RhNUDX1 en pétalos de
variedades de rosas de la finca “Royal Flower”, Tabacundo, Ecuador en el

Repositorio Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangolqui, 20 de septiembre del 2020

Criollo Guallasamin, Miguel Alejandro

C.C.: 1720892155



Dedicatoria
En primer lugar, a mi familia, que siempre ha sido el pilar fundamental en mi

vida, y quienes me han permitido cumplir mis metas y suefios.

A nuestro padre Dios, quien me ha dado los dones necesarios para culminar

mi carrera.

A Estefania, que ha sido una persona que ha luchado junto a mi en todo los

momentos de mi vida.

A la Universidad de las Fuerzas Armadas, que ha sido mi casa para llenarme

de conocimiento y valores.



Agradecimientos
Agradezco en primer lugar a Dios y la Virgen, que me han dado sabiduria y

fortaleza para mi vida, en especial en mis momentos de flaqueza.

Gracias a mis padres Carlos y Liliana, quienes desde mi infancia han luchado
muy duro para darme los estudios y me han permitido hoy formarme como
Ingeniero. A mis hermanas Karlita y Nadia, que, a pesar de las peleas de hermanos,
me han acompafiado en muchos momentos felices y también tristes de mi vida. A mi
tio Telmo, que ha sido como un segundo padre para mi y siempre me ha motivado a

ser mejor cada dia.

Agradezco a mi novia Estefania y su familia, que han sido como una segunda
familia en mi vida, me han ensefiado muchas cosas y me han permitido crecer como

persona y como profesional.

Gracias a mi equipo de trabajo en la Universidad, en especial al Doc
Francisco y Almita, que han sido mas que tutores unos mentores en mi vida
estudiantil, que con su generosidad y alegria por la ensefianza han hecho de miy de

muchos estudiantes unos excelentes profesionales.



indice de contenidos

(1T g {1 1T ox= ot o] o RSP PRRRR 3
Responsabilidad de aUtOria......cccccccieiiecieiiecece et 4
Autorizacion de pUBICACION ..o s 5
1= To T o= 1 (o ) - VRO 6
F o = Lo [ Tod | 4 =T o1 o 1SS 7
INAICE 0@ CONTENIAOS ....vovecveeeece ettt 8
INAICE A€ TADIAS ..ottt 10
INAICE D8 FIQUIAS ...euoeeeceiecececcecee ettt aaes 11
RESUMIEBIN ...ttt ettt s e st e e st e e st e e sabe e st e e sabeesabeesareenane 12
N ¢S] 1 = T USSR 13
Capitulo I INtrOAUCCION ..ottt ettt eseaeeaes 14
ANTECEARINTES ...ttt ettt sb et s bt et e b et sbeeanens 14
Justificacion del Problema ... e 17
Objetivos de [a inVesStigacCiOn ..ottt et 17
ODBjJELIVO GENETA .....eeeeieeeeeeee ettt e te et beeteeareene e 17
ODbjetivos ESPECTTIICOS ...uiiiiiici e s s 18
Capitulo Il: Marco ReferenCial.........ccoviieieiiineseeeee e 19
TaXONOMIA A€ 18 FOS@ . .iiieieieeieeieee et sttt see s enes 19
Caracteristicas botanicas de 12 r0S@.....cccovvverieiininieeeee e 19
CUITIVO 0B FOS@. ittt sttt st sttt b e s b et e st b saeas 19
FraganCia €N FOSAS .....cccvceeieiieiiieieieste st et eteste e et et e s tesseesaessesseeseesaestesseesaessessesseeseens 20
Andlisis de genes de aroma €N FOSAS .....ccevvereeeerierenieiesie e seeae e seeeessessessesseens 20
TECNICAS MOIECUIAIES ...t enes 22
Extraccion de ADN VEQELal ......c.cccevieiiiiiisieeeceee et 22
Extraccion de ARN VEQELal ......c.cccviiiiiiiieieseeeeeee ettt 23
TraNSCIIPCION FEVEISA ...cuiiuiiiieieieriesieeeeie e ste et e e sre e eeestestesseetessesseesaeseensensenns 24
PCR CONVENCIONAL....coiiiiieiee ettt sneas 24
Genes de expresion CONSHITULIVA.....ccoiciiiiieie e 25

Gen de la subunidad 5 (nad5) de la NADH deshidrogenasa mitocondrial.. 25

HIPOTESIS ittt b ettt b e s bbb e 25
Capitulo lll: MaterialeS Y MELtOUOS.......covvieieiceeieeee et enaens 27
PArtICIPANTES ..ooiiieeciee et et e et e et e et e e ba e e be e e sae e beeesaeesraeessneenes 27
oY o= Wo [ =TT (U o | o OO P U OUPRS 27

Periodo de tiempo de iNVeSTIgacCiON ........ccvecveiieiiciece e 27



PrOCEAIMIENTO ....iiiiieetete ettt bttt st be b 27
Recoleccion del material Vegetal ..........ccoviveiieieiiiiicecese e 28
Preparacion del material Vegetal.........coeoveoiiiiececceee e 28
EXTracCion A€ ADN......ooo ittt st st ne e saesneeneens 29
Cuantificacion y analisis de calidad del ADN.........cccoeeveiieiiececie e 30
Amplificacion del gen RhNUDX1 por PCR convencional......c..ccocovvevveevienenennnene 30
DIESY=T aTo R0 [ ot =T T=To o ] =2 30
AMPLIficacion del ADN ...ttt be s 30
EXIracCion d@ RNA ...ttt sttt st st ae b eaeens 32
Método de extraccion de RNA por fenol-cloroformo con Trizol®................. 32
Método de extracciéon de RNA mediante el mini kit de columnas GeneJET
Plant RNA PUTTICAION c...oouiiieeee ettt 33
Cuantificacion y analisis de calidad del ARN.........cccooievieieeveeceeeeeee e 35
Sintesis de ADN cOMPIEMENTANIO .....ccccveviiiiieiieieiececeeee e 35

Amplificacion de genes RhNUDX1 y housekeeping por PCR convencional.. 36

Disefio de CeDAUOIES.........coi i 36
Control de calidad del ADNC ........cccciiiiiniiceeeeee e 36
AMPLIfiCACiON A€ ADNC ....cuiiiieeceee ettt st eaes 37
Capitulo IV: Resultad0s Y diSCUSION .....ccoveiiiriinieieieeserieee e 40
Extraccion y cuantificacion de ADN ........ccccviririeinineneeeesese e e 40
DIiSE0 A€ CEDAUOIES....c..iiiiiiireee e e 40
Amplificacion del gen RhNUDXL1 a partir de ADN .....c.coovveveiieiieceesee e 41
Extraccion y cuantificacion de ARN ........oov o 42
ANALISIS AE trANSCIIIOS .ueuiiiieiiiieiee et 43
Homogeneidad del gen de expresién constitutiva (housekeeping) ............. 43
Amplificacion del gen RhNUDX1 a partir de ADNC .....cccoeeevveviecieiiecieceecieeen, 44
Capitulo V: CONCIUSIONES ...ocueicieceecee ettt ettt sttt ae e aeenns 49
Capitulo VI: RECOMENTACIONES ...ttt 50

Capitulo VII: REFEIENCIAS ...cveiiciieeieieiece ettt ettt saesneenaens 51



10

indice de Tablas

Tabla 1. Composicion de una reaccién de PCR basado en DreamTaq Green PCR

MASEEE MIX (2X). .eeeveeieeiieieete ettt te ettt eebe et e e e e e e e sraesraeste e reereas 31
Tabla 2. Programa del termociclador para llevar a cabo la PCR del DNA ................ 32
Tabla 3. Composicion de una reaccion de PCR para el gen constitutivo NADS........ 36

Tabla 4. Programa del termociclador para llevar a cabo la PCR para el gen NAD5. 37

Tabla 5. Composicion de una reaccion de PCR del ADNc basado en DreamTaq

Green PCR MaSter MiX (2X)....coeeeeierieriniteieienieeieetesie sttt 38
Tabla 6. Caracteristicas de 10S primers USAdOS..........cccvevvveeiiecieecieecieee e 41

Tabla 7. Caracteristicas termodinamicas de los primers usados..........cccoccveeverveenenee. 41



11

indice de Figuras

Figura 1. Ruta de biosintesis de geraniol (CIitOSOI).........cccceeveverinieieeececeeee e 22

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

muestras de ADNC de pétalos de roSa.......cccecveeeieecieeieeeeceecee e 44

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de productos del gen ADNr 16S............. 46



12

Resumen
Las rosas han sido el cultivo mas importante en la industria de la floricultura desde
hace siglos, el género Rosa incluye 200 especies y mas de 35 000 cultivares.
Actualmente en Ecuador el area floricola se ha convertido en la segunda fuente de
ingresos no petroleros. Las rosas ecuatorianas se caracterizan por ser de las mas
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 redisefiar sus
estrategias de produccién para mejorar sus niveles de competitividad, es por ello
gue la presente investigacion tiene por objetivo analizar la expresién del gen
RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas de la finca “Royal Flower”, Tabacundo,
Ecuador. La hidrolasa NUDX1, es parte importante de una via para la biosintesis de
alcoholes monoterpenos libres que contribuyen al aroma en las rosas. Se determiné
la presencia del gen RhNUDXL1 en cinco variedades de rosas, para ello se extrajo el
ADN con el método CTAB y se realiz6 un PCR convencional. Luego, se procedi6 a
analizar la expresion 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 realiz6 un control interno de calidad a partir del gen de expresion
constitutiva NADS. A pesar de no haber obtenido amplicones visibles, se logré
estandarizar: el proceso de extraccion de ADN y ARN para pétalos de rosas,
estandarizar el programa de PCR y determinar pardmetros importantes para el

disefio de primers especificos para el gen RhnNUDX1.
Palabras clave:

e GEN RHNUDX1
e ROSA

e 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 NADS5. 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:

e GEN RHNUDX1
e ECUADORIAN ROSE

e AROMA IN ROSES
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Las rosas han sido el cultivo mas importante en la industria de la floricultura
desde hace siglos, el género Rosa incluye 200 especies y mas de 35 000 cultivares
(Gudin, 2000); representan un valor anual de aproximadamente 10 billones de
ddlares donde se comercializan principalmente como flores cortadas, plantas en
macetas y plantas de jardin, ademas, 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 pequefia y la demanda de rosas en el mercado es alta, por lo que el
desarrollo de nueva informacion y herramientas para la produccion y genética de
rosas ha sido un paso importante en los ultimos afios; es asi que la disponibilidad de
secuencias del genoma de rosa ha permitido la identificacion de genes candidatos
relacionados con el aroma, numero de pétalos, color, desarrollo floral, etc. (Smulders

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

Actualmente la investigacion en rosas se ha centrado en caracteristicas
cualitativas como la presencia/ausencia de la “doble flor” o resistencia a
enfermedades, y otras caracteristicas complejas que incluyen el color de la flor,
emision de olores, crecimiento de brotes, respuesta de vernalizacion y desarrollo
floral (Spiller et al., 2010). Varios estudios se han centrado principalmente a los
compuestos volatiles 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 acidos grasos, y terpenoides. Por lo
tanto, los pétalos de rosa representan un excelente sistema para la aplicacién de
tecnologias gendmicas modernas en la blusqueda de nuevos genes relacionados

con la produccion de aroma (Channeliére et al., 2002).
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Desde el punto de vista biotecnolégico, el pétalo de rosa es muy importante
debido a su gran influencia en la mayoria de caracteristicas ornamentales, por
ejemplo, el inicio de la senescencia o absicién de pétalos determina en gran medida
la vida del florero, ademas el pétalo es el sitio principal de produccion de aromas,
pues en la epidermis del lado adaxial del pétalo de rosa se ubican células
especializadas en forma de cono cuya funcién principal es la produccién y secrecion

de moléculas arométicas (Dudareva & Pichersky, 2000).

Los terpenoides, especialmente los alcoholes monoterpenos como el
geraniol, son componentes principales de compuestos volatiles responsables del
aroma tipico de rosa (Tholl, 2015); en general, la biosintesis de terpenoides en
plantas se da mediante diversas terpeno sintasas, sin embargo, Smulders et al.
(2019) indican que se descubri6 recientemente a partir de una combinacion de
enfoques genéticos y transcriptdbmicos que la rosa usa una via independiente de
terpeno sintasa, donde es clave la enzima RhNUDX1, que pertenece a la familia de
proteinas Nudix; también se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles de
expresion de RhNUDX1 y la produccion del geraniol monoterpenoide determinando
el papel esencial de esta proteina en la produccién de aroma en rosas (Magnard et

al., 2015).

Los principales paises exportadores de flores en el mundo son: Holanda,
Colombia, Alemania, Ecuador e Italia (Vasquez, 2018). Ecuador posee una situacion
geografica 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, Paises Bajos, Canada, Italia, Ucrania 'y
Esparfia (Becerrra & Changoluisa, 2018), pues son consideradas una de las mejores
del mundo debido a sus caracteristicas Unicas, tales como: tallos gruesos y largos,
botones florales grandes, colores vivos y gran aroma (Corporacién Financiera

Nacional, 2017).
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En Ecuador la floricultura tiene sus inicios a principios de los afios 80, y la
produccién a gran escala empieza en el afio de 1994 presentando ligeras decaidas
no significativas en los afios 2006, 2007 y 2009 (Goméz & Egas, 2014). El cultivo de
rosas ha ayudado a fortalecer la economia en el pais gracias al incremento en las
tasas de empleo, es asi que en los registros del 2013 datan 48 000 trabajadores
directos y 55 000 trabajadores indirectos; actualmente las principales floricolas se
concentran en las provincias de Pichincha, Cotopaxi, Imbabura y Azuay (Clerque,

2013).

Las condiciones naturales presentes en la sierra ecuatoriana (region
ecuatorial en donde se encuentra la gran mayoria 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 15y 22 °C) con una fluctuacion de +/- 1°C al
afio, 12 horas de luz durante todo el afio, cantidad de agua abundante, entre otras
(Expoflores, 2014). Gracias a estas condiciones ambientales permite a las flores
ecuatorianas desarrollar caracteristicas importantes para los mercados floricolas,
como son: tamario del botdn floral, largo del tallo, color, textura del pétalo (FLACSO,

2015).

El &rea de investigacion en el pais sobre rosas es muy limitado, se han
realizado trabajos como caracterizacion molecular de rosas, protocolos para
multiplicacion de flores, control bioldgico de fitopatégenos, fingerprinting (Wendt &
Izquierdo, 2002); pero, para estudios sobre genes de aroma en rosas no existe
informacion hasta septiembre del presente afio, es por ello que la presente
investigacion es pionera en dicha area y corresponde a una primera parte de un
proyecto superior que se llevara a cabo por International Rose Breeders
representada en Ecuador por Conectiflor S.A. para la obtencién de mejores

cultivares de rosas.
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Justificacion del problema

Actualmente en Ecuador el area floricola 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
mas vendidas en el mundo, en especial al mercado de Estados Unidos, seguida en
menor cantidad a Rusia, Holanda, Italia, Canadd, Ucrania y Espafia (Expoflores,
2014). El Ecuador recibe una gran cantidad de dinero gracias a la exportacion de
rosas, dinero que es destinado principalmente para: obras publicas, generar
mayores puestos de empleo, creacion de planes de desarrollo a pequefios
productores (Direccién 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 redisefiar sus estrategias de produccion
para mejorar sus niveles de competitividad logrando asi 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 pais se esta
viendo afectado por la gran competencia que se ha desarrollado en el mercado
floricola (Vasquez, 2018) y por ello es importante en Ecuador potencializar las
caracteristicas de sus rosas (aroma, color, tamafio de botones florales, grosor de
sus tallos, etc.) mediante herramientas de investigacion efectivas y actuales para
tener aparte de sus certificaciones mayor competitividad dentro del mercado floricola

(Clerque, 2016).

Objetivos de la investigacion
Objetivo general
Analizar la expresion del gen RhNUDX1 en pétalos de variedades de rosas

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



Objetivos especificos
e Determinar la presencia del gen RhNUDX1 en cinco variedades de rosa.
e Evaluar la expresion del gen RnNUDX1 de forma semicuantitativa en las

variedades de rosa donde el gen se encuentre presente.

18
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Capitulo Il: Marco Referencial
Taxonomia de larosa
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 mas de 30 000 cultivares
(Esparza, 2003). Los cultivares de rosa se dan mediante métodos de hibridacion a
partir de las especies: R. moschata, R. gallica, R. damascena, R. wichuraiana, R.

california y R. rugosa (Vasquez, 2018).

Caracteristicas botanicas de larosa

El rosal es una planta tipo arbusto, con ramas lefiosas y generalmente con
espinos que alcanzan de 2 metros a 5 metros de altura; sus hojas son de tipo
pinnadas, caducas, con estipulas, 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 niumero de hibridaciones existen
diversas caracteristicas y formas diferentes de la flor; por lo general son

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

Cultivo de rosa

Las rosas se han cultivado desde la antigliedad, la actividad de reproduccién
gue condujo a la produccion de rosas modernas solo comenzé realmente en el siglo
XIX. Los cruces que involucran solo siete u ocho de las mas de 120 especies del
género Rosa han llevado a la creacién de mas de 35 000 cultivares de rosas y hoy
las rosas se encuentran entre las plantas ornamentales mas importantes del mundo

(Channeliere et al., 2002).

Las rosas son faciles de propagar, generalmente se propagan de tres formas:
la propagacién por esquejes (es el método que resulta mas sencillo), la propagacion
por injertos (que es la que se usa a gran escala) y la propagacion 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 repeticion natural y artificial hibridaciones R. hybrida es un
tetraploide y las rosas ancestrales son diploides. Como consecuencia de la
hibridacién natural y artificial, las rosas cultivadas tienen varias caracteristicas
florales, que incluyen colores rojos, naranjas y amarillos intensos, inflorescencias
cada vez mayores y mas grandes con una gran cantidad de pétalos (Hirata et al.,

2016).

Fragancia en rosas

La fragancia floral es una caracteristica importante que esta determinada por
una mezcla compleja de moléculas volatiles de baja masa molecular. Durante
muchos afios, la investigacion sobre fragancias florales se centré en su composicion
guimica y como resultado, se identificaron cientos de compuestos. La mayoria de
estos compuestos pertenecen a tres vias biosintéticas principales: fenilpropanoides,
derivados de acidos grasos y terpenoides. Aunque las vias completas que conducen
a los productos finales no se han caracterizado, se han descrito modificaciones

comunes como la hidroxilacién, la acetilacion y la metilaciéon (Dudareva, 2000).

Los pétalos son la fuente principal de compuestos de aroma en muchas
flores, y la produccién y emision 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).

Anélisis de genes de aroma en rosas

Cientos de moléculas volatiles que pertenecen a diferentes vias biosintéticas,
han sido aisladas de pétalos de rosa. La combinacion de estas moléculas genera el
particular aroma a rosas. Las vias biosintéticas de muchos compuestos de aroma a

rosa no se conocen completamente. La biosintesis 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 volatiles de la flor
de rosa, principalmente responsables del aroma tipico de rosa (Clerque, 2016). En
general, la biosintesis de terpenoides en las plantas se logra mediante diversas
terpeno sintasas; sin embargo, segun Gudin (2000) con una combinacion de
enfoques transcriptdmicos y genéticos, descubrid recientemente que la rosa usa una
via independiente de terpeno sintasa. Una enzima clave de esta via es RnNNUDX1,
perteneciente a la familia de proteinas Nudix. Se encontré una correlacion positiva
entre los niveles de expresion de RhNUDX1 y la produccion del geraniol
monoterpenoide, lo que indica el papel esencial de esta proteina en la produccién de

aroma en rosas (Gudin, 2000).

La hidrolasa NUDX1, que se localiza en el citoplasma, es parte importante de
una via para la biosintesis de alcoholes monoterpenos libres que contribuyen al
aroma en las rosas. El gen codifica una proteina de 150 aminoacidos que contienen
el dominio Nudix caracteristico y es 59% idéntico a NUDX1 de Arabidopsis thaliana.
NUDX1 se expresa en pétalos, donde se produce el aroma, con poca o nula
expresion en estambres, sépalos u hojas jévenes, y se correlaciona con la
biosintesis de terpenos (MetaCyc, 2020). Magnard et al. (2015) describe la ruta para
la produccion de geraniol; la enzima clave de la via 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 aln no se ha caracterizado.
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Figura 1

Ruta de biosintesis de geraniol (citosol)
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Nota. Basado en Pathway: geraniol biosynthesis (cytosol). MetaCyc, 2020

Técnicas moleculares

Extraccion de ADN vegetal
Aislar ADN del tejido vegetal generalmente representa un desafio debido a la
bioquimica diversa entre especies de plantas, y es importante elegir un método de

extraccién éptimo (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 polisacéridos, polifenoles y otros metabolitos secundarios. Estos
componentes suelen obstaculizar el proceso de purificacion 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 polisacéaridos, polifenoles y otros compuestos; para
solucionar dicho problema se usa generalmente un método basado en un tampén de
extraccion para reducir los niveles de metabolitos secundarios. El uso de altas
concentraciones de EDTA, CTAB y B-mercaptoetanol en el tampdn de extraccion y
una alta concentracién de polivinilpirrolidona y NaCl en el tampén de limpieza

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

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

ayuda a la separacion de polisacaridos durante la extraccion, mientras que otros
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compuestos, como la polivinilpirrolidona, pueden ayudar a eliminar los polifenoles. El
método de extraccion basado en CTAB aprovecha que los polisacaridos y el ADN
tienen solubilidades diferentes en CTAB (dependiendo de la concentracion de
cloruro de sodio u otra sal). A concentraciones de sal mas altas, los polisacaridos
son insolubles, mientras que a concentraciones mas bajas el ADN es insoluble. Por
lo tanto, ajustando la concentracion de sal en los lisados que contienen CTAB, los
polisacéridos y el ADN se pueden precipitar de forma diferencial (OPS Diagnostics,

2018).

Extraccion de ARN vegetal

Tal como para extraer ADN, la extraccion de ARN vegetal de calidad también
resulta en su mayoria un proceso dificil debido a la presencia en los tejidos
vegetales de metabolitos secundarios como polifenoles, carbohidratos, ligninas y
aceites etéricos que se unen a los acidos nucleicos cuando se lisan los tejidos;
ademas la presencia de ribonucleasas en los tejidos vegetales puede resultar en una

rapida degradacion del ARN (Hunter & Reid, 2001).

En los tejidos vegetales la composicion de metabolitos y enzimas
secundarios varian 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 publicacién 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 caotripicos altamente toxicos tales como fenol, tiocianato de guanidina o
fenol/cloroformo que rapidamente desnaturalizan las ribonucleasas endégenas en
tejidos vegetales. Sin embargo, estos protocolos de aislamiento no siempre
proporcionan un rendimiento y calidad adecuados de ARN. Ademas, hay que

considerar cuestiones de seguridad y eliminacion, especialmente con respecto al
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fenol, que se absorbe facilmente a través de la piel y puede causar nauseas,

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

Rio et al. (2010) indica que la extraccion de ARN con Trizol es un método
general bastante practico y que genera una buena calidad de ARN. El reactivo Trizol
es una soluciéon monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina y otros
componentes que facilitan el aislamiento de una variedad de especies de ARN de
tamano molecular grande o pequefio; mantiene la integridad del ARN debido a la
inhibicion altamente efectiva de la actividad de la ARNasa. El Trizol permite el
procesamiento simultdneo 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).

Transcripcién reversa

La sintesis 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 estan 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 comdnmente en los flujos de

trabajo de biologia molecular (Martin, 2020).

PCR convencional

La PCR permite obtener multiples copias de un fragmento de ADN mediante
replicacion in vitro; el ADN de la matriz puede ser ADN gendmico, ADN
complementario e inclusive ADN mitocondrial (Kadri, 2020). La técnica de PCR se
divide en tres fases: una fase de desnaturalizacion, una fase de hibridacion y una
fase de elongacion o alargamiento (Debnath et al., 2009). La reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR) se lleva a cabo en una mezcla de ADN molde, la Taq
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polimerasa, los cebadores o primers y los dNTPs en una solucion tampén. Los tubos
gue contienen la mezcla se someten a ciclos de temperatura repetitivos varias veces

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

Genes de expresidn constitutiva

Los genes de expresidn 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 funcidn especifica en el tejido u
organismo. Por tanto, se expresan en todas las células de un organismo en
condiciones normales y fisiopatolégicas, independientemente del tipo de tejido,
etapa de desarrollo, estado del ciclo celular o sefial externa (Basa et al., 2009).
Estos genes de expresion constitutiva obtienen valor cientifico de dos formas. Por un
lado, representan el conjunto minimo 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 proteina llamada NADH deshidrogenasa 5. Esta
proteina forma parte de un gran complejo enzimético conocido como complejo |, que
esta activo en las mitocondrias. Las mitocondrias generan energia mediante un
proceso llamado fosforilacion oxidativa, el cual utiliza el oxigeno y azlUcares simples
para crear trifosfato de adenosina (ATP), que es la principal fuente de energia de la
célula. El complejo | es uno de varios complejos enzimaticos necesarios para la
fosforilacion 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).
Hipoétesis
Nula: el nivel de expresion del gen RhNUDX1 es el mismo para las diez

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

variedades de rosas analizadas.
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Participantes

El presente Proyecto de titulacién contd con el financiamiento de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE (Laboratorio de Microbiologia), como
también de International Rose Breeders representada en Ecuador por Conectiflor
S.A. quien proporciond los Kits para: extracciéon de RNA, extraccién de DNA, sintesis

de DNAc e insumos para llevar a cabo las PCR.

El alumno responsable del desarrollo de este proyecto de titulacion es el
sefior Miguel Alejandro Criollo Guallasamin, egresado de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia. Los profesionales colaboradores y asesores del trabajo de titulacion
fueron: Dr. Francisco Flores, Ph.D., en calidad de director del proyecto de titulacién;
Lic. Alma Koch, Mgs., jefa del Laboratorio de Microbiologia; Ing. Andrea Rodriguez,
técnico del Laboratorio de Docencia; todos pertenecientes a la Universidad de las

Fuerzas Armadas-ESPE.

Zona de estudio

El presente proyecto de titulacion se desarrollé en los laboratorios de
docencia y microbiologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, Matriz
Sede Sangolqui, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha. Una parte importante de
la experimentacion también se realiz6 en el laboratorio de diagndstico molecular

IDgen, ubicado en Quito, provincia de Pichincha.

Periodo de tiempo de investigacion
El presente proyecto de titulacion tuvo una duracion de 8 meses, desde su

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

Procedimiento
Inicialmente se determind la presencia del gen RhNUDX1 en pétalos de

cinco variedades de rosas de la Finca “Royal Flower” (que eran de importancia
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comercial para la floricola), para ello se extrajo el ADN con el método CTAB, se
analizé calidad, pureza e integridad y se realizé una PCR convencional. De las
muestras que se obtuvo la presencia del gen RhNUDX1 se procedié a analizar su
expresion 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 estadistica inferencial. Los
métodos de: disrupcién mecénica, extraccion de RNA, sintesis de DNAc a partir del
RNA extraido, electroforesis, amplificacion del DNAc mediante PCR convencional y
analisis densitométrico de los productos de PCR, se basaron en el proyecto de
titulacion denominado “Analisis transcripcional de genes PR (Pathogenesis related)
en hojas de Vasconcellea stipulata infectadas con Fusarium oxysporum”, realizado

por la sefiorita Mayra Heredia (2018).

Recoleccion del material vegetal

El material vegetal para el desarrollo del proyecto fue tomado de la finca
“‘Royal Flower”, ubicada en Tabacundo, Cantén Pedro Moncayo, de la Provincia de
Pichincha, Latitud: 0.053194, Longitud: -78.199408, Altura: 2800 msnm. La
recolecciéon del material vegetal consistié en cortar tallos de rosas (este corte lo
realizaron los trabajadores de la finca) que contenian 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 periodo maximo de
24 horas en el balde con agua para obtener resultados 6ptimos en la investigacion)

(Dubois et al., 2011).

Preparacion del material vegetal
Para la disrupciéon mecanica del material vegetal se colocaron los pétalos de
rosa (aproximadamente dos botones florales) en un mortero de porcelana

previamente refrigerado, se coloco nitrdgeno liquido y se trituré con un pistilo de
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porcelana hasta obtener un polvo fino. Se recogié 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.

Extraccion de ADN

El protocolo para la extraccion de ADN del material vegetal se basé en
Weising et al. (2005), donde se us6 el método CTAB. Inicialmente se preparé 500
mL del buffer de extraccion que contenia: SDS (concentracion final=140 mM), Tris
HCI (220 mM, pH=8), EDTA (22 mM), NaCl (800 mM), Sarkosyl (1%), CTAB (0.8 %
v/v) y B-mercaptoetanol (0.2 % v/v). El B-mercaptoetanol se coloco en una alicuota
del buffer de extraccion justo antes de ser usado de acuerdo al nimero de muestras
(por cada 0.5 mL de buffer se debe colocar 1 uL de B-mercaptoetanol). Una vez
preparado el buffer se procedio a la extraccion 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 afiadié 500 uL del buffer de extraccion y se mezclé con un
micropistilo por 2 minutos, se agreg6 otros 500 ulL de buffer y se mezclé
nuevamente. Luego se agreg6 500 ulL de cloroformo: isoamilalcohol (24:1) y se
invirtié levemente hasta homogeneizar la muestra y se incubé a 55 °C durante 30
minutos en un termobloque (agitando el tubo manualmente cada 10 minutos). Una
vez transcurrido este tiempo, se dejo enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 14500 rpm por 15 minutos, se extrajo el
sobrenadante y se coloco6 en un tubo nuevo estéril. Se afiadié 750 uL de isopropanol
frio (aproximadamente de 1 a 1.5 veces el volumen del sobrenadante) y se mezclé
suavemente, se colocé a -20 °C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo
se centrifug6 a 14500 rpm por 15 minutos y se descartd el sobrenadante. Se lavo el
pellet con 1 mL de etanol al 75%, se centrifugo a 14500 rpm por 7 minutos y se
repitié el lavado. Luego, se dejé secar el tubo con la tapa abierta durante 20 minutos

dentro de una camara de flujo. Finalmente, se resuspendié el pellet en 100 uL de
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agua ultrapura mas 3 uL de RNAsa y se incub6 a 55°C por 15 minutos. El DNA

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

Cuantificacion y analisis de calidad del ADN

Para determinar la concentracién y calidad del ADN se utiliz6 el
espectrofotdmetro de microplacas UV/Vis Multiskan Sky, el cual genera los valores
de concentracion 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 cargé 4 uL de muestra de
ADN con 2 uL de buffer de carga Blue Juice 10X y se utilizé una fuente de poder a
90V y 300 mA durante 35 minutos. El resultado se visualiz6 en un transiluminador de

luz UV (Makovets, 2013).

Amplificacion del gen RhNUDX1 por PCR convencional

Disefio de cebadores

Se disefié dos pares de primers. El disefio de primers para el gen RhNUDX1
se realizé mediante la herramienta bioinformética SnapGene y el analisis de sus
caracteristicas se realiz6 con OligoAnalyzer donde se verificaron las energias de
Gibbs para la formacién de homodimeros, heterodimeros y bucles (hairpin). Los
criterios seleccionados para el disefio del primer, fueron: longitud (18-24 pb),
temperatura de melting (55-65°C), concentracion de G-C (45-55 %) (PREMIER
Biosoft, 2019) (Dieffenbach, Lowe, & Dveksler, 2013). La especificidad de los

primers se verificd en Primer-BLAST.

Amplificacion del ADN

La amplificacion del ADN extraido de los pétalos de rosa se realizé6 mediante
PCR convencional. Para la reaccién de PCR se utiliz6 DreamTag Green PCR Master
Mix 2X®. Las cantidades de reactivos requeridos para la reaccion de PCR se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1

Composicién de una reaccion de PCR basado en DreamTaq Green PCR Master Mix

(2X).
) Concentracion Concentracion Volumen de
Reactivo
Stock Final adicion
DreamTaq Green 2x 1x 12.5 uL
PCR Master Mix
Cebador-Forward 100 uM 1uM 1uL
Cebador-Reverse 100 uM 1uM luL
ADN - 50 ug/mL luL
Agua DEPC - - 9.5uL
Volumen final: 25 uL

Nota. Basado en User Guide: DreamTaq Green PCR Master Mix (2X). Thermo
Fisher Scientific Inc., 2016.

La temperatura de hibridacion 6ptima fue determinada a partir de la
temperatura de melting teérica (Tm) de los cebadores (bajo la regla general de
comenzar con una temperatura de hibridaciéon 3-5 °C menor que la Tm mas baja de
los cebadores) (ThermoFisher, 2019) (BioLabs Inc., 2019). El nimero de ciclos
Optimos para la obtencién de productos en la fase exponencial de la curva de PCR
se determind entre 25-35 (Sipos et al., 2007). Las demas condiciones de
termociclado para el PCR se basoé en la Guia de uso de DreamTaq Green PCR

Master Mix (2X).

Las condiciones del programa del termociclador para llevar a cabo la PCR
del DNA extraido 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 Numero de ciclos
Desna_tu_re_llizacién 95 3 min 1
inicial
Desnaturalizacién 95 30s
Hibridacion Tm-5 30s 35
Extension 72 1 min
Extension 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 cargo 4 yL de muestra de los
productos de PCR y se utilizé una fuente de poder a 90V y 300 mA durante 35

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

Extraccion de RNA

Para la extraccién de RNA total de los pétalos de rosa se utilizé el método
fenol-cloroformo con Trizol® y el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA
Purification® (Thermo Scientific) y se evalu6 el mejor método de acuerdo a la

cantidad y calidad de muestra obtenida.

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

Se colocé 100-150 mg de muestra de pétalos de rosa triturada en un
microtubo cénico de 1.5 mL (previamente colocado en nitrdgeno liquido para
mantenerse frio) y se colocé en nitrdgeno liquido por 15 segundos. Se agregaron

500 uL de Trizol y se homogeneiz6 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 agitd la mezcla en un agitador Vortex y se incubé por 5 minutos en hielo.

Transcurrido este tiempo se agregd 250 uL de cloroformo (por cada mililitro
de Trizol se debe agregar 250 uL de cloroformo), se agité durante 15 segundos en

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

Posteriormente, se centrifugé el tubo a 14800 rpm por 25 minutos a 4°C,
luego se separé el sobrenadante (aproximadamente 500 ul) y se colocé en un
nuevo microtubo conico estéril. A continuacién, se adicion6 500 uL de isopropanol
frio (previamente refrigerado) (por cada mililitro de Trizol se debe agregar 500 uL de

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

Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos, se descartd el sobrenadante y se
adicion6 1 mL de etanol al 70%. Se centrifugé a 10000 rpm por 10 minutos, se
repitié el lavado con etanol y se dejé secar en una camara de flujo laminar con la

tapa del tubo abierta.

Finalmente, se resuspendi6é en 30 uL de agua DEPC, se incubé en bafio
maria a 55°C por 15 minutos (para solubilizar el ARN) y se almacené en un

ultracongelador a -80°C hasta su posterior uso.

Método de extraccién de RNA mediante el mini kit de columnas GeneJET Plant
RNA Purification
El método de extraccion se baso en la guia 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), afiadiendo 2.1 mL y 30 mL de etanol al 96%
respectivamente. Luego, se complementé la solucién de lisis afiadiendo 10 uL de

DTT 2M por cada 500 uL de Plant RNA Lysis Solution en un microtubo de 1.5 mL.
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Para la extraccion de RNA, se coloc6 100 mg del tejido triturado de pétalos
de rosa en un microtubo que contenia 500 uL de la solucién de lisis de RNA vegetal

y se agitoé en un Vortex por 15 segundos.

Se incub6 por 3 minutos a 56°C y se centrifugd a 13000 rpm por 6 minutos.
Se recogi6 el sobrenadante (aproximadamente 450-550 uL) y se transfirié a un
nuevo tubo de microcentrifuga estéril. Se afiadié 250 uL de etanol al 96% y se

mezclé por pipeteo.

A continuacion, se transfirié la mezcla a una columna de purificacién
insertada en un tubo colector. Se centrifugé la columna por 1 minuto a 11000 rpm.
Se descart6 el sobrenadante y se volvié a montar la columna de purificacién y el

tubo colector.

Se afladio 700 uL de Wash Buffer 1 a la columna de purificacion y se

centrifugd a 11000 rpm por 1 minuto. Se descarté el sobrenadante y el tubo colector.

Se colocé la columna de purificacién en un tubo colector de 2 mL, se afiadié
500 uL de Wash Buffer 2 a la columna y se centrifugd por 1 minuto a 11000 rpm. Se
descart6 el sobrenadante y se remonté la columna y el tubo colector. Se repiti6 el

lavado y se centrifugd a 14000 rpm por 1 minuto.

Se descart6 el tubo colector que contenia el sobrenadante y se transfirié la

columna de purificacion a un tubo de recoleccién de 1.5 mL libre de RNasas.

Para diluir el ARN se agreg6 50 uL de agua libre de nucleasas al centro de la
membrana de la columna de purificacién y se centrifugé durante 1 minuto a 11000
rpm. Finalmente, se desechd la columna de purificacién y se almacené el RNA a

-80°C hasta su posterior uso.
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Cuantificacion y analisis de calidad del ARN

Para determinar la concentracién y calidad del ARN se utiliz6 el
espectrofotdmetro de microplacas UV/Vis Multiskan Sky., el cual genera los valores
de concentracion 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 carg6 4 uL de muestra de ARN con 2 uL de buffer de carga Blue
Juice 10X y se utilizé una fuente de poder a 100V y 300 mA durante 40 minutos. El

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

Sintesis de ADN complementario

Primero, se sometié al ARN a un tratamiento con DNase I, para ello se
coloc6 en un microtubo de 0.2 mL el volumen de ARN equivalente a 1 ug/uL (para
llevar a cabo una reaccién de 10 uL), 1 uL de DNAse | Amplification Grade y agua
DEPC hasta completar 10 uL. Se incubé por 15 minutos a temperatura ambiente
para que la enzima actue. Transcurrido el tiempo, se coloc6 1 uL de EDTA 25 mM
(pH=8.0) para detener la reaccién. Luego, se incubé 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 sintesis de ADNc (a partir del ARN tratado con RNasas) se afiadié
agua DEPC hasta alcanzar un volumen de 12 uL. Luego, se afiadié 1 yL de Oligo dT
Primer (0.5 ug/uL) y 1 yL de dNTPs (10 mM). Se incubd la mezcla en el
termociclador a 65°C por 5 min para facilitar la hibridacién del Oligo dT con la cola
poli(A) del ARN mensajero; transcurrido el tiempo las muestras se colocaron en hielo

por 1 min.

Se afadio 4 yL de First Strand Buffer (5X), 1 yL de DTT (0.1 M) y 1 pyL de
Superscript Il Reverse transcriptase (200 U/uL). Finalmente, se incubé en el
termociclador a: 50°C por 60 min, 55°C por 15 min 'y 70°C por 15 min. El ADNc

obtenido se conservé a -20°C hasta su posterior uso.
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Amplificacion de genes RhNUDX1 y housekeeping por PCR convencional
Disefio de cebadores

Los dos pares de primers disefiados inicialmente para el gen RhnNUDX1 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 comprobd mediante un PCR convencional bajo el

gen housekeeping NADS.

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

constitutivo NAD5 se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Composicién de una reaccion de PCR para el gen constitutivo NAD5S

) Concentracion Concentracion Volumen de
Reactivo ) o

Stock Final adiciéon

DreamTaq Green 2% 1x 12.5 uL
PCR Master Mix

mt-F2 100 uM 1uM 1.25 uL

mt-R1 100 uM 1uM 1.25uL

ADNc 50 ng/uL 50 ng 3.5uL

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 NAD5S 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 Numero de ciclos
Desna_tu_re_llizacién 96 5 min 1
inicial
Desnaturalizacién 96 30s
Hibridacion 52 30s 30
Extension 72 30s
Extension 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 visualizé en un transiluminador de

luz UV.

Amplificacién de ADNc
Para la amplificacion del ADNc obtenido a partir del ARN de pétalos de rosa,
se realizé PCR convencional basado en los parametros de termociclado y

cantidades de reactivos usados para el ADN.

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

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

Composicién de una reaccion de PCR del ADNc basado en DreamTaqg Green PCR

Master Mix (2X).

) Concentracion Concentracion Volumen de
Reactivo
Stock Final adicion
DreamTaq Green 2x 1x 12.5 uL
PCR Master Mix
Cebador-Forward 100 uM 1uM 1uL
Cebador-Reverse 100 uM 1uM luL
ADNCc 50 ng/uL 50 ng 2uL
Agua DEPC - - 8.5uL
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 detallé 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 cargé 4 L de muestra de
los productos de PCR y se utilizé una fuente de poder a 90V y 300 mA durante 35

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

Las PCR se realizaron en presencia de tres tipos de controles: el control sin
retrotranscripcion (NRTC), que se realiza con el ARN después del tratamiento con
DNAsas y asi verificar que el tratamiento ha sido eficaz; el segundo es el plateau
control (PTC), que se consigue amplificando el gen con la concentracién estandar de
una mezcla de todas las muestras de ADNc a 45 ciclos (cuando el PCR ha
alcanzado la fase tardia o plateau), este control permite confirmar que las bandas de

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

positivo en presente estudio.
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Capitulo IV: Resultados y discusién

Extraccion y cuantificacion 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 polisacaridos, polifenoles y otros metabolitos secundarios. Estos
componentes suelen obstaculizar el proceso de purificacién 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 tampdn de extraccion para reducir los niveles de metabolitos secundarios. El uso
de altas concentraciones de EDTA, CTAB y B-mercaptoetanol en el tampon de
extraccién y una alta concentracion de polivinilpirrolidona y NaCl en el tampén de

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

Para el estudio, se utilizé 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 floricola “Royal Flower” no se coloc6 los nombres y cédigos 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 concentracion
media de 501.6 [ug/mL], ambos valores éptimos para poder trabajar con las

muestras de ADN extraido.

Disefio de cebadores

Las secuencias utilizadas como base para el disefio de los pares de primers
se obtuvieron de la base de datos del NCBI para el gen RhNUDX1. Los primers
utilizados para el gen NADS5 provienen de Malus domestica (Manzana) (Chuan Lee &
Chang, 2006). Basado en las consideraciones mencionadas en la Seccion 3.9.1 para

el disefio de primers, se obtuvieron las secuencias presentadas en la Tabla 6; se
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verificaron ademas en la Tabla 7 algunas caracteristicas de los primers, tales como:
temperatura de melting y la energia de Gibbs para la formacién de horquillas,

homodimeros o heterodimeros de los cebadores mediante Oligoanalyzer.

Tabla 6

Caracteristicas de los primers usados

o Tamarno del
Gen Nombre Secuencia5’- 3
producto
RhNUDX1  secNudxl F GAGGCCAAAACGTGCTCTTG 339 bp
secNudx1l R CCAAAGGCCAAAAGAGTGGC
RhNUDX1  aliNudxl F GCTCAAACCTCTCTCTCGAA 1200 bp
aliNudxl_R TATGAGTGGGACAATCTCCC
NAD5 nads_F GCTTCTTGGGGCTTCTTGTTCGATA 185 bp
nad5_R ATCTCCAGTCACCAACATTGGCAT
Tabla 7
Caracteristicas termodinamicas de los primers usados
TO
Gen Nombre melting Horquillas* Homodimeros* Heterodimeros*
[°C]
-6.3
RhNUDX1 secNudx1l F 57 0.08 -9.98
secNudxl R 57.2 -2.6 -9.28
aliNudx1_F 54.1 1.32 -6.76
RAINUDX1 aliNudx1_R 53.5 -2.39 7.71 =13
nad5_F 59.2 0.3 -6.76
NADS nad5_R 58.8 -1.91 -6.97 6.97

Nota: * Los valores de horquillas, homodimeros y heterodimeros estan en
unidades de [kcal/mol]

Amplificacion del gen RhNUDX1 a partir de ADN

La temperatura de hibridacién 6ptima fue determinada a partir de la
temperatura de melting tedrica (Tm) de los cebadores (ThermoFisher, 2019)
(BioLabs Inc., 2019); se escogi6é una temperatura de annealing entre 53-55°C para

el par de primers secNudx1_F y secNudx1_R (se hicieron multiples 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
multiples PCRs en el rango de temperatura). Se analiz6 ademas la temperatura de
annealing de cada par de primers, mediante el software online Tm calculator de New
England BioLabs Inc., permitiendo asi corroborar los datos de la temperatura de
annealing anteriormente escogidos. EI nUmero de ciclos 6ptimos para la obtencion
de productos en la fase exponencial de la curva de PCR se determiné en 35 (Sipos

etal., 2007).

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

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

Extraccion y cuantificacion 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 concentracion media de 408.6 [ug/mL], ambos valores éptimos para poder
trabajar con las muestras de ARN extraido. Se extrajo ademas 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 concentracion media de 349.6.6 [ug/mL].

En los tejidos vegetales la composicion de metabolitos y enzimas
secundarios varian 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 publicacién 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 caotrdpicos altamente toxicos tales como fenol, tiocianato de guanidina o
fenol/cloroformo que rapidamente desnaturalizan las ribonucleasas endégenas en

tejidos vegetales. Sin embargo, estos protocolos de aislamiento no siempre
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proporcionan un rendimiento y calidad adecuados de ARN. Ademas, hay que
considerar cuestiones de seguridad y eliminacién, especialmente con respecto al
fenol, que se absorbe facilmente a través de la piel y puede causar nauseas,

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

A partir de los datos de ratio de pureza 260/280 y concentracion de ambos
métodos utilizados para la extraccion de RNA, se puede concluir que ambos
métodos son factibles para la extraccion de RNA de pétalos de rosa; sin embargo, el
método basado en el mini kit de columnas GeneJET Plant RNA Purification es
mucho mas rapido (en 20 minutos se completa una extraccion, mientras que con el
método de fenol-cloroformo con Trizol se demora aproximadamente 120 minutos) y

ademas, evita el uso de agentes caotrépicos.

Analisis de transcritos

Homogeneidad del gen de expresién constitutiva (housekeeping)

Los genes de expresidn constitutiva son genes gue se requieren para el
mantenimiento de las funciones celulares basales y son esenciales para la
existencia de una célula, independientemente de su funcién especifica en el tejido u
organismo. Por tanto, se expresan en todas las células de un organismo en
condiciones normales y fisiopatolégicas, independientemente del tipo de tejido,
etapa de desarrollo, estado del ciclo celular o sefial externa (Basa et al., 2009).
Estos genes de expresion constitutiva obtienen valor cientifico de dos formas. Por un
lado, representan el conjunto minimo 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 comprobé mediante un PCR para el gen constitutivo
NADS5. Como se muestra en la Figura 2, todas las muestras generaron un amplicon
del tamafio esperado (185 bp), concluyendo que la calidad del ADN complementario

es Optima.
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Figura 2

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

ADNCc de pétalos de rosa

Rosal Rosa2 Rosa3 Rosa4 Rosa5 Blanco NTRC

Nota. MM: marcador molecular Tracklt 1kb; NTRC: control sin retrotranscripcion

reversa

Amplificacion del gen RhNUDX1 a partir de ADNc
Para la amplificacién del ADNc obtenido a partir del ARN de pétalos de rosa,
se realiz6 PCR convencional basado en los parametros y metodologia usados para

el ADN.

La temperatura de hibridacién 6ptima de cada par de primers fue la misma
usada para el ensayo en ADN. El nimero de ciclos éptimos para la obtencion de
productos en la fase exponencial de la curva de PCR se determin6 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 detall6 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.
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Con los amplicones, se estimaba realizar un analisis densitométrico con las
densidades de cada banda; ademas para el analisis de la expresién del gen
RhNUDX1 en pétalos de rosas se pensaba emplear un disefio de bloques al azar.
Tras haber verificado que los datos sigan una distribucion normal, se realizaria un
analisis estadistico ANOVA de las densidades absolutas calculadas y una prueba de
comparaciones multiples de Tukey para observar diferencias significativas entre las

medias.

Segun GenScript (2002), en la clonacién molecular, después de la sintesis de
ADNCc a partir de moldes de moléculas de ARNm, se debe disefiar un programa de
PCR para amplificar el gen de interés, asi como agregar elementos adicionales
como sitios de restriccion o etiquetas de deteccion y purificacién. Las propiedades
intrinsecas de las secuencias de genes, como el alto contenido de GC, los tramos
largos del mismo polinucleétido y las secuencias que codifican estructuras de bucle
en horquilla, pueden obstaculizar la eficacia de la PCR. Ademas, Schrick & Nitsche
(2016) indican que para una correcta PCR se debe tener en cuenta ciertos
parametros, tales como: buena calidad del templado, disefio correcto de los
cebadores, buena especificidad del cebador, correcta temperatura de annealing y
temperatura de extension, correcta programacién del termociclador, concentracion
de reactivos 6ptima, buena calidad de los reactivos. Para resolver los problemas
antes mencionados se realizaron multiples pruebas en el laboratorio para asi ir
descartando los posibles parametros que resultan en una nula amplificacion del gen
RhNUDX1. La calidad del ADN y ARN extraido de los pétalos de rosa se
cuantificaron y se obtuvieron ratios de purezay concentracién 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 segun Hirata et al. (2016) indica que la relacion
260/280 es estable y es considerada éptima con un valor entre 1.8 a 2.0. EI ARN

tuvo una relacion 260/280 de 1.93, donde segun Dieffenbach, Lowe & Dveksler
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(2013) indican que la relacion de absorbancias 260/280 con un valor de 2.0 a 2.2 se
considera un ARN de pureza éptima. La concentracion 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 amplicon esperado de aproximadamente 1500 pb, tal como se puede
observar en la Figura 3. Por lo tanto, el disefio y la buena especificidad de los
cebadores son los parametros que se deben considerar el mas adecuado a analizar
a mas profundidad para una siguiente investigacion, los cuales podrian ser los que
estan causando una ausencia del amplicon en el gel. Segun Bustin et al. (2019) se
puede trabajar con primers degenerados o se puede disefar primers que
amplifiquen en regiones conservadas que contemplen mas nucleotidos (mayor

longitud).

Figura 3

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

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

Ademas de los pardmetros antes mencionados para una 6ptima PCR,
existen otros factores moleculares que se deben tomar en cuenta para este estudio.
Segun Baudino et al. (2019) las rosas que no presentan aroma no han perdido por

completo su capacidad de producir moléculas aromaticas, pero emiten cantidades
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muy pequefias; la hipotesis actualmente favorecida para explicar la ausencia de olor
en rosas se refiere al mal funcionamiento de las vias biosintéticas de los compuestos
volatiles. Desde 2002, la identificacion de las enzimas responsables de la sintesis de
los principales compuestos arométicos de la rosa se ha convertido en un objetivo
principal de la investigacion. Una investigacion pionera sobre Clarkia breweri y
Antirrhinum majus ha demostrado que la produccion y emisién de aromas a menudo

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

Los terpenoides son uno de los grupos de productos naturales mas grandes,
con mayor diversidad estructural y son moléculas cruciales para el tipico aroma de
rosas (Tholl, 2015). Las vias que conducen a la biosintesis de compuestos
terpénicos estan bien documentadas en docenas de plantas. En rosa, la informacién
sobre genes implicados en la via terpenoide es muy escasa y actualmente solo se
han aislado unos pocos genes. Recientemente se ha identificado un gen clave, cuya
expresion esta 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 comparo los
transcriptomas de dos cultivares de rosas que tienen aromas muy diferentes: R. x
hybrida "Papa Meilland" muy fragante y R. x hybrida "Rouge Meilland" sin perfume;
se encontré que el gen con la expresion diferencial méas alta codificaba una nudix
hidrolasa citosélica, este gen se expresa especificamente en pétalos donde se
produce el olor. En los cultivares de rosas modernos, su expresion se correlaciona
con la presencia de geraniol, un monoterpeno muy importante para el aroma de
rosas. La funcion de RhNUDX1 segun Baudino et al. (2019) finalmente se descifrd
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 demas plantas, los monoterpenos se sintetizan
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principalmente en plastidos. En las plantas, las hidrolasas de Nudix estan 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 busc6 homdlogos 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 OBy
dos en Rw, solo un gen se expresé altamente en pétalos OB y Rw, los cuales
fueron, RcNUDX1-1a y RWNUDX1-2, respectivamente. El nivel de expresion vario
entre los individuos F1 de un cruce entre OB x Rw y se correlacion6 con el nivel de
diferentes compuestos aromaticos en estos individuos. De hecho, la expresién del
gen RcNUDX1-1a se correlacioné con la produccion de geraniol, mientras que la de
RwWNUDX1-2 se correlacion6 con la produccion de E, E-farnesol. Con ello se puede
corroborar, que las muestras analizadas en esta tesis no generaron un amplicén en
el gel de electroforesis ya que la forma del gen presente en las muestras de rosas

probablemente no estaria asociada al aroma.

La comprension de los mecanismos moleculares que controlan los rasgos de
aroma en rosas puede permitir la identificaciébn de marcadores moleculares y
genéticos para ayudar a la seleccion. Esta técnica no se ha aplicado a la rosa,
aunque es muy utilizada en animales y cultivos (Baudino et al., 2019). Los estudios
de asociacion de todo el genoma también ayudarian a estudiar la herencia de la
fragancia en la rosa, como ya se hizo para el contenido de pigmentos. Ademas,
estos estudios sobre el aroma de las rosas también podrian utilizarse para
establecer un vinculo entre el aroma y otros parametros de la calidad de la flor,

como el color y el desarrollo (Schulz et al., 2016).
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Capitulo 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
concentracion media de 501.6 [ug/mL], ambos valores éptimos para poder trabajar

con las muestras de ADN extraido.

2. No se observo 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 concentracion media de 408.6 [ug/mL]. Se extrajo ademas 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 concentracién media de 349.6.6 [ug/mL].

4. El ADNc obtenido a partir del ARN extraido de pétalos de las cinco variedades
rosa es de 6ptima calidad, al cumplir el control interno a partir del gen de expresion

constitutiva NADS.
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Capitulo VI: Recomendaciones
1. La recoleccion de los botones florales para evaluar la expresion del gen

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

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

positivo.

3. Realizar un disefio de los primers mas exhaustivo. Se puede trabajar con primers

degenerados.

4. Realizar un analisis mas completo de los primers con todos los homélogos

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



51

Capitulo VII: Referencias
Aboul-Maaty, N., & Oraby, H. (2019). Extraction of high-quality genomic DNA from
different plant orders applying a modified CTAB-based method. Bulletin Of
The National Research Centre, 43(1). https://doi.org/10.1186/s42269-019-

0066-1

Aparicio, M. (2016). Programa de asistencia de plantaciones de flores. Corsedi,

50(7), 88-106.

Arzate, A., & Bautista, M. (2014). Técnicas tradicionales y biotecnolégicas en el

mejoramiento genético del rosal (Rosa spp.). Toluca: UAEMEX.

Atawodi, S., Atawodi, J., & Dzikwi, A. (2011). Polymerase chain reaction: Theory,
practice and application: A review. Sahel Medical Journal, 13(2).

https://doi.org/10.4314/smj2.v13i2.64834

Basa, B., Solti, A., Sarvari, E., & Tamas, L. (2009). Housekeeping gene selection in
poplar plants under Cd-stress: comparative study for real-time PCR
normalisation. Functional Plant Biology, 36(12), 1079.

https://doi.org/10.1071/fp09073

Baudino, S., Sun, P., Caissard, J., Nairaud, B., Moja, S., & Magnard, J. et al. (2019).
Rose floral scent. Acta Horticulturae, (1232), 69-80.

https://doi.org/10.17660/actahortic.2019.1232.12

Becerra, J., & Changoluisa, A. (2018). Andlisis comparativo de la exportacién de
rosas ECuador-Colombia. Sangolqui: Universidad de las Fuerzas Armadas

ESPE.

BioLabs Inc. (2018). Reverse Transcription (cDNA Synthesis). Obtenido de
https://international.neb.com/applications/cloning-and-synthetic-biology/dna-

preparation/reverse-transcription-cdna-synthesis



52

BioLabs Inc. (2019). Polymerase Chain Reaction (PCR). Obtenido de
https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-
gpcr/polymerase-chain-reaction-
pcr#:~:text=The%20annealing%20temperature%20(typically%20between,for

m%20a%20nascent%20DNA%20strand.

Biology LibreTexts. (2019). Reverse Transcription. Obtenido de
https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Biochemistry/Book%3A_Biochemistry F
ree_For_All_(Ahern_Rajagopal_and_Tan)/08%3A_Basic_Techniques/8.08%

3A_Reverse_Transcription

Britannica. (2017). Characteristic Morphological Features. Obtenido de
https://www.britannica.com/plant/Rosales/Characteristic-morphological-

features

Bustin, S., Mueller, R., & Nolan, T. (2019). Parameters for Successful PCR Primer
Design. Methods In Molecular Biology, 5-22. https://doi.org/10.1007/978-1-

4939-9833-3_2

Clerque, K. (2013). La industria de las Rosas en Ecuador. Recuperado a partir de
http://puceae.puce.edu.ec/efi/index.php/economia-internacional/14-

competitividad/171-laindustria-de-las-rosas-en-el-ecuador.

Clerque, K. (2016). El mercado floricola en el mundo y en Ecuador. Quito: EFI.

Channeliére, S., Riviére, S., Scalliet, G., Szecsi, J., Jullien, F., & Dolle, C. et al.
(2002). Analysis of gene expression in rose petals using expressed sequence

tags. FEBS Letters, 515(1-3), 35-38. doi: 10.1016/s0014-5793(02)02413-4

Chomczynski, P., & Sacchi, N. (1987). Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical

Biochemistry, 162(1), 156-159. https://doi.org/10.1016/0003-2697(87)90021-2



53

Chuan Lee, S., & Chang, Y. (2006). Multiplex RT-PCR detection of two orchid

viruses with an internal control of plant nad5 mRNA, 15, 187-196.

Corporacion Financiera Nacional. (2017). Ficha sectorial: cultivo de flores. Quito:

CFN.

Debnath, M., Prasad, G., & Bisen, P. (2009). Polymerase Chain Reaction. Molecular
Diagnostics: Promises And Possibilities, 129-152. https://doi.org/10.1007/978-

90-481-3261-4_9

Dieffenbach, C., Lowe, T., & Dveksler, G. (2013). General Concepts for PCR Primer

Design. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Direccion de Inteligencia Comercial e Inversiones Ecuador. (2013). Analisis del
mercado floricola en Ecuador. Obtenido de:
https://www.proecuador.gob.ec/wp-

content/uploads/2013/07/PROEC_AS2013_FLORES.pdf

Dubois, A., Remay, A., Raymond, O., Balzergue, S., Chauvet, A., & Maene, M. et al.
(2011). Genomic Approach to Study Floral Development Genes in Rosa

sp. Plos ONE, 6(12), €28455. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0028455

Dudareva, N., & Pichersky, E. (2000). Biochemical and Molecular Genetic Aspects of

Floral Scents. Plant Physiology, 122(3), 627-634. doi: 10.1104/pp.122.3.627

Esparza, H. (2003). Costos de produccién y Comercializacion de Rosa bajo
condiciones de invernadero en la Carbonera, Arteaga Coahuila. Buenavista:

UAA.

Expoflores. (2014). Exportacion general de flores enero-febrero 2014. Quito,

Pichincha, Ecuador.

Expoflores. (2019). Certificacion Flor Ecuador. Quito, Pichincha, Ecuador.



54

FLACSO (2015). Analisis de exportacion de Rosas ecuatorianas. Obtenido de
https://www.flacso.edu.ec/portal/pnTemp/PageMaster/k23wo5fko3cqlnhkcOm

gf8bd8 jutu5.pdf

Flora Iberica. (2013). Rosa. Obtenido de

http://lwww.floraiberica.es/floraiberica/texto/pdfs/06_087_13%20Rosa.pdf

Genetics Home Reference. (2020). MT-ND5 gene. Recuperado de

https://ghr.nim.nih.gov/gene/MT-ND5

GenScript. (2002). PCR troubleshooting guide. Obtenido de

https://www.genscript.com/pcr-troubleshooting-guide.html

Gheisari, Y., Moein, S., Javanmard, S., Abedi, M., & Izadpanahi, M. (2017).
Identification of Appropriate Housekeeping Genes for Gene Expression
Analysis in Long-term Hypoxia-treated Kidney Cells. Advanced Biomedical

Research, 6(1), 15. https://doi.org/10.4103/2277-9175.200790

Goméz, C.,y Egas, A. (2014). Analisis historico del sector floricola en el Ecuador y
estudio del mercado para determinar su situacion actual. Recuperado a partir

de http://repositorio.usfq.edu.ec/bitstream/23000/3323/1/110952.pdf

Gudin, S. (2000). Rose: Genetics and breeding. Plant Breeding, 159-189.

Guterman, I., Shalit, M., Menda, N., Piestun, D., Dafny-Yelin, M., & Shalev, G. et al.
(2002). Rose Scent. The Plant Cell, 14(10), 2325-2338.

https://doi.org/10.1105/tpc.005207

Heredia, M. (2018). Andlisis transcripcional de genes PR (Pathogenesis related) en
hojas de Vasconcellea stipulata infectadas con Fusarium oxysporum [Tesis
de pregrado, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE]. Repositorio

Institucional - Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE.



55

Hirata, H., Ohnishi, T., Tomida, K., Ishida, H., Kanda, M., & Sakai, M. et al. (2016).
Seasonal induction of alternative principal pathway for rose flower

scent. Scientific Reports, 6(1). https://doi.org/10.1038/srep20234

Hunter, D., & Reid, M. (2001). A simple and rapid method for isolating high quality
RNA from flower petals. Acta Horticulturae, (543), 147-152.

https://doi.org/10.17660/actahortic.2001.543.18

Infoagro. (2014). El cultivo de las rosas para corte. Quito, Pichincha, Ecuador.

Invitrogen. (2016). TRIzol Reagent User Guide. Obtenido de

http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_reagent.pdf

Jabbarzadeh, Z., Khosh-khui, M., Salehi, H., & Saberivand, A. (2009). Optimization
of DNA extraction for ISSR studies in seven important rose species of

Iran. American-Eurasian Journal of Sustainable Agriculture, 3, 639-642.

Kadri, K. (2020). Polymerase Chain Reaction (PCR): Principle and
Applications. Synthetic Biology - New Interdisciplinary Science.

https://doi.org/10.5772/intechopen.86491

Kraszewska, E. (2008). The plant Nudix hydrolase family. Acta Biochim. Pol. 55 (4),

663—-671. PubMed

Liu, L., Han, R., Yu, N., Zhang, W., Xing, L., Xie, D., & Peng, D. (2018). A method for
extracting high-quality total RNA from plant rich in polysaccharides and
polyphenols using Dendrobium huoshanense. PLOS ONE, 13(5), €0196592.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196592

Magnard, J., Roccia, A., Caissard, J., Vergne, P., Sun, P., & Hecquet, R. et al.
(2015). Biosynthesis of monoterpene scent compounds in

roses. Science, 349(6243), 81-83. doi: 10.1126/science.aab0696



56

Makovets, S. (2013). DNA Electrophoresis: Methods and Protocols. Humana Press

Incorporated.

Martin, K. (2020). Reverse Transcriptase & cDNA Overview & Applications. Obtenido
de https://www.goldbio.com/articles/article/Reverse-Transcriptase-cDNA-

Overview-Applications

Nakamura, N., Hirakawa, H., Sato, S., Otagaki, S., Matsumoto, S., Tabata, S., &
Tanaka, Y. (2018). Genome structure of Rosa multiflora, a wild ancestor of
cultivated roses. DNA research: an international journal for rapid publication
of reports on genes and genomes, 25(2), 113-121.

doi:10.1093/dnares/dsx042

Novaes, R., Rodrigues, J., & Lovato, M. (2009). An efficient protocol for tissue
sampling and DNA isolation from the stem bark of Leguminosae
trees. Genetics And Molecular Research, 8(1), 86-96.

https://doi.org/10.4238/vol8-1gmr542

OPS Diagnostics. (2018). CTAB Protocol for Isolating DNA from Plant Tissues.
Obtenido de
https://opsdiagnostics.com/notes/protocols/ctab_protocol_for_plants.htm#:~:t
ext=The%20use%200f%20CTAB%20(cetyl,purifying%20DNA%20from%20pl

ant%?20tissues.

Ouyang, K., Li, J., Huang, H., Que, Q., Li, P., & Chen, X. (2014). A simple method for
RNA isolation from various tissues of the treeNeolamarckia
cadamba. Biotechnology & Biotechnological Equipment, 28(6), 1008-1013.

https://doi.org/10.1080/13102818.2014.981086

PREMIER Biosoft. (2019). PCR Primer Design Guidelines. Obtenido de

http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/PCR_Primer_Design.html



57

Rio, D., Ares, M., Hannon, G., & Nilsen, T. (2010). Purification of RNA Using TRIzol
(TRI Reagent). Cold Spring Harbor Protocols, 2010(6), pdb.prot5439-

pdb.prot5439. https://doi.org/10.1101/pdb.prot5439

Scalliet, G., Piola, F., Douady, C., Rety, S., Raymond, O., & Baudino, S. et al. (2008).
Scent evolution in Chinese roses. Proceedings Of The National Academy Of

Sciences, 105(15), 5927-5932. https://doi.org/10.1073/pnas.0711551105

Schrick, L., & Nitsche, A. (2016). Pitfalls in PCR troubleshooting: Expect the
unexpected. Biomolecular Detection And Quantification, 6, 1-3.

https://doi.org/10.1016/j.bdq.2015.11.001

Schulz, D.F., Schott, R.T., Voorrips, R.E., Smulders, M.J., Linde, M., and Debener, T.
(2016). Genome-wide association analysis of the anthocyanin and carotenoid
contents of rose petals. Front Plant Sci, 37(14).

https://doi.org/10.3389/fpls.2016.01798.

Sipos, R., Székely, A., Palatinszky, M., Révész, S., Marialigeti, K., & Nikolausz, M.
(2007). Effect of primer mismatch, annealing temperature and PCR cycle
number on 16S rRNA gene-targetting bacterial community analysis. FEMS
Microbiology Ecology, 60(2), 341-350. https://doi.org/10.1111/j.1574-

6941.2007.00283.x

Smulders, M., Arens, P., Bourke, P. M., Debener, T., Linde, M., Riek, J., Foucher, F.
(2019). In the name of the rose: a roadmap for rose research in the genome

era. Horticulture research, 6, 65. doi:10.1038/s41438-019-0156-0

Spiller, M., Linde, M., Hibrand-Saint Oyant, L., Tsai, C., Byrne, D., & Smulders, M. et
al. (2010). Towards a unified genetic map for diploid roses. Theoretical and
Applied Genetics, 122(3), 489-500. https://doi.org/10.1007/s00122-010-1463-

X



58

ThermoFisher Scientific. (2014). Product information: GeneJET Plant RNA
Purification Mini Kit. Obtenido de https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0012668 _GeneJET_Plant_ RNA_Purification_UG.p

df

ThermoFisher Scientific. (2016). User Guide DreamTaq Green PCR Master Mix (2X).
Obtenido de

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1081#/K1081

ThermoFisher Scientific. (2019). PCR Cycling Parameters Six Key Considerations for
Success. Obtenido de https://www.thermofisher.com/ec/en/home/life-
science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-
biology/pcr-education/pcr-reagents-enzymes/pcr-cycling-
considerations.html#:~:text=PCR%20cycle%20number%20determination, -

PCR%20steps%200f&t

Tholl, D. (2015). Biotechnology of Isoprenoids. Springer International Publishing,

56(4),63—106.

Vainstein, A., Lewinsohn, E., Pichersky, E., and Weiss, D. (2001). Floral fragrance:

New inroads into an old commodity. Plant Physiol. 127, 1383-1389.

Vasquez, C. (2018). Cultivo de rosas en Ecuador. Quito: Economia y Finanzas

Internacionales.

Weising, K., Nybom, H., & Wolff, K. (2005). DNA fingerprinting in plants (2nd ed., pp.

100-102). Boca Raton: Taylor & Francis.

Wendt, J., & Izquierdo, J. (2002). Manejo y gestidn de la biotecnologia agricola
apropiada para pequefos productores: estudio de caso Ecuador. Santiago de

Chile: FAO.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1081#/K1081

59

Zambrano, P. (2017). Rosas: caracteristicas, clasificacion, aspectos a considerar en
el cultivo de rosas en jardineria. Obtenido de https://naturaleza.paradais-

sphynx.com/plantas/rosas-caracteristicas-clasificacion.htm



