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Aislamiento de un fragmento del ADNc ACC Oxidasa expresado
durante la maduracion del fruto de Guayaba Enana
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RESUMEN

En este trabajo se describe el aislamiento y clonaje por TI-PCR (Transcripcion inversa y Reacciéon en cadena de la
polimerasa) de un fragmento de ADNc que codifica para la ACC oxidasa a partir de frutos maduros de guayaba. Este es
un paso preliminar para aplicar la tecnologia de ARN antisentido para el silenciamiento de genes con el propédsito de
controlar la maduracion en frutos de guayaba a través de la transformacién genética. Un fragmento de ADNc ACC
oxidasa fue aislado usando el sistema Ready To Go™ RT-PCR Beads y fue clonado en el vector pGEMR-TEasy. El
andlisis de la secuencia mostré un elevado porcentaje de homologia (84-94%) con otras ADNc ACC oxidasas
referenciadas en bases de datos.
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ABSTRACT

Isolation and cloning of a cDNA fragment encoding ACC oxidase from ripe guava fruits by RT-PCR is shown in this report.
It is the early step to apply RNA antisense technology for gene silence in order to control guava fruit ripening through
genetic transformation. ACC oxidase cDNA fragment was isolated using Ready To Go™ RT-PCR Beads system and
cloned into pGEMR- Teasy vector. Sequence analysis showed a high homology percent (84-94%) with other cDNAACC
oxidases reported in data base.
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Abreviaturas: ADNc (acido desoxirribonucleico complementario), ACC oxidasa (1-aminociclopropano-1-carboxilo
oxidasa), TI-RCP (transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa), RCP (reaccidon en cadena de la
polimerasa), ARN (acido ribonucleico).

INTRODUCCION y la secuenciacién de un fragmento de ADNc ACC

oxidasa a partir de frutos maduros de guayaba enana
con la perspectiva de ser usado para el futuro control
de la biosintesis de etileno en frutos de este cultivo.

La guayaba (Psidium guajava L., Myrtaceae) originada
en América tropical es ampliamente cultivada en Cuba
para el consumo nacional y con interés de mercado.
La facilidad de su cultivo, su alto valor nutricional y la
popularidad de sus productos procesados la convierten
en un cultivo muy atractivo para el pais. La guayaba es
un fruto climatérico, en el cual el etileno controla la
velocidad de maduracion (Yueming, 2000). La rapidez
con que se produce este proceso afecta la
comercializacion de la fruta fresca; por lo que el manejo
poscosecha es importante para reducir las pérdidas
por maduraciones tempranas (Mason y Botella, 1997).
La dilucidacion de la ruta biosintética del etileno ha
brindado las bases para el analisis bioquimico y genético
de la misma. La ACC oxidasa es una enzima clave en
la biosintesis de etileno siendo la Ultima que interviene

Material vegetal y extraccién de acidos nucleicos

Los frutos de Guayaba Enana fueron colectados
y trasladados al laboratorio dejandolos madurar
completamente. Los mesocarpios fueron
cortados, congelados en nitrégeno liquido y
almacenados a —80°C hasta que se necesitaran.
ElI ARN total fue aislado a partir de los mesocarpios
de los frutos, usando un protocolo descrito por Lépez-
Gomez y Gomez-Lim (1992). EIADN gendmico fue
aislado a partir de hojas siguiendo el protocolo
descrito por Dellaporta et al. (1983)

en la sintesis del mismo (Giovannoni, 2001). Por esta
razon dicha enzima se selecciona para silenciar su
actividad utilizando la tecnologia del ARN antisentido
unida a la transformacioén genética (Mason y Botella,
1997). El trabajo muestra por primera vez el aislamiento

Diseno de los Oligonucleétidos y Reaccion TI-
RCP

Un par de oligonucleétidos degenerados fueron
disefiados a partir de un alineamiento realizado a 13
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secuencias ADNc ACC oxidasas pertenecientes a
individuos de la subclase Rosidae en el programa Clustal
X. La secuencia de los oligonucleétidos 5’ y 3’ fueron
5° AAYTGGGGHTTYTTTGAG 3" y &’
GCGNAGYTTCATRTARTCYTC 3’ respectivamente.
Lareaccion de transcripcion inversa fue llevada a cabo
utilizando el sistema Ready To Go™ RT-PCR Beads
(AmershanPharmaciaBiotech), 2ig de ARN total y
1.0mM de ambos oligonucleétidos en un volumen total
de reaccién de 50 ml. La reaccion fue realizada en un
solo paso en termociclador Perkin Elmer 2400
programado con los siguientes pasos: 30min 42°C;
5min 95°C; 1min 95°C, 1min 50°C, 1min 72°C (RCP)
por 32 ciclos mas una incubacion final de 7mina 72°C.

Reaccion RCP

Se realiz6 una reaccion adicional de RCP usando
como molde una pequefia porcion de la reaccion de
TI-RCP. Los parametros de la RCP fueron 2 min
95°C; 1 min 94°C, 1 min 52°C, 1min 72°C por 30 ciclos
mas una extension final a 72°C por 7 min. En el caso
de la RCP sobre el ADN de la planta los parametros
fueron 5min 94°C; 1 min 94°C, 1 min 50°C, 1min 72°C
por 32 ciclos.

Clonaje y Secuenciacion

El producto de la RCP fue bien purificado sin
contaminaciones de sales y otros productos usando el kit
GEL Band Purification Kit (AmershamPharmaciaBiotech).
La banda fue clonada en un vector pGEMR-TEasy
(Promega, USA)y la seleccion de los recombinantes fue
segun el criterio de colonias blancas y azules utilizando
células competentes XL-1Blue en la transformacion. La
secuenciacion se realizé sobre el mismo vector utilizando
los oligonucledtidos del fago M13 por el servicio de
secuenciacion MWG (MWG-Biotech, Ebersberg,
Germany).

El método de extraccion de ARN fue exitoso para el caso
de los frutos de guayaba maduros, a pesar de que
este protocolo nunca se habia experimentado para este
cultivo. Se obtuvo un ARN total de buena calidad y con
altos rendimientos, por lo tanto se tomo para la reaccion
de trascripcion inversa. La relacion 260/280 estuvo por
encima de 1.80 lo que indicé poca contaminacion con
proteinas. La integridad del ARN fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante,
visualizandose dos bandas correspondientes al ARN

ribosomal 25Sy 18 S (Fig. 1).

Fig. 1 ARN total aislado a partir del mesocarpio de fruto maduro de guayaba.

Al separar los productos de la reaccion de TI-RCP en
un gel de agarosa 0.8% se observé una banda intensa
de aproximadamente 750 bp ademas de otras
amplificaciones no especificas ubicadas por encima
y por debajo de dicha banda. Para aumentar la
especificidad del producto, se tomd una pequefia
porcién de la reaccion y fue reamplificada con un ligero
incremento en la temperatura de apareamiento (52°C).
Se obtuvo un solo producto y en la talla esperada

segun el disefio de los oligonucledtidos. En el caso
de la RCP sobre el ADN de la planta se obtuvo una
banda ligeramente por encima 1Kb, que podria indicar
la posible presencia de intrones al comparase con la
banda obtenida con los mismos oligonucleétidos pero
sobre el ARN total. La posibilidad de que esta banda
pertenezca a una isoforma de la ACC oxidasa
codificada en el ADN de la planta tampoco se descarta

(Fig. 2) (Castellano y Vioque, 2002).

Reaccién de IR-RCP con oligonucleétidos degenerados
Control positivo del kit Ready To Go™ RT-PCR Beads
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1. Control negativo
2. 1Kb ladder (Gibco BLR)
3.
4,
system.
5.

Reaccion de RCP con los oligonucleotiodos degenerados a
partir del ADN gendmico extraido de hojas de la planta.

Fig. 2 Reacciones de IT-RCP y RCP sobre ARN total aislado de
fruto maduro de guayaba y ADN gendmico extraido de hojas de
la planta respectivamente.



Elfragmento amplificado a partir del ARN total result6 ser
de una talla de 783 pb y su secuencia nucleotidica y
aminoacidica esta publicada en la base de datos GenBank
connumerode acceso “AY 123201”. El andlisis comparativo
de secuencia realizado a través de un Blastn (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) mostrd un alto porcentaje de
homologia (84-94%) con otras ADNc ACC oxidasas
pertenecientes a diferentes cultivares.

Este es el primerinforme de un gen homologo ACC oxidasa
expresado durante la maduracion del fruto de la guayaba.

Este trabajo fue realizado en el Instituto de
Biotecnologia de las Plantas. UCLV.
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