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RESUMEN

A pesar de que las plantas producen la mayor proporcion de biomasa en el
planeta, con ~450 gigatoneladas de carbono (Gt C), en contraste con los
animales, los cuales producen solo ~2 Gt C, existe una subrepresentacion de
genomas vegetales entre los genomas eucariontes secuenciados vy
ensamblados.

Dentro de los genomas secuenciados se ha dado prioridad a plantas
economicamente relevantes, como lo son los cereales, pertenecientes a la
familia Poaceae, para los cuales se encuentran 135 genomas secuenciados y
ensamblados. Es imperativo poner igual atencién a especies de relevancia
ecoldgica, sobre todo dada la crisis climatica que coloca a cada vez mas
especies vegetales en la lista roja de especies con riesgo de extincion. A nivel
global se aceptan 1,851 especies de cactaceas (Korotkova et al., 2021), de las
cuales 518 son endémicas de México. A pesar de esto, solo se tiene registro de
7 genomas secuenciados para la familia cactdcea con un ensamblado
preliminar, y ninguno de estos proyectos es de origen mexicano (Copetti et al.,
2017; Zheng et al., 2021). Las especies de la familia Cactaceae, y en general,
las plantas suculentas con metabolismo acido de las crasulaceas, representan
un gran reto para estudios de biologia molecular debido a que poseen
compuestos como polisacaridos y polifenoles que complican la obtencion de

acidos nucleicos de buena calidad para su posterior secuenciacion. Ademas,



los genomas de estas especies suelen ser extensos, con alto contenido de
elementos repetidos, y con regiones intergénicas muy grandes.

Al dia de hoy se ha logrado ensamblar la secuencia gendmica de 6,480
especies eucariotas, sin embargo, de ese numero solo aproximadamente el
13% (812 especies) son plantas verdes, lo cual representa a menos del 0.2%
del total de las especies descritas de plantas en el mundo (Kress et al., 2022).
Adicionalmente, para el ~70% de plantas con flor no se ha secuenciado ninguna
region de sus genomas. A medida que avanza la tecnologia empleada para la
secuenciacion de genomas los resultados obtenidos son mas precisos y
confiables; nuevas herramientas permiten la secuenciacion del genoma en su
totalidad sin necesidad de realizar una fragmentacién extensiva y el posterior
empalme de lecturas, lo cual aumenta significativamente la calidad de ensamble
de los genomas.

En este proyecto se propone una metodologia viable para la extraccion de
acidos nucleicos de alto peso molecular a partir de distintos érganos de plantas
con alto contenido de polisacaridos y metabolitos secundarios, especialmente
de plantas de la familia Cactaceae. ElI ADN extraido podra ser utilizado para la
secuenciacion posterior del genoma, con lo cual, este proyecto también provee
bases para ahondar mas en el ensamble de secuencias gendmicas de

cactaceas y cubrir un mejor porcentaje de especies representadas.



1. INTRODUCCION

GENOMICA DE PLANTAS

El clado Viridiplantae

El clado Viridiplantae, también conocido como Clorobionta o de las plantas verdes,
se compone por 2 grandes clados: 1) Clorofita, el cual incluye a la mayoria de las
algas verdes, y 2) Estreptofita, el cual comprende ciertos linajes de algas verdes y
a las plantas terrestres, tales como los musgos, plantas vasculares sin semilla,

gimnospermas y angiospermas.

Uno de los aspectos que distingue a estos organismos fotosintéticos y los
posiciona dentro de Viridiplantae es el poseer clorofilas a y b, las cuales estan
presentes en la mayoria de especies de Viridiplantae con excepcién de ciertas
especies holoparasitas, estas obtienen sus nutrientes directamente de otras plantas
por medio de raices modificadas conocidas como haustorio, al igual que especies
micoheterotréficas, que se nutren indirectamente de otras plantas aprovenchando
la asociacién simbidtica con hongos mediante micorrizas, estas ultimas sirven como
fuente de nutrientes para los micoheteroétrofos, ambos tipos de especies han perdido
totalmente o reducido la habilidad de producir clorofila. Las especies de Viridiplantae
ademas se caracterizan por realizar la sintesis y almacenamiento de los productos
de la fotosintesis en organelos especializados, los cloroplastos, asi como por la

presencia de celulosa en sus paredes celulares (O’'Neill et al., 2022).

10



El clado Viridiplantae incluye a aproximadamente 450,000-500,000 especies
(Simpson, 2010), todas ellas con gran relevancia ecolégica, tanto en ecosistemas
terrestres como acuaticos. Las plantas son las principales productoras de biomasa
en el planeta: de las ~550 gigatoneladas de carbono (Gt C) producidas entre los
distintos grupos de organismos en la Tierra, aproximadamente el 80%, es decir
~450 Gt C, son producidos por las plantas terrestres y algas verdes (Bar-On et al.,

2018), mientras que taxa como los animales solo producen 2 Gt C.

Genomas vegetales

La informacion necesaria para el desarrollo y funcionamiento de un organismo se
encuentra codificada dentro de su material genético. Al ADN total, con la informacion
necesaria para el desarrollo y funcionamiento de un organismo, contenido dentro de
las células se le conoce como genoma. En los eucariontes, este término hace
referencia a la secuencia nucleotidica completa, dividida o no en mas de una
molécula de ADN de doble cadena. Un aspecto caracteristico de los organismos
eucariontes fotosintéticos, como lo son las plantas, es la organizacion de su material
genético en 3 tipos diferentes de genoma: nuclear, plastidico (i.e., genoma del
cloroplasto) y mitocondrial, los ultimos 2 derivados a partir de la endosimbiosis de

organismos procariontes.

Genoma Nuclear
Dentro de los 3 tipos de genomas, el nuclear es generalmente el mas grande y
complejo. El numero de genes que codifican para proteinas se mantiene
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relativamente constante, entre 30-60 mil, segun la especie (Jones et al., 2013). Sin
embargo, existe una amplia diversidad en cuanto al tamafio de genomas nucleares
vegetales (Tabla 1), esto se debe principalmente a la presencia de distintos
porcentajes de secuencias repetidas, asi como a eventos de duplicacién parcial o
total del genoma y rearreglos cromosémicos. Las secuencias repetidas no codifican
para proteinas y se clasifican en 2 grandes categorias (Jones et al., 2012):

1) Secuencias repetidas en tandem. Son regiones cortas de hasta 10 nt de
longitud que se repiten consecutivamente formando bloques del mismo
elemento. Estas secuencias estan asociadas a caracteristicas estructurales
de los cromosomas, tales como los centrémeros y telomeros.

2) Repeticiones dispersas. Estan esparcidas en el genoma y suelen ser
derivadas de elementos transponibles, descubiertos por Barbara McClintock
en sus trabajos con maiz (Zea mays ssp. mays) con los cuales logro
encontrar regiones del ADN con la capacidad de moverse de un sitio dentro
del genoma hacia uno nuevo (Munoz-Lépez & Garcia-Pérez, 2010). Estos
genes “saltarines” pueden ser de 2 clases (Jones et al., 2012):

1. Retrotransposones, los cuales sintetizan ARN que, mediante la accion
de la enzima transcriptasa reversa, se transcribe a ADN para asi
insertarse en una region del genoma.

2. Transposones, los cuales se mueven gracias al corte de un elemento

dentro de una zona de la secuencia para insertarse en una nueva.
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La planta modelo Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) posee uno de los genomas
mas pequefnos registrados entre las plantas, con un tamafo de apenas 125 Mb
(Rafalski, 2002) organizado como un genoma diploide dispuesto en 5 pares de
cromosomas (Kaul et al., 2000). En las plantas es comun encontrar mas de 2 juegos
completos de cromosomas en el nucleo, lo cual se conoce como poliploidia.

Existen 2 tipos de poliploidia: 1) Autopolipliodia, en este caso ocurre la duplicacién
de un genoma en su totalidad, lo cual posibilita la evolucidén de funciones novedosas
en los genes, y que podria derivar en el establecimiento de mecanismos nuevos
para la adaptacion de la especie ante distintas presiones de seleccion; 2)
Alopoliploidia, generada por hibridaciones interespecificas, es decir entre 2 0 mas
especies diferentes, este evento seguido de la duplicaciéon del genoma completo

genera una especie poliploide fértil.

El primer genoma vegetal poliploide secuenciado fue el de la soya (Glycine max),
cuyo genoma alotetraploide fue publicado a inicios del afio 2008 (Schmutz et al.,
2010 citado en Kyriakidou et al., 2018). Existe una gran variedad de especies con
diferentes niveles de ploidia, pueden ser diploides (p. €j. A. thaliana y Zea mays),
tetraploides como el algodén (Gossypium hirsutum), hexaploides (p. ej. Triticum
aestivum y Fragaria moschata), octaploides como la fresa escarlata (Fragaria
virginiana), entre otros niveles de poliploidia (Kamburova et al., 2021;Choulet et al.,

2010 citado en Kyriakidou et al., 2018).
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Tabla 1 Tamarfios de genomas nucleares, expresados en megabases (1,000,000 pb) y nivel de ploidia de diferentes

especies de plantas con flor (angiospermas).

Tamano de genoma nuclear en diferentes angiospermas

Nombre comun Nombre cientifico Tamano de Ploidia
genoma
nuclear (Mb)

Trigo Triticum aestivum 15,966 6N
Avena Avena sativa 67.3266 6n
Soya Glycine max 978.972 4n
Maiz Zea mays 2,292 2n
Tabaco Nicotiana tabacum 3,643.47 4n
Tomate Solanum lycopersicum 907 2n

Betabel Beta vulgaris 566.55 2n, 4n
Camote Ipomea batatas 837.013 6n
Canola Brassica napus 976.191 4n
Fresa Fragaria x ananassa 967.762 8n
Uva Vitis vinifera 483 2n
Humano* Homo sapiens 2,910 2n

*Se incluye el genoma de humano como comparativo
(Rafalski, 2002; Kyriakidou et al., 2018).

Al contenido de ADN dentro de una célula haploide, es decir en un nucleo
gamético o gametofitico (en plantas) sin replicarse, se le conoce como valor C. De
este se tiene el registro para 12,273 especies vegetales (octubre del 2022, en

hitps://cvalues.science.kew.org/), de las cuales 10,770 son angiospermas, en las

gque se ha observado que el valor C puede variar hasta de 2,400 veces entre

diferentes especies (Pellicer & Leitch, 2020).

Genoma Plastidico
Uno de los organelos que se origind a partir de la endosimbiosis es el

cloroplasto. En ellos se logré detectar la presencia de material genético gracias a
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técnicas de microscopia Optica y electronica, donde lograron apreciar la presencia

de fibrillas de ADN (Ris & Plaut, 1962). El primer genoma de cloroplasto en ser

secuenciado fue el del tabaco (Nicotiana tabacum) (Howe, 2016).

Dentro de las plantas vasculares, el genoma plastidico suele tener tamafnos que van

desde 115 Kb a 165 Kb, y esta organizado en 4 secciones (Fig. 1) (Cui etal., 2021):

1)

Region de copia-sencilla grande (LSC, por sus siglas en inglés): Es la region
mas grande del genoma plastidico, aqui se encuentran genes que codifican
proteinas, tales como 1,5-RuBisCO, ATP sintasa y otros componentes
proteicos del fotosistema II.

Regiéon de copia-sencilla pequefa (SSC, por sus siglas en inglés): Esta
pequefia seccidn contiene a los genes codificantes para componentes del
complejo NADPH deshidrogenasa, la cual es crucial para el acarreo de
electrones durante la fotosintesis.

Regiones de Repeticiones Invertidas a y b (IRa y IRb, por sus siglas en
inglés): Contienen secuencias de ADN altamente repetidas; adicionalmente
contiene genes ribosomales. Su presencia en la mayoria de los clados de
Viridiplantae, excepto en algunas coniferas, algas y leguminosas, sugiere

que estas regiones estaban presentes desde el cloroplasto ancestral.
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Large single-copy
region

Figura 1 Esquema general de la estructura del plastoma con el ejemplo de la especie Oryza sativa (arroz). En
color amarillo se ilustra la region de Copia-sencilla grande (LSC), en verde Copia-sencilla pequefia (SSC) y en azul
se muestran ambas Repeticiones invertidas (IRa e IRb). (The molecular life of plants)

Las regiones IR son las que mas varian en cuanto a su tamafo en diferentes
especies, pueden ser de 0.5 kb hasta 76 kb. Son estas regiones las principales
responsables de la variacion de tamarfio del genoma plastidico. El plastoma se ha
reducido principalmente debido a 2 mecanismos: pérdida de genes y transferencia
de genes hacia el nucleo o hacia la mitocondria. Se estima que existe un conjunto
basico de 45 genes presentes en el genoma plastidico de la mayoria de las especies

de plantas terrestres, asi como en diversas especies de algas (Cui et al., 2021).

Dentro del cloroplasto hay proteinas codificadas en el nucleo, las cuales son

sintetizadas en el citosol y posteriormente se dirigen hacia el cloroplasto gracias a
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una secuencia sefal de localizacion plastidica en el extremo N-terminal de la

proteina (Howe, 2016).

Genoma Mitocondrial

Este genoma presenta la tasa evolutiva mas baja de entre los 3 genomas (Cui et
al., 2021). Se ha sugerido que en la mayoria de las especies el genoma mitocondrial
se organiza en una estructura conocida como 'Master circle’, una molécula circular
de ADN de doble cadena la cual, en teoria, contiene el set completo de genes
mitocondriales ya que incluye la secuencia completa del genoma mitocondrial. Sin
embargo, es mas comun encontrarlo comprendido en varias moléculas circulares
de menor tamafio conocidas como circulos subgendmicos (Jones et al., 2012). En
algunas especies, el genoma mitocondrial puede estar organizado en moléculas
lineales, como es el caso del género de algas verdes unicelulares Chlamydomonas
(Vahrenholz et al., 1993); el genoma mitocondrial puede organizarse en multiples
isoformas debido a eventos de recombinacion homologa en regiones con
secuencias repetitivas largas (Kozik et al., 2019), la mayor parte de la variacion de
tamafno del genoma mitocondrial entre las distintas especies vegetales se debe
principalmente a la longitud de las regiones no codificantes (Cui et al., 2021). Los
genes contenidos en los genomas mitocondriales codifican para las proteinas
necesarias para realizar respiraciéon oxidativa, asi como ARNs ribosomales vy
mitocondriales, los cuales son mucho mas grandes que los ARN ribosomales

nucleares de células animales (Doris & Steer, 2001); y ARNs de transferencia,
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cruciales para llevar a cabo la sintesis de proteinas o enzimas relacionadas a la
respiracion oxidativa y sintesis de ATP (Jones et al., 2012) (Tabla 2). Los genomas
mitocondriales contienen regiones intergénicas formadas por fragmentos
provinientes del genoma nuclear y del plastoma, o incluso de genomas bacterianos;
estos fragmentos, los cuales llegan al genoma mitocondrial por medio de
transferencia horizontal, logran insertarse en este mediante recombinacion genética
(Cui et al., 2021). A partir de analisis comparativos, se ha detecatdo la transferencia
de genes, esta puede ser de la mitocondira al nucleo, de mitocondria a mitocondria

y de plastido hacia mitocondria (Tian et al., 2007).

Tabla 2 Productos de los genes contenidos en el genoma mitocondrial, asi como las abreviaturas de dichos genes y las
funciones de cada uno. (The molecular life of plants)

Productos del gen Abreviacion del gen Involucrado en
rRNAs rmn18, rrn26, rrn5 Sintesis de proteinas
tRNAs trn Sintesis de proteinas

Proteinas ribosomales Rps, rpl Sintesis de proteinas
NADH deshidrogenasa nad Transporte electrénico
respiratorio

Citocromo C oxidasa cox Transporte electrénico

respiratorio
Apocitocromo cob Transporte electronico
respiratorio
Proteinas FoFi-ATPasa atp Sintesis de ATP

Genomas nucleares vegetales secuenciados

El primer genoma nuclear vegetal en ser secuenciado fue el de la planta modelo
Arabidopsis thaliana, con un tamafo de 125Mb. El proyecto de su secuenciacion,
ensamblaje y anotacién tardé 10 afos y fue reportado en diciembre de 2000 (Kaul
et al., 2000). Esta publicacion marcé el inicio de la era genémica en la biologia

vegetal, de modo que entre 2000 y 2010 se obtuvieron las secuencias de 26
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genomas nucleares, principalmente de especies modelo y cultivables (Sun et al.,
2022). A partir del 2010 comenzé a cambiar el enfoque hacia especies no cultivables
pero de relevancia biolédgica, logrando para el ano 2020 tener genomas completos
y en estado “borrador’ para 788 especies diferentes, de las cuales el 88% son

angiospermas, es decir plantas con flor (Sun et al., 2022).

De los genomas vegetales nucleares secuenciados hasta el ano 2023, entre las
especies terrestres se tiene el de Pinus lambertiana como el mas grande, aun en
estado de borrador, con un tamafio de 31 Gb; y con 64 Mb Genlisea aurea posee el

mas pequeno registrado hasta ahora (Sun et al., 2022).

Familias botanicas con escasa representacion entre los genomas
secuenciados

Actualmente se dispone de la secuencia de genomas nucleares para 6,480 especies
eucariotas, los cuales se encuentran ensamblados con distintos niveles de
terminacion (Kress et al., 2022), de ellas solo 812 especies pertenecen al clado
Viridiplantae. Al dia de hoy se aceptan alrededor de 412,000 especies descritas
dentro de Viridiplantae (Kress et al., 2022), las cuales se agrupan en algas verdes
(~8,000), briofitas (~20,000), licofitas y helechos (~13,000), gimnospermas (~1,000)

y angiospermas (~370,000).

Se han generado ensambles de genomas completos a escala cromosémica para
menos de 300 especies vegetales. En la base de datos Phytozome se cuentan con

los datos de solo 288 genomas, incluyendo aquellos en estado de borrador
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(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/, 2022). Dentro de esta representacion de los

genomas ‘verdes’ hay cierta inclinacion hacia el desarrollo de proyectos con
especies de plantas modelo o aquellas que son cultivables y que, por ende,
representan un interés economico. Esto se refleja en el total de genomas vegetales
registrados, de los cuales 135 pertenecen a especies de la familia Poaceae (pastos,
incluyendo a los cereales), asi como 96 y 55 para las familias Brassicaceae

(cruciferas) y Fabaceae (legumbres), respectivamente (Kress et al., 2022).

Se estima que alrededor del 70% de especies angiospermas no cuentan con
ensamblajes de ninguno de sus tres genomas (nuclear, plastoma o mitocondrial)
(Kress et al.,, 2022). Entre las angiospermas con genomas secuenciados vy
ensamblados existe una subrepresentacion de ciertos érdenes y familias vegetales,
por ejemplo, hasta diciembre de 2021, 41 6rdenes bontanicos incluian 10 especies
0 menos secuenciadas (Marks et al., 2021). Un ejemplo de la disparidad que existe
entre el numero de especies dentro de una familia y el nimero de genomas
secuenciados, es la familia Cactaceae, la cual a pesar de ser numerosa (~1,851
especies aceptadas) solo cuenta con el genoma en estado de borrador de 6
especies (Copetti et al., 2017; Franco et al., 2022) y una especie adicional en

ensamblaje a nivel de pseudocromosomas (Zheng et al., 2021).

LA FAMILIA CACTACEAE
Dentro del orden Carofilales se encuentra la familia de las cactaceas (Cactaceae)
para la cual se aceptan oficialmente 1,851 especies a nivel global de acuerdo con
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Korotkova et al. (2021). Actualmente la familia Cactaceae ocupa el 5° lugar en la
lista roja de taxa mas amenazada de acuerdo con el IUCN (International Union for

Conservation of Nature, https://www.iucnredlist.org), contando con 99 especies en

estado critico y otras 178 consideradas en peligro de extincion (Fig. 2).

W EX - Extinct
Il EW - Extinct In The Wild
I RE - Regionally Extinct (regional category)

EN (12.0%) M CR - Critically Endangered
EN - Endangered

VU - Vulnerable

DD (8.7%) y CR (6.7%)

VU (9.4%) LR/cd - Lower Risk: Conservation Dependent
NT or LR/nt - Near Threatened
LC or LR/Ic - Least Concern

NT or LR/nt (5.1%) DD - Data Deficient

NA - Not Applicable (regional category)
LC or LR/Ic (58.1%)

Figura 2 Estado de conservacion de especies la familia Cactaceae. (The IUCN Red List of Threatened Species, 2022)

Generalidades de la familia Cactaceae

Existen diferentes caracteristicas que distinguen a la familia Cactaceae. La principal
caracteristica anatomica son las areolas, las cuales son ramas extremadamente
reducidas donde se producen las espinas, tricomas, hojas, flores, frutos e incluso
raices (Booke, 1980 citado en de Arruda & Melo-De-Pinna, 2016). Otras
modificaciones comunes en las cactaceas son la presencia de hojas modificadas a
espinas en los nodos axilares, un tallo fotosintético suculento (a excepcion de
especies dentro de las subfamilias Pereskioideae, Leuenbergerioideae vy
Maihuenioideae), flores con numerosos estambres y ovario infero (ovario dentro del
receptaculo) (Wallace & Gibson, 2002). Otro distintivo en la mayoria de las
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cactaceas es lo que se conoce como el “sindrome de suculencia”, el cual incluye
una serie de adaptaciones a climas aridos y semi-aridos, entre ellas raices cortas,
cuticula gruesa y fotosintesis del tipo CAM (Metabolismo Acido de las Crasulaceas)
(Arakaki et al., 2011). A nivel molecular, las especies de la familia Cactaceae se
distinguen por la inversion de aproximadamente 6 kb en su plastoma dentro la
region grande de copia unica (LSC), esta inversion incluye a los genes atpE, atpBy
rbcL; también suelen poseer un plastoma mas pequefio comparado con otras
angiospermas fotosintéticas obligadas, debido a la pérdida de una copia de ~25 kb

dentro de la zona de repeticiones invertidas (IR) (Wallace & Gibson, 2002).

Subfamilias

Son 5 subfamilias (Fig. 2) las que componen a la familia Cactaceae: Cactoideae,
Maihuenioideae, Opuntioideae, Pereskioideae y Leuenbergerioideae, cada una de
ellas cuenta con caracteristicas distintivas (Guerrero et al., 2019; Mayta & Molinari-

Novoa, 2015).

Cactoideae

Esta subfamilia es la mas grande de todas, comprende aproximadamente al 80%
de las especies totales dentro de la familia Cactaceae. Todas las especies de
Cactoideae llevan a cabo fotosintesis del tipo CAM en la epidermis de su tallo
suculento, la cual es permanente (Nobel & Hartstock, 1986 citado en Shishkova et
al., 2013). Poseen un sistema vascular medular que se ramifica en haces vasculares
corticales, asi como un cortex palisado y colapsable.
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En cuanto a su morfologia, se caracterizan por contar con costillas o tubérculos,
mismOos que sirven como reserva de agua y nutrimentos en la parte aérea, es decir,
gracias a estas costillas o tubérculos los cactus son capaces de almacenar grandes
cantidades de agua durante lluvias torrenciales, sin que esto provoque dafios a su
epidermis por la expansion de volumen (Mauseth, 2005). También suelen tener
hojas reducidas o suprimidas en cada areola (Wallace & Gibson, 2002), y a nivel
molecular se distinguen por la pérdida de un intron en el gen rpoC1 de su plastoma

(Hernandez-Hernandez et al., 2011).

Maihuenioideae

Las especies de la subfamilia Maihuenioideae solian considerarse parte de la
subfamilia Pereskioideae, sin embargo Wallace y su equipo propusieron que se
considerara como una nueva subfamilia basandose en caracteristicas unicas de sus
hojas (Wallace & Gibson, 2002). Su distribucién esta restringida a regiones de

Argentina y Chile con climas aridos-frios y semi-aridos.

Maihuenioideae se compone de solo 2 especies que estan dentro del unico género
de esta subfamilia, Maihuenia, son arbustos pequefios con tallos suculentos cortos
y pequefas hojas persistentes, mismas que llevan a cabo principalmente la

fotosintesis del tipo C3 (Nobel & Hartstock,1986 citado por Shishkova et al., 2013).

Opuntioideae
Esta subfamilia se distingue por la presencia de gloquidias, los cuales son espinas

delgadas, poco visibles, en sus areolas. La mayoria de las especies presentan
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tigmonastia de las anteras, i.e. los estambres se mueven hacia el estigma como
respuesta a un estimulo mecanico (Diaz & Cocucci, 2003), también se caracterizan
por poseer granos de polen poliporados y semillas con una cubierta funicular

(Mauseth, 2005).

Ciertas especies cuentan con hojas prominentes para la captura de COz2 utilizado
para llevar a cabo fotosintesis del tipo C3, o bien, al igual que su tallo, son capaces

de llevar a cabo fotosintesis del tipo CAM (Shishkova et al., 2013).

Dentro de las caracteristicas unicas de Opuntioideae se encuentra la presencia de
nucleos alargados en las células de cortex y médula, asi como un evento de

delecion dentro de la region accD en su plastoma (Wallace & Gibson, 2002).

Pereskioideae

Son 9 las especies dentro de esta subfamilia, estas se ubican en habitats conocidos
como mesicos, los cuales cuentan con moderado suministro de agua; se ha
sugerido que por esta razén, aquellas cactaceas que pertenecen a Pereskioideae
no evolucionaron suculencia del tallo (Mauseth, 1999). La principal caracteristica de
Pereskioideae es la presencia de hojas anchas perennes, por medio de las cuales
realizan principalmente fotosintesis del tipo C3, sin embargo también son capaces

de reasimilar COzllevando a cabo fotosintesis del tipo CAM (Shishkova et al., 2013).

Otras de las caracteristicas morfolégicas de estos arbustos y arboles es la
produccion de madera fibrosa, tallos no-suculentos en los cuales la epidermis e

hipodermis son fotosintéticos de forma transitoria en tallos jovenes, después esta
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es reemplazada mediante crecimiento secundario por la corteza, junto con un cortex

simple que no cuenta con haces corticales (Hernandez-Hernandez et al., 2011).

Leuenbergerioideae

Esta subfamilia, contiene un solo género compuesto por 8 especies aceptadas
(Mayta & Molinari-Novoa, 2015). Comparte caracteristicas similares con
Pereskioideae, e incluso por mucho tiempo se consideraron dentro de dicha
subfamilia. Se trata de pequenos arboles y arbustos con hojas persistentes, una de
sus principales caracteristicas es la produccién de madera fibrosa en el tallo desde

una etapa temprana de su desarrollo y la falta de estomas en él por lo cual no

pueden realizar intercambio gaseoso (Mayta & Molinari-Novoa, 2015).

Figura 3 Las 5 subfamilias que componen a la familia Cactaceae junto con su flor,, A) Myrtillocactus geometrizans,
Cactoideae; B) Maihuenia poeppigii, Maihuenioideae; C) Opuntia sp, Opuntioideae; D) Pereskia humboldtii,
Peresekioideae; E) Leuenbergeria lychnidiflora, Leuenbergerioideae. (Fotografias por Julieta Olvera-UAEM,; Jardin botdnico
de la Universidad de Valencia; Cactus Art; Cattabriga Andrea, Mondocactus; Herbarium; Saija Lehtonen).
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Origen y evolucion de cactaceas

Las especies dentro de esta familia, Cactaceae, cuentan con un origen
relativamente reciente, y a pesar de no contar con datos de registros fésiles, se
estima que los cactus surgieron hace 35 millones de afios (Ma) (Arakaki et al., 2011),
después de haberse dado la separacién de lo que era conocido como Godwana,
formada por los continentes contemporaneos de América y Africa (Anderson, 2001).
Se ha sugerido que existe una relacion entre el origen de estas plantas y un evento
de disminucion de CO:2 en la atmdsfera, debido a que este evento causo el aumento
de estrés hidrico en zonas aridas, lo cual fungié como presion selectiva beneficiando
asi a las plantas suculentas al estar ‘pre-adaptadas’ a dichas condiciones (Arakaki

etal., 2011).

Antes de que en Sudamérica se tuvieran desiertos, estas regiones poseian climas
calientes y humedos, y es donde probablemente surgen las primeras especies de
Cactaceae, con morfologia similar a las plantas actuales de la subfamilia
Pereskioideae. Las cactaceas sufrieron una diversificacion muy rapida, con distintas
relaciones entre sus cambios morfolégicos con el habitat, por ejemplo, el desarrollo
de raices napiformes favoreciendo un mayor almacenamiento de agua y almidén
(Guerrero et al., 2019). Las cataceas establecen interacciones ecosistémicas, por
ejemplo, en el caso de especies de cactus columnares cuya distribucién del polen
por parte de sus distintos polinizadores ha influido en la estructura genética de sus

poblaciones; para especies globosas pequefas la migracion de sus alelos se ve
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limitada debido a que son polinizadas principalmente por insectos generando una

estructura genética muy marcada (Guerrero et al., 2019).

Existen 3 grandes centros de diversidad de cactaceas, el primero en Norteamérica,
a lo largo del suroeste de Estados Unidos y en México, siendo este ultimo el centro
de origen de un clado diverso de especies globosas dentro de la tribu Cacteae
(Guerrero et al., 2019), los otros dos centros se encuentran en Sudamérica, uno de
ellos en los Andes centrales que incluye a Peru, Bolivia, Chile y Argentina, el ultimo
centro abarca el noreste de Brasil donde ocurrieron grandes eventos de

diversificacion de Cereus principalmente (Anderson, 2001; Guerrero et al., 2019).

Todos los cambios evolutivos que han sufrido, tanto a nivel morfolégico, celular y
metabdlico, ha permitido la distribucién de especies cactaceas a lo largo de
Norteamérica y del Caribe; asi como a diferentes elevaciones como Opuntia
galapegeia al nivel del mar hasta Austrocylindropuntia floccosa a aprox. 4, 500 m

en los Andes (Anderson, 2001).

Debido a su origen y radiacion reciente, a la gran diversidad de formas, tamafios y
habitos de crecimiento dentro de esta familia, y su facil identificacion y monitoreo,
las plantas de la familia Cactaceae son utiles como modelos para el estudio de
procesos evolutivos (Franco et al., 2022). Al ser especies que se distribuyen
principalmente en climas aridos y con poca disponibilidad de agua, se ha generado

gran interés en estudiar los mecanismos moleculares que les han permitido
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desarrollar estas adaptaciones, para lograrlo es necesario contar con la secuencia

de sus genomas.

Gendmica de cactaceas

Actualmente se cuenta con 7 diferentes especies de cactaceas para las cuales se
ha logrado obtener el ensamble preliminar de su genoma (Tabla 3); 6 de estas
especies pertenecen a la subfamilia Cactoideae (Carnegia gigantea, Cereus
fernambucensis, Lophocereus schottii, Pachycereus pringlei, Selenicereus undatus
y Stenocereus thurberi) y una especie de la subfamilia Pereskioideae (Pereskia

humboldtii) (Copetti et al., 2017; Zheng et al., 2021).

En 2015, Sanderson et al. publicaron el ensamble completo del plastoma de la
especie Carnegia gigantea, comunmente conocida como saguaro, encontrando que
dicha especie posee el plastoma mas chico entre las angiospermas fotosintéticas
obligadas, posiblemente por la pérdida de una copia de la regién de Repeticidon
Ivertida (IR) asi como la mayoria de los genes ndh, los cuales codifican
componentes del complejo Ndh tilacoide que es analogo de la NADH
deshidrogenasa mitocondrial (Hernandez-Hernandez et al., 2011). A su vez, Copetti
et al. (2017) publicaron el ensamblaje del genoma nuclear de cuatro especies de
cactaceas columnares: C. gigantea, P. pringlei, L. schottiiy S. Thurberi; y el genoma

de P. humboldtii, el cual fue utilizado como grupo externo en analisis filogenéticos.
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Tabla 3 Caracteristicas de los genomas ensamblados de especies pertenecientes a la familia Cactaceae.

. Longitud del Cantidad de Plataforma de
Especie N50 s
genoma (Mb) scaffolds secuenciacion
Carnegia gigantea™ 980.351 18, 485 57, 405 lllumina HiSeq y MiSeq
Selenicereus undatus™* 1, 326.73 31, 584 31, 970 lllumina HiSeq X
Pereskia humboldtii* 414.047 1, 902 126, 352 lllumina NextSeq 500

Pachycereus pringlei* 629.656 2, 9336 171, 584 lllumina NextSeq 500
Lophocereus schottii* 797.926 4,338 158, 704 lllumina NextSeq 500
Stenocereus thurberi* 853.348 3, 258 159, 477 lllumina NextSeq 500

Cereus 912.18 1,107 399,975 lllumina HiSeq2500

fernambucensis

N50: longitud de secuencia de la lectura méas corta que se encuentra al cincuenta por ciento de la
longitud total del ensamble.

* Copetti et al., 2017;
**Zheng et al., 2021;
***Amaral et al., 2021
NCBI Genome List

Los genomas de las cactaceas suelen ser de gran tamano (= 782.4 Mb, Leptocereus

quadricostatus, consultado en: https.//cvalues.science.kew.org/search/angiosperm),
con alto contenido de elementos repetidos y regiones intergénicas muy extensas.
Por ejemplo, la especie S. undatus, con el genoma mas grande de estas siete
especies, de 1,326.73 Mb de longitud, posee regiones intergénicas de 35,800 nt en

promedio (Zheng et al., 2021a) .

Estos 7 genomas de cactaceas se secuenciaron con la plataforma de lllumina, la
cual genera lecturas cortas y por lo tanto ensambles de genomas con gran nivel de
fragmentacioén, lo cual puede observarse en la Tabla 3. Este panorama en la
gendmica de especies cactaceas es representativo de lo que ocurre en la gendmica

de plantas suculentas o de familias con alto contenido de metabolitos secundarios.
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SUCULENCIA EN PLANTAS

Distribucidén y caracteristicas de la suculencia en plantas

Una de las caracteristicas mas llamativas de los cactus es la suculencia de sus
tallos. La suculencia no es exclusiva de las cactaceas, alrededor del 3 al 5% del
total de angiospermas presentan suculencia (Griffiths & Males, 2017), es decir,
tienen la capacidad de almacenar agua en sus tejidos con el fin de mantener su
metabolismo durante temporadas de estrés hidrico. Para que una especie sea
considerada suculenta debe cumplir con ciertas caracteristicas, por ejemplo, que el
almacén de agua ocurra en tejidos vivos, y esta debe ser utilizable para mantener
una eficiente actividad metabdlica sin requerir fuentes externas de agua (Grace,

2019).

La suculencia puede ocurrir en cualquier érgano vegetal, desde hojas y tallos, hasta
raices. Segun la manera en que estas plantas almacenan agua se clasifican en dos
tipos de suculentas: aquellas que poseen hidrénquima, es decir tejidos sin clorofila
con funcion especifica de almacén se denominan ‘suculentas de almacén’; por otro
lado se conoce como ‘suculentas de todas las células’ (del inglés “all-cell
succulents”) a aquellas que simplemente aprovechan la elasticidad del clorénquima
para expandirlo y poder almacenar asi el agua, ademas se diferencian de las
suculentas de almacén por tener clorofila en las células de los tejidos que emplea

para almacenar agua Yy, por ende, contribuir en el proceso de fotosintesis (Grace,
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2019; Griffiths & Males, 2017). El contenido de agua en los 6rganos de almacén

puede llegar a ser 90-95% de volumen total (Griffiths & Males, 2017).

Las plantas suculentas se distribuyen principalmente en ecosistemas en los cuales
la biodisponibilidad agua es limitado, ya sea debido a sequias o heladas. Una de las
regiones con mayor diversidad de suculentas es el sur de Africa, donde se
encuentran 58 familias y 350 géneros de plantas suculentas (Smith, 1997 citado
por Grace, 2019); debido a las condiciones climaticas de sus areas de distribucion,
las plantas suculentas presentan caracteristicas morfolégicas especiales, como
poseer cuticulas gruesas y baja densidad de estomas los cuales son muy sensibles
a estimulos ambientales (Griffiths & Males, 2017). Estas, entre otras, son
adaptaciones para retener el agua almacenada y minimizar la evapotranspiracion;
por ejemplo, las suculentas de los desiertos con climas aridos y semi-aridos poseen
ceras epicuticulares, han reducido sus hojas en espinas y en algunas especies se
aprecian ‘pelos’, denominados tricomas, en sus hojas aunque estas modificaciones
disminuyen la cantidad de luz que llega al centro de las hojas suculentas, los
tricomas protegen a los fotosistemas al bloquear la alta irradiacion luminica

caracteristica de estos ambientes (Griffiths & Males, 2017).

Suculencia en Cactaceae

Las caracteristicas ambientales, la alta irradiacion luminica, baja biodisponibilidad
de agua, altas temperaturas y temporadas de precipitacién cortas y esporadicas
influyen en el desarrollo de los organismos, y cuando una presién de seleccion es
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sostenida durante varias generaciones, promueve modificaciones adaptativas en

los organismos (Hernandez-Hernandez et al., 2014).

En las regiones aridas y semi-aridas se distribuyen distintas especies de plantas
suculentas, entre las cuales encontramos especies de las familias Euphorbiaceae
(2,000 especies suculentas), Aizoaceae (1,800 especies suculentas), Apocynaceae
(1,100 especies suculentas) y Cactaceae con 1,500 especies suculentas (Griffiths
& Males, 2017). Esta ultima familia, debido a su distribucion en zonas con limitadas
fuentes de agua, ha radiado en una amplia variedad de formas de crecimiento (Fig.
3) (Hernandez-Hernandez et al., 2014); la presion selectiva llevé hacia el desarrollo
de un tallo suculento en la mayoria de las especies, el cual soporta a un parénquima
no especializado sostenido por una baja cantidad de fibras vasculares y reticuladas

(Altesor & Ezcurra, 2003).

Dentro de las modificaciones adoptadas por especies pertenecientes a la familia
Cactaceae se encuentran la reduccion de las hojas en espinas, caracteristica que
ademas de ayudar a reducir el calor y disminuir la evapotranspiracion (Grace, 2019),
forma parte de la defensa de la planta contra herbivoros. De igual manera es comun
encontrar especies cuyos tallos poseen costillas, lo cual es crucial para almacenar
grandes cantidades de agua mediante la expansion del cuerpo de la planta sin

causar ningun dafno en la epidermis (Grace, 2019).

Otra estrategia para lograr un mayor almacenamiento de agua es la secrecion de

compuestos organicos hacia espacios extracelulares. La secrecion de polisacaridos
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particulares aumenta la capacidad de retencion de agua por parte del apoplasto
mediante la formacién de mucilago, el cual es un complejo de polisacaridos

caracterizado por su aspecto gelatinoso (Grace, 2019).

Composiciéon de mucilagos y pectinas en Cactaceae

Algunas especies suculentas poseen células especializadas sin cloroplastos ni
granulos de almiddn, las cuales se encargan de la produccion y almacenamiento de
mucilago, un complejo hidrofilico cuya composicion y contenido varia de acuerdo
con la especie y la edad del organismo. La estructura primaria de los mucilagos
comprende cadenas lineales repetitivas de 1,4-B-acido D-galacturénico y a-1,2-L-
ramnosa con trisacaridos de B-1,6-D-glucosa con una cadena lateral unida a
residuos de O-4-L-ramnosa. En algunas especies también puede incluir diferentes
proporciones de otros azucares tales como piranosa, furanosa, D-xilosa, L-

arabinosa y D-galactosa (Martinez-Gonzalez et al., 2017).

En cactaceas es comun encontrar monosacaridos de galactosa, arabinosa,
ramnosa y acido galacturénico como componentes del mucilago (Saenz et al.,
2004), tal como lo reporta Trachtenberg (1981), quien analizé la composicion del
mucilago de la especie Opuntia ficus-indica, encontrando que contiene arabinosa,

galactosa, acido galacturénico, ramnosa y xilosa.

La estructura quimica del mucilago le proporciona caracteristicas fisicas
particulares, por ejemplo, el mucilago es higroscopico y junto con la presencia de

carbohidratos de bajo peso molecular ayuda a la absorcién y almacenamiento de
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agua (Saag et al., 1975). El mucilago también tiene funciones en la defensa por
parte de la planta, y es secretado como respuesta ante cualquier tipo de dafio

mecanico.

Otros compuestos organicos producidos por estas especies son las pectinas, uno
de los principales componentes de la pared celular. En las cactaceas las pectinas
estan formados principalmente por cadenas de acido D-galacturénico, el cual puede
representar hasta el 70% de su composicion total, unido a residuos de L-

ramnopiranosil (Martinez-Gonzalez et al., 2017; Saag et al., 1975).

Esta familia de polisacaridos es estructuralmente compleja. Los polisacaridos que
forman a la familia de las pectinas son el homogalacturonano que consiste en una
cadena linear de residuos de acido galacturénico, ramnogalacturonano | y Il que son
residuos de acido galacturonico alternados con ramnosa, y un dominio de pectina
con 11 diferentes residuos de azucares, respectivamente; y xilogalacturonano el
cual se distingue por poseer ramificaciones de xilosa (Cosgrove, 2005; Mohnen,

2008).

A los azucares pertenecientes a las pectinas se le han asociado distintas funciones
relacionadas con la morfologia, crecimiento, defensa y adhesion celular, ademas de
ser cruciales para mantener la funcion y estructura de la pared celular primaria y

secundaria (Saag et al., 1975).

Debido a que las pectinas pueden unirse de manera irreversible al ADN, la

extraccion de ADN a partir de plantas mucilaginosas es complicada y resulta dificil
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obtener acidos nucleicos con valores 6ptimos en cuanto a su pureza, especialmente

en la relacion de absorbancia a 260/230 nm

Inhibicion de actividad enzimatica por polisacaridos

Ademas de representar contaminacion en muestras de ADN aislado, los
polisacaridos muestran actividad inhibitoria de reacciones enzimaticas. Shioda et
al. (1987) estudiaron el efecto de polisacaridos de Physarum polycephalum, especie
de moho mucilaginoso, y mostraron que estos exhiben un efecto inhibitorio sobre la

ADN polimerasa a.

Otro ejemplo de esta accion inhibitoria se evidencio al estudiar los polisacaridos
provenientes de la blastula y gastrula durante el desarrollo del erizo de mar, los
cuales afectaron la actividad y eficiencia del sistema sintetizador de ARN (Aoki &

Koshihara, 1972).

La contaminacion de las muestras de ADN con compuestos polisacaridos impide
utilizar la muestra para la aplicacion de técnicas como la amplificacion de regiones
genéticas por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por su nombre
en inglés), donde la accion de amplificacion por la Taq polimerasa se ve inhibida por
la presencia de polisacaridos como el mucilago (Fang et al., 1992; Weishing et al.,

1995 citado en Ghosh et al., 2009).
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TECNICAS DE SECUENCIACION

Las primeras técnicas de secuenciacion empleadas se enfocaron en obtener la
secuencia de los genes clonados de distintos organismos y luego de genomas
virales. Grosso modo, la secuenciacion actualmente requiere el aislamiento y
fragmentacion del o los cromosomas del organismo de interés, se realiza la
secuenciacion de los fragmentos generados, y por medio de programas
computacionales se empalman, o ensamblan, las secuencias obtenidas a partir de

dichos fragmentos para generar una representacion de la secuencia gendémica.

Los métodos de secuenciacion se clasifican en dos categorias generales (Whiteford
et al., 2005):

e Por hibridaciéon: se basa en el uso de microarrays junto con sondas pre-

sintetizadas de ADN (longitud maxima de 30 nt), en ellas se realizan ciclos

de hibridazion y lavados para eliminar cadenas de ADN que no lograron

hibridarse (Hutchison, 2007).

e Porsintesis: hace uso de templados de ADN aislados a los cuales se agregan
nucleotidos en un proceso ciclico (Whiteford et al., 2005). Estos nucledtidos
han sido modificados para ser detectados por equipos especializados y asi

realizar el analisis de la secuencia.

La desventaja de realizar secuenciacion por hibridacion es que genera fragmentos
muy pequenos (<50 nt), es por esto que actualmente la mayoria de los trabajos de

secuenciacion se realizan por el método de sintesis. Se realizan innovaciones y
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mejoras constantes a las distintas herramientas de secuenciacién, razon por la cual

se han clasificado en diferentes generaciones.

Primera Generacién

Secuenciacion con el método de Maxam-Gilbert

Una de las primeras herramientas de secuenciacion que se desarrollo fue el método
quimico propuesto en 1977 por Maxam y Gilbert (Maxam & Gilbert, 1977), con el
cual se logra secuenciar hasta 400 pares de bases (pb) en una sola corrida de
secuenciacion. Este método se distingue por el uso de marcaje radioactivo con y-
32P en el extremo 5’ de la molécula de ADN a secuenciar para después poder hacer
un tratamiento especial que genera un corte secuencia-especifico (Hutchison,

2007).

Los cortes dentro de la secuencia se hacen de manera preferencial de acuerdo con
la naturaleza de las bases. Inicialmente las bases se modifican, por ejemplo, las
pirimidinas (C y T) se hidrolizan con hidrazina, la cual afecta a ambas bases o, en
presencia de NaCl se modifican unicamente a las citocinas: Las purinas (Ay G) se
depurinan con acido formico, y las guaninas se metilan con sulfato de dimetilo (John

Kaisermann, nd.).

Para lograr secuenciar por medio del método Maxam-Gilbert (Fig. 3) la molécula de
ADN debe marcarse radioactivamente con y-2P, después se divide la muestra en 4
alicuotas, cada una de ellas se trata en diferentes condiciones para generar los

cortes especificos: una reaccion de corte en A+G, una preferencialmente para A,
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con hidrazina se crea la ruptura en C+T y en presencia de NaCl se genera el corte
preferencial para C (Hutchison, 2007). En cada una de las alicuotas quedara una
coleccién de fragmentos con tamanos distintos, los cuales se separan en una
electroforesis y posteriormente se revelan gracias al marcaje radioactivo (Hutchison,

2007). Actualmente este método es muy poco utilizado.

5'*?PGCTACGTA 3

N\

Cleavage at: A+G G C C+T
32PGer 32Pgcrac *?Pa 32pg
32PGeTAc 32PGera *?Pae
““PGccracaT ““PGcra

2PGeTAcG
A+G G C C4T
7 - A
6 -— T
5 - - G
4 - eae | C
3 -_—— A
2 -_— T
1 - o C

Sequencing Gel

Figura 3 Esquema general de la secuenciacion por método Maxam-Gilbert. Se muestran los fragmentos generados
gracias a las reacciones quimicas para cada base de la secuencia, asi como la migracion por tamafio de los fragmentos,
logrando conocer asi la secuencia original. (Secuenciacion Maxam-Gilbert, Owlapps, 2017)

Secuenciacion por Sanger-Coulson

Otra de las tecnologias pioneras de secuenciacion en ser desarrollada, en este caso
por sintesis, fue el método Sanger-Coulson (Sanger et al., 1977) (Campos-de
Quiroz, 2002). Este método de secuenciacion se basa en el uso de nucledtidos
modificados denominados ‘de terminacion de cadena’ los cuales contiene y-32P
carecen del grupo -OH en la posicion 3’ de la desoxirribosa, evitando asi la

formacion de enlaces fosfodiéster durante la sintesis de ADN y por lo tanto termina
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la reaccion de sintesis. Inicialmente los fragmentos generados se separaban por
tamafo y se visualizaban mediante autoradiografias dado que los nucleétidos
contenian y-32P (Hutchison, 2007;Sanger et al., 1977). La sustitucion de los
marcajes radioactivos por el uso de marcadores fluorescentes permite actualmente
conocer la secuencia de los fragmentos al registrar la emision de fluorescencia de

los nucledtidos marcados luego de su excitacion con laser (Fig. 4).

Con este método, se pueden secuenciar fragmentos de hasta 1 Kb. Esta técnica
marco el inicio de nuevas tecnologias con innovaciones que buscaban mejorar y

escalar los resultados obtenidos.

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
3
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Figura5  Esquema de los 3 pasos bdsicos realizados en la secuenciacion de Sanger: 1) Amplificacion mediante PCR con
nucleotidos ddNTP de “terminacion de cadena”, 2) Gel de electroforesis para separar fragmentos de acuerdo al tamario,
3) Deteccidn de la secuencia por medio de softwares acoplados. (Sigma)
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Segunda generacién

A las herramientas de secuenciacion basadas en lecturas cortas (75-700 pb de
longitud) de nucledétidos modificados se les conoce como de segunda generacion.
En distintas publicaciones se han reportado genomas ensamblados a partir de
lecturas cortas de incluso 50 nt de longitud. Por ejemplo, Chaisson junto con su
equipo (2004) secuenciaron y ensamblaron el genoma de la bacteria Neisseria
meningitidis a partir de lecturas de 70 nt, el cual tiene un tamafo de 2 Mb (Belser

etal., 2018).

El ensamblaje de genomas a partir de lecturas cortas supone el riesgo de
asignaciones ambiguas de lecturas hacia mas de una posicion del genoma, lo cual
es especialmente problematico para genomas de alta complejidad, incluyendo a los
genomas con alto contenido de secuencias repetidas y los genomas poliploides,
tales como los genomas de plantas. Sin embargo, se han logrado reconstruir contigs
de hasta 1,000 nt para cubrir el 80% de la secuencia del cromosoma 1 humano a
partir de lecturas de solo 50 nt. En animales esto es posible debido a que los
genomas son poco complejos y contienen menos secuencias repetidas en
comparacién con especies vegetales con el mismo tamafo del genoma, por
ejemplo, el maiz (Whiteford et al., 2005). También funcionan de manera eficiente al
trabajar con genomas virales, usualmente son pequeios, <1 Mb, para los cuales es
posible ensamblar el 99.6% del genoma a partir de lecturas cortas de 17 nt

(Whiteford et al., 2005).
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lllumina

Uno de los métodos mas comunmente utilizados de secuenciacién por sintesis
basado en lecturas cortas fue desarrollado por la compania Solexa y posteriormente
adquirido por llumina. En este método se agregan adaptadores a cada extremo de
la cadena de ADN (~500 pb) que sirven como sustrato para anclarla a una superficie
solida (“chip”) (Slatko et al., 2018). En dichas superficies se encuentran
oligonucledtidos con secuencia complementaria a los adaptadores, de este modo
no es necesario conocer a priori la secuencia del fragmento a secuenciar, y se
forman clusters de aproximadamente 1,000 copias de cada fragmento al amplificar
la secuencia con oligonucled6tidos complementarios al adaptador. Cada nucleétido
agregado durante las reacciones de sintesis se encuentra modificado con
marcadores fluorescentes para su posterior deteccién (Fig. 5). La secuenciacion se
obtiene a partir de ciclos de adicién controlada de los nucleétidos modificados, en
cada paso se registra la emicion de flourescencia de estos nucledtidos.
Posteriormente se elimina la marca fluorescente y se repite el ciclo de adicion de
nucledtidos. De esta manera se puede conocer el nucleétido que se agrega en cada

paso.

Se han desarrollado distintas innovaciones de esta técnica con la acoplacion de
softwares para cubrir diferentes niveles de datos y mejorar los resultados para
organismos que presentan un genoma amplio y complejo. Actualmente, las

plataformas MiniSeq, NovaSeq, HiSeq y NextSeq de la compania llumina proveen
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un alto volumen de secuenciacién; por ejemplo, con la plataforma NextSeq se
pueden generar hasta 120 Gb y 400 millones de lecturas de una longitud de 2 X150

pb en apenas 12-30 horas (Slatko et al., 2018).

Una limitacion de este tipo de secuenciacion es que debido a reacciones de sintesis
asincronicas dentro del cluster la determinacién de la base afiadida se vuelve mas
dificil conforme la secuencia es mas larga, por lo que las lecturas mas largas que
pueden ser generadas son de alrededor de 250 nt, es decir, en el formato de “pair
ends” (2x250) se pueden conocer hasta 500 nt de una sola molécula (Slatko et al.,
2018). La aplicacion de las técnicas de llumina ha permitido la secuenciacién y
ensamblaje de genomas de mas de 200 especies vegetales. Sin embargo, solo 6
especies tienen genomas ensamblados con contigs cuyo N50 fue mayor a 5Mb:
Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, Schrenkiella parvula, Brachypodium distachyon,
Rosa chinensis y Fragaria vesca; es decir, los genomas ensamblados a partir de
lecturas de lllumina son genomas usualmente altamente fragmentados (Belser et

al., 2018).
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Figura 6 llustracion de los pasos de la secuenciacion por medio de lllumnina. 1) Se prepara la libreria de fragmentos cortos
de con adaptadores a cada extremo, 2) Se afaden los nucledtidos modificados durante la sintesis de la hebra

complementaria 3)Formacion de clusters de ~1,000 copias, 4) Fotodocumentacion de la sefial fluorescente. (Introduction
to lllumina Sequencing, 2021).

lon Torrent

La tecnologia de lon Torrent hace uso de microchips semiconductores que permiten
el analisis directo de la secuencia nucleotidica. Esta tecnologia se basa en la
liberacion de un protén como producto de la adicién de un nucledtido durante la
sintesis de ADN. El protdn liberado ocasiona un cambio de pH que se traduce en
un cambio de voltaje, el cual es detectado por un sensor ionico (Slatko et al., 2018).
A diferencia de otros métodos, en este no se requiere realizar algun tipo de

modificacion en las bases del ADN muestra.

Los fragmentos a secuenciar se unen a perlas por medio de adaptadores y se
realiza una amplificacion para generar clusters de fragmentos idénticos sobre las
perlas. Posteriormente las perlas se hacen pasar por los pocillos del microchip, de
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modo que cada perla entra de manera individual en uno de ellos. Se agregan los
reactivos de secuenciacion y en cada adicion de nucledtido a la hebra naciente de
ADN, se libera un proton con el consecuente registro del cambio de voltajerado

(Slatko et al., 2018).

Sin embargo, este tipo de secuenciaciones basadas en lecturas cortas presentan
varias desventajas, se ha reportado que al disminuir la longitud de la lectura
individual aumenta la probabilidad de que esta ocurra en mas de una posicién al
mapearse en el genoma de referencia, otro punto en contra es que al ser contigs
cortos no logran ensamblar de manera eficiente regiones que contienen
duplicaciones locales de secuencia o las secuencias repetidas que podrian
encontrarse en el genoma, ademas los genomas ensamblados a partir de estas

tecnologias suelen ser genomas muy fragmentados.

Tercera generacidén
Gracias a innovaciones tecnolégicas se lograron desarrollar herramientas de tercera
generacion, las cuales trabajan con lecturas cuyos tamanos pueden exceder las 30

kb de longitud.

Las tecnologias de secuenciacieon de tercera generacion siguen tres pasos basicos

(Jung et al., 2019):

1) Aislar ADN de alto peso molecular libre de contaminantes (proteinas,
polisacaridos, compuestos fendlicos, etc.).

2) Preparacion de las bibliotecas de secuenciacion.
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3) Ensamblaje bioinformatico de secuencias.

Si se desea trabajar con muestras de plantas es necesario tener en cuenta un paso
extra de filtracion de genomas no requeridos, por ejemplo, si el objetivo es analizar
el genoma nuclear, se deben filtrar plastoma y genoma mitocondrial. Esto es
recomendado puesto que al extraer ADN total de tejido vegetal el 5-20% suele ser

ADN proveniente de organelos (Jung et al., 2019).

Los principales representantes de la secuenciacion de tercera generacion son
PacBio y Oxford NanoPore, las cuales generan lecturas individuales cuya longitud
es de 10 a 100 kb. Las lecturas largas conducen a un mejor ensamble de genomas,

especialmente en zonas con regiones repetitivas dentro del genoma.

Oxford NanoPore

Oxford Nanopore ofrece dos tipos de sistemas de secuenciacion (Slatko et al.,
2018): 1) De membrana bioldgica, 2) Sensores de estado solido. En ambos sistemas
la superficie de secuenciacion incluye poros de diametro pequeno a los que se
aplica corriente eléctrica y los cuales ayudan a monitorear el paso de las moléculas
de ADN. Durante la secuenciacion se realiza la adicion controlada de nucle6tidos
individuales, cada vez que un nucledtido atraviesa el poro se interrumpe la corriente

que estaba siendo aplicada al “nanoporo” y se registra su secuencia.

El empleo de proteinas como alfa-hemolisina y MspA (Porina A de Mycobacterium
smegmatis) genera los poros en los sistemas de membrana bioldgica, a través de

los cuales el paso del ADN se regula gracias a proteinas motoras, como la ADN
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polimerasa (phi29) (Slatko et al., 2018). Finalmente, gracias a proteinas tales como
la helicasa, exonucleasa | y la adicion de oligonucledtidos se desnaturaliza el ADN
para proceder con la sintesis de la cadena complementaria una de las cadenas.
Este método de secuenciacidén ofrece ventajas econdmicas, al ser un método de
bajo costo (comparado con otras herramientas), y ofrece ademas la posibilidad de

identificar bases con modificaciones epigenéticas.

PacBio SMRT-seq

Este método, desarrollado por PacBio, aprovecha el proceso de replicacién del ADN
para lograr la secuenciacion de fragmentos largos, usualmente de 30 a 50 kb de
longitud, o incluso mayores, con el fin de lograr lecturas largas que logren cubrir

distintos elementos dentro del genoma (Slatko et al., 2018).

Para iniciar se debe crear una “campana SMRT” (SMRTbell, en inglés) (Fig. 6). La
campana es la molécula de ADN de doble cadena dispuesta de forma circular con
adaptadores conocidos, cuya secuencia es complementaria a los oligonucledétidos
gue se usaran para comenzar la sintesis de las hebras complementarias. PacBio
ademas desarroll6 versiones modificadas de la ADN polimerasa, la cual permanece
fija dentro de pozos y comienza la sintesis con direccion de 5 a 3’ en ambas
cadenas, de modo que ira incorporando los nucleoétidos, estos logran ser detectados

gracias a que poseen una etiqueta fluorescente en el trifosfato.
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Figura 7 Ilustracion de la campana SMRT con adaptadores conocidos en cada extremo de las hebras de la molécula del
ADN de doble cadena. (PacBio)

Una de las grandes ventajas de la secuenciacion SMRT-seq es que logra medir la
tasa de adicion de cada nucledtido incorporado (Slatko et al., 2018), esto es
conocido como ‘duracién de interpulso’ y cualquier cambio en este indica que se ha

detectado una base con modificaciones, como puede ser bases metiladas.

En los proyectos de secuenciacion gendmica, generalmente se recomienda utilizar
tecnologias de tercera generacieon acopladas, o en combinacion, con herramientas
como lllumina para evitar cualquier tipo de error, del mismo modo se sugiere realizar
multiples secuenciaciones del templado y alineamientos de las lecturas para

aumentar la certidumbre de la secuencia consenso resultante.

2. JUSTIFICACION

A pesar de que la familia Cactaceae cuenta con ~1,851 especies aceptadas
a nivel global, de las cuales México es casa de ~518 especies cactaceas endémicas
(SEMARNAT, 2016), esta familia solo cuenta con 7 genomas secuenciados, los
cuales fueron ensamblados en versiones muy preliminares utilizando herramientas

de secuenciacion basadas en lecturas cortas.
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Las especies de cactaceas son de gran importancia ecoldgica. Al distribuirse
principalmente en zonas aridas y semiaridas son fuente de comida, agua y refugio
para especies de animales que habitan los mismos ecosistemas, permitiéndoles
sobrevivir y continuar con su ciclo de vida. Un gran ejemplo del rol ecolégico de los
cactus es el papel que juegan dentro del ciclo de vida de algunas especies del
género Drosophila, las cuales aprovechan los tallos de cactaceas en putrefaccion

para depositar sus huevecillos (Guerrero et al., 2019).

Ahondar en estudios a nivel gendmico sobre estas especies proveera
informacion util para comprender los mecanismos moleculares que les han
permitido habitar areas con climas extremos. Asimismo, esta informaciéon sera de
utilidad para tener mayor conocimiento sobre las caracteristicas genomicas de la
familia Cactaceae, un grupo taxonémico que ocupa el quinto lugar en la lista de

especies en riesgo por el cambio climatico (Goettsch et al., 2015).

El aporte que logremos generar con el proyecto podra impactar en areas mas alla
de las ciencias basicas, por ejemplo, algunas ciencias aplicadas como la
biotecnologia, podrian verse beneficiadas al contar con genomas de referencia de
alta calidad. Adicionalmente debido a la desertificacion y escasez de agua las
cactaceas se vuelven de interés al ser fuente de alimento en ambientes poco

favorables para otros cultivos.

Los proyectos de secuenciacion gendmica impactan en distintas ramas de la

ciencia. Por ejemplo, hasta el afo 2020 se habian registrado mas de 5,000 articulos
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publicados en la revista Nature en los cuales se cito el genoma de A. thaliana (Sun
etal., 2022). En el caso de los 7 genomas registrados de especies cactaceas, areas
como agronomia y evolucion son las mas beneficiadas, incluso trabajos sobre
microbiologia. Por ejemplo, el genoma de Selenicereus undatus, ha sido citado en
el trabajo de Bo Zheng y su equipo (2021) titulado “Polyphenol Utilization Proteins

in the Human Gut Microbiome” (https://doi.org/10.1128/aem.01851-21), relacionado

al consumo de alimentos ricos en polifenoles y su procesamiento por enzimas de la
microbiota humana generando una mejor bioaccesibilidad y mayores beneficios a la
salud.
2.1 OBJETIVO GENERAL

El proyecto presente tiene como objetivo general disefiar y estandarizar un
protocolo para la extraccion de acidos nucleicos de alto peso molecular a partir de
especies que presentan alto contenido de compuestos organicos, como
polisacaridos y fenoles, los cuales dificultan la obtencién de una muestra con niveles

optimos de pureza; enfocado particularmente a especies de la familia Cactaceae.

2.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Como objetivos particulares dentro del trabajo se encuentran:

a) Estandarizar un protocolo para el aislamiento de ADN de alto peso
molecular a partir de distintos 6rganos vegetales de diferentes

especies de cactaceas.
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b) Aislar ADN genomico (ADNg) de calidad para su posible aplicacion
posterior en distintas técnicas, como la amplificacién y clonacion de
genes de interés o de otras regiones genémicas.

c) Probar métodos de aislamiento de ARN total, limpio e integro, que

pueda utilizarse en aplicaciones posteriores de biologeia molecular.

3. METODOLOGIA

3.1 REVISION BIBLIOGRAFICA
Se recopil6 informacién sobre el tamafio de genoma nuclear de diferentes especies
de la familia Cactaceae, con la informacion disponible en la base de datos Kew.org

(https://cvalues.science.kew.org/search). Los datos recabados se analizaron en

RStudio (RStudio 2021.09.2+382 "Ghost Orchid”) y se generd una grafica de
densidad con el valor C de cada una de las 51 especies de cactaceas registradas.
Adicionalmente se graficé el tamafo de los scaffolds ensamblados para las 7
especies Cactaceae que han sido publicadas. Los comandos utilizados para realizar

las graficas en Rstudio (RScripts) se muestran en formato “R Markdown” en el anexo

A.

3.2 PREPARACION DE MATERIAL BIOLOGICO
Periddicamente se colectaron distintos 6rganos florales tales como tépalos,
estambres y pistilos de plantas en macetas, los cuales se almacenaron en tubos

Falcon de 50 ml a -70°C. Se germinaron semillas de Echinopsis mirabilis en medio
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LS (Linsmaier y Skoog) con una concentracion 0.2X y agar 0.8%, las raices fueron
colectadas aproximadamente a los 7 dias después de germinar y se almacenaron
a -70°C en tubos Eppendorf de 1.5 ml hasta su uso. Adicionalmente, se colectaron
hojas y flores de Yucca sp. y Eucaliptus sp., almacenadas de igual modo a -70° C.
Para llevar a cabo las extracciones de ARN con TRIzol® trabajamos con plantulas
de Carnegiea gigantea germinadas en medio LS 0.2X agar 0.8% (material donado
por Kenia A. Galvan). Se colectaron cotiledones, hipocotilos y raices. Las muestras

se almacenaron en tubos eppendorf de 1.5 mL a -70°C.

3.3 ACLARACION DE HOJAS, TEPALOS Y RAICES

Para conocer la composicion celular de los tejidos a partir de los cuales aislaremos
ADN, realizamos la aclaracion de hojas de las especies Pereskia baihiensis,
Pereskia aculeata y Pereskiopsis sp., asi como de tépalos de la especie
Gymnocalycium mihanovichii. Estos 6rganos se incubaron en solucién de Franklin
(solucion 1:1 de peroxido de hidrégeno 35% y acido acético glacial) en vasos de
precipitado dentro de la campana de extraccion durante una noche. De las hojas y

tépalos conseguimos aislar la epidermis.

También llevamos a cabo cortes transversales de las muestras de hoja de P.
baihiensis, P. aculeata y Pereskiopsis sp., asi como bracteas de G. mihanovichii y
tépalos de D. anguliguer, estos 6rganos se fijaron en una solucién que contiene
0.1% de Triton-X100, 3% de paraformaldehido (PFA) y Solucién estabilizadora de
microtubulos (MTSB) al 0.2X. Se realiz6 una infiltracién de la solucién fijadora al
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vacio durante 1 h, las muestras se incubaron durante toda la noche, y se realiz6 un
segundo tratamiento de vacio durante 1 h. Las muestras fijadas se enjuagaron con
agua corriente para retirar la solucién fijadora y se colocaron verticalmente en
bloques de agarosa de bajo punto de fusion (FMC bioproducts; 50081). Los bloques
de agarosa se seccionaron para obtener cortes transversales con 60 ym de grosor
utilizando un vibratomo (Leica VTS1000-S) a una velocidad de 40 mm/s y una

frecuencia de 60 Hz.

Las raices de E. mirabilis, cultivadas in vitro, se aclararon con yoduro de sodio (Nal).
Brevemente, las raices se colocaron en pozos de una caja Elisa, y se incubaron en
la solucién de fijacion (Triton X-100 0.1%, paraformaldehido 3% y MTSB 0.2X). Se
sustituyé la solucién de fijacion por la solucion de cambio (glicerol 30% y DMSO
2%), y finalmente se sustituyd la solucién de cambio por la solucién de aclaracién
(Nal, DMSO 2%, glicerol 65% y Na2S203). Cada incubacion se realiz6é durante una

semana a 4°C en oscuridad.

Los cortes transversales de hoja, asi como las raices aclaradas y las
transparentaciones epidérmicas de hojas y tépalos, se montaron en un portaobjetos
y se observaron en un microscopio optico (Olympus BX 53) el cual tiene acoplada
una camara Photometric Cool Snap cf; la captura de imagenes se realizé con el
software QED Capture v2.003. La composicion de imagenes se realizd

manualmente en el programa Photoshop CS6.
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3.4 EXTRACCION DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR

3.4.1 LAVADOS DE LA MUESTRA CON SOLUCION DE SORBITOL
Se homogenizo el tejido en un mortero estéril y en ultracongelacién con nitrégeno
liquido. La muestra homogenizada se transfirié a tubos eppendorf de 1.5 ml y se
afnadié 1ml de solucion de lavado de sorbitol (Tabla 4).
Las muestras se incubaron en hielo durante 20 min, mezclando suavemente por
inversion cada 5 min. Se centrifugd (Eppendorf; Centrifuge 5424) a 5, 000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente, para después descartar el sobrenadante. Este

paso puede repetirse hasta 3 veces si el sobrenadante se muestra muy viscoso.

Tabla 4. Composicion de la solucion de lavado de sorbitol

Reactivo Cantidad Concentracion final
D-Sorbitol 31.88¢g 0.35M

PVP 40,000 59 2.5x10* M

Tris HCI 1M 50 ml 0.1 M

pH 8

Agua Milli-Q | Aforar a volumen -

(MQW) final de 500 ml

PVP= Polivinilpirrolidona

3.4.2 EXTRACCION DE ADN GENOMICO CON BUFFER CTAB
El aislamiento del ADN se lleva a cabo con el buffer de extraccion CTAB (bromuro
de hexadeciltrimetilamonio) (Tabla 5). Se incubd la muestra con 650 pl de buffer
CTAB durante 2 horas a temperatura ambiente, mezclando suavemente por

inversion cada 15 min. Se agregd6 650 pl de cloroformo con alcohol isoamilico (24:1)
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y se centrifugd a 22,673 x g por 30 minutos a 4°C (HERMLE Labret; 2216 MK). Se
transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf.

Se incubd la fase acuosa con 1 pl de RNAsa A (10 ug/mL) a temperatura ambiente
por 30 minutos. La precipitacién de los acidos nucleicos se realizé con 50 ul de
acetato de amonio (NH4CH3COz2) y 500 ul de isopropanol (C3HsO) y, después de
centrifugar a 22,673 x g por 10 minutos a 4°C, se decantd el sobrenadante y
conservamos el precipitado obtenido.

Utilizando 1 ml de etanol absoluto se realizaron lavados al precipitado afadiendo el
etanol y posteriormente centrifugando a 22,673 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente, esto se llevd a cabo 3 veces; posteriormente, permitimos que se
evaporara el etanol a temperatura ambiente durante 10 minutos, cuidando de no
dejar que la pastilla se seque, y finalmente se resuspendié con 25 pl de agua

destilada.

Tabla 5 Composicion del buffer de extraccion CTAB.

Reactivo Cantidad Concentracion final
CTAB 449 0.1M
NaCl 83¢ 1.4 M
PVP 40,000 29 5x10* M
Acido ascérbico 0.08 g 4x10° M
Tris HCI1M pH 8 10 mL 0.1 M
EDTApH 8 0.744 g 0.05 M
Agua destilada Aforar a -

volumen final

de100 ml

PVP= Polivinilpirrolidona
EDTA= acido etilendiaminotetraacético
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3.5 ESTIMACION DE CONCENTRACION, PUREZA E INTEGRIDAD DEL ADN AISLADO
Se estim6 la concentracion y pureza del ADN extraido con el equipo de
espectrofotometria NanoDrop (NanoDrop; ND-100 UV-visible), cargando 2 pl de la
muestra de ADN aislado en el equipo para llevar a acabo la lectura de la absorcion
de luz en el rango del espectro de 220 nm-750 nm de longitud de onda, con
particular interés en los valores de absorcion obtenidos en las longitudes de 230
nm, 260 nmy 280 nm, ya que estos nos indican la presencia de polisacaridos, acidos
nucleicos y proteinas, respectivamente.

Se analizo6 la integridad de las muestras de DNA extraido mediante electroforesis
en gel de agarosa de baja concentracion (0.6%) (Tabla 6) a 50 V durante 4 h. Se
utilizaron los marcadores de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus (Thermo
Scientific; SM1333) y GeneRuler High Range DNA Ladder (Thermo Scientific;
SM1351) (Fig. 7). Los geles fueron visualizados por medio de transiluminador de luz
UV InGenius LHR (Syngene) y fotodocumentos usando el software GeneSnap

v7.12.06. Todos los geles de electroforesis fueron visualizados del mismo modo.

3.6 AMPLIFICACION DE MARCADORES MOLECULARES POR PCR

Se utilizé el ADN extraido para amplificar marcadores de interés mediante PCR de
punto final. Se utilizo el Kit Tag DNA polymerase 2X Master Mix RED (AMPLICON;
A180301) junto con oligonucleotidos universales para los marcadores rpl16, trnL, y

matK.
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La tabla 12 muestra las condiciones que se utilizaron para las reacciones de
amplificacion. Los PCR se corrieron en un termociclador BIORAD (C100™
Thermocycler).

Los productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa al 1%,
mediante electroforesis a 90 V por 50 minutos cuando se utilizé el marcador de peso
molecular 1 kb GeneRuler Plus y a 80 V por 35 min. Al utilizar el marcador

GeneRuler Express DNA Ladder™ (Fig. 7).

3.7 AISLAMIENTO DE ARN CON TRIZOL®

Se llevé a cabo la extraccion de ARN haciendo uso del reactivo TRIzol® siguiendo
el protocolo de Thermo Fisher Scientific (N° de catalogo 15596026). Brevemente,
se homogeniz6 50-100 mg de tejido inicial. Al macerado se afadio 1 ml de TRIzol,
posteriorimente la separacién de fases se di al agregar cloroformo, en este caso es
el ARN el que queda en la fase acuosa; la precipitacion se realizé con isopropanol.
El “pellet” obtenido se lavo con etanol 75% y finalmente se resuspendioé en agua
libre de Rnasas (tratada con 1 ml dietilpirocarbonato (DEPC) y 1L agua Milli-Q,
posteriormente autoclaveada).

Se realizaron algunos pasos extra sugeridos por el fabricante, tales como una
centrifugacion inicial, posterior a la homogenizacion de tejido, durante 5 minutos a
19,319 x g a 4° C. Ademas, se comparo la precipitacion utilizando solo isopropanal,
contra precipitando con isopropanol y una solucién salina compuesta por citrato de

sodio al 0.8 M y cloruro de sodio al 1.2 M. Todo el material utilizado para la
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extraccion de ARN fue previamente lavado con el agua libre de Rnasas dentro de
la campana de extraccion donde se dejo el equipo durante la noche a temperatura

ambiente para al siguiente dia ser esterilizado en autoclave.

Se estimo la concentraciéon y pureza de las muestras de ARN aislado mediante el
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop; ND-100 UV-visible), ademas se corrié un
gel de agarosa 1% a 60 V por 35 min para evaluar la integridad del ARN extraido.
Para los geles de ARN se utilizd el marcador molecular GeneRuler Express DNA

Ladder™ (Fig. 7).

i GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder GeneRuler High Range DNA Ladder GeneRuler™ Express DNA Ladder
| 0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, bpng/OSug % 0’GeneRuler™ Express DNA Ladder,
ready-to-use ready-to-use

bpng/0Spg %

bpng0Spg %

/10000 200 40

Vo dllss 48502 80.0 16.0
L {00 780 190 24508 88.0 17.7
4000 200 40 20555 80.0 15.9 — 5000 400 80
. 73000 200 40 17000 59.0 11.8 g %000 %00 -85
g - 2000 200 40 15258 590 11.8 2 | 200 400 80
|E 1500 800 16.0 13825 500 10.0 s — 1500 1000 20.0
z P i 12119 470 94 g
‘% el 8 ~ 1000 400 80
|2 700 20 50 10171 370 73 3 ~ 750 400 80
H—R R - 5
| — 300 250 50 2 L 500 1000 200
|k —200 250 50 g = — 200 500 100
Z —75 250 50 =
= ~ 2 100 500 10.0
|& - i r £
| 0.4 pg/lane, 8 cm length ge 0.5 Ly . &
| 0.5 patane, & cm length gel, 1XTAE, 3V/em. 1.5 h 05 1xgfane, 8 om length gel,

1XTAE, 7 Vfem, 40 min

| 1XTAE, 7 Vfem, 45 min

Figura 8 Marcadores de peso molecular utilizados en los geles de electroforesis (Thermo Scientific™).
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Tabla 6 Relacion de la concentracion del gel de agarosa (%) y el rango de peso molecular, expresado en pares de bases
(pb), de los fragmentos que migran de manera eficiente. (Thermo Scientific™)

Concentracion del gel de Rango de peso molecular

agarosa (% p/v) (pb)
0.5 2,000-50,000
0.6 1,000-20,000
0.7 800-12,000
0.8 800-10,000
0.9 600-10,000
1.0 400-8,000
1.5 200-3,000
2.0 100-2,000

4. RESULTADOS

4.1 VALOR C Y GENOMAS PRELIMINARES PUBLICADOS DE LA FAMILIA

CACTACEAE

Se explor6 la base de datos “Kew Plant DNA C-values Database”
(https://cvalues.science.kew.org/, fecha de acceso: 13 de octubre 2022) y se
descargo la informacion de valor C para todas las especies cactaceas contenidas
en ella. En el anexo B se muestra el valor C de las 50 especies de la familia
Cactaceae contenidas en la base de datos, en la figura 9 se presenta una grafica
de densidad de acuerdo a los valores C registrados para la familia Cactaceae hasta
octubre del 2022. El valor C puede convertirse en picogramos (pg), al considerar

que 2C = 7.0 pg de ADN (Dolezel et al., 2007), y de esta forma se puede estimar el
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tamano del genoma, ya que 1 pg de ADN corresponde a 978 Mb. En la figura 9, la
linea punteada de color rosa indica el valor C promedio de las especies de
Cactaceas contenidas en “Kew Plant DNA C-value database”, el cual es de 2.71 pg,
valor alto comparado con el valor C de Arabidopsis thaliana estimado en 0.16 pg
(~156 Mb), es decir, ~17 veces menor, y si comparamos el valor C de 7.1 pg, mas
alto entre las 50 especies de Cactaceas, reportado en la base de datos para

Weberbauerocereus winterianus, el de A. Thaliana es ~44 veces menor.

0.5-
0.0-
9
RS
w -0.5
C
(0]
Q
_1'0.
-1.5-
0.0 25 5.0 75 10.0
Valor ¢ (pg)

Figura 9 Distribucion del valor C de las 50 especies Cactaceae contenidas en “Kew Plant DNA C-value Database” expresado
en picogramos (pg), comparado con la distribucion del valor C de especies de la familia Brassicaceae, especie de relevancia
econdémica. (Datos obtenidos de https://cvalues.science.kew.org/search)

Respecto a los genomas secuenciados para la familia Cactaceae, actualmente se
encuentran disponibles los genomas preliminares de siete especies cactaceas, C.
gigantea, C. fernambucensis, L. Schotti, P. pringlei, P. humboldtii, S. Undatus y S.

Thurberi, gracias a los trabajos de Copetti et al. (2017), Zheng et al. (2021) y Amaral
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et al. (2021), todos ellos secuenciados utilizando la plataforma Illumina™; en
consecuencia estos genomas estan ensamblados en decenas o centenas de miles
de “scaffolds” cortos. Se graficé a partir de la informacion disponible para la familia

Cactaceae en NCBI Genome List

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/eukaryotes/Cactaceae; fecha de

acceso: 13 de octubre 2022) la distribucién del tamafio de los scaffolds para cada
uno de los ensambles de genoma preliminar para las siete especies (Fig. 9),
obtuvimos que el promedio del tamafo de los scaffolds de dichos ensambles se
encuentra por debajo de las 5 Kb en cada caso, lo cual indica un ensamblaje con

alta fragmentacioén (Tabla 7).

Tabla 7 Datos de los ensambles de genoma publicados para siete especies de la familia Cactaceae.

Tamafio
Numero Longitud Longitud Promedio | Mediana de Genoma
de maxima minima (pb) (pb) genoma | mblado
scaffolds (pb) (pb) P P 1C
(Mpb)"
C. gigantea* 57,409 | 648,566 1,000 17,077 3,368 1406.30 980.4 Mb
C. fernambucensis*™ | 399, 975 | 74,954 300 2,281 1,264 nd 912.18 Mb
L. schotti* 158,705 | 148,470 200 5,028 2,559 nd 797.8 Mb
P. pringlei* 171,84 68,912 200 3,670 2,347 nd 629.3 Mb
P. humboldtii* 126,352 | 58, 930 201 3,277 2,338 nd 413.9 Mb
S. undatus*** 31970 | 125921 | 1000 | 39551 | 2542 nd | 1,332 Mb
S. thurberi* 159,478 | 151,404 200 5,351 2,575 1685.60 853.2 Mb

llConsultado en: https://cvalues.science.kew.org/search, junio 2023

*(Copetti et al., 2017), informacién suplementaria

**(Amaral et al., 2021)
*** (Zheng et al., 2021)
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La informacidén recopilada permitié conocer el intervalo del tamafio de genomas de
las diferentes especies de la familia Cactaceae. Se observa que en general las
cactaceas poseen genomas grandes: por ejemplo para Leptocereus quadricostatus
el valor C es de 0.8 pg (~782 Mb), lo cual es 6 veces mayor al de la planta modelo
A. thaliana (125 Mb). Esta distribucion de tamafios gendmicos puede deberse a
eventos de duplicacién del genoma completo y a la expansion de regiones de

secuencias repetitivas (Michael, 2014).

Con base en los datos obtenidos mediante citometria de flujo para la estimacién del
tamano de genoma y el alto nivel de fragmentacién de los genomas secuenciados
y ensamblados sugerimos que es necesario realizar proyectos de secuenciacion
con herramientas de tercera generacion tanto para las siete especies mencionadas,
como para mas especies cactaceas, de modo que se logre una mejor
representacion de esta numerosa familia. Uno de los pasos criticos para lograr esto
es contar con ADN de alto peso molecular y con una pureza optima. En las
cactaceas esto ha sido dificil de obtener debido al alto contenido de polisacaridos
que caracteriza a las plantas suculentas, y los cuales son capaces de co-
precipitarse con los acidos nucleicos y de interferir en reacciones enzimaticas

posteriores.
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Figura 10 Distribucion del tamafio de los scaffolds, expresado en nucledtidos (nt), de cada ensamble de las secuencias
gendmicas publicadas para especies cactdceas. Los numeros arriba de cada grdfica indican la cantidad de scaffolds

utilizados para el ensamble genomico. (Para elaborar la grdfica, se utilizaron los datos publicados en Copetti et al., 2017;
Zheng et al., 2021; Amaral et al., 2021).

4.2 HOJAS, TEPALOS Y RAICES ACLARADAS

De las especies Gymnocalycium mihanovichii, Disocactus anguliger y Cereus
peruvianus de la familia Cactaceae, asi como de la especie Yucca sp., llevamos a
cabo disecciones florales (Fig. 11) que nos permitieron conocer la anatomia de la
flor de cada especie y a su vez poder recolectar los distintos 6rganos florales (Tabla

8), los cuales fueron guardados a -70° C hasta su uso.
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Tabla 8 Organos de las especies de cactdceas que se utilizaron en el proyecto.

Subfamilia Especie Organos
Tépalos y estambre
Pericarpelo (tubo floral
Gymnocalycium
mihanovichii y ovario)
Tépalos
Tépalos
Cactoideae _
Cereus peruvianus Estambres
_ _ Tepalos
Disocactus anguliger
Echinopsis mirabilis Rglces
Tépalos
Carnegia gigantea Raices
Pereskioideae Pereskia aculeata Hojas

63



[\

Gineceo { \
Pedicelo

Figura 11 Disecciones florales de las especies Gymnocalycium mihanovichii (a), Disocactus anguliger (b), Cereus.
Peruvianus (c) de la familia Cactaceae. Se incluye Yucca sp. (Asparagaceae), pues esta familia también se considera
recalcitrante para la extraccion de ADN. Se indican todos los drganos florales.

Uno de los principales problemas para el aislamiento de ADN limpio e integro de
especies cactaceas es la suculencia y, como consecuencia de esto, alto contenido
de polisacéaridos y pectinas en estas especies. Es importante tomar en cuenta la
anatomia del tejido con el que se trabajara, y con esto evaluar cual o cuales de los
tejidos podrian funcionar mejor como muestras iniciales para la extraccion de ADN.
En las cactaceas, esto es particularmente relevante debido a la presencia de células

mucilaginosas distribuidas en la mayoria de los organos.

Se realizaron microdisecciones a partir de cortes transversales de hojas de P.

aculeata, P. bahiensis y Pereskiopsis sp., bractea de G. mihanovichii y tépalo de
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Disocactus anguliguer (Figs. 11-16). En los cortes podemos apreciar la anatomia
foliar: observamos la vena principal (cuadro naranja), xilema (Xi), floema (Fl),
procambium (Pc), epidermis (flecha verde), el parénquima empalizado (Pp),
parénquima esponjoso (PE), escleras (cuadro azul), cloroplastos en color verde,
cavidad estomatica (flecha morada), sistema vascular (flecha blanca) y células

mucilaginosas (Cm).

En los aislados epidérmicos de hojas y tépalos aclarados con solucién de Franklin
logramos observar la presencia de estomas paraciticos (flecha roja), es decir las
células anexas son paralelas al eje de la células oclusivas, en ambas especies del
geénero Pereskia 'y en Pereskiopsis sp., en esta ultima también se observaron células
del esclerénquima (cuadro azul) y en el caso de los tépalos de G. mihanovichii las
células presentaron plasmdlisis (Fig. 17), en todos los casos logramos ver la forma
que poseen las células que componen cada uno de los tejidos de las hojas y tépalos

aclarados.
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Figura 12 Corte transversal de hoja de Pereskia aculeata. Epidermis (flecha verde), vena principal (cuadro naranja),
escleras (cuadro azul), cavidad estomdtica (flecha morada), Cm: células mucilaginosas, Pp: parénquima empalizado, Pc:
procambium, Xi: xilema, FI: floema, PE: parénquima esponjoso. Imagen obtenida en microscopio optico (Olympus BX 53).

Figura 13 Corte transversal de hoja de Pereskia bahiensis. Epidermis (flecha verde), vena principal (cuadro naranja),
escleras (cuadro azul), sistema vascular (flecha blanca), Cm: células mucilaginosas, Pp: parénquima empalizado, Pc:
procambium, Xi: xilema, Fl:floema, PE: parénquima esponjoso. Imagen obtenida en microscopio dptico (Olympus BX 53).
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Figura 14 Corte transversal de hoja de Pereskiopsis sp. Epidermis (flecha verde), escleras (cuadro azul), sistema vascular
(flecha blanca), Cm: células mucilaginosas, Pp: parénquima empalizado, PE: parénquima esponjoso. Imagen obtenida en
microscopio dptico (Olympus BX 53).

Figura 15 Corte transversal de brdctea de Gymnocalycium mihanovichii. Epidermis (flecha verde), Cm: células
mucilaginosas. Imagen obtenida en microscopio dptico (Olympus BX 53).

67



Figura 16 Corte transversal de tépalo de Disocactus anguliguer. Epidermis (flecha verde), Cm: células mucilaginosas.
Imagen obtenida en microscopio dptico (Olympus BX 53).

Figura 17 Imdgenes obtenidas en microscopio dptico (Olympus BX 53) de epidermis de los tépalos y hojas aclarados con
solucion de Franklin. Tépalos de G. mihanovichii (A), hojas de P. aculeata (B), Pereskiopsis sp. (C), hojas de P. baihiensis
(D). Se muestran los estomas (flecha roja), los ntcleos de las células (flecha amarilla) y células del esclerénquima (cuadro
azul).

En las raices aclaradas con Nal de E. mirabilis cultivadas in vitro (Fig. 18) se
observaron raices laterales que comenzaban a crecer a partir de la raiz primaria,

igualmente pudimos apreciar la presencia de pelos radicales que al cubrir el apice
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de la raiz nos indican que todas las células de esta estaban completamente
diferenciadas y su meristemo apical agotado. Este es un patron de crecimiento de
la raiz en la mayoria de las especies de Cactaceae analizadas hasta el momento

(Shishkova et al., 2013).

De acuerdo con la cantidad de células mucilaginosas observadas en los diferentes
organos analizados, aquellos que se proponen como mejores candidatos para una
extraccion de ADN serian los tépalos. En general, las cactaceas son especies de
ciclos de vida largos, con algunas especies alcanzando la etapa de madurez
reproductiva, es decir, de floracién, varias décadas después de la germinacion. Esta
caracteristica, aunada a la floracion nocturna y transitoria de diferentes especies
podria dificultar la obtencion de tépalos como tejido para realizar las extracciones
de ADN. Ante esto, las raices, y especialmente las raices jovenes, podrian ser una
alternativa, sin embargo, para poder tener una alta cantidad de ADN se requiere
una gran cantidad de material biolégico. En las pruebas preliminares realizadas en
este trabajo, se requirié de raices de 30 plantas de E. mirabilis (7 dias de edad)
cultivadas in vitro para una sola extraccion de bajo rendimiento (datos no

mostrados).

En el caso de las hojas, estas son altamente mucilaginosas, lo que podria resultar
en una muestra de ADN con contaminacion por polisacaridos y por ende con valores

bajos en la relacién de absorbencia 260/230 nm. Finalmente, se podria utilizar una
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muestra enriquecida en la epidermis de las hojas o de los tallos, evitando tomar el

parénquima, el cual contiene mucho mas mucilago.

Figura 18 Imdgenes obtenidas con el microscopio éptico (Olympu Bx 53) de las raices de E. mirabilis después de realizar
la aclaracion con yoduro de sodio (Nal).

Algunos de los ejemplares, de E. mirabilis y Turbinicarpus pseudomacrochele,
utilizados en la estandarizacion del protocolo de extraccion de ADN fueron
prensados, herborizados y depositados en el Herbario Universitario de Morelos
(HUMO) de CONABIO, con los numeros de depdsito 30939 (T. pseudomacrochele)

y 30940 (E. mirabilis) (Fig.19).
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Figura 19 Ejemplares herborizados de T. pseudomacrochele regenerada de callos in vitro y E. mirabilis, montados sobre
papel libre de dcidos 300 g, con su ficha de datos.

4.3 EXTRACCION DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR

De acuerdo con lo discutido en la seccidén anterior, las pruebas de extraccion de
ADN se realizaron principalmente a partir de tépalos, también utilizamos otros
organos florales como estambres, y algunas pruebas con raices. Para probar cémo
funciona el protocolo con tejidos muy mucilaginosos también se incluyeron algunas

pruebas a partir de hojas de Pereskia aculeata.

Existen metodologias que emplean reactivos como el fenol y el 3-mercaptoetanol
para la extraccion de ADN por ser un solvente organico, sin embargo, descartamos
implementarlo debido a que es un compuesto capaz de causar dafo oxidativo al

ADN aislado, haciéndolo no utilizable para la construccion de bibliotecas de

71



secuenciacion de lecturas largas, ademas de que pueden co-precipitarse junto con
los acidos nucleicos. Evitar el uso de fenol y 3-mercaptoetanol también previene los

efectos toxicos de estos compuestos sobre los organismos vivos y el ambiente.

Uno de los métodos mas populares para extraccion de ADN a partir de plantas
implica el uso del detergente CTAB (bromuro de cetilmetrilamonio), el cual ha
demostrado ser util para una gran variedad de especies gracias a su capacidad de
formar un precipitado con ADN sin co-precipitar polisacaridos y compuestos

fenodlicos.

Basandonos en protocolos anteriormente descritos (Martinez-Gonzalez et al., 2017;
Tel-Zur et al., 1999) estandarizamos pasos como temperaturas de incubacion,
tiempos de centrifugacion, fuerza ionica de las soluciones y concentraciones de

reactivos.

Durante las primeras pruebas del protocolo, la muestra de hojas de P. aculeata y
raices de E. mirabilis, se homogenizé en un mortero de procelana con nitrégeno
liquido y el homogenizado se incub6 con la solucion de sorbitol y el buffer de
extraccion CTAB utilizando vortéx (Vortex-Genie 2®, Scientific Industries). Las
incubaciones en las pruebas iniciales se realizaban con solucion de sorbitol a 60° C
durante 20 minutos, y con el buffer CTAB a 85° C por 2 horas. La caracterizacion
espectrofotométrica del ADN extraido mostré mayor absorbencia a una longitud de
onda de 230 nm, lo que indica una alta contaminacion de polisacaridos, sales y

compuestos fendlicos (Fig 20 A).
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Al considerar que el implementar el uso de vortex para mezclar la muestra con la
solucién de sorbitol y el buffer CTAB, junto con incubaciones a altas temperaturas
por tiempo prologando podrian afectar la integridad del ADN, se disminuyé la
temperatura de ambas incubaciones a 35° C; también probamos realizar ambas
incubaciones en hielo, sin cambiar el tiempo de incubaciéon (Tabla 9), este cambio
en la temperatura de incubacion ayud6 a mejorar la calidad de la extraccién lo cual
se observa en los valores de absorbencia obtenidos (Fig. 20 B). Sin embargo
notamos que al realizar la incubacién con buffer CTAB en hielo la muestra se
congeld. Es recomendable evitar los eventos de congelacion y descongelacion,
pues estos inducen dafio fisico al ADN, lo cual se observa en el gel de electroforesis
con bandas que presentan barrido, lo que demuestra la degradacion de la muestra

(Fig. 21).

Finalmente se probd la incubacion con sorbitol en hielo durante 20 minutos y con el
buffer CTAB a temperatura ambiente durante 2 h, mezclando suavemente por

inversion cada 5 y 15 minutos, respectivamente.
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Figura 20 Grdficas obtenidas en espectrofotémetro NanoDrop (ND-100 UV-visible) durante las primeras pruebas de
aislamiento de ADN a partir de hojas de P. aculeata. A) Extraccion realizando incubacion con sorbitol a 60° C por 20 min 'y
con buffer CTAB a 852 C por 2 h; B) Extraccidn realizando ambas incubaciones en hielo, por 20 min con sorbitol y por 2 h
con buffer CTAB.
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Figura 21 Gel de agarosa 0.6% con las muestras obtenidas probando distintas temperaturas de incubacion; pozos 1-5
tépalos de C. peruvianus, pozos 7'y 8 estambres de C. peruvianus; muestras H1, H2, Th y Eh tuvieron ambas incubaciones
en hielo; muestras T35 y E35 ambas incubaciones 352 C; muestra Tal con ambas incubaciones a temperatura
ambiente. Gel a 50 V por 1.5 h, tamafio del gel 6.1x7 cm, con marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus.
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Tabla 9 Caracterizacion espectrofotométrica de las muestras de ADN extraido usando diferentes temperaturas de
incubacidn, previo a la estandarizacion del protocolo

Organo UEHIEETE] Concentracion Volumen
Muestra de A260/280 A260/230
floral . L. (ng/pl) (pl)
incubacién
H1 Tépalos 25.8 25 194 0.73
H2 Tépalos 211.6 25 2.01 1.42
i Hielo
Th Tépalos 873.1 25 2.06 2.14
Eh Estambres 1411 25 1.86 2.10
Vet Tépalos ~ |emperatura 185 25 1.99 0.45
ambiente
T35 Tépalos 100.00 25 1.98 2.16
35°C
E35 Estambres 52.7 25 1.84 1.62

De los sobrenadantes descartados durante la extraccion se puede inferir una alta
concentracion de metabolitos secundarios. Por ejemlo, de las extracciones de C.
peruvianus el sobrenadante se tornaba de un color muy oscuro indicando un
proceso de oxidacion probablemente en compuestos polifendlicos (Fig. 22). De
modo interesante, el cambio de coloracién se observo en los sobrenadantes de los
lavados con sorbitol, pero no en los precipitados de fragmentos de células y tejidos,
sugiriendo que los lavados con sorbitol ayudaron a remover, al menos en parte,

algunos metabolitos secundarios.

En las primeras pruebas, la precipitacion de ADN se llevé a cabo con isopropanol
frio (‘ice cold’) en presencia de acetato de amonio a una concentracion alta (7.5 M).

Sin embargo, tomando en cuenta lo reportado por Jima Herkrujam (2020), donde
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describe que al agregarse el isopropanol frio se precipitan también los polisacaridos,
decidimos agregar el isopropanol a temperatura ambiente, esto junto con el
aumento de la fuerza de centrifugacion a 22,673 x g nos permiti6 obtener una

pastilla de mayor tamafio y por lo tanto, facilmente visible con el ojo desnudo.

Durante las pruebas iniciales con P. aculeata (hoja), C. peruvianus (tépalos) y G.
mihanovichii (tépalos y estambres), previo a la optimizacién de los pasos del
protocolo, los valores de la absorbencia en la relacion A260/230 <1.64, sugerian
que las muestras aun presentaban contaminacién por polisacaridos, y relativamente
alta por proteinas (A260/280 =1.59, con excepcién de una muestra de hoja de P.
aculeata). Si bien, los valores obtenidos entran en el intervalo de ‘aceptables’ (=1.6-
1.7 en la relacion A260/280 y >1.8 en la relacion A2260/230), la concentracién de

ADN aislado a partir de ellas fue menor a 42.5 ng/ul (Tabla 10).

Tabla 10 Caracterizacion espectrofotométrica de las muestras de DNA extraido, previo a la estandarizacion del
protocolo.

Concentracion

Especie Organo floral A260/280 A260/230
(ng/pl)

6.5 0.45 1.64

P. aculeata Hoja 12.1 1.74 1.02
42.5 1.59 0.21

C. peruvianus Tépalos 25.8 1.94 0.73
G. mihanovichii Tépalos y 5.9 2.07 0.86

estambres
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Aumentamos la concentracion de reactivos como CTAB, de 2% a 4%, y
Polivilpirrolidona (PVP 40,000), de 1% a 2%, con el fin de aumentar la fuerza idénica

de las soluciones y lograr una mejor muestra de ADN de alto peso molecular.

Figura 22 Coloracion del sobrenadante obtenido de C. peruvianus después de los lavados con solucion de sorbitol,
coloracion oscura indicaba una posible oxidacion de polifenoles presentes en el sobrenadante.

EI ADN aislado a partir del protocolo con estas modificaciones mostré niveles dentro
del intervalo ‘6ptimo’ (=1.8-2.1) en A260/280, de acuerdo con las lecturas obtenidas
mediante el equipo NanoDrop (Tabla 11). Por ejemplo, los valores en la relaciéon de
absorbencia A260/280 fue 21.86, y de relacion A260/230 =1.6, valor que sigue
estando dentro de los valores ‘aceptables’ para considerar que la muestra obtenida
se encuentra limpia de contaminantes. En las muestras a partir de las especies C.
peruvianus, D. anguliger, G. mihanovichi, E. mirabilis y C. gigantea se obtuvieron
concentraciones altas de ADN, con concentraciones superiores a 98.97 ng/ul, valor

obtenido a partir de 200 mg de tépalos de D. Anguliger.

Se obtuvieron resultados similares para especies de otras familias, consideradas

igualmente dificiles para el aislamiento de ADN por su alto contenido de metabolitos
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secundarios. Por ejemplo, al trabajar con hojas de Eucalyptus sp. y tépalos de
Yucca sp. se logré obtener valores ‘Optimos’ en ambas relaciones, A260/280 =2.04
y A260/230 =21.99, asi como un buen rendimiento en la extraccion, alcanzando

124.42 ng/yl (Yucca sp.) en la extraccion de menor rendimiento.

Los resultados obtenidos para las distintas especies, utilizando 200-350 mg de tejido
inicial, se muestran en las graficas de la figura 23; las cuales se generaron a partir
de los valores de absorbencia en cada una de las longitudes de onda medidas. Se
observa que el pico mas alto de absorbencia se encuentra, como es esperado, a

una longitud de onda de 260 nm.

Ademas del analisis espectrofotométrico, se realizé un analisis de integridad de
ADN mediante electroforesis en gel de agarosa de baja concentracién (0.6%) (Fig.
24). El gel de agarosa se visualizé en un transiluminador y se observaron bandas
de tamafio > 20,000 pb, indicando integridad del ADN extraido. Las bandas de ADN
purificado de todas las muestras se visualizan por arriba de la marca de 20, 000 pb
del marcador de peso molecular 1 kb GeneRuler Plus, y cerca de 48, 502 pb cuando
se utilizaba como referencia el marcador GeneRuler High Range (Fig. 25), lo que

indica que en todos estos casos se purificd el ADN de alto peso molecular.

Nuestro protocolo implementa pre-lavados con solucion de sorbitol y destaca por
evitar el uso de agentes reductores agresivos, tales como el B-mercaptoetanol,

reactivo utilizado por Jones y Schwessinger (2020) que, ademas, es nocivo para la

salud humana. Este protocolo también disminuye la probabilidad de posibles dafios
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al ADN al no requerir incubaciones a altas temperaturas, ni requerir el uso de vortex
para mezclar, a diferencia de otros protocolos reportados para cactaceas (N. Tel-
Zur et al., 1999; Martinez-Gonzalez et al., 2017). La precipitaciéon de ADN se realiza
con isopropanol en presencia de acetato de amonio,seguido de lavados con etanol.
El uso de acetato de amonio permite una precipitacion preferencial de moléculas de
ADN largas (Moore D. Y Dowhan D., 2002), a diferencia del acetato de sodio (N.

Tel-Zur et al., 1999).

Los resultados obtenidos con las modificaciones realizadas en la composicion de
las soluciones, asi como en las temperaturas y tiempo de incubacion, en adicion de
la fuerza de centrifugacion, permitieron mejorar los valores de pureza obteniendo
ahora valores ‘Optimos’ con alta concentracién de ADN (Tabla 11). Adicionalmente,
los geles de electroforesis muestran que el ADN extraido tiene una longitud mayor
a 20, 000 pb en gel de electroforesis, corroborando que el ADN aislado es de alto

peso molecular.

El protocolo propuesto se prob6 ademas en plantas de familias botanicas distintas
a la familia Cactaceae, pero que estan consideradas también como especies
dificiles para aislamiento de acidos nucleicos debido a su alto contenido de
polisacaridos y metabolitos secundarios. Se realizaron extracciones de ADN a partir
de tépalos de Yucca sp. y hojas de Eucalyptus sp. Comprobamos que nuestro

protocolo es viable también para estas especies, para las cuales se obtuvieron
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valores ‘Optimos’ de pureza y una alta concentracion de ADN, como se observa en

la Tabla 11 y la figura 23.

Tabla 11 Caracterizacion espectrofotométrica de las muestras de ADN extraido con el protocolo estandarizado.

Especie Organo floral °°"‘(’§;‘lt;f)°'°" A260/280  A260/230
C. peruvianus Tépalos 338.1 1.90 1.96
C. peruvianus Estambre 1411 1.86 2.10
D. anguliger Tépalos 08.97 2.00 2.09
L i Tépalos y estambres 194.5 1.92 1.6
E. mirabilis Tépalos 385.54 1.87 1.81
C. gigantea Raices 314.21 1.95 1.99
Yucca sp. Tépalos 124 .42 2.04 1.99
Eucalyptus sp. Hoja joven 969.25 211 2.22
A) B)
Pureza ADN de especies cactaceas Pureza ADN Yuca y Eucalipto
A PR . N\
':7‘“ “‘:' Tépalos de Cereus ,";‘/ ‘:\ Euca/y thS Sp '
':? ‘,‘: : peruvianus ':;: ‘::‘ ] Yucca Sp.
4 ° Tépalos de Disocactus 4 e

° anguliger
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Figura 23 Grdficas generadas en Rstudio para los valores de la muestra de ADN aislado para cada especie de la familia
Cactaceae (A) y de las muestras a partir de Yucca sp. y Eucalyptus sp. (B), en ambas se obtuvo el pico mds alto, y por
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ende la mayor absorbencia, a una longitud de onda 260 nm. En el anexo C se muestran los comandos utilizados para
generar ambas grdficas en Rstudio.

Figura 24 Muestras de ADN de Cereus peruvianus (Cp), Disocactus anguliger (Da) y Eucalyptus sp. (Eu), en un gel de
agarosa 0.6%. Las condiciones de electrofiresis fueron 50 V, 1.5 h, tamaiio del gel 6.1x7 cm. Marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1 kb Plus (Thermo Fischer).
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Figura 25 Muestras de ADN extraido a partir de tépalos de Cereus peruvianus (Cp), Disocactus anguliger (Da) y
Gimnocalycium mihanovichii (Gm), en un gel de agarosa 0.6% a 50 V por 4 h, tamario del gel 9.2x7 cm. Marcador de peso
molecular GeneRuler™ High Range.
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Luego de las distintas pruebas y modificaciones realizadas, se propone el siguiente
Protocolo De Extraccion de ADN de Alto Peso Molecular Para Cactaceas, el cual se

explica en extenso en el anexo D.

Diagrama del protocolo estandarizado para extraccion de ADN de alto peso
molecular en cactaceas

Pulverizar el tejido en un mortero estéril con nitrégeno liquido
y transferirlo a un tubo eppendorf 1.5ml.

!
e o s o Repetir si el
Agregar 1 ml de soluci6n de sorbitol, mezclar por inversione . soprenadante aun es
incubar en hielo por 20 min. muy viscoso.

!
Centrifugar a 7,297 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

Remover solucion sin perder pellet.

l
Agregar 650 il de buffer de extraccion CTAB e incubar a
temperatura ambiente por 2 hr, mezclar por inversion cada
15 min.

!

Agregar 650 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) en
campana de extraccion y mezclar por inversién 1 min.

l
Centrifugara 13, 000 rpm por 30 mina 4° C
l

Transferir fase acuosa a un tubo eppendorf 1.5 ml nuevo.

|

Aadir 1 ul de RNasa A (10pg/ml) e incubar a temperatura
ambiente por 30 min.

!

Agregar 50 pl de acetato de amonio y 500 pl de isopropanol
y mezclar por inversion 1 min.

l
Centrifugar a 13, 000 rpm por 10 mina 4°C

!

Remover sobrenadante y lavar pellet con 1 ml de etanol 100%. <  Repetir 3 veces

Centrifugar a 13, 000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. 4

|
Remover supernadante y dejar secar pellet 10 min.

|
Resuspender en 25 pl de agua destilada a temperatura
abiente por 2-3 dias.

Estimar pureza y concentracién en NanoDrop y analizar
integridad en gel de agarosa de baja concentracion
(0.4%-0.6%).
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4.4 AMPLIFICACION DE ADN GENOMICO MEDIANTE PCR

Una de las preocupaciones mas importantes al extraer ADN a partir de especies de
la familia Cactaceae, es la coprecipitacion de polisacaridos, polifenoles y ADN, lo
cual puede inhibir las reacciones enzimaticas posteriores. Para explorar si el ADN
extraido puede ser utilizado en reacciones de amplificaciéon, se realizaron
reacciones de PCR con el ADN aislado a partir de C. peruvianus, E. mirabilis, G.
mihanovichii, D. anguliger, P. aculeata y Yucca sp. con oligonucledétidos universales
para amplificar a los marcadores moleculares matK, trnL y rpl16. Ajustamos en el
equipo los programas utilizados para cada par de oligonucleotidos de acuerdo con
su temperatura de alineamiento (Tm, por sus siglas en inglés “melting temperature”)
y el tamano estimado del producto de amplificacion (Tabla 12). Para amplificar los
3 marcadores se utilizaron los programas con 35 ciclos. La visualizacion del gel de
electroforesis (Fig. 26-28) mostro que se logré amplificar los 3 marcadores
moleculares con el ADN aislado a partir de C. peruvianus, G. mihanovichii, D.
anguliguery P. aculeata. Para E. mirabilis amplificaron los marcadores trnL y rpl16,

en el caso de Yucca sp. solo amplifico el marcador matK. Estos resultados sugieren
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que el ADN aislado se encuentra libre de contaminantes que pudieran inhibir las

reacciones enzimaticas necesarias para llevar a cabo la amplificacién.

Tabla 12 Caracteristicas de los oligos utilizados asi como las condiciones de las reacciones PCR realizadas.

Regié.n Oligos (ul en Secuencia (5" a 3) Ten_rperat_ura de Tiempo _qe Tamario del
genomica | cada reaccion) alineamiento elongacion producto
rpl16F (1) GCTATGCTTAGTGTGTGACTCGTT
rpl16 63°C 1.5 min 1,546 pb
rpl16R (1) CTTCTATTTGTCTAGGCGTGATCC
B49317 (1) CGA AAT CGG TAG ACG CTACG
trnL 62°C 1.5 min 1,530 pb
Ab0272 (1) ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG
matK3F (1) GGA TGA AGC AAG GAATTC GTC TAC
matk 66.5° C 2.5 min 2,514 pb
matK4R (1) TTC ATT GCACAC GGC TTT CCC TA

En todas las reacciones de amplificacién se utilizé 15 pl del Kit Tag DNA polymerase 2X Master Mix RED con 10-500 ng de ADN, el
volumen final para cada muestra por amplificar fue de 30 pl.

(Hernandez-Hernandez et al., 2011)
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Figura 26 Gel de agarosa con marcadores de Cereus peruvianus (Cp) amplificadas con cada uno de los 3 marcadores
moleculares (matK, trnL y rpl16). Marcador de peso molecular (M): GeneRuler™ 1 kb Plus(Thermo Scientific™). El gel
(9.2x7 cm) se corrié a 90 V por 50 min.

trnl ol16 matK

Figura 27 Gel de agarosa 1% mostrando los productos de amplifacion de los diferentes marcadores moleculares, trnL,
rpl16 y matK, en las especies C. peruvianus (Cp), E. mirabilis (Em)y Yucca sp. (Ys). Se utilizé el marcador de peso
molecular (M) GeneRuler Express. El gel (6.1x7 cm) se corrié a 80 V por 35 minutos.
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Figura 28 Gel de agarosa 1% mostrando los productos de amplifacion de los diferentes marcadores moleculares, trnL,
rpl16 y matK, en las especies C. peruvianus (Cp), Gymnocalycium mihanovichii (Gm), Disocactus anguliguer (Da), Pereskia
aculeata (Pa), E. mirabilis (Em)y Yucca sp. (Ys). Se utilizé el marcador de peso molecular (M) GeneRuler Express. El gel
(9.2x7 cm) se corrié a 80 V por 30 min.

4.5 EXTRACCION DE ARN CON TRIZOL®

Ademas de las extracciones de ADN, se realizaron extracciones de ARN. El ARN
se aislé a partir de cotiledones e hipocétilos de plantas cultivadas in vitro de la
especie C. gigantea utilizando el método de TRIzol®, iniciando con ~150-185 mg de
tejido inicial que luego de la homogenizacién con el TRIzol® se dividia en dos

muestras.

Se implementaron las modificaciones/pasos opcionales tales como una
centrifugacion después de la homogenizacion con el reactivo TRIzol®, asi como

adicion de solucién salina en el paso de la precipitacion del ARN con isopropanol,
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ambos pasos con el fin de remover polisacaridos y metabolitos secundarios de la
muestra, el protocolo que se siguid se explica en extenso en el anexo E. Las
muestras precipitadas con isopropanol sin adicionar la solucién salina mostraron
una concentracion promedio de 67 ng/ul, y valores 21.79 en la relacion A260/280 y
21.43 para A260/230; mientras que las muestras precipitadas utilizando isopropanol
junto con la solucion salina tuvieron en promedio 523.01 ng/ul de concentracion y
en cuanto a las relaciones de absorbencia para A260/280 fueron 21.97 y 21.19 en

A260/230.

Todas las muestras mostraron valores entre ‘aceptables’ e incluso ‘Optimos’ para la
relacion A260/280 siendo 21.79, sin embargo, para A260/230 los valores siguen
estando por debajo de aquellos considerados ‘aceptables’, ya que estos fueron
<1.60, teniendo solamente una muestra (C2) con valores ‘6ptimos’ con el valor
A260/230 de 1.90 y A260/280 de 1.88 (Tabla 13). Esta muestra podria emplearse
para la creacién de bibliotecas de secuenciacion, ya que uno de los requerimientos
es que en ambas relaciones de absorbencia los valores sean 21.8 (Genome
Sequencing Platform-BGI_Tech Solutions Co.Ltd., 2013)

A pesar de no obtener valores que sugieran la mejora de la pureza del ARN aislado
al llevar a cabo la precipitacion con isopropanol junto con solucién salina, en el gel
de electroforesis son estas muestras (H3cg, C3cg y H4cg) en las cuales se
visualizaron ambos ARNSs ribosomales (28S y 18S) bien definidas, sin presentar la
banda adicional cerca de la marca de 100 pb, la cual podria corresponder al ARN

ribosomal 5S (Fig. 29). Las muestras H6 (1,084.12 ng/ul) y C5 (2,109.23 ng/ul),
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obtenidas a partir de otra prueba de extraccion de ARN (Tabla 14), mostraron

bandas con una alta intensidad, por lo cual decidimos realizarles diluciones (1:10) a

cada una para apreciar mejor las bandas obtenidas en el gel (Fig. 30).

Tabla 13 Valores de concentracion y pureza de ARN purificado de cotiledones e hipocétilos de C. gigantea con o sin la
modificacion del paso de precipitacion.

Muestra Peso Precipitacion Concentracion A260/280 A260/230
Clcg ~78.0 mg 2, 821.56 ng/yl 1.83 1.43
H1cg ~90.0 mg 1, 186.48 ng/pl 1.97 1.51
e ~925mg | 'Sopropanol 95.68 ng/jl 1.88 1.90
H2¢q4 ~85.0 mg 38.39 ng/ul 1.79 1.60
H3c, ~90.0mg | |sonropanol |1 338-36 ng/ul 2.07 1.19
C3cq ~92.5mg y solucion 631.46 ng/yl 2.10 1.60
H4c, ~85.0 mg salina 414.56 ng/yl 1.97 1.25
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Precipitacién con
isopropanol y solucién salina

50V 3_5min

Figura 29 Gel de agarosa 1% de las muestras a ARN mostrando las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales 28s

y 18s, sefialadas con una flecha; la banda adicional observada por debajo de la marca de 300 pb posiblemente
corresponda al ARN ribosomal 5s. Se corrio el gel a 50 V por 35 minutos y se utilizé el marcador de peso molecular
GeneRuler Express.

Tabla 14 Valores de concentracion y pureza de las muestras de ARN a partir de cotiledones e hipocétilos de C. gigantea,

comparando el tipo de precipitacion realizada y con muestras diluidas (1:10).

Muestra Peso Precipitacion Concentracién A260/280 A260/230
H5¢4 ~85.0 mg 200.86 ng/pl 1.97 2.15
Clog ~92.5 mg Isopropanol 320.59 ng/y 1.08 224

H6cg (1:10) ~85.0mg Isopropanol y 104.36 ng/pl 2.16 1.91

C5¢g (10) ~925mg | Soludionsalina I i 213 2.21
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Precipitaciéon con
isopropanol y solucién salina

Posiblemente ARN ribosomal 5s

50V 35min

Figura 30 Gel de agarosa 1% de las muestras a ARN junto con muestras diluidas (1:10), mostrando las bandas
correspondientes a los ARNs ribosomales 28s y 18s, sefialadas con una flecha; la banda adicional por debajo de la marca
de 300 pb posiblemente corresponda al ARN ribosomal 5s. Se corrié a 50 V por 35 minutos, usando GeneRuler Express
como marcador de peso molecular.
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5.CONCLUSIONES

Las especies pertenecientes a la familia Cactaceae suelen poseer
genomas grandes, de los cuales solo se han logrado ensamblar en estado
muy preliminar los genomas nucleares de 7 especies. Con la grafica que
generamos (Fig. 10) se demuestra el alto nivel de fragmentacién, con el
promedio de la longitud de scaffolds muy por debajo de 5 Kb, de los
genomas ensamblados hasta ahora, del mismo modo presentamos los
datos de manera mas detallada sobre los scaffolds utilizados en cada uno
de los ensambles, una vez mas se muestra que son genomas altamente
fragmentados, por ejemplo, para Cereus fernambucensis se utilizaron
399,975 scaffolds con un promedio de 2,281 pb en longitud (Tabla 7). La
complejidad de lograr buenos ensambles de los genomas de estas
especies comienza desde la obtencion del ADN, debido a que son
especies que poseen un alto contenido de polisacaridos y metabolitos
secundarios que dificultan la obtencion de ADN de alto peso molecular

libre de contaminantes.

De acuerdo con la anatomia analizada de distintos 6rganos vegetales, los
mejores para utilizarse en el aislamiento de acidos nucleicos son las
raices ya que no identificamos células mucilaginosas en ellas (Fig. 18),
sin embargo, se requieren en gran cantidad (~200 raices) para obtener

una buena concentracién de ADN aislado (datos de C. gigantea en tabla
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11). Por otra parte, las hojas, bracteas y tépalos presentan gran cantidad
de células productoras de mucilago (Fig.12-16), el cual es capaz de unirse
irreversiblemente con el ADN, sugiriendo a estos érganos como no

ideales para la extraccion de ADN.

Empleamos reactivos como CTAB, PVP y acetato de amonio a mayores
concentraciones a lo indicado en protocolos anteriormente descritos, para
lograr asi aumentar la fuerza i6nica en la reaccion. Esto junto con el efecto
de disminuir las temperaturas de incubacion y el aumento de la fuerza de
centrifugacion, se obtuvieron mejores valores de pureza de las muestras
aisladas, representado en las graficas obtenidas en el analisis
espectrofotométrico, mostrando la mayor absorbencia a una longitud de
onda de 260 nm (Fig. 23). Ademas, la implementacién de pre-lavados con
solucién de sorbitol permitieron alcanzar valores de pureza ‘Optimos’,
=>1.86 (A260/280) y 21.9 (A260/230), es decir, ADN aparentemente libre
de proteinas, polifenoles, sales y polisacaridos, para las especies C.
peruvianus, D. anguliger y G. mihanovichii purificado a partir de distintos
organos florales, incluso de tépalos alcanzando a tener valores
considerados ‘Optimos’ (tabla 11) a pesar de contar con una alta cantidad
de células mucilaginosas como lo observamos en el tépalo aclarado de

D. anguliguer (Fig. 16).
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El protocolo propuesto demostré ser util para especies consideradas
dificiles para el aislamiento de acidos nucleicos, incluso si se encuentran
fuera de la familia Cactaceae, tales como Yucca sp. y Eucalyptus sp., las
cuales también producen gran cantidad de metabolitos secundarios.
Logramos valores =2.00 en la relaciéon A260/280 y >1.8 en A260/230

(tabla 11).

Las muestras de ADN obtenidas son de calidad aceptable e incluso
optima, ademas demostramos que pueden emplearse en técnicas
posteriores al utilizarlas en reacciones de amplificacion de marcadores
moleculares mediante PCR (Fig. 26-28). EI ADN aisaldo al no estar
contaminado por polisacaridos que inhibieran la actividad de la Tag-
polimerasa durante las reacciones de la amplificacion de regiones de
marcadores moleculares de cloroplasto con los oligos trnL, rpl16 y matK,
se logré obtener productos de amplificaciéon para los tres diferentes
marcadores moleculares con el ADN aislado de las especies C.
peruavinus, G. mihanovichii, D anguliguer e incluso de ADN extraido de
hoja de P. aculeata (concentracion de 36.88 ng/ul, A260/280=1.84 y

A260/230=1.30) (Fig. 28).

Mediante el uso de TRIzol® se obtuvieron buenas concentraciones de
ARN relativamente limpio, al realizar las modificaciones al protocolo, en

el paso de la precipitacion del ARN, obtuvimos bandas visibles en gel de
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electroforesis correspondientes a los ARNs ribosomales (28s y 18s) sin la
presencia de bandas adicionales (Fig. 29 & 30). Esto abre la posibilidad
de emplear el ARN aislado en aplicaciones posteriores como la sintesis
de ADN complementario (ADNc) o la construccion de bibliotecas de

secuenciacion.

Uno de los requerimientos de las tecnologias de secuenciacion de 32
generacion, ademas de los valores de pureza en el andlisis
espectrofotométrico, es la buena integridad del ADN aislado, es decir
ADN de alto peso molecular. En este proyecto logramos obtener bandas
248,500 pb en los geles de electroforesis de ADN (Fig. 25), esto cumple
con lo recomendado por PacBio, quienes recomiendan usar ADN
gendémico de un tamafio >40 kb para realizar ensambles de novo (Kit,

2022).

Los resultados obtenidos a partir del protocolo propuesto abren la
posibilidad de llevar a cabo la secuenciacion y ensamble de genomas de
especies cactaceas mediante herramientas de 32 generacion para
obtener genomas con menor indice de fragmentacién, y con esto tener
genomas mejor ensamblados y por ende una mejor representacion de los

genomas de las especies de la familia Cactaceae.
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ANEXOS
Anexo A.

GRAFICOS EN RSTUDIO®

library(ggplot2)
library(dplyr)

#Leer Dataset
Cval <- read.csv("G:/Mi unidad/Julieta/Scripts R/CValue/Cval.csv")
#Verificar estructura de datos

head(Cval)

H## Species Valor
## 1 Leptocereus quadricostatus ©.80
#it 2 Pereskia grandifolia ©.98
#it 3 Nopalea cochenillifera .98
#it 4 Ferocactus wislizenii 1.40
## 5 Echinocactus grusonii 1.43
## 6 Carnegiea gigantea 1.44
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#Graficar Valor C; agregar Linea vertical en promedio

ggplot(Cval, aes(x=Valor)) +

geom_density(fill="#bebfla", color="#bebfla")+

ggtitle("Distribucidén de Valor C para Cactaceae")+

x1lim(-1,10)+

xlab("Vvalor C")+ylab("Frecuencia")+

theme(axis.text = element_text(size = 16),
axis.title = element_text(size = 20))+

geom_vline(aes(xintercept=mean(Valor)),color="pink", linetype="dashed",

size=1)

Distribucion de Valor C para Cactaceae

#Verificar estructura de datos

Frecuencia

o
—

e
w

O
N

o
o

0.0

head(Both)

## Brassi Cact
## 1 2.14 0.80
## 2 ©0.71 0.98
## 3 0.62 0.98
## 4 0.71 1.40
## 5 1.35 1.43
## 6 0.54 1.44

2.5

Valor C

Both <- read.csv("G:/Mi unidad/Julieta/Scripts R/CValue/BothCval.csv")

7.5

10.0
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#Graficar Valor C

ggplot(Both, aes(x=x)) +

geom_density( aes( Cact, ..density..), "#69b3a2" )+
geom_density( aes( Brassi, -..density..), "blue" )+
geom_label( aes(x=5, 0.25, "Cactaceae"), "#69b3a2" )+
geom_label( aes(x=5, -0.25, "Brassicaceae"), "blue" )+
x1lim(-1,10)+ylim(-1.5,0.5)+
xlab("Valor c (pg)")+ ylab("Densidad" )+
theme ( element_text( 16),
element_text( 20))
0.5-
0.0- —
o
©
9
w» -0.5-
-
@
o
-1.0-
-1.5-
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
Valor ¢ (pg)
library(ggplot2)
library(dplyr)

Scaff <- read.csv("G:/Mi unidad/Julieta/Scripts R/CValue/Scaffolds.csv")

#Verificar Estructura de Datos

summary (Scaff)

H## Carnegiea Cereus Selenicereus

## Min. : 881 Min. : 300 Min. 1000
## 1st Qu.: 1662 1st Qu.: 646 1st Qu.: 1428
## Median : 3369 Median : 1264 Median : 2542
## Mean . 17078 Mean . 2281 Mean 39551
## 3rd Qu.: 16631 3rd Qu.: 2768 3rd Qu.: 4886
## Max. 1648566 Max. 174954 Max. 1128621599
## NA's 1342570 NA's 1366284

Lophocereus
Min. : 200
1st Qu.: 1424
Median : 2559
Mean 5028
3rd Qu.: 5524
Max. 1148470
NA's 1241271

102



##  Pachycereus Pereskia Stenocereus

## Min. ¢ 200 Min. : 201 Min. : 200
## 1st Qu.: 1397 1st Qu.: 1439 1st Qu.: 1430
## Median : 2347 Median : 2338 Median : 2575

## Mean . 3670 Mean : 3277 Mean : 5351
## 3rd Qu.: 4443 3rd Qu.: 4104 3rd Qu.: 5735
## Max. 168912 Max. :58930 Max. 1151404

## NA's 1228391 NA's 1273623 NA's : 240498

#Convertir en una sola columna, omitir NAs y ordenar manualmente
Scaff2 <- stack(Scaff)

Scaff2 <- na.omit(Scaff2)

Scaff2$ind <- factor(Scaff2$ind,

c("Carnegiea", "Selenicereus", "Lophocer

eus", "Pachycereus","Stenocereus", "Pereskia", "Cereus"))

#Crear grupos en Scaff2 por género
Scaff2 = Scaff2 %>% group_by(ind)

#Graficar con Logl0 e incluir tamano de n
ggplot(Scaff2, aes(x=ind, values, ind)) +
geom_boxplot()+
ylab("Tamafo de scaffold (nt)")+

xlab("")+
scale_y continuous( "logle" )+
theme ( element_text( 13),
"none",
element_text( 45, 1,

annotate("text",
1:length(table(Scaff2$ind)),
le+6,
table(Scaff2$ind),
"black",
- 1)

1))+
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Tamafio de scaffold (nt)

1e+08- !

57405 33691 158704 171584 159477 126352 399975
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Anexo B.

Género
Leptocereus
Pereskia
Nopalea
Ferocactus
Echinocactus
Carnegiea
Mammillaria
Escobaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Neobuxbaumia
Mammillaria
Mammillaria
Pseudolobivia
Borzicactus
Cleistocactus
Stenocereus
Astrophytum
Aporocactus
Rebutia
Trichocereus

Opuntia

Mammillaria
Opuntia
Opuntia

Consolea
Consolea
Consolea
Consolea

Consolea
Consolea
Consolea
Pilosocereus
Opuntia

Consolea

Consolea
Consolea
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Mammillaria
Weberbauerocereus

Especie
quadricostatus
grandifolia
cochenillifera
wislizenii
grusonii
gigantea
flavicentra
bella
woodsii
haageana
supertexta
huitzilopochtli
albilanata
dixanthocentron
polylopha
sanangelensis
crucigera
sp.
aurivillus
smaragidifolius
thurberi
ornatum
flagelliformis
albiflora
werdermannianus

violacea

bocasana
microdasys
dillenii
macracantha
millspaughii
picardea
spinosissima

moniliformis
nashii
corallicola
royenii
acaulis

millspaughii

falcata
rubescens
boolii
bocasana
hahniana
grandiflora
zeilmanniana
occidentalis
plumosa
rhodantha
winterianus

*Taxonomia de acuerdo a Anderson

Subespecie

var. santa-rita
(Griffiths & Hare)
L.D.Bensonin
L.D. Benson
var. albispina

(male)
(male)

(male)

(male)

subsp.
caymanensis

(male)

Familia
Cactoideae
Pereskioideae
Opuntioideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae

Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae

Cactoideae
Cactoideae

Cactoideae
Cactoideae

Opuntioideae

Opuntioideae

Opuntioideae
Opuntioideae

Cactoideae
Opuntioideae

Opuntioideae
Opuntioideae
Cactoideae
Cactoideae
Cactoideae

Cactoideae

Cactoideae

Tribu*
Pachycereae

Cactaea
Cactaea
Pachycereae
Cacteae

Cacteae
Cactaea
Cactaea
Cactaea
Cactaea
Pachycereae

Cacteae
Trichocereeae

Pachycereae
Cactaea

Echinocereeae

Cacteae
Cacteae
Cacteae

Cacteae

Cacteae

Valor C
0.8
0.98
0.98
14
143
1.44
1.52
15
1.6
1.56
1.56
1.56
1.57
1.59
1.6
1.6
1.6
1.6
1.7
1.7
1.72
1.83
1.9
1.91

2.04

2.24
2.28
244
246
246
252

2.54
255
2.58
3.26
3.8

3.84

3.84
3.85
4.6
49
4.9
5.1
58
6.1
6.6
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Referencia
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007

Sliwinska et al.,2009
Sliwinska et al.,2009
Sliwinska et al.,2009
Del Angel et al., 2006
Barlow,1974
Barlow,1974
Del Angel et al.,2006
Del Angel et al.,2006
Del Angel et al.,2006
Del Angel et al.,2006
Del Angel et al., 2006
Sliwinska et al.,2009
Palomino et al., 1999
Del Angel et al.,2006
Barlow,1974
Barlow,1974
Barlow,1974
Sliwinska et al.,2009
Sliwinska et al.,2009
Barlow,1974
Zonneveld et al.,2005
Barlow,1974

Sliwinska et al.,2009

Barlow,1974
Zonneveld et al.,2005
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007

Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007

Negron-Ortiz,2007

Negron-Ortiz,2007
Negron-Ortiz,2007
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Das and Mohanty,1997
Barlow,1974
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Anexo C.

library (ggplot2)

library (dplyr)

nano <- readxl::read excel ("/Users/JulietaOlvera/Desktop/Residencia/nanog

raph.xlsx")

head (nano)

Long

220

221

222

223

Diso

1.174

1.137

1.078

1.068

Eh

1.603

1.596

1.606

1.535

Eu

15.105

14.427

13.864

13.422

Tal

1.115

1.085

1.058

1.021

Ta

0.865

0.828

0.794

0.727

YucaRta

12.052

11.534

11.038

10.773

106

YucaR37

5.502

5.665

6.174

6.136



Long Diso Eh Eu Tal Ta YucaRta YucaR37

<dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
224 1.026 1.507 12.966 1.009 0.690 10.295 6.296
225 0.986 1.449 12.451 0.971 0.673 9.643 6.302

spline int2D <- as.data.frame (spline(nano$Long, nano$Diso))

6 rows

#3) Ajustar los datos con una funcidn que permita ir creando la grdfica p

ara cada punto de los datos

spline intEh <- as.data.frame (spline(nano$Long, nano$Eh))
spline intEu <- as.data.frame (spline(nano$Long, nano$Eu))
spline intTa <- as.data.frame (spline(nano$Long, nano$Ta))

spline intYucaRta <- as.data.frame (spline(nano$Long, nano$YucaRta))

head (spline int2D) #para verificar que los datos esten bien y saber los n

ombres de cada columna
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6 rows

<dbl>

220.0000

220.3316

220.6633

220.9949

221.3265

221.6582

#4) Creamos la grafica

<dbl>

1.174000

1.169694

1.156608

1.137331

1.114814

1.093523

#puede ser con la funcidn que ayuda a ajustar los valores para ir grafica

ndo cada punto

ggplot (spline int2D, aes(x=x, y=y))+

geom line(size = 1, colour = "orange")

ggtitle ("Tépalos de Disocactus anguliger")

theme (panel.background = element rect (fill = "#f8fafbh"))

ud de onda

(nm) ")+ ylab ("Absorbancia")

+

+

+ xlab ("Longit
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Tépalos de Disocactus anguliger

20-

Absorbancia

0.5-

00-
240 280 320
Longitud de onda (nm)
#o0 asi

PlotCacti<-ggplot (nano) +

geom point (aes(x = Long, y = Diso)) +

geom line(data = spline int2D, aes(x = x, y = y), size = 1, colour = "#
7CB9E8") +

geom point (aes(x = Long, y = Eh)) +

geom line(data = spline intEh, aes(x = x, y = y), size = 1, colour = "#

A4C639") +

geom point(aes(x = Long, y = Ta)) +
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geom line(data = spline intTa, aes(x = x, y = y), size = 1, colour = "#

F19CBB") +
ggtitle ("Pureza ADN de especies cactéceas") +
theme (panel.background = element rect(fill = "#£8faf5")) + xlab("Longit

ud de onda (nm)")+ ylab ("Absorbancia")

PlotCacti

Pureza ADN de especies cactaceas

Absorbancia

240 280 320
Longitud de onda (nm)

PlotYucaEu<-ggplot (nano) +
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geom point (aes(x = Long, y = Eu)) +

geom line(data = spline intEu, aes(x = x, y = vy), size = 1, colour = "#

FEFBEFOO") +
geom point (aes(x = Long, y = YucaRta)) +

geom line(data = spline intYucaRta, aes(x = x, y = y), size = 1, colour

= "#00C4BO") +
ggtitle ("Pureza ADN Yuca y Eucalipto") +

theme (panel.background = element rect(fill = "#£8fafb5")) + xlab("Longit

ud de onda (nm)")+ ylab ("Absorbancia")

PlotYucaEu

Pureza ADN Yuca y Eucalipto

20-

Absorbancia
=)

240 280 320
Longitud de onda (nm)
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Anexo D.

Pre-lavados con solucion de sorbitol

1 Pulverizar tejido en un mortero estéril con nitrégeno liquido y transferirlo a un tubbo eppendorf 1.5 mL

Fig. A

Note A

Recomendamos trabajar con 200-300mg de material inicial.
Ajustar peso del material inicial segun la especie y el érgano vegetal, por ejemplo para tépalos utilizar 200 mg.

2 Agregar de solucién de Sorbitol, mezclar suavemente por inversién e incubar en hielo por &S Xo 0L}

Note No utilizar vortex, mezclar solo por inversién lentamente. v

3 (INIGETd @ 5000 x g, Room temperature, 00:05:00

Después remover sobrenadante sin perder pellet.

ii

Fig. B

3.1 Repetir pasos 2 y 3 si el sobrenadante auln se muestra muy viscoso.
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Extraccion
Agregar 'SGEITIM de buffer de extraccién CTAB e incubar &) 02:00:00
Note

Mezclar suavemente por inversién cada [[RPJOIREIN. No utilizar vértex.

Anadir LT de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y mezclar por inversion durante [{aBXo[sHeyHils]

Safety information

Por seguridad, este paso debe ser realizado dentro de la campana de extraccion.

STUGHIE @ 22673 x g, 4°C, 00:30:00

Recuperar fase acuosa en un tubo eppendorf nuevo, cuidando de no perturbar la interfase.

Note

Descartar la fase orgdnica junto con la interfase.

Agregar IS IITI de RNasa A (10mg/ml) e incubar a temperatura ambiente por JRPRVURIVE)

7h
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. s .z 7h
Precipitacion

9 Afadir iQEOITM de acetato de amonio (7.5 M) y I'SE[o IV de isopropanol, mezclar por inversién durante

m & 00:01:00

(puede almacenarse durante toda la noche a 4° C)

LN NWAE @ 22673 x g, 4°C, 00:10:00

1 Remover sobrenadante y lavar pastilla agregando de etanol absoluto

12 [SENIGITTENd @ 22673 x g, Room temperature, 00:05:00

121 Se recomienda realizar al menos 3 lavados con etanol absoluto R RO Rte R ] X: 24|

13 Descartar sobrenadante y dejar evaporar el etanol de la pastilla a temperatura ambiente Q') 00:10:00
Note A

Se debe colocar el tubo sobre un papel con la tapa abierta, viendo hacia abajo, cuidando que el tubo no se caiga. No
dejar secando por mucho tiempo ya que dificultara la posterior resuspension del pellet.

14 Resuspender pastilla en P'SERTIM de agua destilada , buffer TE (Tris-EDTA pH 8), Tris HCI pH 8 10mM

14.1 Puede guardarse a por 1-3 dias.

AT n 7h
Analisis de calidad
15 Realizar estimacién de concentracion y pureza del ADN aislado en espectrofotémetro.
16 Analizar integridad de ADN realizando electroforésis en un gel de agarosa de baja concentracién (0.4%-0.6%), a 50

' o<0000]
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Anexo E

Extraccion RNA

lm, Por cada 1 mL de TRIzol utilizar 50-100 mg de tejido

Lisis

[J Pulverizar tejido en mortero estéril con nitrégeno liquido en campana de extraccion

[] Anadir ImL de TRIzol al tejido inicial y homogenizar

Realizar este paso en la campana de extraccién

[] Incubar 1h a temp ambiente (para permitir disociacién de complejos

nucleoproteicos)

[] Centrifugar a 19, 319 x g a 4°C 5 min

[J Recuperar sobrenadante en tubo eppendorf nuevo y guardar a 4°C ‘overnight

Separacion de fases

[] Afiadir 200pl de cloroformo por cada mL de TRizol

[] Incubar 2-3 min a temp ambiente

[ Centrifugar a 12,000 x g 5min a 4°C

[] Recuperar fase acuosa en tubo nuevo

Precipitacion
A

[] Anadir 500pl de isopropanol, por
1mL de TRIzol

[J Incubar 10min a temp ambiente
[] Centrifugar a 12,000 x g 10min a 4°C

[} Descartar sobrenadante

B (Para reomocién de polisacaridos)

[] Anadir 250l de isopropanol y 250ul
de solucién salina (citrato de sodio
0.8M-+cloruro de sodio 1.2M)

[] Mezclar y centrifugar a 12,000 x g
10min a 4°C

[] Descartar sobrenadante
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Lavados

[] Resuspender pellet en 1mL (1,000pl) de etanol 75%, por cada mL de TRizol
RNA se puede guardar en etanol 75% a -20°C hasta 1 afio o 1 semana a 4°C.

[] Mezclar y centrifugar a 7,500 x g 5min a 4°C

[] Remover sobrenadante y dejar evaporar el etanol del “pellet” 5-10min a temperatur
ambiente

[] Resuspender “pellet” en 20-50pl de agua libre de RNasa, 0.1mM EDTA o en 0.5%
SDS (NO si se hara alguna reaccién enzimatica después), y pipetear suavemente

] Incubar a 55-60°C 15min

[C] Estimar concentracion y pureza en espectrofotémetro
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Consideramos que Sl reline los méritos que son necesarios para continuar los tramites para obtener el titulo

de LICENCIADO EN CIENCIAS CON AREA TERMINAL BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.
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