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l. INTRODUCCION

La agricultura, es una de las actividades econdmicas méas afiejas de la historia, le ha permitido al
hombre satisfacer sus necesidades alimenticias mediante el cultivo de cereales, granos, legumbres,
frutos, forrajes para la alimentacién de ganado y la produccion de especies ornamentales de corte y
macetearia.

La rama floricola es de gran importancia econémica en México y diferentes partes del mundo debido a
la generacién de empleos e ingresos generados por la venta de flores en maceta y corte en las diferentes
épocas pico del afio; las mas importantes en México son: dia de San Valentin, dia de la madre, del
padre, muertos y celebracién del dia de la virgen de Guadalupe. Para satisfacer la demanda en estas
fechas, se cultivan diferentes especies floricolas entre las que destacan rosa, lilis, aster, solidago,
girasol, crisantemos, entre otras.

Por otra parte, en México existen especies silvestres que tienen enorme potencial ornamental y amplia
diversidad genética como el lirio azteca (Sprekelia formosissima (L) Herbert) que se ha utilizado desde
tiempos prehispanicos por sus propiedades medicinales, alimenticias y por la belleza de sus flores rojas
escarlata En algunos paises europeos como Espafia e Inglaterra, existen empresas que comercializan
durante todo el afio material vegetativo de la especie (Vazquez-Garcia et al., 1998).

Hasta la fecha, en México existen pocos trabajos de investigacion en lirio azteca que citen avances en
algin campo del conocimiento, principalmente en el mejoramiento genético y la biologia molecular.
Uno de los objetivos que tiene esta Gltima, es saber como esta organizada la informacién genética a
través del estudio del ADN y los mecanismos de regulan la expresion de genes. Una de las
herramientas empleadas es la electroforesis horizontal sobre geles de almiddn y la tincion histoquimica
de las proteinas,

Las zonas activas de esta macromolécula con capacidad codificante, llamadas exones, estimulan la

sintesis de enzimas especificas en las distintas etapas del desarrollo de un organismo. Estos productos



génicos provienen de diferencias determinadas genéticamente en la secuencia de aminoacidos y no

incluye modificaciones postraduccionales de la secuencia o estructura. (Scragg, 2000).

En el presente trabajo, empleando la técnica de electroforesis sobre geles se logro identificar los
diferentes patrones de bandeo en tejidos de S. formosissima colectados durante la fase vegetativa y

reproductiva



1. REVISION DE LITERATURA

El Lirio azteca es una especie herbacea que pertenece a la familia Amaryllidaceae, se caracteriza por
ser una planta con bulbos escamosos alargados de color oscuro, de tallo corto o rizomas. Tienen hojas
gruesas, de borde liso, carnosas-fibrosas de una longitud de 30 a 40 cm de altura que aparecen después
de la floracién. Presenta flores solitarias sobre un escapo fistuloso y hueco de superficie lisa, de color
verde claro y cilindrico que mide de 30 a 50 cm de largo., el perigonio es grande, simétrico, cabizbajo
de color escarlata y con la base amarillenta., con seis tépalos poco desiguales, el posterior ascendente y
el inferior ahuecado. Es una familia heterogénea que comprende entre 70 y 85 géneros. (Martinez,
1957 y Sanchez, 1976 citados por Vazquez-Garcia et al., 1998, Lozano, 1992).

Con los avance tecnoldgico de las Ultimas décadas, el uso de los geles de almidén y la tincion
histoquimica de las proteinas se demostré que dentro de un organismo la existencia de las isoenzimas,
formas moleculares mdltiples dentro de un organismo que catalizan una misma reaccién. Aunque la
vasta mayoria de proteinas son enzimas, muchas proteinas tienen roles estructurales en la biosintesis de
lignina, desintoxicacion de perdxido, reciclaje de fosfatos entre otras. Para estos estudios se han
utilizado varias estructuras de la planta, tales como hojas, raices o botones florales, de las cuales se
obtiene un extracto crudo proteico. La técnica consiste en la separacidn de las enzimas del extracto
crudo, en un soporte permeable bajo la accién de un campo eléctrico y seguido de un tefiido
histoquimico. De este modo se separan enzimas codificadas por genes diferentes o producto de

diferentes alelos de un mismo gen.

Los genetistas usan electroforesis desde 1957, para aprovechar la propiedad catalitica de las enzimas
que permiten revelar su presencia mediante métodos histoquimicos. Desde entonces se identificaron
miles de diferentes proteinas contenidas en un extracto crudo, a pocas biomoléculas que tengan la
misma propiedad catalitica y se les denomina isoenzimas. A traves de isoenzimas o marcadores

biogquimicos es posible realizar estudios de variabilidad genética, donde la variabilidad tisular (VT) se



refiere a que varios tejidos u 6rganos de un mismo individuo muestran diferentes formas moleculares o
distintas cantidades relativas de las mismas isoenzimas. Ademas, la variabilidad ontogénica (VO) se
refiere a que en el mismo 6rgano pero en determinados momentos de su desarrollo (etapas fenoldgicas)
muestran diferentes formas moleculares o distintas cantidades relativas de la misma isoenzima. De
esta manera, se puede inferir que tanto la VT como la VO son consecuencia de una regulacion
diferencial, de manera que cada tejido de un organismo tiene diferentes genes expresandose y, en un
mismo tejido en distintos momentos de su ciclo fenoldgico se expresan varios grupos de genes. En un
corrimiento electroforético cada banda que aparece sobre el medio de soporte corresponde a una
proteina diferente cuya sintesis puede estar controlada por uno o varios genes. Debido a que el orden y
naturaleza de los amino &cidos determina la estructura primaria de una proteina, esta secuencia
depende Unicamente de la informacion contenida en el ADN, la cual codifica para un polipéptido en
particular. De esta manera, los fenotipos observados sobre el medio de soporte pueden interpretarse en

términos de genotipos, o sea en términos de genes y sus alelos.

Algunas caracteristicas de las isoenzimas que las hacen importantes para los genetistas son: 1) Una
proporcién de estos genes son polimdrficos, o sea existen en la forma de uno o mas alelos, y 2) estos
alelos son codominantes, es decir ambos alelos se expresan en los organismos heterocig6ticos; este
fenémeno permite relacionar los fenotipos observados con un genotipo dado. En la interpretacion de
los fenotipos isoenzimaticos en un medio de soporte debe considerarse su estructura cuaternaria, en
funcion de si tiene una, dos, tres o cuatro subunidades polipeptidicas lo que permite a la vez
clasificarlos como mondmeros, dimeros, trimeros o tetrdmeros, respectivamente, cuyo patron de

bandeo para el homocig6tico queda representado, en todos los casos, por un solo alelo.

Sin embargo, para los heterocigéticos los transcritos codifican para proteinas asociadas a dos alelos
(mondmero), a tres alelos (dimero), a cuatro alelos (trimero) y a cinco alelos para el tetramero.
Entonces, un estudio a través de isoenzimas puede detectar la presencia de nuevas formas moleculares

de estas proteinas, en etapas especificas del desarrollo de un organismo, de lo cual se infiere que la
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presencia de una nueva o diferente isoenzima en un estado o etapa especifica del desarrollo podria estar
controlando un proceso por aquella(s) isoenzima(s). Por tanto, para aumentar la eficiencia de la técnica,

podrian identificarse las etapas de desarrollo de la planta durante los cuales la proteina se manifiesta.

El calculo y la deteccion de productos génicos fueron posibles utilizando electroforesis en geles de
poliacrilamida o de almidon. El analisis isoenzimatico, a través de electroforesis, es una técnica solida,
reproducible y poderosa con numerosas aplicaciones debido a que las isoenzimas presentan expresion
codominante (Kephart, 1990), y porque no exhiben efectos ambientales (Marquard y Chan, 1995).
Ademas de confiables, son relativamente mas econdémicos que aquellos de tipo molecular y permiten
obtener informacion enzimatica de diferentes tejidos (Vicente y Fulton, 2003). El andlisis de las
isoenzimas se realiza con éxito en varias especies vegetales: Nicotiana tabacum L. (Stafford y Galston,
1970), Zea mays L. (Scandalios, 1964; Efron, 1970; Rao et al., 1997), Hordeum vulgare L. (Pedersen y
Simonsen, 1987), Cereus peruvianus (Machado et al., 1993), Cucurbita pepo L. (Carpin et al., 1999),
Brassica oleraceae (Bellani et al., 2002), plantas pertenecientes a la familia Asteraceae (Ros-Barceld y
Aznar-Asensio, 2002), Mammillaria gracillis Pfeiff. (Balen et al., 2003), Tigridia pavonia (Arzate-

Fernandez et al., 2005a), Lilium spp. (Arzate-Fernandez et al., 2005b), entre otros.

I1l.  JUSTIFICACION

En la actualidad, Sprekelia formosisima (L) Herbert es considerada una especie silvestre en México y
practicamente se desconocen trabajos que permitan conocer los productos enzimaticos que participan o
controlan importantes procesos como el crecimiento vegetativo, floraciéon o induccién de la
senescencia., por lo que la identificacion de estos, servira de precedente de futuras investigaciones que
contribuyan al mejoramiento genético para la obtencién nuevas variedades o productos de uso

farmacéutico.



IV. HIPOTESIS

Es posible que en los diferentes tejidos de la etapa vegetativa y reproductiva de Sprekelia formosisima
(L) Herbert, se expresen diferentes formas moleculares y se pueden detectar utilizando la técnica de

Electroforesis horizontal sobre geles de Almidén.

V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar si existe expresion diferencial enzimatica en plantas de Sprekelia formossisima (L) Herbert
cultivadas bajo invernadero rustico de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma
del Estado de México (UAEMex), utilizando la técnica de electroforesis horizontal sobre geles de

Almidon.

5.2. Objetivos especificos.

» Obtener los patrones de bandeo isoenzimatico de tejidos de hoja, tépalo, gineceo y estambre
empleando los sistemas enzimaticos: peroxidasa (POX; EC 1.11.1.7), fosfatasa acida (ACP; EC
13.1.3.2), fosfoglucosa isomerasa (PGIl; EC 5.3.1.9), fosfoglucomutasa (PGM; EC 2.7.5.1) y
malato deshidrogenasa (MDH; EC 1.1.1.37).

» ldentificar los patrones de bandeo diferentes en cada etapa del desarrollo de S. formosissima (L)

Herbert.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material y equipo

Para realizar el trabajo de investigacion se requirio de los siguientes materiales y equipos:

» Invernadero rustico » Balanza analitica

» Laboratorio (gas, agua y luz) » Carro metalico

» Desionizador de agua » Agitadores magnéticos

» Destilador de agua » Placa de agitacion y calentamiento

» Horno de microondas » Cémaras de electroforesis para isoenzimas
» Bafio Maria » Fuente de poder con control digital de
» Mesa de trabajo amperage, voltaje y Watage

> Sillas de plastico » Equipo de computo

» Triturador de hielo » Scanner

» Congelador — 20 °C » Fotocopiadora

» Balanza granataria » Impresora laser

6.2. Material vegetativo

En este estudio se usaron plantas de lirio azteca (S. formosissima (L) Herbert) cv. Terciopelo, obtenidas
a partir de clones de bulbos, cultivadas en un sustrato compuesto por hojarasca, arena y estiércol de
bovino en proporcién 1:1:1, durante 78 dias en un invernadero rastico en la Facultad de Ciencias

Agricolas de la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex).

6.3. Colecta y almacenamiento de muestras

El ciclo de cultivo de las plantas de S. formosissima (L) Herbert se dividio en dos etapas fenoldgicas
para evaluar su expresion diferencial: etapa vegetativa y etapa reproductiva (floracion).
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En la etapa reproductiva se colectaron muestras de tejido proveniente de tépalos (T), gineceo (G),
estambre (E) y hoja (H); y durante la etapa vegetativa Unicamente se obtuvieron muestras de tejido de
H. En el presente trabajo de investigacion, la etapa reproductiva se presentd después de la brotacién de

las primeras hojas; con una duracion de aproximadamente 40 dias.

Una vez que emergieron las plantulas, todos los muestreos se realizaron cada 8 dias, y en cada uno de
ellos se tomaron muestras de los tejidos disponibles en ese momento. En la etapa reproductiva se
realizaron tres muestreos: el primero solo fue de H, el seqgundo de T, Gy E, y el tercerode H, T, Gy E.
En la etapa vegetativa se realizaron siete muestreos, todos ellos de H. Cada muestreo consistio en
colectar la muestra de tejido, en al menos tres plantas, colocarlo dentro de una bolsa Ziploc, e
inmediatamente depositarlo en una hielera para posteriormente conservarlo a -20° C en un congelador
doméstico. Todas las muestras se procesaron en las instalaciones del Laboratorio de Biologia

Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas de la UAEMex.

6.4. Procedimiento electroforético

Se realiz6 la extraccion de proteinas totales utilizando aproximadamente 50 mg de tejido fresco,
homogeneizando cada muestra con una barreta de plastico en tubos Eppendorf de 2 mL, con 50 uL del
de solucion amortiguadora extractora de Tris-HCI (hidroximethil aminometano) 0.1M, EDTA-2Na
(etilen diamino tetracético) 2 %, glicerol 50.4 %, tween-80 3.2 % y DTT (ditiotreitol) 0.8 %, pH 7.5
(Arzate-Fernandez et al., 2005a). Una vez extraidas las proteinas, cada muestra se conservo a —20 °C
hasta su analisis. Se usaron dos sistemas amortiguadores de histidina-acido citrico, pH 5.7 y pH 6.5 (H-
AC) y Tris-citrato/Tris— histidina, pH 7.8 (T-C/T-H), segun los procedimientos de Glaszmann et al.
(1988) y Stuber et al. (1988). Los cinco sistemas isoenzimaticos evaluados fueron: peroxidasa (POX;
EC 1.11.1.7), fosfatasa acida (ACP; EC 13.1.3.2), fosfoglucosa isomerasa (PGl; EC 5.3.1.9),
fosfoglucomutasa (PGM; EC 2.7.5.1) y malato deshidrogenasa (MDH; EC 1.1.1.37). Las muestras se
cargaron utilizando el sobrenadante en un gel hidrolizado de almidén de papa al 12 % y el corrimiento
electroforético fue llevado a cabo a 4° C, con una duracién media de 3 h, 40-50 mA y 100-150 V. Cada
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muestra se corrié un minimo de tres veces para verificar su reproducibilidad. Los procedimientos de
tincién histoguimicos se realizaron segun las técnicas descritas por Torres et al. (1978), Vallejos

(1983), Glaszmann et al., (1988), Stuber et al., (1988), Wendel y Weeden (1990) e Ishikawa (1994).

La expresion diferencial se considerd con la presencia o ausencia de bandas en cada etapa fenologica

(vegetativa y reproductiva) de las plantas muestreadas.



VIl. RESULTADO Y DISCUSION
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EXPRESION DIFERENCIAL EN LIRIO AZTECA (Sprekelia formosissima (L) Herbert),

MEDIANTE MARCADORES BIOQUIMICOS

DIFFERENTIAL EXPRESSION IN LIRIO AZTECA (Sprekelia formosissima (L) Herbert),
USING BIOCHEMICAL MARKERS

Rafael Mejia-Franco', Amaury-Martin Arzate-Fernandez'*, Alejandro Jaramillo-Frias' y Luis-Miguel
Vézquez-Garcia®

RESUMEN

Algunas isoenzimas intervienen en procesos especificos de interés para los genetistas, tal como la
floracién, desarrollo de las plantas, altura, resistencia a plagas y enfermedades entre otras. Por lo que es
importante determinar si existe expresion diferencial en lirio azteca (Sprekelia formosissima (L)
Herbert durante las fases vegetativa y reproductiva por medio de marcadores bioquimicos. Durante
estas fases, se recolecto tejido procedente de las hojas, los tépalos, el gineceo, y los estambres, y se
maceraron adicionando un amortiguador de extraccion, y cuyos extractos liquidos totales se usaron
para determinar patrones isoenzimaticos mediante electroforesis en geles de almidon (SGE). La
actividad enzimatica diferencial se evalu6 utilizando once sistemas isoenzimaticos, de los cuales sélo
se observaron nueve formas enzimaticas o patrones de bandeo isoenzimaticos (PBI), a saber: dos
bandas con peroxidasa (POX; EC 1.11.1.7), tres bandas mediante fosfatasa acida (ACP; EC 13.1.3.2),
una con fosfoglucosa isomerasa (PGI; EC 5.3.1.9), dos para fosfoglucomutasa (PGM; EC 2.7.5.1) y
una para malato deshidrogenasa (MDH; EC 1.1.1.37), la cual mostré el mismo PBI en todas las etapas
de desarrollo de la planta. Para el propoésito de esta investigacion Gnicamente se consideraron los

patrones de bandeo isoenzimaticos diferentes.
Palabras clave: Sprekelia formosissima, isoenzimas, expresion diferencial.
INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la biologia molecular es saber cémo esta organizada la
informacién genética y como se regula su expresion. Asi, al extraer el ADN de un organismo, de
cualquiera de sus 6rganos y en cualquier etapa de su desarrollo, este no cambia en su secuenciacion, es
decir permanece estable e intacto en su secuencia original. Las zonas activas de esta macromolécula
con capacidad codificante, llamadas exones, estimulan la sintesis de enzimas especificas en las

distintas etapas del desarrollo de un organismo.
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Los genetistas usan electroforesis desde 1957, para aprovechar la propiedad catalitica de las
enzimas que permiten revelar su presencia mediante métodos histoquimicos. Desde entonces se
identificaron miles de diferentes proteinas contenidas en un extracto crudo, a pocas biomoléculas que
tengan la misma propiedad catalitica y se les denomina isoenzimas. A través de isoenzimas o
marcadores bioquimicos es posible realizar estudios de variabilidad genética, donde la variabilidad
tisular (VT) se refiere a que varios tejidos u 6rganos de un mismo individuo muestran diferentes
formas moleculares o distintas cantidades relativas de las mismas isoenzimas. Ademas, la variabilidad
ontogénica (VO) se refiere a que en el mismo 6rgano pero en determinados momentos de su desarrollo
(etapas fenoldgicas) muestran diferentes formas moleculares o distintas cantidades relativas de la
misma isoenzima. De esta manera, se puede inferir que tanto la VT como la VO son consecuencia de
una regulacion diferencial, de manera que cada tejido de un organismo tiene diferentes genes
expresandose y, en un mismo tejido en distintos momentos de su ciclo fenoldgico se expresan varios
grupos de genes. En un corrimiento electroforético cada banda que aparece sobre el medio de soporte
corresponde a una proteina diferente cuya sintesis puede estar controlada por uno o varios genes.
Debido a que el orden y naturaleza de los amino acidos determina la estructura primaria de una
proteina, esta secuencia depende Unicamente de la informacién contenida en el ADN, la cual codifica
para un polipéptido en particular. De esta manera, los fenotipos observados sobre el medio de soporte

pueden interpretarse en términos de genotipos, o sea en términos de genes y sus alelos.

Algunas caracteristicas de las isoenzimas que las hacen importantes para los genetistas son: 1) Una
proporcién de estos genes son polimdrficos, o sea existen en la forma de uno o mas alelos, y 2) estos
alelos son codominantes, es decir ambos alelos se expresan en los organismos heterocig6ticos; este
fenémeno permite relacionar los fenotipos observados con un genotipo dado. En la interpretacion de
los fenotipos isoenzimaticos en un medio de soporte debe considerarse su estructura cuaternaria, en
funcion de si tiene una, dos, tres o cuatro subunidades polipeptidicas lo que permite a la vez
clasificarlos como mondmeros, dimeros, trimeros o tetrdmeros, respectivamente, cuyo patron de

bandeo para el homocig6tico queda representado, en todos los casos, por un solo alelo.

Sin embargo, para los heterocigoticos los transcritos codifican para proteinas asociadas a dos alelos
(mondmero), a tres alelos (dimero), a cuatro alelos (trimero) y a cinco alelos para el tetramero.
Entonces, un estudio a través de isoenzimas puede detectar la presencia de nuevas formas moleculares
de estas proteinas, en etapas especificas del desarrollo de un organismo, de lo cual se infiere que la
presencia de una nueva o diferente isoenzima en un estado o etapa especifica del desarrollo podria estar
controlando un proceso por aquella(s) isoenzima(s). Por tanto, para aumentar la eficiencia de la técnica,

podrian identificarse las etapas de desarrollo de la planta durante los cuales la proteina se manifiesta.
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El célculo y la deteccion de productos génicos fueron posibles utilizando electroforesis en geles de
poliacrilamida o de almidon. El analisis isoenzimatico, a través de electroforesis, es una técnica sélida,
reproducible y poderosa con numerosas aplicaciones debido a que las isoenzimas presentan expresion
codominante (Kephart, 1990), y porque no exhiben efectos ambientales (Marquard y Chan, 1995).
Ademas de confiables, son relativamente mas econémicos que aquellos de tipo molecular y permiten
obtener informacion enzimatica de diferentes tejidos (Vicente y Fulton, 2003). El andlisis de las
isoenzimas se realiza con éxito en varias especies vegetales: Nicotiana tabacum L. (Stafford y Galston,
1970), Zea mays L. (Scandalios, 1964; Efron, 1970; Rao et al., 1997), Hordeum vulgare L. (Pedersen y
Simonsen, 1987), Cereus peruvianus (Machado et al., 1993), Cucurbita pepo L. (Carpin et al., 1999),
Brassica oleraceae (Bellani et al., 2002), plantas pertenecientes a la familia Asteraceae (Ros-Barceld y
Aznar-Asensio, 2002), Mammillaria gracillis Pfeiff. (Balen et al., 2003), Tigridia pavonia (Arzate-

Fernandez et al., 2005a), Lilium spp. (Arzate-Fernandez et al., 2005b), entre otros.

En el presente estudio se usaron plantas de Sprekelia formosissima (L.) Herbert, también conocida
como lirio azteca. Es una especie originaria de México que aln se considera silvestre., pertenece a la
familia Amaryllidaceae y se caracteriza por ser bulbosa, anual y de ciclo corto, crece en pastizales y
pedregales de los estados de Durango, Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Distrito
Federal, Puebla, Veracruz, Guerrero y Oaxaca (LOpez-Ferrari y Espejo-Serna, 2002). El valor
ornamental de esta especie se debe al color rojo escarlata de sus flores, por lo que en México es comin
cultivarla en jardines y como planta medicinal (Vazquez-Garcia et al., 1998). Pese al potencial
ornamental de esta especie, no se han realizado estudios empleando isoenzimas para S. formosissima.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la expresion diferencial (la variacion tisular y

ontogénica) en esta planta silvestre mediante marcadores bioquimicos.
MATERIALES Y METODOS

En este estudio fueron usadas usaron plantas de lirio azteca (S. formosissima (L) Herbert) cv.
Terciopelo, obtenidas de clones de bulbos, cultivadas en un sustrato compuesto por hojarasca, arena y
estiércol de bovino en proporcién 1:1:1, durante 78 d en un invernadero rastico en la Facultad de

Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado de México (UAEMex).

El ciclo de cultivo de las plantas de S. formosissima (L) Herbert) se dividi6 en dos etapas
fenoldgicas para evaluar su expresion diferencial: etapa vegetativa y etapa reproductiva (floracion). En
la etapa reproductiva se recolectaron muestras de tejido proveniente de tépalos (T), estigma-estilo (G),

estambre (E) y hoja (H); y durante la etapa vegetativa Unicamente se obtuvieron muestras de tejido de
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H. En la investigacion, la etapa reproductiva se present6 después de la brotacién de las primeras hojas;

con una duracion aproximada de 40 d.

Una vez que emergieron las plantulas, todos los muestreos se realizaron cada 8 dias, y en cada uno
de ellos se tomaron muestras de los tejidos disponibles en ese momento. En la etapa reproductiva se
realizaron tres muestreos: el primero solo fue de H, el seqgundode T, Gy E, y el tercerode H, T, Gy E.
En la etapa vegetativa se realizaron siete muestreos, todos ellos de H. Cada muestreo consistio en
colectar la muestra de tejido, en al menos tres plantas, colocarlo dentro de una bolsa Ziploc, e
inmediatamente depositarlo en una hielera para posteriormente conservarlo a -20° C en un congelador
doméstico. Todas las muestras se procesaron en las instalaciones del Laboratorio de Biologia
Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas de la UAEMex.

Procedimiento electroforético

Se realiz6 la extraccion de proteinas totales utilizando aproximadamente 50 mg de tejido fresco,
homogeneizando cada muestra con una barreta de plastico en tubos Eppendorf de 2 mL, con 50 pl del
de solucion amortiguadora extractora de Tris-HCI (hidroximethil aminometano) 0.1M, EDTA-2Na
(etilen diamino tetracético) 2%, glicerol 50.4%, tween-80 3.2% y DTT (ditiotreitol) 0.8%, pH 7.5
(Arzate-Fernandez et al., 2005a). Una vez extraidas las proteinas, cada muestra se conservo a —20 °C
hasta su analisis. Se usaron dos sistemas amortiguadores de histidina-acido citrico, pH 5.7 y pH 6.5 (H-
AC) y Tris-citrato/Tris— histidina, pH 7.8 (T-C/T-H), segun los procedimientos de Glaszmann et al.
(1988) y Stuber et al. (1988). Los cinco sistemas isoenzimaticos evaluados fueron: peroxidasa (POX;
EC 1.11.1.7), fosfatasa acida (ACP; EC 13.1.3.2), fosfoglucosa isomerasa (PGl; EC 5.3.1.9),
fosfoglucomutasa (PGM; EC 2.7.5.1) y malato deshidrogenasa (MDH; EC 1.1.1.37). Las muestras se
cargaron utilizando el sobrenadante en un gel hidrolizado de almidén de papa al 12%, realizando el
corrimiento electroforético a una temperatura de 4° C, con una duracion media de 3 h, 40-50 mA y
100-150 v. Cada muestra se corrié un minimo de tres veces para verificar su reproducibilidad. Los
procedimientos de tincién histoquimicos se realizaron segun las técnicas descritas por Torres et al.
(1978), Vallejos (1983), Glaszmann et al., (1988), Stuber et al., (1988), Wendel y Weeden (1990) e
Ishikawa (1994).

Para la expresion diferencial se considerd la presencia o ausencia de bandas en cada etapa

fenoldgica (vegetativa y reproductiva) de las plantas muestreadas.

14



RESULTADOS Y DISCUSION

En cinco sistemas electroforéticos se logré observar bandas con suficiente resolucion y nitidez para su
posterior registro y andlisis (Cuadro 1). Las isoenzimas PGIl, PGM y MDH mostraron mejor resolucion
con el sistema histidina-acido citrico a pH 5.7, mientras que la isoenzima ACP mostré una mejor
resolucion en el mismo buffer pero a un pH de 6.5, sin embargo, en el caso de POX esta presento
mejor resolucion en el sistema tris-citrato/tris-histidina a un pH de 7.8.

Tipo de tejido colectado en la etapa fenolégica

(Wumero de muestreo)

Reproductiva YVegetativa

Isoenzima H T. G E H T G E H H H H H H H

1y @ @ @ @G 3y 3 3 @ & 6 O (38 © (o0

POX (m.d)

ACP

(m.d)

PGI

(0]
(d)

PGM (m)

MDH (d)

Del (1) al (10) representa el numero de muestreo, “0”=Origen de la electroforesis, H=Hoja, T= Tépalo,

G= Estigma-Estilo, E= Estambre, m=mondémero, d=dimero

En el presente trabajo, cinco isoenzimas produjeron un total de 15 bandas y nueve patrones de
bandeo isoenzimaticos (PBI) (Figura 1): dos para POX, tres para ACP, uno para PGlI, dos para PGM y
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uno para MDH. El PBI obtenido con cada isoenzima en ambas etapa fenoldgicas, se describe a

continuacion:
Peroxidasa

Las plantas tienen numerosas enzimas POX las cuales difieren en su localizacion dentro de la planta
y entre especies. Las POX juegan un papel importante en la biosintesis de lignina (Conroy et al.,
1982), generacion de hormonas, desintoxicacién por peroxido de hidrogeno. Ademas se encuentran
asociadas con procesos fisicos y bioquimicos como crecimiento, formacion celular, desarrollo de
frutos, sintesis de etileno, y también en mecanismos de respuesta a diferentes formas de estrés
(Matamoros et al., 2003). La expresién de esta enzima se reporta en un amplio rango de tipos tisulares
vegetales durante la etapa reproductiva (Passardi et al., 2004). En el presente estudio, en este sistema
se observaron cuatro bandas activas (Figura 1a) con diferentes tasas de migracion; las cuales fueron
organizadas en dos PBI, en el primero con dos bandas y el segundo con tres bandas (Figura 1a). En el
patron 1 la banda cercana al origen fue mas intensa en comparacion que la segunda. Ambos PBI (1 y 2)
se observaron en la etapa reproductiva mientras que en la etapa vegetativa sélo se observo el patrén 1.
Durante la etapa reproductiva se colectaron Gnicamente dos muestras de H; en el primero se observo el
patron 1 mientras en el extracto del segundo muestreo de H se logré observar el patron 2, el cual
también se expresa en tejidos de T y E en la misma etapa, mientras que en los dos extractos de G se

observé el patrén 1.
Fosfatasa acida (ACP)

En las plantas, las ACP estan descritas en varias especies, tejidos y compartimentos celulares, cuya
principal funcién es la obtencion y reciclaje de fosfato (Li et al., 2002; Bozzo et al., 2006) asi mismo,
las ACP exhiben actividad durante diferentes etapas de desarrollo como floracién y germinacion (Duff
et al., 1994; Bozzo et al., 2002). En el presente estudio, usando ACP se observaron tres bandas activas
y tres PBI, el primero con tres bandas, el segundo con dos y el tercero con una sola banda (Figura 1b).
Se pudo constatar la existencia de expresion diferencial a través del sistema ACP pues durante la etapa
reproductiva se observaron los tres PBI. En esta etapa, el primer muestreo de tejido de H exhibio el
patron 1, pero en el mismo tejido de H, en el tercer muestreo, no se logré observar ninguna banda
(Cuadro 1). En la muestra de T se observo el patron 2 y 3 (Cuadro 1), mientras que el patron 3 fue
expresado en tejido de las muestras de G y en la tercera muestra de E. En el segundo muestreo de E no

se observé ninguna banda.
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Durante la etapa vegetativa, el sistema ACP, generd la visualizacion de los PBI 1y 2. El tejido de H
de la cuarta muestra exhibid el patron 2 y todas las muestras restantes de H mostraron el patrén 1.
Resultados similares fueron reportados en una monocotiledénea por Pedersen y Simonsen (1987)
quienes evaluaron tejidos de hojas de diferentes posiciones en la planta.

Fosfoglucosa isomerasa (PGI)

La PGI es una enzima que participa activamente en el metabolismo de azUcares en la mayoria de los
organismos eucariotas (Nelson y Cox, 2008), ademas se sabe que se localiza en plastidios y citosol de
angiospermas. En el presente estudio la PGI mostré dos bandas activas y un solo PBI (Figura 1c), a
pesar de esto fue evidente la existencia de expresion diferencial a través del sistema PGI, es decir esta
isoenzima no mostrd especificidad tisular pero si especificidad ontogénica en su expresion, pues en la
etapa reproductiva se observo sélo en el tercer muestreo en tejidos de H, T, G y E, y solo en tejido de
H al inicio de la etapa vegetativa (cuarto muestreo) (Cuadro 1). Por lo que es posible que esta

isoenzima tenga una funcion preponderante durante el proceso de floracion de S. formosissima.

(+) - (+)- +)
r— | sem—
k=4
- " -
P .
1 g RON— 2 S 1 i 1
(a) POX (€) PGI (e) MDH
*) ()| -
i o ® o
"HIL S -
- e
1 2 3 (0)1 2 3 1 2 L 1 2
(b) ACP (d) PGM

Figura 1. Representacion esquematica de los patrones de bandeo isoenzimaticos (PBI) en Sprekelia

formosissima utilizando marcadores bioquimicos: (a) POX en sistema Tris-citrato pH 7.8, (b) ACP en
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sistema Histidina-Acido-citrico, pH 6.5, (c) PGI en sistema Histidina-Acido-citrico, pH 5.7, (d) PGM
en sistema Histidina-Acido-citrico pH 5.7, (6) MDH en sistema Histidina-Acido-citrico, pH 5.7.
Numeros en el Eje “Y” representan el numero de patron de bandeo isoenzimatico (PBI); mientras “o”

representa el origen de la electroforesis.
Fosfoglucomutasa (PGM)

La PGM participa activamente en el metabolismo de azucares (Nelson y Cox, 2008), es decir se
sabe que cataliza la conversién de glucosa-1 y glucosa-6 fosfato en la sintesis y el consumo de
sacarosa. También fue reportado por Mihlbach and Schnarrenberger (1978) que PGM esté presente en
plantas y es posible obtener un patrén con dos bandas activas que con frecuencia se localizan en el
citosol y cloroplastos. En el presente estudio, con el sistema PGM se pudo observar expresion
diferencial ya que fue posible encontrar tres bandas activas y dos PBI, el primero con tres bandas v el
segundo con una banda (Figura 1d). PGM mostré actividad enzimética con poca variabilidad en ambos
etapas fenoldgicas de desarrollo. Durante la etapa reproductiva sélo se observo el patrén 1 en los
tejidos muestreados, sin embargo en los tejidos G, del tercer muestreo no se observaron bandas que
evidenciaran actividad enzimatica. En la etapa vegetativa, el patron 1 sélo se observo en tejidos del
cuarto muestreo, mientras que en los tejidos de H se observo el patron 2 del sexto al décimo muestreo,

esto posiblemente por la mayor presencia de cloroplastos que se encuentran en tejido de H.
Malato deshidrogenasa (MDH)

La MDH es una enzima que, dependiendo de su localizacion subcelular, participa activamente en
varios procesos metabdlicos como en el ciclo de Krebs, la fotorrespiracién, y otras rutas catabélicas y
anabdlicas (Machado et al., 1993; Nelson y Cox, 2008). En el presente estudio, MDH presento tres
bandas activas con un solo PBI (Figura 1e), todas ellas presentes en ambas etapas fenoldgicas del
desarrollo y en todos los tejidos muestreados (Cuadro 1). MDH fue el Unico sistema isoenzimatico con
el que no se pudo observar expresion diferencial en ambas etapas fenoldgicas.

No hay una sustancia mas importante en los organismos vivos que el DNA, ya que dentro de su
estructura esta la informacion hereditaria que determina la estructura de las proteinas las cuales, para su
expresion durante el proceso de desarrollo y diferenciacion celular se ven involucrados diferentes
factores tales como hormonas, tipo de luz, longitud del dia, temperatura, etc., que son determinantes en
la regulacion de la expresion génica o en su expresion diferencial. (Grierson 'y Covey, 1991). Estudios
previos han demostrado que las isoenzimas pueden usarse como herramientas en el mejoramiento
genético (Arzate-Fernandez et al., 2005b). El proceso de expresion diferencial se ha estudiado en

algunas especies como el maiz (Scandalios, 1964; Efron, 1970; Rao et al., 1997), tabaco (Stanford y
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Galston, 1970), cebada (Pedersen y Simonsen, 1987) y Brassicca oleraceae (Bellani et al., 2002),
utilizando electroforesis en geles de almidon con muestras de diferentes partes de la planta como la
hoja, el tallo, la raiz, las espigas jovenes y maduras, la vaina, los granos de polen, los tejidos de
escutelo, y los brotes obtenidos in vitro, entre otros.

CONCLUSIONES

Con la técnica de electroforesis horizontal sobre geles de almidén (SGE) fue posible identificar los
patrones de bandeo isoenzimaticos diferenciales durante dos etapas fenoldgicas de S. formosissima.
Esta técnica, como se describe en el presente trabajo, presenta ciertas ventajas respecto a los
marcadores moleculares de DNA, debido a que pueden obtenerse varios geles al mismo tiempo y éstos

tefiirse hasta con siete enzimas, reduciendo tiempos y costos.

Ademas, una sola persona es capaz de ensayar varias muestras para las cinco enzimas en 3 horas
usando dos camaras de electroforesis. Por lo tanto, aunque la técnica ya no se considera novedosa, los
PBI obtenidos en el presente estudio con los marcadores bioquimicos peroxidasa, fosfatasa acida,
fosfoglucosa isomerasa y fosfoglucomutasa, indican que la técnica es Util para S. formosissima y que
puede emplearse para estudios de expresion diferencial en ambas etapas fenoldgicas (vegetativa y

reproductiva), asi como una herramienta de diagndstico por ser un procedimiento simple y rapido.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

1.- Empleando la técnica de electroforesis horizontal sobre Geles de almiddn fue posible determinar la

expresion diferencial en Sprekelia formosissima (L) Herbert, en la etapa vegetativa y reproductiva.
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2- En plantas de lirio azteca, cultivados bajo condiciones de invernadero se pudieron identificar nueve
patrones de bandeo isoenzimatico.

3.- Con el sistema enzimatico MDH no se observd expresion diferencial en la fase vegetativa y

reproductiva de S. formosissima.
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