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RESUMEN

La identificacion individual de cromosomas es de importancia primordial en el estudio de
los procesos evolutivos en genomas complejos, tales como eventos de poliploidizacion e
hibridacion, entre otros. Tradicionalmente la identificacidbn cromosomica es realizada
organizando los cromosomas por el tamafio de los brazos corto (p) y largo (), identificando los
centromeros y constricciones secundarias. Adicionalmente, la identificacion precisa de
cromosomas individuales puede ser realizada a través de técnicas de diferenciacion cromosomica
tales como los bandeos G- y C-, que produce la tincién selectiva de la heterocromatina
constitutiva, N- en la cual se utiliza nitrato de plata y tifie los sitios de las regiones organizadoras
de los nucléolos NOR (por sus siglas en inglés: Nucleolar Organization Region) y Q- las cuales
forman un patron fluorescente que se obtiene al utilizar quinacrine. En los ultimos afos, con el
desarrollo de técnicas como la Hibridacion In situ Fluorescente (FISH), se ha logrado la
identificacion aun mas precisa de cromosomas individuales, por medio de la hibridacion de
secuencias repetitivas altamente conservadas, tales como el ADN ribosomico. Sin embargo, es
necesario desarrollar sondas particulares a través de técnicas de aislamiento y clonacion

molecular.

La Hibridacion In situ Comparativa (cGISH) es una técnica sencilla y directa que permite
la identificacion individual de cromosomas con la generacion de sefales de regiones de ADN
conservadas a lo largo de los cromosomas de diferentes especies. En este trabajo se marco ADN
genomico total de Triticum aestivum y Arabidopsis thaliana y se hibridé a cromosomas de
diferentes cultivares del género Lilium. Se aplico diferente rigor para determinar la remocion
Optima de hibridacion cruzada, el rigor al 80% mostrd ser el mejor, dando una sefial clara y
removiendo la mayoria de la hibridacion cruzada. E1 ADN total de Triticum aestivum expuso seis
puntos de referencia en tres cromosomas homologos en los cultivares White Heaven, Dordogne y
Casa Blanca del género Lilium, mientras que el ADN genomico total de Arabidopsis thaliana
también expuso seis puntos de referencia en tres cromosomas homologos, sin embargo, uno de
los puntos expuestos se encontrd en un cromosoma diferente al de las sefales de T. aestivum.
Junto con las bandas DAPI, los puntos de referencia del ADN gendémico total permitieron la

identificacion de 6 de 12 cromosomas homdlogos individuales. Por otro lado, se elaboraron



sondas de ADN ribosoémico especifico al género Lilium, mediante el aislamiento y clonacion del
las fracciones 5S y 5.8S especifico al género, éstas secuencias fueron hibridadas en cromosomas
de los cultivares ‘Chinon’ y ‘Sapporo’ del género Lilium, logrando la identificacion de 8 y 10
cromosomas respectivamente cuando se utilizo el fragmento 5.8S de Lilium. Con respecto al 5S
especifico a Lilium, solo hibridd6 en cromosomas de la variedad ‘Chinon’ logrando la

identificacion de 4 cromosomas.
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ABSTRACT

Single chromosome identification is of primal importance in the study of evolutive
process in complex genomes, such as poliploidization and hybridization events, among others.
Traditionally, chromosome identification is made by arranging the chromosomes by the length of
the short (p) and the long (Q) arms, identifying the centromeres and secondary constrictions.
Furthermore, accurate chromosome identification can be performed trough chromosome
differentiation techniques such as G- and C- banding, which produces a constitutive
heterocromatin selective stain; N- banding, in which silver nitrate is utilized and stain the
nucleolar organization region (NOR); and Q-banding, these form a fluorescent pattern with the
use of quinacrine. In the last years, through the development of fluorescent in situ hybridization
techniques (FISH), even more accurate single chromosome identification has been accomplished,
by the hybridization of highly conserved repetitive sequences, such as rDNAs. However,

particular probes must be developed through isolation and molecular cloning techniques.

The comparative genomic in Situ hybridization (¢cGISH) is a straightforward technique
that allows the identification of single chromosomes by the generation of signals of conserved
DNA regions along the chromosomes of different species. In this study we labeled total genomic
DNA of Triticum aestivum and Arabidopsis thaliana and hybridized it to chromosomes of
different cultivars of the genus Lilium. Different stringencies were applied to determine the
optimum removal of cross hybridization, the 80% stringency showed to be the best, giving a
clear signal and removing most of the cross hybridization. Triticum aestivum total genomic DNA
exhibited six landmarks on three homologous chromosomes in the three different cultivars while
Arabidopsis thaliana total genomic DNA exhibited six landmarks on three homologous
chromosomes on Lilium, one of these signals being in a different chromosome of those of the T.
aestivum signals. Together with the DAPI bands the total genomic DNAs landmarks allowed the
identification of six out of 12 single homologous chromosomes. Furthermore, Lilium specific
ribosomal DNA probes were elaborated through isolation and cloning of the 5S and 5.8S
fragments, these sequences were hybridized to chromosomes of the Lilium cultivars ‘Chinon’
and ‘Sapporo, achieving the identification of 8§ and 10 chromosomes respectively when the 5.8S
fragment was used. With respect to the 5S rDNA specific to Lilium, this was hybridized to

‘Chinon’ chromosomes attaining the identification of 4 chromosomes.
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1
INTRODUCCION

Identificacion cromosémica

Un cariotipo es el arreglo estandarizado que muestra todos los cromosomas de una célula
ordenados en secuencia descendiente de acuerdo a su longitud (Linde-Laursen 1975). Los
cromosomas se muestran en un formato estdndar conocido como ideograma y se acomodan en
pares, ordenados por tamafio y posicion del centromero, con el brazo corto (p) en la parte
superior. Los cariotipos se utilizan para estudiar aberraciones cromosomicas, relaciones
filogenéticas, mecanismos evolutivos y en muchos casos se utilizan para determinar aspectos
visibles de genotipos individuales. La construccion de cariotipos generalmente incluye patrones
heterocromaticos basados en bandeos C-, N- y Q, asi como en otras técnicas de diferenciacion

cromosomica.

En los cariotipos ‘clasicos’, se utiliza un tinte, por lo general Giemsa, que produce la
tincion selectiva de la heterocromatina constitutiva (bandas G- y C-) o el nitrato de plata, que
tifie los sitios de las regiones organizadoras de los nucléolos NOR (por sus siglas en inglés:
Nucleolar Organization Region) (bandas N-) para visualizar bandas en los cromosomas. Los
cariotipos espectrales son el resultado de técnicas recientes de citogenética molecular, se utilizan
para visualizar en diferentes colores todos los cromosomas homoélogos de un organismo. Las
sondas marcadas con fluorescencia se obtienen marcando ADN especifico a los cromosomas con
fluorocromos diferentes. Las diferencias espectrales generadas por el marcaje combinado son
capturadas y analizadas en microscopio equipado con fluorescencia. Posteriormente, software
procesador de imdgenes asigna un pseudo-color a cada combinacién espectral diferente,
permitiendo la visualizacion de los cromosomas coloreados individualmente (Schrock et al.
1996). Esta técnica se utiliza para identificar aberraciones estructurales en células cancerigenas y
otras condiciones anormales en humanos, donde el bandeo Giemsa y otras técnicas no son lo

suficientemente precisas.
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La técnica de hibridacion in situ fluorescente (Fluorescence In situ Hybridization
(FISH)), la cual mapea secuencias repetitivas y copias sencillas de ADN en los cromosomas,
complementa las tecnologias de bandeo, junto con la utilizacion de fluorocromos especificos
para ADN (Peterson et al. 1999), los cuales dilucidan variacion local en el ADN y/o en la
composicion de la cromatina, se ha convertido en el método méas apropiado para el mapeo fisico
de secuencias de ADN en cromosomas y en la identificacién de cromosomas con diferentes
marcadores. Ademas de la identificacion de cada uno de los cromosomas humanos, la
hibridacion in situ y las técnicas de bandeo de cromosomas fueron integradas exitosamente en un
solo procedimiento a través de varias combinaciones de bandeo G-, Q-, las cuales forman un
patron fluorescente que se obtiene al utilizar quinacrina; y de replicacion con la hibridacion in
situ (McNeil et al. 1991). Con la disponibilidad de sondas para cromosomas humanos completos,
la hibridacion gendmica comparativa (Comparative Genomic Hybridization (CGH)) y la
hibridacion gendmica in situ (Genomic In situ Hybridization (GISH)) con supresion
cromosoOmica in situ (Chromosomal In situ Suppression (CISS)), éstas técnicas de hibridacion ha
sido aplicada exitosamente en la citogenética animal para estudiar cambios en los cariotipos
durante el proceso de especiacion o reacomodos en los cariotipos entre especies intergenéricas
(Wienberg y Stanyon 1995). Mapas comparativos de cromosomas fueron desarrollados para
humanos y varios mamiferos (Wienberg et al. 1990,1992) y fueron extendidos a mamiferos
distantemente relacionados utilizando ZOO-FISH (Scherthan et al. 1994, Rettenbergger et al.
1995).

En lo que respecta a la citogenética vegetal, el estudio comparativo ain tiene que ser
desarrollado, desafortunadamente, no existen sondas para cromosomas completos; los métodos
utilizados con mayor frecuencia para la identificacion de cromosomas, especialmente para
especies poliploides como el trigo hexaploide, son las técnicas convencionales de bandeo N- y
C- (Endo y Gill 1984, Gill et al. 1991). Las bandas N- corresponden a las regiones de ADN
satélite (GAA)m (GAG), del trigo y la cebada (Dennis et al. 1980, Gerlach y Bedbrook 1980).
Recientemente, se han utilizado ADN satelital (ADN-SAT) y otras secuencias de simple
repeticion (SSRs) en estudios de FISH para generar patrones similares al bandeo N- en la cebada,

trigo y otras especies del género Trirticae (Pedersen et al. 1996; Pedersen y Langridge 1997,
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Cuadrado y Schwarzacher 1998). Desafortunadamente, el bandeo N- se ha aplicado en un
numero limitado de especies de plantas y en algunas ocasiones no han provisto de cariotipos
completos. Por ejemplo, no todos los cromosomas del trigo y el centeno son marcados por
bandas N-. Ademas, no existe atn alguna relacion clara entre las bandas C- con la hibridacion in

situ fluorescente (FISH).

Se ha establecido la hibridacion secuencial in situ (ISH) con secuencias repetitivas
(Hutchinson y Seal 1983, Jiang y Gill 1993) pero tan solo algunas secuencias de ADN se
encuentran disponibles para la identificacion de cromosomas y para los estudios comparativos
entre diferentes especies de plantas, excepto para algunas especies de gramineas (Mukai et al.
1993, Badaeva et al. 1996, Busch et al. 1995), en las que se encuentran casi restringidas a

secuencias de ADN conservadas, rDNA, centroméricas y teloméricas.

Hasta ahora, no existen sondas de ADN especificas para cromosomas de genomas
vegetales. Por lo tanto, en los experimentos de FISH varias secuencias repetidas en tandem aun
poseen un alto valor de diagndstico, y la hibridacion simultanea de diferentes secuencias
repetitivas de ADN, se han vuelto una técnica estandar en la citogenética vegetal para identificar
genomas, cromosomas y segmentos de cromosomas (Leitch et al. 1991, Mukai et al. 1993). Con
base en lo anterior, es preferible utilizar secuencias repetitivas de especies de las que exista

informacion para desarrollar sondas.

Existen diferentes tipos de ADN repetitivo, estas secuencias constituyen parte de los
origenes de replicacion, centromeros y telomeros en la mayoria de los genomas, pero ademas
constituyen sefiales que dirigen la compactacion del genoma con proteinas y del &cido
ribonucleico (RNA) para formar determinadas estructuras de la cromatina y senales para el
anclaje del ADN a estructuras celulares (Shapiro 2005). Los centrémeros estan compuestos
principalmente por dos tipos de ADN repetitivo, transponibles y el ADN satelital (Wong y Choo
2004); Los telomeros estan formados por ADN medianamente repetitivos, especialmente por
secuencias minisatelitdles transposones. Ademas, las regiones pericentroméricas |y
subteloméricas son muy ricas en ADN altamente repetitivo, ayudando a definir las estructuras

anteriores. Las secuencias repetitivas cambian rapidamente durante eventos evolutivos y son
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constantemente homogenizados dando origen a las secuencias especificas de ciertos géneros,
especies, (Triticum, Aegilops, Oryza, Cucurbita, Musa, entre otras) (Gerlach y Bedbrook 1980) e

incluso en ciertos cromosomas (Lilium, Oryza, Pinus).

La mayoria de las secuencias altamente repetitivas estan contenidas en el Cot 1. El C,t es
la concentracion de ADN de doble cadena en X lapso de tiempo y se describe por la formula de la
reaccion de renaturalizacién del ADN:

C= 1
Col +kCot

en donde la concentracion de ADN de doble cadena (C), medida en moles/litro, presente en la
reaccion después de t segundos es dependiente de la concentracion inicial de ADN (C,) y el
numero de las diferentes secuencias presentes en el ADN (complejidad). El valor del rango
constante K es proporcional a la complejidad, o el numero de pares de base en la muestra de
ADN. Los valores relativos de k para diferentes valores de ADN pueden ser determinados

midiendo la cinética de la renaturalizacion (Appels et al. 1998).

El genoma de Arabidopsis thaliana es uno de los estudiados mas intensamente entre las
plantas superiores y se ha convertido en un modelo en genética y citogenética. Arabidopsis tiene
uno de los genomas mas pequefios que se conocen, con un contenido de ADN de 0.07 pg/1C
(Bennett y Smith 1991) pero con un juego de genes escencial para el desarrollo y reproduccion
de la planta. La mayoria del ADN nuclear (50-55%) se trata de secuencias ininterrumpidas de
ADN de una sola copia (Leutwiler et al. 1984, Pruitt y Meyerowitz 1986). E1 ADN celular total
contiene 10-14% de ADN rapidamente reasociable (altamente repetitivo) y 23-27% de ADN
medianamente repetitivo, del cual la mayor parte proviene de los cloroplastos. En 25% del ADN
genoémico de Arabidopsis contiene secuencias repetitivas, de las cuales el mayor componente
(aproximadamente 8%) son secuencias repetidas en tindem de los genes 18S-5.8S-25S y 5S
rADN asi como las secuencias paracentroméricas pAL1/pATMRI1 que comprenden el 1-1.5%

del total del genoma (Martinez-Zapater et al. 1986, Murata et al. 1994).



Otro de los modelos genéticos y citogenéticos dentro de las plantas superiores es el
género Lilium L. Es un género bulboso monocotiledoneo de la familia Liliaceae. Ha sido
cultivado durante siglos como planta ornamental (Woodcock y Stearn 1950). Este modelo ha
provisto de una cantidad considerable de informacion general de la composicion, organizacion y
evolucion de un gran fraccion de los genomas vegetales (Catcheside 1976, Hotta y Stern 1975,
Stern y Hotta 1978). Mas del 90% de su genoma esta representado por secuencias repetitivas,
siendo el tamafo del genoma mas grande en el reino vegetal (90,000°000 kb) (Bennet y Smith,
1976; 1991). Ha sido utilizado como modelo en estudios genéticos y citogenéticos desde
Strasburger (1880), especialmente en la morfologia cromosomica en Lilium longiflorum Thunb.
(2x=2n=24) (Stewart, 1947), patrones de bandeo (Holm, 1976; Von Kalm y Smyth 1984) y la
deteccion de las regiones organizadoras del nucleo (NORs) (Von Kalm y Smyth 1980; 1984).
Este modelo ha provisto de una cantidad considerable de informacion general de la composicion,
organizacion y evolucion de una gran fraccion de los genomas vegetales (Catcheside 1976, Hotta

y Stern 1975, Stern y Hotta 1978).

Por otro lado, existen marcadores moleculares basados en el ADN, con los cuales es
posible identificar especies y variedades, construir arboles filogenéticos, identificar genes etc.
Estas técnicas se pueden reunir en tres categorias: Polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)), (Multiples perfiles arbitrarios
de amplificacion (MAAP)) y Sitios de secuencia etiquetada (Sequence-Tagged Sites (STS)).
Estas técnicas han aportado grandes contribuciones a la ciencia, sin embargo, cuentan con
grandes desventajas, que, en general se podrian englobar en: altos costos, son técnicas laboriosas,
en la mayoria de los casos es necesario utilizar sondas especificas, baja reproducibilidad, bajo
contenido de informacion por locus. Estas técnicas han evolucionado y se han desarrollado otras
que han resuelto algunas de las desventajas anteriores, sin embargo, ain siguen siendo muy
costosas y laboriosas; pero principalmente, la mayor desventaja es la carencia de informacion
sobre la localizacion real de las secuencias de ADN en los cromosomas (Chang et al. 2004), por

lo tanto no pueden ser directamente utilizados para la identificacion in Situ de cromosomas.



Aplicacion en el mejoramiento genético

El mejoramiento genético vegetal tiene como objetivo final la obtencion de genotipos
superiores tendientes a satisfacer las crecientes necesidades del hombre, dentro de un sistema de
produccion sostenible. EI mejoramiento genético tradicional en especies vegetales se ha llevado
a cabo durante miles de afos (Harlander 2002) y estd enfocado a desarrollar nuevas variedades
partiendo de una especie original, combinando su calidad con una caracteristica mejorada
presente en otra planta. Esta caracteristica puede ser la resistencia a una plaga o enfermedad en
particular, o tolerancia a alguna condicion climatica especifica (Harlander 2002). Los programas
de mejoramiento tradicionales toman varios afios y son muy laboriosos. Se requiere de un gran
esfuerzo para separar las caracteristicas deseadas y muchas veces esto no es econdomicamente
factible, ya que las plantas deben ser retrocruzadas una y otra vez, con la finalidad de descartar

las caracteristicas no deseadas.

Las técnicas biotecnologicas actuales han contribuido drésticamente en el proceso de
mejoramiento genético. La identificacion de cromosomas individuales es una de las herramientas
mas importantes para el mejoramiento genético, estudios evolutivos y de comparacion de
genomas entre diferentes especies. En programas de mejoramiento genético en plantas
ornamentales, la realizacion de cruzas inter-especificas e inter-genéricas es el principal
procedimiento para lograr variacion genética (Van Tuyl 1997). Sin embargo, uno de los
principales problemas en el mejoramiento genético vegetal, cuando se llevan a cabo programas
de hibridacion inter-especifica o hibridacidon con especies o variedades de diferente ploidia es el
monitoreo de cromosomas en los hibridos y en cruzas subsecuentes, lo que retrasa el proceso de
seleccion. Recientemente, la técnica de FISH ha sido utilizada para la localizacion de ADN
ribosémico en el género Lilium (Lim et al. 2001), facilitando la construccion de cariotipos. Sin
embargo, el numero de bandas presentes en los cromosomas de Lilium no permite la
identificacion completa de cromosomas individuales, el cual es un factor crucial en programas de
mejoramiento genético, especialmente en los que se involucran poblaciones aneuploides (Barba-

Gonzalez et al. 2006).



Debido a la inexistencia de una técnica que permita la completa identificacion de
cromosomas en especies vegetales, en este trabajo, se pretende estandarizar una técnica con la
cual sea posible obtener un patréon de bandeo en los cromosomas que faciliten la elaboracion de
cariotipos en plantas superiores, utilizando secuencias de ADN altamente repetitivas como
marcadores, con la finalidad de que pueda ser utilizada en programas de mejoramiento genético
selectivo, asistido por la identificacion de cromosomas y dando seguimiento a los cromosomas

en un programa de cruzas que involucre diferentes especies y niimeros de ploidia.



2
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener patrones de bandeo que permitan la identificacion individual de cromosomas en

el género Lilium utilizando hibridacion in situ de secuencias altamente repetitivas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener cariotipos en diferentes especies del género Lilium mediante hibridacion in situ

del ADN genémico de Arabidopsis thaliana y Triticum aestivum

2. Obtener cariotipos en diferentes especies del género Lilium mediante hibridacion in situ

utilizando sondas de ADN repetitivo

3. Evaluar la eficiencia de las diferentes sondas para la construccion de cariotipos y la

identificacion individual de los cromosomas del género Lilium



3
HIPOTESIS

HIPOTESIS

Con el uso de secuencias altamente repetitivas como sondas en la hibridacion

cromosomica in Situ en el género Lilium, se obtendran bandas especificas que permitiran su

identificacion individual.



4
IDENTIFICACION DE
CROMOSOMAS DEL GENERO
LILIUM UTILIZANDO
HIBRIDACION GENOMICA
COMPARATIVA IN SITU (¢GISH)

Publicado en Acta Horticulturae con modificaciones (2010, 855: 35-40)
INTRODUCCION

El género Lilium son plantas monocotiledoneas bulbosas de la familia Liliaceae. Ha sido
cultivada durante siglos como planta ornamental (Woodcock y Stearn 1950). El genoma del
género Lilium se encuentra entre los mas grandes del reino vegetal (Bennet y Smith, 1976;
1991). Ha sido utilizado como modelo genético y citogenético desde el siglo XVII (Strasburger
1880), especialmente en la morfologia cromosomica de Lilium longiflorum Thunb. (2x=2n=24)
(Stewart 1947), patrones de bandeo (Holm 1976; Von Kalm y Smith 1984) y la deteccion de las
regiones organizadoras de los nucléolos (NORs) (Von Kalm y Smith 1980; 1984). La
construccion de cariotipos por lo general muestra los cromosomas ordenados en secuencia
descendiente de acuerdo a su longitud e incluye patrones heterocromaticos basados en bandos
C-, N- y Q-, asi como de otras técnicas de diferenciacion cromosomica. Los cromosomas
satélites pueden ser identificados por sus micro- o macro-satélites o por tinciones Ag-NOR, una
técnica que especificamente visualiza los sitios NOR metabdlicamente activos (Linde-Laursen

1975). La hibridacion in situ fluorescente (FISH), con la cual es posible visualizar secuencias
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unicas o repetitivas en los cromosomas, complementa ahora las tecnologias de bandeo
cromosomico, junto con la utilizacion de fluorocromos especificos para la tincion de ADN
(Peterson et al. 1999), los cuales dilucidan variacion local en el ADN y en la composicion de la
cromatina. Recientemente, esta técnica ha sido utilizada en el género Lilium (Lim et al. 2001),
facilitando la construccion de cariotipos. Sin embargo, el nimero de bandas presentes en los
cromosomas de Lilium no permite la identificacion completa de cromosomas individuales, lo
cual es crucial en programas de mejoramiento genético, especialmente cuando se involucran
poblaciones aneuploides (Barba-Gonzalez et al. 2006). El propésito de este trabajo fue el
desarrollar una técnica que permita identificar el mayor nimero de cromosomas en el género
Lilium a través de la hibridacion de ADN gendémico de Arabidopsis thaliana y Triticum

aestivum.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron tres cultivares comerciales de dos secciones taxondémicas del género Lilium:
‘White Heaven’ de la seccion Leucolirion, asi como ‘Dordogne’ y ‘Casa Blanca’ de la seccion
Archelirion, los cuales fueron cultivadas bajo condiciones estdndar en invernadero para la

recoleccion de raices.

Semillas de A. thaliana y T. aestivum fueron colocadas en cajas que contenian una mezcla
de turba canadiense (peat-moss): vermiculita, 7:3 en invernadero hasta su germinacion. Las
plantulas fueron colectadas para la extraccion de ADN utilizando el método de CTAB,
(Apéndice A) una vez que alcanzaron un didmetro de 10 cm y una altura de 20 cm para A.

thaliana y T. aestivum respectivamente.

Preparaciones Cromosomicas

Se colectaron los éapices radiculares de los bulbos de lilis, temprano por la mafiana y
fueron pre-tratadas en una solucién saturada de a-bromonaftaleno en agua de hielo hasta el dia
siguiente, posteriormente las raices se enjuagaron y fueron fijadas en una solucion de etanol:

acido acético, 3:1, donde se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

Los apices radiculares fueron enjuagados en agua mQ tres veces y fueron colocados en
buffer de citrato (Apéndice B). Posteriormente fueron incubados en una mezcla de enzimas
pectioliticas que contenia 0.2% (p/v) pectoliasa Y23, 0.2% (p/v) celulasa RS y 0.2% (p/v)
citohelicasa en 10 mM de buffer de citrato (pH 4.5) a 37 °C durante 1-1.5 h, el aplastado de las
preparaciones se realizo en una gota de acido acético al 45%, seguido de inmersion en nitrégeno
liquido; el cubreobjetos fue removido utilizando una navaja de rasurar. Las preparaciones fueron

deshidratadas en etanol absoluto y secadas al aire.
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Preparacion de Sondas de ADN

El ADN genomico de A. thaliana y T. aestivum fue colocado en agua hirviendo durante
10 minutos para obtener fragmentos de ADN de 1-10 kb. El ADN fragmentado fue utilizado
como sonda después de haber sido marcado con Biotin-16-dUTP (Biotin-16—2'-deoxyuridine-5'-

triphosphate) por ‘nick translation’ de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Roche).

Hibridacion In situ

De manera breve, el protocolo de hibridacion (Apéndice C) se llevd a cabo como se
menciona a continuacion. Las preparaciones fueron pre-tratadas con RNasa A (100 pg/mL)
durante 1 h y pepsina (5 pg/mL) durante 10 min, ambas a 37 °C, seguido de una incubacion en
paraformaldehido (4%) durante 10 min a temperatura ambiente, las preparaciones fueron
deshidratadas secuencialmente en alcohol al 70%, 90% y 96% durante 3 min en cada paso y
secadas al aire. La hibridacion se realizé utilizando una mezcla de 20X SSC, formamida al 50%,
10% de dextran sulfato sodico, 10% de dodecil sulfato de sodio, 25-50 ng/mL de sonda de ADN.
El ADN fue desnaturalizado calentando la mezcla de hibridacion a 70°C durante 10 min y
posteriormente fue colocada en hielo durante al menos 10 min. A cada preparacion se afiadieron
40 pL de mezcla de hibridacion, las preparaciones fueron desnaturalizadas a 80 °C durante 10

minutos e incubando la hibridacién durante toda la noche a 37 °C en una camara humeda.
Tratamientos de Rigor
Después de la hibridacién durante toda la noche, las preparaciones fueron lavadas a

temperatura ambiente en 2X SSC durante 15 min en tres tratamientos de rigor diferentes

(Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1. Rigor utilizado para la eliminacién de la hibridacion cruzada.

% Rigor Temperatura® C  Formamida (%)
68 37° 0
73 42° 0
80 37° 20

Deteccion y Contra-tincion

El ADN marcado con Biotina fue detectado con streptavidina-Cy3 (Amersham
Biosciences, UK), y amplificada con goat-antistreptavidina biotinilada (Vector laboratories,
Burlingame, Calif.). Los cromosomas fueron contratefiidos con 1 pg/mL de DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) y examinados en un microscopio Leica DMR equipado con epi-
fluorescencia. Las imagenes fueron capturadas utilizando una cdmara Evolution QEi (Media-

Cybernetics) y analizadas con el programa Image-pro® (Media-Cybernetics).

RESULTADOS Y DISCUSION

El ADN genomico de A. thaliana y T. aestivum hibrid6 exitosamente los cromosomas de
Lilium. En rigor al 68% mostrd sitios de hibridacion en todos los cromosomas de Lilium, sin
embargo, no fue posible reconocer sitios de referencia especificos debido a la hibridacion
cruzada. Conforme el rigor alcanzo el 73% la hibridacion cruzada persistio, pero en este caso fue
posible identificar bandas especificas, con el rigor al 80% la hibridacién cruzada fue eliminada,
evidenciando nuevos puntos de referencia consistentes, dando como resultado una sefial clara en

algunos de los cromosomas permitiendo su identificacion (Figura 3.1).

~14 ~



Figura 3.1. Localizacion fisica (puntos de referencia) de hibridacion de ADN gendmico de A.
thaliana y T. aestivum en cromosomas de Lilium. a, d, g, j. Tincion DAPI b.
Hibridacion de ADN genomico de T. aestivum con 73% de rigor (puntas de flecha). Se
observa la hibridacion cruzada. e. Hibridacion de ADN genomico de T. aestivum con
80% de rigor (puntas de flecha). h. Hibridacion de ADN genomico de A. thaliana con
73% de rigor (puntas de flecha). k. Hibridacion de ADN gendmico de A. thaliana con
80% de rigor (puntas de flecha). ¢, f, i, . Composicion de la hibridacion del ADN

gendémico (rojo) sobre cromosomas de Lilium tefiidos con DAPI. Barra 10 um.
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En el caso del ADN de A. thaliana se encontré una hibridacion similar en las regiones
centroméricas de los cromosomas de Lilium, a diferencia del ADN de T. aestivum la hibridacion
cruzada a un rigor bajo (68% y 73%) no fue importante; y de manera similar, cuando se
incremento el rigor, se evidenciaron nuevos puntos de referencia, permitiendo asi, la

identificacion de cromosomas (Figura 3.1).

La localizacion de puntos de referencia de ADN gendmico varié entre A. thaliana y T.
Aestivum en los diferentes cultivares de Lilium. En el caso de ‘White heaven’ se identificaron
tres puntos de referencia de A. thaliana en los cromosomas 3, 8 y 10, mientras que los puntos de
referencia de T. aestivum se localizaron en los cromosomas 3, 6 y 8. En los cultivares ‘Casa
blanca’ y ‘Dordogne’ el punto de referencia de A. thaliana se localizé en el cromosomas 5,
mientras que los puntos de referencia de T. aestivum se localizaron en los cromosomas 4, 8 y 9.
La construccion de ideogramas fue posible para los tres cultivares de Lilium (Figura 3.2),
utilizando las bandas de la sefial de hibridacion del rigor al 80%. Las bandas DAPI fueron

también utiles en la identificacion de cromosomas.

White Heaven Casa Blanca Dordogne
1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 1 2 34 5 6 7 8 9 1011 12 1 2 345 6 7 8 9 1011 12

] =)

Triticum aestivum
mmm Arabidopsis thaliana
1 DAPI

Figura 3.2. Ideogramas de tres variedades comerciales de Lilium mostrando las bandas DAPI y

la hibridacion de ADN genémico de Arabidopsis thaliana y Trirticum aestivum.
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Fue posible identificar 6 de 12 cromosomas de Lilium en los tres cultivares utilizados.
Junto con las bandas DAPI, el ADN genoémico de A. thaliana y T. aestivum permitieron la
identificacion de seis cromosomas individuales, con su par homologo respectivo, haciendo de
¢ésta una técnica sencilla y directa para la identificacion de cromosomas, la identificacion
tradicional de cromosomas de Lilium utilizando el ADN ribosoémico de trigo 45S y 58, junto con
bandeos de Ag-NOR y C-, permitieron la identificacion de un maximo de 6 cromosomas en las
especies L. longiflorum y L. rubellum (Lim et al. 2001). Sin embargo, con la hibridacion in situ
de ADN ribosomico de trigo en L. longiflorum solamente identificaron 3 cromosomas (3, 4y 7)
y 4 en L. rubellum (2, 3, 4 y 12), en este trabajo se identificaron los cromosomas 3, 6, 8,y 10 en
el caso del cultivar “White heaven’; y los cromosomas 4, 5, 8 y 9 en los cultivares Orientales
‘Casa Blanca’ y ‘Dordogne’. Siendo ‘White heaven’ un cultivar de L. longiflorum es posible
concluir, de manera hipotética, que al combinar ambas técnicas (la hibridacion del ADN
genoémico de T. aestivum y A. thaliana y la hibridacion de ADN ribosémico), sin tomar en cuenta
las bandas DAPI, sera posible identificar los cromosomas 3, 4, 6, 7, 8, y 10 (6 de 12), logrando
con esto la identificacion de un mayor numero de cromosomas en L. longiflorum. También, de
manera hipotética, es posible identificar los cromosomas 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 12 (7 de 12) en los
cultivares orientales, ya que L. rubellum ha sido ampliamente utilizado para dar origen a los
cultivares Orientales; sin embargo, es necesario aplicar ambas técnicas para conocer el nimero

real de cromosomas que pueden ser identificados.
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S

IDENTIFICACION DE
CROMOSOMAS EN EL GENERO
LILIUM UTILIZANDO SONDAS
ESPECIFICAS DE ADN
RIBOSOMICO

INTRODUCCION

Los genes del ADN ribosomal y los espaciadores transcritos se encuentran presentes en
arreglos en tandem (Negi et al. 2002) en el genoma nuclear de los eucariontes superiores (Appels
y Honeycutt 1986). La unidad de repeticion del ADN ribosomal 45S consiste de regiones
codificadoras altamente conservadas (18S, 5.8S y 25S ADNr), los espaciadores internos
transcritos (ITS) y espaciadores no-transcritos (NTS) (Mizuochi et al. 2007); mientras que cada
unidad de ADN ribosomal 5S consiste de una secuencia codificadora de =120 pb y un espaciador

no transcrito (Negi et al. 2002).

En los ultimos afios, el ADN ribosomal ha sido utilizado como sonda para identificar
cromosomas en diferentes especies vegetales mediante la hibridacion in situ de estas secuencias,
algunos ejemplos incluyen: Popolus deltoides (Negi et al. 2002), Trigonella foenum-graecum
(Ahmad et al. 1999), Hordeum vulgare (Brown et al. 1999), Medicago truncatula (Falistocco y
Falcinelli 2003), Elaeis guineensis (Castilho et al. 2000), Lilium longiflorum y L. rubellum (Lim
et al. 2001) entre muchos otros. En muchos casos se ha utilizado como sondas los clones de
EcoRI pTa7l y pTa794, que contienen los fragmentos 18S,-5.85-26S (45S) y los espaciadores

intergénicos asi como el fragmento 5S y el espaciador intergénico, respectivamente, de trigo
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(Gerlach y Bedbrook, 1979). Tal es el caso de Arabidospis thaliana (Brandes et al 1997), Crocus
vernus (Frello y Heslop-Harrison 2000), Vicia benghalensis (Galasso et al. 1997), varias
especies de los géneros Musa (Osuji et al. 1998), Saccharum (D’Hont et al. 1998), Aloe (Adams
et al. 2000), Lens (Galasso 2003) entre otros.

La variacion en el tamafio y secuencia de los espaciadores internos transcritos da lugar a
una heterogeneidad de tamafios de las unidades de ADNr dentro y entre especies. Numerosos
estudios filogenéticos y evolucionarios de muchas especies animales y vegetales se basan en los
analisis de secuencias de los ADNs ribosomicos 45S y 5S (Appels y Honeycutt 1986, Bachmann
1992). En el caso de Tulipa fosteriana y T. gesneriana Mizuochi et al. (2007) clonaron las
secuencias de los ADNSs ribosomicos 45S y 5S e identificaron por lo menos 7 tipos de ADNTr 4S,
en el caso del ADNr 5S obtuvieron tres clases de 390, 364 y 380 pb; una vez hibridadas las
secuencias, los sitios de hibridacion del 5S variaron, desde 45 hasta 71, en el caso del 45S el
namero reportado fue aproximadamente de la mitad, entre diferentes cultivares, siendo este, el
reporte del mayor ntimero de sitios en cromosomas vegetales. En las especies Alstroemeria
aurea y A. inodora, Kamstra et al. (1997) detectaron 32 y 24 sitios de hibridacion

respectivamente, utilizando la fraccion 25S del ADNr de Petunia.

En base a la variacion que existe en el ADNr entre especies y el limitado nimero de sitios
de hibridacion del ADNr de trigo en los cromosomas del género Lilium, el proposito de este
trabajo fue obtener ADNr especifico para el género Lilium con la finalidad de obtener un mayor

nuamero de sitios de hibridacion.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron bulbos de dos diferentes cultivares de la seccion taxonémica Archelirion del
genero Lilium: ‘Chinon’ y ‘Sapporo’. Los bulbos fueron plantados en cajas de plastico que
contenian una mezcla de turba canadiense (peat-moss):arena:vermiculita 3:3:1; las cajas con los
bulbos fueron colocados bajo malla sombra al 30% para el crecimiento de las plantas, fueron

regados abundantemente 3 veces por semana.

Preparaciones cromosomicas

Después de 1-2 semanas de haber sido plantados los bulbos, los 4pices radiculares de las
3 variedades fueron colectados temprano por la mafiana. Los 4pices fueron pre-tratados en una
solucion saturada de o-bromonaftaleno y colocados en agua de hielo durante 24 h,
posteriormente, las raices se enjuagaron y fueron fijadas en una solucion de etanol:acidoacético,

3:1, donde se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

Los épices radiculares fueron enjuagados en agua mQ tres veces durante 5 minutos y
fueron colocados en buffer de citrato (Apéndice B). Posteriormente fueron incubados en una
mezcla de enzimas pectioliticas que contenia 0.2% (p/v) pectoliasa Y23, 0.2% (p/v) celulasa RS
y 0.2% (p/v) citohelicasa en 10 mM de buffer de citrato (pH 4.5) a37 °C durante 1-1.5 h, el apice
(1-3 mm) fue macerado en una gota de acido acético al 45% y posteriormente aplastado con el
cubreobjetos, seguido de inmersion en nitrogeno liquido; el cubreobjetos fue removido utilizando
una navaja de rasurar. Las preparaciones fueron deshidratadas en alcohol al 96% y secadas al

aire.
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Aislamiento y transformaciéon con ADN Ribosémico especifico de Lilium

Extraccién del ADN gendémico

Para la extraccion del ADN gendémico se colectaron hojas de la variedad Oriental
‘Sapporo’. E1 ADN gendmico se extrajo utilizando el método CTAB (Apéndice A). De manera
breve, se molieron 4 g de tejido (hojas) del cultivar Oriental ‘Sapporo’ en un mortero
previamente enfriado con nitrégeno liquido. Las hojas molidas se transfirieron a un tubo de 50
mL y se afiadieron 4 mL de buffer de extraccion 2% CTAB-PVP a 65 °C. Se agit6 hasta obtener
una suspension viscosa. Se incubd durante 20-30 min en bafio maria y posteriormente se afiadio
un volumen similar (SmL) de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se extrajo por rotacion
durante 20 min a temperatura ambiente. Los tubos fueron centrifugados por 30 min a 3600 rpm,
la fase sobrenadante fue transferida a tubos de 15 mL. Se afiadié 0.1 volimenes de buffer 10%
CTAB a 65 °C y se mezcld cuidadosamente. Se afiadid6 un volumen similar (4 mL) de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se extrajo nuevamente por rotacion a temperatura
ambiente durante 20 min, se centrifugd a 3600 rpm durante 30 min y se transfirio la fase
sobrenadante a otro tubo de 15 mL. Se adicioné un volumen similar de buffer de precipitacion
1% CTAB y al ADN se precipito invirtiendo el tubo varias veces. Los tubos se centrifugaron por
3 min a 3600 rpm y se descart6 el sobrenadante, la pastilla de ADN fue resuspendida con 1.5 mL
de buffer TE alto en sales a 65 °C en un bafio maria. Se afiadieron 2 veces el volumen (3 mL) de
etanol 96% previamente enfriado en hielo y se centrifugdé a 3600 rpm durante 3 min a 4 °C. Se
descart6 el sobrenadante y se adicionaron 3 mL de etanol al 80% y se mezclod cuidadosamente.
Los tubos fueron centrifugados a 3600 rpm por 3 min a 4 °C y se descart6 el sobrenadante. La
pastilla de ADN fue secada en un horno a 37 °C durante 4 h, se resuspendid en 250 pL de buffer
TE 0.1 y se afiadio 1uL. de RNasa A y se conservo a -20 °C hasta su uso.

Amplificacion del ADN Ribosémico

Se realiz6 una busqueda en la base de datos EMBL Nucleotide Sequence Database para
identificar secuencias frecuentes al inicio y al final de los genes reportados que pudieran ser

utilizadas como iniciadores para la amplificacion del ADN ribosémico (ADNr). Se disefiaron
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varios iniciadores con variaciones minimas, por simplicidad se muestran tan solo los
seleccionados: 5S ribosomal: F1(5’-TTA GTG CTG GTA TGA TCG CA-3’) y R2(5’-CAC
CGG ATC CCA TCA GAA CT-3’); 5.8S ribosomal: F1 (5’-GAG AGA CCG CGA ACC TGT
AA-3")y R2 (5’-CCT CCC TGT ACG GAG CAC G-3’), los iniciadores fueron sintetizados por
Integrated DNA Technologies (IDT®). La reaccion de amplificacion se compuso de 5.2 pL de
H,O mQ, 2puL de Tag buffer 10x, 1 pL de 50 mM MgCl,, 1.6 pL de 25 mM dNTPs, 2 unidades
de Taq polimerasa, SuL de iniciadores (F1 + R2) 1 mM y 50 ng de ADN (5uL).Las reacciones
de amplificacion se realizaron en tubos de 0.2 mL en un termociclador TC-4000 de la marca
Techne®. La amplificacion del ADNr 5.8S se realizé con un paso de desnaturalizacion a 94 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 60 °C durante 40 s y 72 °C durante 1
minuto y 30 s, con una extension final a 72 °C durante 10 min. La amplificacion del ADNr 5.8S
se realiz6 con un paso de 94 °C durante 4 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 55 °C
durante 30 s y 72 °C durante 30 s, con una extension final a 72 °C durante 10 min.Para
comprobar la amplificacion se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% con bromuro de

etidio, durante 1 h con una corriente de 80 voltios.
Purificacion de los fragmentos de ADN ribosémico

La purificacion de los fragmentos de ADNr 5S y 5.8S se realizo utilizando el kit de
purificacion Wizard® PCR Preps DNA Purification System siguiendo las instrucciones del
fabricante (Promega). El producto de la amplificacion se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5
mL y se mezcld en un vortex durante 1 min en intervalos de 30 s. Se agregaron 100 uL de buffer
de purificacion (Direct Purification Buffer) y 1 mL de resina y se mezcld utilizando el vortex
durante 1 min en intervalos de 30 s. Se colocé una mini columna Wizard® en la punta de una
jeringa Luer-Lok®, se retir6 el émbolo y se adiciond la mezcla (del producto de la PCR, el buffer
y la resina). El émbolo fue colocado nuevamente permitiendo que la mezcla baje por gravedad a
través de la mini columna, auxiliando suavemente con el émbolo. Se adicionaron 2 mL de
isopropanol al 80% dentro de la jeringa y se hizo pasar hasta la mini columna. Se retir6 la
columna y se coloc6 en un tubo eppendorf de 2 mL, se centrifugd durante 2 min a 7,000 rpm. La
mini columna fue transferida a un nuevo tubo eppendorf y se afiadieron 33 pLde H,O mQ,

después de 1 min se centrifugd a 6,500 rpm durante 30 s.
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Ligacion del inserto

La ligacion de los fragmentos de ADNr (5S y 5.8S) se realizé utilizando el kit pGem®-T
Easy Vector Systems de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Promega). El vector utilizado
fue el pGem"-T (Figura 4.1). Se realizo una mezcla que contenia SuL de buffer de ligacién 2X,
1uL (50ng) del vector pGem”-T, 1uL (25 ng) del inserto (producto de la PCR), 1 uL de T4 ADN
ligasa y se aford a 10 pL. La solucidn se pipeted para mezclar homogéneamente y se incubd toda

la noche a 4 °C.
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Figura 4.1. Mapa del Vector pGEM"-T Easy

Células competentes Escherichia coli DH5a

Para el cultivo de las bacterias se preparé medio liquido Luria-Bertani (LB) (Apéndice
C). Se inocularon 50uL de la bacteria E. coli DH5a en 30 mL de medio LB, se incub6 a 37 °C
durante toda la noche en un agitador orbital (190-200 rpm). Posteriormente, se midi6 la densidad
optica (DOgoo) = Absorbancia (AO) y se realizaron diluciones hasta alcanzar una DOgpp = 0.1 A°
en 200 mL. El cultivo se incubd a 37 °C hasta que alcanzé una DO’ = 0.6-0.8, se distribuyo
equitativamente en tubos de 100 mL y se centrifugd durante 12 min a 10,000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante fue decantado y la pastilla se resuspendi6 en tres ocasiones en 100 mL de agua

desionizada estéril a 4 °C. Después del tercer lavado la pastilla fue resuspendida en 2 mL de agua
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desionizada estéril y se transfirié a tubos de 1.5 mL (1 mL en cada tubo). Los tubos fueron
centrifugados durante 10 min a 13,000 rpm a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en 1 mL de glicerol al 10%. Las células fueron distribuidas en tubos de 200 pL y se

almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Electrotransformacion

La transformacion se realizO mediante la técnica de electroporacion
(electrotansformacion), utilizando un MicroPulser® (Bio-Rad). En una celda de 0.1cm (Bio-Rad),
se agregaron 70ul de células competentes de E.coli DHSa + 2uL de la ligacion y se sometio a
un descarga eléctrica de 1.8 KV por algunos milisegundos (pulso). Después del disparo se
adicionaron 900 pL de medio SOC (Apéndice E) y se incubo 1 h a 37 °C, en agitacion constante
a 225 rpm. Se centrifugé a 13,000 rpm por 5 min, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento celular (pastilla) en 100 pL. de H,O estéril libre de RNA. A cajas Petri que contenian
medio LB, solidificado con 15 g/L. de bactoagar y suplementado con 0.1 mM de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) y 100pug/mL de ampicilina (ApéndiceD) se le
agregaron 20 pL (20 mg/mL) del cromdgeno acoplado; 20 min después se sembraron las células

resuspendidas y se incubaron a 37 °C durante 20 horas.

Aislamiento de plasmidos

Después del cultivo se seleccionaron y aislaron las colonias de bacterias de color blanco
(el color blanco es un indicador de que la transformacion fue efectiva, ya que contienen el gen
lacZ, con el cual pierden la capacidad de degradar la B-galactosidasa), se incubaron durante 24 h
a 37 °C, con agitacion constante a 225 rpm en tubos Falcon que contenian 30 mL de medio LB
adicionado con 0.1 mg/mL de ampicilina. El aislamiento de los plasmidos se realiz6 utilizando el
kit Nucleo Bond Plasmid Purification® (Machere-Nagel) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor; 30 mL de cultivo fueron centrifugados a 6,000 rpm durante 15 min a 4 °C, se
descarto el sobrenadante se agregaron 4 mL de buffer de resuspension, 4 mL de buffer de lisis, se
mezclo por inversion y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se adicionaron 4 mL de

buffer de neutralizacion y se mezcld por inversion suave; se incubd en hielo durante 5 min y

~ 24 ~



posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm durante 25 min. El sobrenadante fue transferido a una
columna de filtrado previamente humedecida con 2.5 mL de buffer de equilibrio. Se anadieron
10 mL de buffer de lavado a la columna seguido de 5 mL de buffer de elucion, el cual fue
colectado en un tubo de 15 mL. Se agregaron 3.5 mL de isopropanol al 99% y se centrifug6 a
11,000 por 30 min a 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se agregaron 2 mL de etanol al 70%, se
mezcld con el vortex y nuevamente fue centrifugado a 11,000 rpm por 20 min, se retird el etanol
y el precipitado fue secado a temperatura ambiente. Las pastilla se reconstituy6d en 100 uL de

buffer TE bajo en sales.

La concentracion del plasmido fue determinada utilizando un espectrofotometro y la

integridad del plasmido fue confirmada por electroforesis en membrana de agarosa al 1%.

Construccion de Sondas

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron sondas de ADNr de distintos origenes: 1)
el 45S y 5S de Triticum aestivum, los cuales se encuentran en los clones pTa7l y pTa794
respectivamente (Gerlach y Bedbrook 1979), estos fueron donados por Hans de Jong del
Departamento de Genética de la Universidad de Wageningen en los Paises Bajos y ii) los
fragmentos 5S y 5.8S del género Lilium, los cuales fueron obtenidos como se ha descrito

anteriormente.

Aislamiento de plasmidos con ADN ribosémico de trigo

Las cepas pTa71 y pTa794 fueron cultivadas durante 24 h en agitacion constante (225
rpm) a 37 °C en medio LB (Apéndice C) adicionado con 0.1 mg/mL de ampicilina. El
aislamiento de los ADNr de trigo se realizo6 utilizando el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor: 4 mL del medio de cultivo inoculado fueron
transferidos a tubos Falcon de 15 mL y se centrifugaron a 9,000 rpm durante 1min, se descarto el
sobrenadante; se agregaron 250 puL. de buffer de suspension y se transfirié a un tubo eppendorf
de 1.5 mL, se anadieron 250 pL de buffer de lisis y se mezclo por inmersion, posteriormente se

incubd por 5 min a temperatura ambiente y se agregaron 350 uLL de buffer vinculante y se incubd
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durante 5 min en hielo; una vez transcurrido el tiempo, se centrifug6é a 13,000 rpm por 10 min.
El sobrenadante fue transferido a una membrana de filtracion y se centrifugéa 13,000 rpm por 1
min, la membrana fue transferida a un nuevo tubo y se afiadieron 500 puL de buffer de lavado,
nuevamente se centrifugd a 13,000 rpm por 1 min, se transfiri6 la columna a un nuevo tubo y se
agregaron 700 uL de buffer de lavado; se centrifug6 a 13,000 rpm por 1 m seguido de una nueva
centrifugacion a 13,000 por 1 min para secar la membrana, la cual fue transferida a un tubo
eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 100 puL de buffer de elucion y se centrifugd a 13,000 rpm

durante 1 min.

Marcaje de las sondas

Tanto los ADNr de Lilium (5S y 5.8S) como los de Triticum aestivum (5S y 45S) fueron
marcados por ‘nick translation’ con biotina o digoxigenina utilizando los kits Biotin-Nick
Translation Mix y/o DIG-Nick Translation Mix (Roche) respectivamente, siguiendo las
instrucciones del proveedor: se disolvio 1 pug de ADNr en 16 pL de agua mQ, se agregaron 4 L
de Biotin- 6 DIG-Nick Translation Mix y se centrifugd brevemente. Se incub6 a 15°C durante 90
min y posteriormente se detuvo la reaccion anadiendo 1 pL de 0.5M EDTA (4cido etil-diamino-

tetra-acético) y calentando a 65 °C por 10 min.

Hibridacion In situ

Hibridacion

Las preparaciones fueron pre-tratadas con RNasa A (100 ug/mL) durante 1 h y pepsina (5
pug/mL) durante 10 min, ambas a 37 °C, seguido de una incubacion en paraformaldehido (4%)
durante 10 min a temperatura ambiente, las preparaciones fueron deshidratadas secuencialmente
en alcohol al 70%, 90% y 96% durante 3 min en cada paso y secadas al aire. La hibridacion se
realiz6 utilizando una mezcla de 20X SSC, formamida al 50%, 10% de dextran sulfato sodico,
10% de dodecil sulfato de sodio, 25-50 ng/mL de sonda de ADN. El ADN fue desnaturalizado
calentando la mezcla de hibridacion a 70 °C durante 10 min y posteriormente fue colocada en

hielo durante al menos 10 min. A cada preparacién se anadieron 40 pl de mezcla de hibridacion,
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las preparaciones fueron desnaturalizadas a 80°C durante 10 mine hibridadas durante toda la
noche a 37 °C en una cadmara humeda. Posteriormente las preparaciones fueron lavadas a
temperatura ambiente en 2X SSC durante 15 min y se incubaron en 0.1X SSC a 42 °C en 3

ocasiones durante 10 min cada una; seguido de 2 lavados en 2X SSC por Smin.

Deteccidn y Contra-tincion

El ADN marcado con Biotina fue detectado con streptavidin-Alexa Fluor® conjugate
(Invitrogen) y amplificado con biotinylated goat-antistreptavidin (Vector laboratories). EI ADN
marcado con Digoxigenina fue detectado con anti-digoxigenin-fluorescein (Roche) y
amplificado con fluorescein anti-sheep y fluorescein anti-rabbit (Vector). Los cromosomas
fueron contra-tefiiddos con 1 pg/mL de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) y examinados en un
microscopio Leica DMR equipado con epi-fluorescencia. Las imagenes fueron fotografiadas
utilizando una camara Evolution QEi camera (Media-Cybernetics) y analizadas con el programa

Image-pro® (Media-Cybernetics).
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Aislamiento y transformacion con ADN ribosémico especifico de Lilium
ADN ribosémico especifico al género Lilium

La amplificacion de los segmentos de ADNr se comprobo a través de electroforesis en
gel de agarosa; la amplificacion del segmento 5S se logrd utilizando la combinacion de
iniciadores F1 y R2, en este caso se obtuvo un fragmento de = 500 pb (Figura 4.2). En el caso de

la amplificacion del ADNr 5.8S se obtuvo un segmento de similar longitud (=550)

independientemente de la combinacion de iniciadores utilizados (Figura 4.3).
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Figura 4.2. Amplificacion por PCR de la secuencia de ADNr5S de =500pb del cultivar
‘Sapporo’del género Lilium en membrana de Agarosa 1% revelado con Bromuro de

Etidio

F1R1 F1R2 F1R3 F1R4

Figura 4.3. Amplificacion por PCR de la secuencia de ADN ribosomico5.8S de 550pb del
cultivar ‘Sapporo’del género Lilium en membrana de agarosa 1% revelado con bromuro

de etidio

Los fragmentos obtenidos fueron purificados y ligados al vector pGem®-T, posteriormente, el
vector fue incorporado por electroporacion a bacterias competentes de E. coli DHS5a. Las
bacterias transformadas con el vector que contiene los fragmentos 5S y 5.8S fueron identificadas
por su crecimiento en medio selectivo (LB + X-Gal) y se seleccionaron aquellas colonias que
presentaron una coloracion blanca (Figura 4.4). La comprobacion de la transformacion se realizo

aislando el plasmido y verificando su tamafio a través de electroforesis (Figura 4.5).
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Figura 4.4. Colonias de bacterias transformadas de color blanco y colonias de bacterias no
transformadas de color azul. En medio de cultivo LB suplementado con ampicilina a

0.1 mg/mL y X-Gal

Figura 4.5. ADNp recombinante (P) y ADN genomico del 5S ribosomal (5S) del cultivar

‘Sapporo’ en membrana de agarosa al 1% revelado con bromuro de etidio.

El plasmido fue secuenciado en la unidad LANGEBIO (Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad) del CINVESTAV, Irapuato. La secuencia del segmento 5.8S
del ADNr del cultivar ‘Sapporo’ presentd una identidad del 97% con Lilium alexandrae y 96%
con L. speciosum de acuerdo a un analisis blastn (nucleotide blast) en la base de datos de NCBI,
corroborando asi que efectivamente se trata del ADNr5.8S. La secuencia ademads incluye los

espaciadores internos transcritos 1 y 2 (ITS 1, ITS 2) (Figura 4.6).
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Lilium hybrid divisién VIl cv “Sapporo”

Tamafio 1..601

ITS 1 1..216

rRNA 217..379

ITS 2 380..601

1 GAGAGACCGC GAACCTGTAA ACGGATGACA CTGTGTCGGG CGGGCATTAT GTCCGCCCTA
61 CTCGGGACCT CACATCGTAT CTGCGGCCGC CTCCGAGCGT TCCCGGCATG ATTTGCGGGG
121  GACGAATGAA ACCCCGGCAC AGCCTGTGCC AAGGAACATA TGTCAGGACG GACGCGTGCC
181  AATGCCTCTG TGGTGGGGCG ACGTCCGCTC TTTATCTGTA CGACTCTCGG CAACGGATAT
241  CTCGGCTCTC GCATCGATGA AGAACATAGC AAAATGTGAT ACTTAGTGTG AATTACAGGA
301  TCCCGTGAAC CATCGAGTCT TTGAACGCAA GTTGTGCCTG AGGCCTTTCA GTTGAGGGCA
361 CGCCTGCCTG GGCGTCACGC CTTTATTTCG CTCTGTGTGC CCATGCTCCT TCGGGGGCAG
421  TCATGGATGC GGAGATTGGC CCTCCGTGCC TTGTGTGCGG CGGGCTTAAG CGCAGGCTGT
481  CGGCATCGGG TTGGGCACGA CGAGTGGTGG ACGGAGTACC AGCAGGATGT CGTGGTCCCT
541  CGTCGCCTTA AGGGGGGCTC AAGAGACCCG GACTAGGTGA GCCGTGCTCC GTACGGGGAG
601 G

Figura 4.6. Secuencia del ADN ribosémico 5.8S del cultivar ‘Sapporo’ del género Lilium. Los
nucledtidos 1 al 216 corresponden al espaciador interno transcrito 1; los nucleétidos
217 al 379 al gen del ADN ribosomico 5.8S y los nucledtidos 380 al 601 corresponden

al espaciador interno transcrito 2.

Hibridacion In situ

El ADNr 5.8S especifico al género Lilium mostré un nimero diferente de sitios de
hibridacion entre las dos variedades Orientales del género Lilium. En la variedad ‘Chinon’ hubo
ocho sitios de hibridacion (Figura 4.7), mientras que en la variedad ‘Sapporo’ hubo diez sefiales,
con estos sitios de hibridacion fue posible identificar 4 y 5 cromosomas homdlogos
respectivamente. Mas alld, cuando se utilizd la sonda de ADNr 45S de trigo en las mismas
variedades, se identificaron seis y ocho sefiales en ‘Chinon’ y ‘Sapporo’ respectivamente, con las
cuales es posible identificar 3 y 4 cromosomas homologos. Debido a lo anterior, con el ADNr
5.8S especifico al género Lilium es posible identificar un cromosoma adicional en las distintas

variedades con respecto al ADNr 458 de trigo.
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Figura 4.7 Hibridacion in situ de ADN ribosémico en cromosomas del género Lilium. a y d)
Ocho sitios de hibridacion in situ de ADN ribosoémico 5.8S especifico al género Lilium
(flechas) en cromosomas de la variedad Oriental ‘Chinon’, detectados con Alexa 546. b
y ¢) Seis sitios de hibridacion in situ de ADN ribosémico 45S de trigo (puntas de
flecha) en cromosomas de la variedad Oriental ‘Chinon’, detectados con FITC. e y g)
Diez sitios de hibridacion in situ de ADN ribosémico 5.8S especifico al género Lilium
(flechas) en cromosomas de la variedad Oriental ‘Sapporo’, detectados con Alexa 546.
f y h) Imagen de los sitios de hibridacion in situ del ADN ribosémico 5.8S especifico al
género Lilium en donde son evidentes ocho sefiales y dos son menos intensas (flechas).

De manera similar, cuando se utilizd el ADNr 5S especifico al género Lilium, en los
cromosomas de la variedad Oriental ‘Chinon’, fue posible identificar dos cromosomas
homologos (cuatro sefiales) (Figura 5.8b), mientras que, cuando se utiliz6 la sonda con el ADNr

5S de trigo tan solo se pudo identificar un cromosoma homdlogo (dos sefiales) (Figura 4.8a).
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Figura 4.8 Hibridacion in situ de ADN ribosémico 5S en cromosomas del género Lilium de la
variedad Oriental ‘Chinon’. a) Hibridacion in situ del ADN ribosomico 5S de trigo
(puntas de flecha), detectado con FITC. b) hibridacion in situ del ADN ribosémico 5S
especifico al género Lilium (flechas), detectado con Alexa 546.

Con el aislamiento del ADNTr especifico al género Lilium se logré la identificacion de
cromosomas individuales. El ADNr 5.8S hibrido en 5 de 12 cromosomas, en el caso de L.
longiflorum cuando se utilizd el ADNr 45S de Triticum aestivum como sonda tan solo 3
cromosomas pudieron ser identificados, siendo el mismo caso cuando se utilizé el ADNr 5S; sin
embargo, cuando estas sondas fueron utilizadas en L. rubellum se lograron identificar 6
cromosomas con el ADNr 45S y 4 cromosomas con el ADNr 5S (Lim et al. 2001). Contrario a
este trabajo, cuando se analizé la hibridacion del 45S y 5S de trigo en los cromosomas de L.
longiflorum y L. rubellum no se dispuso de ADNr especifico al género. En este caso, cuando se
utilizo el ADNr de trigo se identificaron menos sitios de hibridacion que cuando se utiliz6 el
ADNTr especifico del género; al comparar la secuencia del ADNr 5.8S con las de otras especies
del género, esta presentd una identidad mayor (96%) con L. alexandrae, lo cual concuerda con el
origen del cultivar ‘Sapporo’ ya que es un hibrido interespecifico de la seccion taxondmica

Archelirion (McRae 1998), la cual se compone por especies como L. alexandrae, L. speciosum,
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L. rubellum, L. auratum, L. nobilissimum y L. japonicum (Van Tuyl y Vat Holsteijn. 1996), con
las cuales la secuencia aislada comparte una identidad del 96% y 95%. Al comparar la secuencia
especifica al género Lilium con secuencias de ADN de T. aestivum con un analisis blastn
(nucleotide blast) en la base de datos de NCBI se encontrd que tienen una identidad del 90%, sin
embargo, esta identidad tan solo se encuentra en un 26% de la secuencia, especificamente a la
region que corresponde al gen 5.8S y no a los espaciadores internos transcritos. Al conocer la
‘similitud’ de las secuencias es posible sugerir que la razén del mayor nimero de sefiales de
hibridaciéon en los cromosomas obtenido con el 5.8S especifico al género es debido a que la
secuencia de Triticum, al contar con una identidad menor (90% en el 26% del total) hibrida en
menos sitios que la especifica al género, y esta tltima, a su vez, es capaz de reconocer un mayor

numero de sitios, los cuales podrian ser funcionales o no.

En otras especies en donde se han utilizado los clones pTa71 y pTa794 (como sondas
para la identificacion individual de cromosomas, los cuales contienen el ADNr de trigo, se
encontro un numero relativamente bajo de sefiales de hibridacion, este es el caso de Elaeis
guineensis (Castilho et al. 2000) en donde fue posible identificar 2 cromosomas, con sus
respectivos homoélogos, siendo identificado un cromosoma por cada una de las sondas; en el caso
de Trigonella foenum-graecum (Ahmad et al. 1999) se identificaron 2 cromosomas al utilizar el
clon pTa71; en Vicia benghalensis se detectaron 1 y 2 cromosomas utilizando los clones pTa71 y
pTa794 respectivamente (Galasso et al. 1997); en el caso del género Musa fue posible identificar
desde 1 hasta 3 cromosomas en diferentes especies (Osuji et al. 1998) y en el género Saccharum
se identificaron hasta 4 cromosomas en diferentes especies (D’Hont et al 1998); en el género
Aloe se identificaron en diferentes especies desde 2 cromosomas hasta 4 con el clon pTa7l y
desde 1 hasta 3 con el clon pTa794. Es de llamar la atencion que el ADNr contenido en los
clones pTa7l y pT794 es de Triticum aestivum y no es especifico a ninguna de las especies
anteriores. En el caso de Alstroemeria aurea y A. inodora se utiliz6 el ADNr 25S de Petunia y
fue posible identificar 7 de 8 cromosomas en A. aurea y 8 de los 8 cromosomas en A. inodora,
adicionalmente, se utilizo el ADNr 5S de Arabidopsis thaliana y con este se detectaron 4 sitios
de hibridacion en 4 diferentes cromosomas en cada una de las diferentes especies de

Alstroemeria (Kamstra et al. 1997).
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En el caso del género Tulipa Mizuochi et al. (2007) clonaron el ADNr 45S y 5S
especificos al género, obteniendo al menos 7 tipos. Al hibridar los ADNr en diferentes cultivares
de T. gesneriana y T. fosteriana se identificaron 6 y 7 cromosomas (de 12) en los distintos
cultivares, mostrando al menos 35 sitios de hibridacion; el ADNr 5S hibrid6 en la totalidad de
los cromosomas hasta en 71 sitios diferentes, logrando con esto la identificacion de todos los
cromosomas en los diferentes cultivares.

Debido a lo anterior es probable que los clones pTa7l y pTa794 (Gerlach y Bedbrook,
1979) no sean los mas adecuados para lograr la identificacion de cromosomas en diferentes
especies asi como en el género Lilium, en este trabajo se aislaron el ADNr 5.8S y 5S especificos
a este género, logrando la identificacion de un mayor niimero de cromosomas que con la
utilizacion del ADNTr de trigo; es posible también que exista un mayor nimero de tipos de ADN
ribosomal que los aislados, que permitan la identificaciéon de un mayor numero de cromosomas
en el género, por lo cual seria recomendable realizar la clonacion de mas secuencias de ADNr y

explorar la hibridacion de las mismas en cromosomas del género.
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6
CONCLUSIONES

En este trabajo se realizo la hibridacion in situ de ADN gendémico de A. thaliana y T.
aestivum, en cromosomas de diferentes cultivares del género Lilium, se probaron diferentes
tratamientos de rigor, entre los cuales el rigor del 80% permitio la generacion de un patron de
bandeo el cual sirvié para la identificacion individual de cromosomas, asimismo, se aislaron y
clonaron el ADN ribosémico 5S y 5.8S especificos al género, los cuales fueron hibridados a
cromosomas de diferentes cultivares del género, obteniendo patrones de bandeo con los cuales se
identificaron varios cromosomas de los distintos cultivares del género Lilium. Tanto con la
hibridacion in situ del ADN genémico de A. thaliana y T. aestivum asi como con el ADNr
especifico al género es posible identificar cromosomas individuales, es posible utilizar los
patrones de bandeo para la construccion de cariotipos, lo cual serd de gran utilidad en programas
de mejoramiento genético asistido, en los cuales es indispensable la identificacion de
cromosomas individuales para poder monitorear la segregacion cromosémica en las distintas

generaciones.
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LISTA DE APENDICES

APENDICE A

Método CTAB para extraccion de ADN

Soluciones:

1% CTAB Buffer de precipitacion
1% CTAB

50 mM Tris-HCI pH 8.0

10 mM EDTA pH 8.0

2% CTAB Buffer de extraccion

2% CTAB (cetyltrimethylammoniumbromide)
100mM Tris-HCI pH 8.0

20 mM EDTA pH 8.0

1.4 M NaCl

1% PVP (polyviniylpyrrolidone)

10% CTAB solucién
10% CTAB
0.7 M NaCl

Buffer TE Alto en Sales
10 mM Tris-HCI pH 8.0
1 mM EDTA pH 8.0

1 M NaCl

0.1 x TE:
1 mM Tris-HCI pH 8.0

para 100 mL:

10 mL 10% CTAB (en mQ)
5SmL 1 M Tris-HCI pH 8.0
2mL 0.5 M EDTA pH 8.0

para 100 mL:

20 mL 10% CTAB (en mQ)

10 mL 1 M Tris-HCI pH 8.0

4 mL 0.5 M EDTA pH 8.0

28 mL 5 M NaCl

1g PVP (Mw = 25,000 - 40,000)

para 100 mL:
10 mL 10% CTAB (in mQ)
4.1g NaCl

para 100 mL:

I mL 1 M Tris-HCI pH 8.0
0.2 mL 0.5 EDTA pH 8.0
20 mL 5 M NacCl

para 100 mL:
I mL 1 M Tris-HCI pH 8.0
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0.1 mM EDTA pH 8.0 0.02 mL 0.5 EDTA pH 8.0
RNAsa A 10mg/mL RNAsa A libre de DNAsa en 10 mM Tris-HCI, pH 7.5,
15 mM NaCl. Hervir 15 minutos y permitir que se enfrie. Conserve

en congelacion

80%., 96% ethanol v/v en agua

Material:

Nitrégeno liquido
Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1
CTAB 2% (65 °C)

CTAB10% (65 °C)

CTAB 1%

Buffer TE Alto en Sales (65 °C)
0.1 TE buffer

Ethanol 96%, en hielo

Ethanol 80%

RNAsa A, (10mg/mL)

Procedimiento:

Coleccion de tejido

1. Congele tejido de hojas jovenes y frescas en nitrogeno liquido

2. Conserve a -80 °C.

Método CTAB

1. Muela de 2 a 4 gramos de material vegetal congelado en un mortero
previamente enfriado con nitrégeno liquido.

2. Transfiera el tejido molido a un tubo de 50 mL.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Répidamente afiada 4 mL (65 °C) de 2% CTAB buffer de extraccion
(destruccion de las membranas)

Agite hasta que se forme una soluciéon homogénea, ligeramente viscosa.

Incubar por 20-30 min a 65 °C en bafio maria (Mezclar varias veces durante
la incubacion).

Anadir un volumen similar (5mL) de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
(desnaturalizacion de proteinas)

Extraer durante 20 min por rotacion a temperatura ambiente.

Centrifugue por 30 min a 3600 rpm.

Transfiera la fase sobrenadante a un tubo de 15mL.

Anada 0.1 volimenes de 10% CTAB solucion (65 °C) y mezcle
cuidadosamente.

Afada un volume similar (4 mL) de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1).

Extraer durante 20 min por rotacion a temperatura ambiente.

Centrifugue por 30 min a 3600 rpm.

Transfiera la fase sobrenadante a un tubo de 15mL.

Afada un volumen similar (exactamente!) 1% CTAB buffer de precipitacion.

Precipite el ADN invirtiendo el tubo varias veces (la precipitacion debe ser
visible).
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Centrifugue por 3 min a 3600 rpm.

Descarte el sobrenadante y resuspenda la pastillaen 1.5 mLbuffer TE Alto en
Sales (en bafio maria a 65 °C)

Afiada 2 volumenes de alcohol al 96% enfriado en hielo, mezcle
cuidadosamente (la precipitacion debera ser visible).

Centrifugue por 3 min a 3600 rpm (4 °C).

Descarte el sobrenadante y anada 3 mL de etanol al 80% y mezcle.

Centrifugue por 3 min a 3600(4 °C).

Descarte el sobrenadante, seque la pastilla en vacié durante 20 min.

Resuspendala pastilla en 500 ul 0.1 TE buffer y afada 1 pul RNAsa A

(10mg/mL).

Conserve a 4 °C.
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APENDICE B

Buffer de citrato

A 10 mM Citrato trisodico

B 10 mM Acido Citrico

Mezclar A y B para obtener pH 4.5
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APENDICE C

Medio liquido Luria-Bertoni (LB)

Reactivos:

1000 mL Agua desionizada

10g Triptona
5g Extracto de levadura
10g NaCl

Mezclar los reactivos, ajustar el pH a 7.5 con NaOH. Esterilizar en autoclave a 120 °C a una

presion 1.1 Kg/cm*durante 15 min.
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APENDICE D

Medio solido Luria-Bertoni (LB)

Reactivos:

1000 mL Agua desionizada

10g Triptona

S5¢g Extracto de levadura
10g NaCl

15¢g Agar

0.1 mg/mL  Ampicilina

Mezclar los reactivos, a excepcion del agar y la ampicilina, ajustar el pH a 7.5 con NaOH y
agregar el agar. Esterilizar en autoclave a 120 °C a una presién 1.1 Kg/cm’durante 15 min. En
campana de flujo laminar, ya que el medio se haya enfriado un poco, agregar la ampicilina y
revolver; llenar las cajas de petri con 25 mL del medio y dejar solidificar a temperatura

ambiente.
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APENDICE E

Medio SOC

900 mL Agua desionizada
20g Bacto-Triptona

S5g Extracto de levadura
2mL 5M NaCl

2.5mL IM KCI

10 mL IM MgCl,

10 mL IM MgSOg4

20 mL IM Glucosa

Aforar a 1 litro y esterilizar en autoclave a 120 °C a una presién 1.1 Kg/cm*durante 15 min
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