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RESUMEN

Guayule (Parthenium argentatum), es una especie cuya principal caracteristica es
producir hule de alto peso molecular e hipoalergénico. El presente estudio se
enfocé en encontrar genes en plantas silvestres de guayule que estuvieran
relacionados en la sintesis de hule que en un futuro pudieran ser candidatos para
la mejora genética y obtener un incremento en el rendimiento de hule. La colecta
de plantas silvestres se realizd, en las temporadas de verano (2016) e invierno
(2017). Se identificaron 12 sitios de colecta en Durango y 11 en San Luis Potosi.
De cada sitio se colectaron 3 muestras de tallos, provenientes de tres plantas
diferentes para su analisis. La extraccion de hule y resina se realizd por medio de
un equipo completamente automatizado que se basa en la técnica de extraccion
acelerada con solventes (ASE). En las muestras colectadas en Durango se
obtuvieron porcentajes de 14y 16.6 % de resina; 21.86 y 15.3% de hule en verano
e invierno, respectivamente. En las muestras colectadas en San Luis Potosi se
obtuvo un porcentaje cercano al 14% de resina en ambas temporadas, pero en el
caso de hule se obtuvieron porcentajes de 19.4 y 15.3% en verano e invierno,
respectivamente. Los 2 sitios de colecta en cada estado que presentaron los
resultados mas contrastantes en cuanto a porcentaje de hule fueron analizados
por secuenciacion masiva de transcritos. La secuenciacion se realiz6 por medio de
la plataforma de Illumina obteniendo un total de 372,661,284 lecturas crudas de
las cuales se identificaron 564,256 unigenes. Dichos unigenes fueron anotados
utilizando herramientas de gendémica comparativa, 241,176 obtuvieron homologia
con al menos una de las 7 bases de referencia utilizadas. Se categorizaron
funcionalmente 32,844 unigenes asociados a funciones biolégicas, funciones
moleculares y componentes celulares. El analisis de expresion diferencial de
genes de las 12 muestras secuenciadas arrojé un total de 4,684 genes regulados
positivamente (up-regulated) y 9,335 genes regulados negativamente (down-
regulated) ademas de 417 genes que no mostraron diferencia en la expresién en
ninguno de los contrastes establecidos. Entre los genes regulados negativamente,
se encuentran dos enzimas relacionadas en la sintesis del IPP en la ruta del
mevalonato: Acetil CoA tiolasa (AACT) e isopentenil pirofosfato isomerasa (IPI) en
plantas con mayor contenido de hule en la época de invierno en el estado de
Durango.

PALABRAS CLAVE: Transcriptoma, Sintesis de latex, Rutas de sintesis.
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l. INTRODUCCION

El caucho o hule natural es un polimero de isopreno con una estructura Cis (Cis 1-
4 poliisopreno) sus caracteristicas fisicoquimicas manifiestas de unas moléculas
largas y filiformes de un peso molecular alto (>1 MDa), lo hacen incomparable con
respecto al hule sintético (Moreno et al., 2005). Sus destacadas caracteristicas
como la firmeza, elasticidad, resistencia a la abrasion, resistencia al impacto y la
eficiente disipacién del calor (en virtud de la friccion reducida que minimiza la
acumulacion de calor) (van Beilen y Poirier, 2007) hacen que el hule natural tenga
mas de 40,000 usos o aplicaciones registradas, en ambitos tan diferentes que van
desde el doméstico hasta el médico; pasando por el automotriz, aeroespacial y

muchos otros (van Beilen y Poirier, 2007)

A pesar que existe mas de 2,000 especies de plantas productoras de hule natural,
en la actualidad Hevea brasiliensis es la Unica especie que se explota
comercialmente para la produccién de hule natural (George y Jacob, 2000). Otras
especies como dandelion (Taraxacum kok-saghyz) y guayule (Parthenium
argentatum) son fuentes alternativas de la produccion de hule natural con alto

potencial de alcanzar en un plazo medio su comercializacion a escala industrial.

El Guayule es un arbusto perenne lefioso, nativo del desierto de Chihuahua en
México y el sur de Texas en Estados Unidos, produce hule de alta calidad
principalmente en las células del parénquima de la corteza (Bonner, 1943). El
descubrimiento que el hule natural producido por H. brasiliensis es un material

alergénico para la mayoria de las personas, cuando se usO en aplicaciones



médicas o productos de higiene detoné una vez mas la investigacion y la
produccion de hule natural a partir de guayule (Wood, 2002). Este biopolimero
ademas de ser hipoalergénico, en la actualidad se ha considerado como una
fuente alternativa muy prometedora para complementar o en su caso reemplazar
la produccion de hule de Hevea. El hule natural biosintetizado en el guayule posee
cualidades inigualables, en particular para la industria de los neumaticos quien en
2015 tuvo un ingreso de alrededor de los 220.000 millones de USD y cuya
demanda de materia prima consume del 70 al 80% de la produccién mundial de

hule natural.

Por lo anterior, el interés y resurgimiento de la investigacion, desarrollo tecnoldgico
e innovacion ha cobrado enorme relevancia en los diferentes paises y regiones
econdmicas del mundo. Esto se refleja en el incremento sostenido del nimero de
trabajos publicados sobre guayule y la produccion de hule. Algunos de estos
trabajos se han encaminado a investigar la ruta de biosintesis del hule de guayule
y los genes participantes (Benedict et al., 2008; Ponciano et al., 2012). Para
estudios de esta indole existe una gran cantidad de técnicas que pretenden dar
respuesta a cada una de ellas; dentro de las que destaca la Transcriptomica o
RNA-seq la cual presenta ventajas evidentes ya que es una técnica muy
minuciosa y sensible, ademas que realiza un analisis cuantitativo de la expresion
génica y da como resultado el perfil exacto del transcriptoma de las células
eucariotas (Ekblom y Galindo, 2011). Ya que no se tienen bien definidos algunos
de los elementos participantes en la sintesis de hule de guayule, en el presente

trabajo se realiz6 un estudio exhaustivo en cuanto al transcriptoma de plantas



silvestres de guayule colectadas en diferentes condiciones edafoclimaticas en los

estados de Durango y San Luis Potosi.



1.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar genes en plantas silvestres de guayule relacionados con los puntos de
regulacion de la biosintesis de hule que en un futuro sea la base para el desarrollo

de planteamientos de esquemas de mejora genética.

1.1.1. Objetivos especificos

Identificar plantas silvestres de guayule que presenten la mayor y menor cantidad

de hule, para el estudio posterior del transcriptoma.

Generar una base de datos con el listado de genes identificados en el
transcriptoma de Parthenium argentatum que contenga informacion funcional de

los mismos (categoria GO).



I HIPOTESIS

El analisis del transcriptoma ayudara a la reconstruccion de la ruta de sintesis del
hule en Parthenium argentatum. Ademas de mostrar expresion diferencial de
genes relacionados directamente en dicha ruta (como es el caso de las proteinas
Cis-preniltranferasas (CPT), Aleno oOxido sintasa (AOS) y la homologa de la
pequefia particula de hule (GHS por sus siglas en inglés Guayule homologue
Small Rubber Particle Protein/SRPP) entre las plantas de mayor y menor

concentracion de hule.



[l. ANTECEDENTES

3.1. HULE NATURAL: Y su importancia a nivel mundial

El hule natural es un conjunto de mondmeros de isopreno (CsHg), unidos entre si
mediante una configuracion 1,4 Cis, lo que le permite a este polimero presentar
propiedades Unicas debido a su estructura intrinseca, su alto peso molecular y
contribuciones no definidas de componentes menores como o son proteinas,
minerales, carbohidratos y lipidos, los cuales se encuentran en una suspension
coloidal de particulas de hule comiunmente llamado latex (van Beilen y Poirier,
2007). Estas propiedades incluyen resiliencia, elasticidad, resistencia a la abrasion
y al impacto, eficiente dispersiéon del calor y maleabilidad a bajas temperaturas; las
cuales no han podido ser reemplazadas por algun hule sintético producido a partir

de petréleo, polimeros o mezclas naturales con ausencia de hule (Cornish, 2001).

Debido a las excepcionales propiedades del hule natural su utilizaciébn es
inevitable en mas de 40,000 productos de diversos ambitos incluyendo mas de
400 dispositivos de uso médico (Mooibroek y Cornish, 2000). Por lo tanto el
aumento en la produccién de hule se ha visto reflejada del afio de 1994 al 2014
(figura 1), ya que en sdlo 20 afios se observa el incremento tanto de la produccion

mundial de hule como la superficie cosechada. (FAO, 2014).
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Figura 1.Panorama del incremento en la produccién y hectareas cosechadas de hule
natural a nivel mundial de los afios 1994-2014. Fuente: FAOSTAT (julio 10, 2017)

Debido al incremento de la produccion de hule natural, cuatro continentes se
encuentran en la competencia, siendo el principal proveedor Asia (figura 2), ya que
en este continente se han encontrado las condiciones 6ptimas para el desarrollo
de la especie productora de hule con mayor importancia: H. brasiliensis, ya que
alrededor del 80% de la produccion mundial es proveniente de esta especie (Tang
et al., 2010; van Beilen y Poirier, 2007). Existen ocho familias botanicas, 300
géneros y alrededor de 2,000 especies identificadas como productoras de hule,
s6lo pocas son conocidas por la produccion de hule con alto peso molecular
(Bushman et al., 2006; Metcalfe, 1967), por lo tanto, H. brasiliensis se ha
establecido como una fuente comercial clave de hule natural por su peso
molecular, alto rendimiento y excelentes propiedades fisicas. H. brasiliensis es un
miembro de la familia Euphorbiaceae, que mide entre los 10 — 20 metros, con un

tallo cilindrico en plantas injertadas o de forma coénica en la base cuando las
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plantas proceden de semilla, cominmente en las grandes plantaciones el arbol se
deja ramificar a partir de los 2.5 m de altura con el objetivo de un tronco liso que
permita una buena extraccion del latex (Espinal et al., 2005) cabe mencionar que
el latex de Hevea se encuentra en el citoplasma en células especializadas
entrelazadas llamadas laticiferos, donde el hule natural es sintetizado y
almacenado en forma de particulas de latex (Hagel et al., 2008).
Aproximadamente, el contenido de hule de H. brasiliensis representa entre el 30 —
40 % del peso seco del latex, aproximadamente el 2 % del peso seco del arbol

(Hayashi, 2009).

A pesar gque la especie H. brasiliensis es de origen amazénico ha encontrado su
méaximo esplendor en cuanto a produccion de hule en otras partes del mundo
(figura 3), ya que la principal causa de baja produccién en esta zona es por el
azote de mal suramericano de la hoja 6 SALB (por sus siglas en inglés South
American Leaf Blight) provocado por Microcyclus ulei un hongo ascomiceto
endémico de dicha region (Lieberei, 2007) que ataca principalmente al género
Hevea y especialmente a H. brasiliensis (Junqueira et al., 1989) causando caida
de hojas jovenes, que en condiciones favorables (periodos de humedad foliar y
temperaturas igual o mayor a 20 °C) pueden llevar a la defoliacién; y en caso de
ataques constantes el debilitamiento, baja produccion de latex y la muerte de

arboles infectados (Araujo et al., 2001; Gasparotto et al., 1984)
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Figura 2. Produccién de hule a nivel mundial. Fuente: FAOSTAT (julio 10, 2017)

Ademas de la problemética que presenta Hevea en cuanto al patdégeno que lo
ataca existe otro gran inconveniente con el latex de Hevea ya que se ha
demostrado que existe una parte de la poblacion a la cual este latex provoca
alergia Tipo | (Siler y Cornish, 1994a) causando hipersensibilidad en pacientes ,
trabajadores al cuidado de la salud y personas en general que estén en contacto

constante con productos derivados del hule como guantes, condones, entre otros

(Ruéff, 2014).
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Figura 3. Principales productores de hule a nivel mundial. Fuente: FAOSTAT (julio 10,
2017)

Debido a la problematica en la que se ve envuelta H. brasiliensis y que depender
de una sola fuente de hule natural no es lo mas conveniente, se han buscado
cultivos alternativos como fuente de hule, dentro de los que se han destacado T.
kok-saghyz y P. argentatum (Cornish et al., 2015; van Beilen y Poirier, 2007).
Demostrando que el hule extraido de estas plantas es similar al que provee H.

brasiliensis (tabla 1) en cuanto al peso molecular y propiedades.
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Tabla 1. Comparacién de especies productoras de hule

Contenido Peso Produccién Rendimiento .
Fuente Molecular . a4 1 Referencias
(%) Ton/afo kg ha™a
(kD)
30-50% de (Blanc et al., 2006; Han
latex et al., 2000; Kim et al.,
Hevea 2% de peso 1,310 12&38160)00 500-3,000 2004; Mooibroek y
brasiliensis seco del Cornish, 2000; Priya et
arbol al., 2006)
(Kim et al, 2004,
Parthenium 3 - 12% del 10.000 300-2,000 Mooibroek y Cornish,
1,280 ' 2000; Polhamus, 1962;
arg(ca;ntatum dpelso sl,eco (1910) Swanson et al., 1979;
ray e la planta Van Beilen y Poirier,
2008)
(e e
Taraxacum S(iilopdees?a 2,180 3,000 (1943) 150-500 Mooibroek y Comish,
koksaghyz planta 2000; Whaley y Bowen,

1947)

Sin embargo, P. argentatum presenta una ventaja sobre T. kok-saghyz y H.
brasiliensis que ha causado la atenciébn de los investigadores; esta especie
produce hule hipoalergénico debido a que no contiene proteinas que causen algun

tipo de reaccion alérgica (Cornish, 1996; Cornish et al., 2015)

3.2. Planta de Guayule

P. argentaum Gray (figura 4) es un arbusto perenne comiunmente llamado guayule
(Benedict et al., 2008). Es un miembro de la familia Asteraceae, arbusto lefioso
que mide entre 0.3 — 0.6 m (Benedict et al., 2008), presenta flores amarillas y
hojas verde — grisaceo (Wood, 2002). Este cultivo crece naturalmente en altitudes
de 600 — 2,000 msnm el lugares con una precipitacion anual de 250 — 380 mm. El

rango de temperatura en el que se desarrolla es de 18 — 49.5 °C, son
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consideradas como plantas tolerantes a las altas temperaturas pero se ha
demostrado que entran en un proceso de dormancia cuando la temperatura se
encuentra por debajo de los 4 °C (Thompson y Ray, 1989). El pH éptimo para su

crecimiento va de 6 — 8 en suelos calcareos y bien drenados.

Figura 4. Planta de Parthenium argenatum en condicion silvestre

Presenta una reproduccién sexual para las plantas diploides (2n = 2x =36),
mientras que las plantas que son triploides (2n = 3x =54), tetraploides (2n = 4x =
72) y octaploides (2n = 8x = 144) se reproducen asexualmente por apomixis

(Bekaardt et al., 2010; van Beilen y Poirier, 2007).

12



La planta de guayule es nativa del suroeste de Texas y México, donde se
encuentra distribuida en Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, San Luis

Potosi y Zacatecas (figura 5).

Regioén del
Guayule

Figura 5. Distribucion del guayule en la Republica mexicana (de Rodriguez et al., 2006b)

Se han realizado estudios para identificar variaciones de diferentes caracteristicas
agronomicas entre poblaciones de los estados antes mencionados, ademas de
ubicar areas potenciales que contengas plantas de guayule con recursos
genéticos superiores. Dichos estudios demostraron que las plantas provenientes
de Nuevo Leon, San Luis Potosi y Zacatecas fueron las que presentaron un menor
contenido de hule (1.56, 1.56 y 2.13 % respectivamente) con respecto a Durango
que presento un promedio de 5.79 % de hule (Kuruvadi et al., 1997a). Datos que
fueron confirmados en 2006, ya que dicho estudio demostr6é que el estado donde
se presentaba el mayor contenido de hule (21 %) era Durango especificamente en

el area de Mapimi mientras que el menor contenido de hule provenia de las
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plantas colectadas en Rocamontes, Zacatecas con 5 % (de Rodriguez et al.,

2006h).

Se conoce que la produccion de latex en los tallos de P. argentatum se origina en
las células del parénquima que rodean a los conductos de la resina y después en
las células adyacentes del parénquima. Con la maduracion, las particulas de latex
aparecen en la vacuola de ambas células y es en la vacuola donde son
almacenadas (figura 6). Las particulas asumen diferentes formas dependiendo del
organelo en el que se encuentren, irregular o globoide si esta en el citoplasma o
esférico si se encuentra en la vacuola (Backhaus y Walsh, 1983; Goss et al.,
1984). Se tienen identificadas las partes en las cuales se encuentra la
acumulacion de hule en la planta, y se ha demostrado que la parte en la que existe

una mayor acumulacion de hule es en el tallo principal (de Rodriguez et al., 2001).

Figura 6. Micrografia electronica de barrido de células del parénquima de corteza de tallos
de Parthenium argentatum, mostrando vacuolas llenas de particulas de latex (Fotografia
de Delilah Wood, USDA)

En 2001 se reportd el experimento realizado con 35 plantas silvestres de guayule,

colectadas en Gémez Farias, Coahuila, las cuales pasaron por un proceso de
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secado y division en cuanto a raiz y tallo. Para después hacer la extraccion y
cuantificacion de hule y resina presentes tanto en raiz como en tallo, dando como
resultado que la mayor acumulacion de hule se encuentra en el tallo con un
10.24%. (de Rodriguez et al., 2001). Dato que seria comprobado afios mas tarde
al realizar un experimento similar, en el cual nuevamente se seccionaron las
partes de la planta pero esta vez en raiz, tallo y hojas. Donde el tallo vuelve a
presentar un porcentaje mayor de hule (figura 7) (de Rodriguez et al., 2006b;

Teetor et al., 2009).

Contenido de hule

8.9%

10.2%

-

Figura 7. Planta de guayule seccionada en partes: raiz, tallo y hojas (de Rodriguez et al.,
2006b).

Desde el punto de vista de las aplicaciones de hule en diversos ambitos y

productos, la resina resulta ser un componente indeseable ya que por sus
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caracteristicas como bajo peso molecular puede actuar como plastificante, de esta
forma las peliculas a base de hule provenientes de guayule presentan el riesgo de
ser menos firmes y facil de distorsionar (Jones, 1948). Sin embargo, este
componente puede ser aprovechado en la fabricacion de tableros de alta
densidad, resistentes a la degradacién por termitas; la proteccion de maderas
contra algunos organismos destructivos la cual se realiza por medio de la
impregnacion de dichas maderas con el extracto de resina; también el bagazo
proveniente de guayule que aun contiene resina se ha utilizado en combinacion
con polimeros epoxi para fabricar recubrimientos desprendibles utilizados para la
proteccion de diversos equipos (Nakayama, 2005). Ademas se ha encontrado que
en los productos activos de la resina se encuentran dos sesquiterpenos y un
triterpeno que presentan actividad toxica para los insectos (Gutiérrez et al., 1999).
Ya que la resina ha resultado tener aplicaciones bastante interesantes diversos
autores se han enfocado en encontrar nuevas aplicaciones de dicho material
ademas de hacer més rentable el cultivo de guayule. Una de las aplicaciones mas
recientes es atrapar compuestos volatiles como sabores, perfumes, aceites
esenciales y pesticidas, por medio de microcapsulas de alginato o almidén
combinados con la resina de guayule para una liberacién controlada (Pascual-

Villalobos y Lépez, 2013).

3.3. METODOS DE EXTRACCION DE HULE Y RESINA

Existen diversos métodos para la extraccion tanto de hule y resina proveniente de

P. argentatum de los cuales se debe tomar en cuenta los tiempos de extraccion,
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cantidad de muestra utilizada y lo mas importante la cantidad de hule y/o resina

obtenida (Salvucci et al., 2009)

Dentro de los mas utilizados para la extraccion de estos componentes en la
especie argentatum son: Extraccion con molino de bolas (el cual es reconocido por
haber sido llevado a escala industrial), Soxhlet, y extraccion acelerada con
solventes (ASE por sus siglas en inglés accelerated solvent extraction) los cuales
se encuentran a una escala de laboratorio. Los métodos como Soxhlet (Benedict
et al.,, 2010) y ASE (Pearson et al., 2013) presentan un factor coman, ambos se
realizan mediante dos rondas de extraccion una para quitar resina y la otra para
extraer hule, tipicamente se utilizan solventes polares como etanol, metanol,
isopropanol y acetona en la primera extraccion seguida de la extraccion con
solventes como tolueno, ciclohexano y hexano para la obtencién de hule (Cornish

et al., 2007)

3.3.1. Extraccién con molino de bolas

Fue uno de los primeros métodos de extraccion de hule propuesto por George
Miller en 1945, el cual consiste en usar métodos de coagulacion del hule en la
planta de guayule, seguido de una trituracion para llevar al molino con guijarros o
comunmente llamados bolas, la molienda se lleva a cabo colocando los trozos de
la trituraciébn en una especie de recipientes o reactores cilindricos revestidos de
porcelana, acero o acero inoxidable (figura 8). Los recipientes giran en sentido
horizontal a su eje mayor, al rodar los guijarros, uno sobre otro y contra los

costados del reactor en el que se encuentran la pulverizacién se produce con una
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pérdida minima de material vegetal (Gennaro, 2003). Para después llenar estos
reactores con agua que hacia que el bagazo se hundiera y quedard en la
superficie el hule y algunas impurezas, para eliminar las impurezas se aplicaba
calor y presion para hacer que las impurezas se fueran al fondo del cilindro y el
hule se aglomera y flotara, recuperando y lavando los aglomerados de hule,

posteriormente estos eran secados y empaqguetados para su envié (Byrne, 1975).

/ Engranaje

X N Parrilla conica

Salida de producto
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Figura 8. Imagen ilustrativa de molido de bolas y sus partes

3.3.2. Extraccion Soxhlet

Es una técnica usada para materiales solido-liquidos pero que resulto ser eficiente
en algun tiempo para la extraccion de hule y resina proveniente de guayule, la cual

fue denotada como extraccién estandar para este tipo de material (Black et al.,
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1985). El método de extraccion consiste en colocar el solvente para la extraccion
en un matraz bola, el cual se hace hervir por medio de parrillas eléctricas para que
los vapores del solvente asciendan por el extractor y se condensen en el
refrigerante cayendo gota a gota sobre el cartucho que contiene la muestra molida
de partes de la planta de guayule y la parte soluble pasa a través del cartucho
(figura 9). Cuando el liquido alcanza el punto de desbordamiento, un sifon es el
encargado de tomar el solvente y descargalo de nuevo en el matraz de destilacién

(Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998)

Salida de agua
—

Refrigerante

Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento

Cartucho
poroso

Sifon—»

A

L
s
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Regreso del
—
solvente +extraido

Figura 9. Imagen ilustrativa del método de extraccion Soxhlet. Fuente: (Nufiez, 2008)

Uno de los primeros experimentos con este tipo de extraccion demostré que era
relativamente mas rapido, ya que la resina que contenia la muestra se habia

podido eliminar durante 2 horas, para después mantenerse la muestra en hexano
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durante una noche completa seguida de una extraccion que también duro dos
horas (Nurthen et al., 1986). Los productos de la extraccién eran evaporados y el
contenido de resina como de hule era obtenido por diferencia de pesos. Los
autores de este experimento afirmaron que el tiempo de extraccidn era mucho
menor con esta técnica y que la recuperacion de hule y resina era mas
significativa, sin embrago, con este método el hule tuvo una tendencia a la
degradacion por el hecho de llevar la acetona hasta punto de ebullicién para poder

extraer la resina (Kopicky, 2014)

Otro de los trabajos que se realiz6 mediante esta técnica fue con semillas de
plantas modificadas otorgadas por la Universidad Auténoma Antonio Narro, las
semillas fueron germinadas bajo condiciones de invernadero, a los 15 dias las
plantulas se trasplantaron a bolsas individuales y mantenidas bajo invernadero
hasta su siembra a campo abierto en Ocampo, Coahuila. Cuando las plantas tenia
32 meses de edad se realizé un muestro para determinar la cantidad de hule en
diferentes partes de la planta mediante la técnica de Soxhlet, obteniendo
porcentajes de hule en el tallo principal que van de 4.80 — 12.05%. La cantidad de
muestra utilizada en este trabajo fue de 5 g, cantidad con la que se obtuvieron

buenos resultados en cuanto a la extraccion (Kuruvadi et al., 1997b)

3.3.3. Extraccion Acelerada con Solventes

Esta técnica presenta una importante ventaja sobre los procesos de extracciéon
antes mencionados debido a que reduce el manejo de solventes organicos,

aumenta la velocidad y eficiencia de la extraccion utilizando alta presién, sola o en
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combinacion de alta temperatura (Thurbide y Hughes, 2000). Ademas de proteger
al operador ya que este presenta un riesgo relativamente bajo de exposicion al
solvente, es completamente automatizado, tiene una mejor repetibilidad y presenta
la opcion de meétodos personalizados (Lou et al.,, 1997; Pearson et al., 2010;

Pearson et al., 2013)

En este método, la extraccion tiene lugar dentro de la celda de extraccién, donde
se coloca la muestra previamente pulverizada, junto con tierra de diatomeas o
arena de cuarzo para eliminar cualquier humedad que pueda interferir en el
proceso de extraccion. Por las caracteristicas de la muestra, es necesario colocar
uno o mas filtros, para evitar el paso de la propia muestra y/o tierra de
diatomeas/arena de cuarzo durante la extraccion al vial que contiene el extracto
final o para evitar que se presenten problemas de taponamiento. El proceso de
extraccion puede repetirse varias veces (varios ciclos) y a cada ciclo se le asigna
un tiempo de contacto entre la muestra y el solvente, de acuerdo a los resultados

gue se deseen obtener.

Debido a las prometedoras ventajas que esta técnica presenta sobre los demas
tipos de extraccion se han realizado varios estudios para determinar la eficiencia
de este método. En 2009, se colectaron plantas de guayule de la linea AZ-2 las
cuales fueron defoliadas, trituradas y tamizadas. El resultado de este proceso fue
congelado a -80 °C durante toda la noche para después ser secado por medio de
liofilizacién durante 24 horas. El material fue almacenado a temperatura ambiente
en un desecador durante 4 semanas, para después ser pulverizado, sellado y

mantenido a temperatura ambiente hasta la extraccién. El proceso de extraccion
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fue mediante el equipo Dionex ASE 200 (Bannockburn, IL). Se mezclé 1 g de
muestra pulverizada con arena Ottawa. La resina y hule se extrajeron con acetona
y ciclohexano respectivamente con temperaturas de 24 y 100 °C a una presion de
1500 psi; dando como resultado un promedio de 9.1 % para resinay 4.6 % de hule

(Salvucci et al., 2009).

Pearson et al., (2013), utilizaron la técnica ASE para cuantificar con mayor
precision el hule y resina proveniente de plantas mejoradas de P. argentaum de la
linea AZ-2, las cuales fueron molidas para su posterior extraccion mediante el
equipo Dionex 200, a una presiéon de 10.3 MPa, se utilizaron tres ciclos de 20 min
para extraer resina con acetona a 40°C y el hule fue extraido con ciclohexano o
hexano a 140 °C. Dando como resultado una extraccion mas rapida y con

cantidades menores de solvente utilizado (Pearson et al., 2013).

3.4. RUTA DE SINTESIS DEL HULE

Los isoprenoides vegetales comprenden un amplio grupo de compuestos; los
cuales pueden ser divididos en metabolitos primarios y metabolitos secundarios
(figura 10). Los metabolitos primarios son aquellos que resultan ser esenciales
para el crecimiento y desarrollo de la planta ya que participan en la integridad de la
membrana, la fotoproteccion y anclaje de funciones bioquimicas esenciales para
los sistemas especificos de la membrana; tal es el caso de esteroles,
carotenoides, reguladores de crecimiento, nucleétidos, proteinas, entre otros.
Mientras que para algunos metabolitos secundarios aun no se tiene bien definida

su funcion; se ha demostrado que tienen importantes interacciones entre la planta
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y el ambiente en el que se desarrolla. Dentro de los metabolitos secundarios se

incluyen los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos (Croteau et al., 2000;

Chappell, 1995)
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Figura 10.llustracion del metabolismo primario y secundario de las plantas (Garcia y
Carril, 2011)

Todos los isoprenoides se derivan de dos unidades basicas, el isopentenil
difosfato (IPP) y su isémero dimetil-alil difosfato (DMAPP). En las plantas, estos
precursores se sintetizan por dos vias. La via mevaldnica, presente en el

citoplasma y la via del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP), que esta confinada a los

plastidos (Enfissi et al., 2005).
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3.4.1. Via Mevaldnica (MVA)

Esta via consiste en sintetizar IPP a partir de un intermediario de seis carbonos
(mevalonato), que surge de la condensacion secuencial de tres unidades de acetil-
CoA catalizada por tiolasa e hidroximetilglutaril-CoA sintasa para generar 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), posteriormente una reduccion por medio
de una reaccion irreversible catalizada por HMG-CoA reductasa para formar acido
mevalonico. El mevalonato de seis carbonos es secuencialmente fosforilado y

descarboxilado para generar IPP (Croteau et al., 2000; Chappell, 1995)

3.4.2. Via 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP)

Esta via ha sido demostrada en algas y eubacterias asi como en las plantas. Aqui
el piruvato reacciona con el pirofosfato de tiamina (TPP) para producir un
fragmento de dos carbonos, hidroxielti-TPP que se condensa por medio del 3-
fosfato de gliceraldehido. EI TPP es liberado para formar un intermediario de cinco
carbonos 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato, que se reordena y reduce para formar 2-C-
metil-D-eritritol-fosfato y posteriormente se transforma para producir IPP (Lois et

al., 1998; Rodriguez-Concepcién y Boronat, 2002).

Tanto en la via MVA como la de MEP a partir del IPP se generan otros
compuestos por medio de las enzimas preniltransferasas que generan los ésteres
de difosfato alilico como es el caso de difosfato de geranilo (GPP), difosfato de

farnesilo (FPP) y difosfato de geranilgeranilo (GGPP) (Chappell, 1995).
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El hule natural pertenece a la clase de isoprenoides naturales, que utilizan al IPP
como precursor principal (figura 11); donde IPP y su isémero difosfato alilico
(DMAPP) sufren condensaciones para generar GPP, FPP y GGPP (Tholl, 2006).
Siendo FPP el sustrato de eleccion para la polimerizacion del hule (da Costa et al.,
2005) ademas de cofactores de iones metélicos como Mg®". De esta manera
varias moléculas de IPP se conjugan en una molécula de FPP en configuracién
Cis -1,4 por medio de reacciones catalizadas por una transferasa de hule (EC

2.5.1.20) (Cornish, 1993; Light y Dennis, 1989).
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Figura 11. Biosintesis de hule natural (Hayashi, 2009)
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3.4.3. Genes relacionados con la particula de hule

Como se mencion0 anteriormente, el hule natural (Cis 1-4 poli-isopreno) se forma
dentro de las células vegetales a partir de iniciadores de difosfato alilico e
isopentenil difosfato, y se empaqueta en particulas de hule subcelulares. Varias
proteinas se encuentran asociadas a estas particulas formando un complejo
proteico, la cantidad de estas proteinas varia notablemente entre las especies
productoras de dicho material (Siler et al., 1997), sin embargo, todas contienen
una enzima cis-preniltransferasa como integrante de un complejo enzimatico
(transferasa de hule EC 2.5.1.20), la cual ayuda a la sintesis de hule (Siler y

Cornish, 1994b)

A pesar de que la actividad y la descripcion completa de la tranferasa de hule adn
no se ha esclarecido, en H. brasiliensis se identificaron dos proteinas, una es el
factor de elongacion de hule (REF por sus siglas en inglés Rubber Elongation
Factor) (Dennis y Light, 1989) y la pequefa particula de hule (SRPP) (Oh et al.,
1999) que intervienen en dicho complejo. Estas proteinas bastante abundantes en
las particulas de hule (Asawatreratanakul et al., 2003), parecen ser codificadas por
un conjuntos de genes segun un estudio gendémico recientemente realizado por
Lau et al., (2016), que encontraron nueve y ocho genes, correspondiente a REF y
SRPP, respectivamente. También identificaron, la familia completa de los genes
del complejo de la cis-preniltranferasa (CPT: de 1 a la 11) (Lau et al., 2016; Tang
et al.,, 2016); que como ya se menciono es otro componente importante del

complejo enzimatico de la transferasa de hule en H. brasiliensis.
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En T. kok-saghyz, se han identificado, las proteinas: CPTs (TbCPT de 1 a 3),
SRPP y REF, todos comparten una alta similitud de secuencia con las presentes
en H. brasiliensis. Las proteinas CPTs en Taraxacum también son asociadas con
las particulas de hule y expresadas predominantemente en laticiferos (Schmidt et
al., 2010a; Schmidt et al., 2010b); el silenciamiento de los genes correspondientes
a estas tres proteinas, inhibio la sintesis de hule natural de alto peso molecular y
provocO una menor actividad de la hidroximetilglutaril-coenzima A reductasa
(HMGR), la enzima clave en la via del mevalonato (Post et al., 2012). Sin
embargo, en un estudio reciente, no encontraron una expresion diferencial de
estos genes entre plantas de alto y bajo contenido de hule (Luo et al., 2017); los
autores no llegaron a una explicacion evidente en cambio, dejaron en duda su
papel directo en la biosintesis del hule. Oh et al. (2000) demostraron que CPT de
Arabidopsis solo, no podia catalizar la formacion de hule de alto peso molecular.
Por lo cual, Kim et al., (2004) sugirieron que GHS o el SRPP pueden constituir
parte del complejo tranferasa de hule y desempefiar un papel en la incorporacion

de IPP para la obtencion de hule de alto peso molecular.

La actividad de la CPT, se describi6 en guayule por la primera vez en 1984
(Madhavan y Benedict, 1984); la evaluacidn de la expresion genética de la CPT en
plantas de guayule sometidas a condiciones frias no mostré una correlacién entre
esta y la temperatura. Sin embargo, un aumento brusco en la temperatura
nocturna estimulo la expresién de esta proteina (Ponciano et al.,, 2012). Otra
proteina de alta importancia en guayule es la GHS es una proteina pequefia que

se localiza alrededor de las particulas de hule en las células epiteliales (Kajiura et
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al., 2017) comparte 50% de similitud con SRPP y probablemente comparten el
mismo papel (Kim et al., 2004). El analisis funcional in vitro de la proteina
recombinante sobreexpresada en E. coli mostré que el GHS desempefia un papel
positivo en la incorporacién de isopentenil pirofosfato en hule de alto peso

molecular como lo hace SRPP (Kim et al., 2004).

Con el objetivo de incrementar los rendimientos de hule, se han realizado diversos
estudio y consiguiente descubrimiento de los genes relacionados a su produccion;
esto con ayuda de diversas técnicas moleculares utilizadas en la secuenciacion
tanto del genoma como del transcriptoma de diferentes tejidos de las tres plantas
con mayor potencial de explotaciéon H. brasiliensis (Chow et al., 2014; Ko et al.,
2003; Li et al., 2012; Rahman et al., 2013; Tan et al., 2017; Tang et al., 2016;
Triwitayakorn et al., 2011; Xia et al., 2011), Taraxacum kok-saghyz (Lin et al.,
2017; Luo et al., 2017) y Parthenium argentatum (Ponciano et al., 2012). Sin
embargo, como se puede evidenciar, el nUmero de trabajos entre las diferentes

especies es alto.

3.4.3.1. Importancia del transcriptoma

El andlisis del transcriptoma se ha vuelto cada vez mas importante a través de los
avances en las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion de
compafias como los son lllumina, Roche y Life Technologies. Ademas de ser una
alternativa viable que permite identificar genes presentes en un organismo
determinado, ya que la secuenciacion y ensamblado de genomas presenta mayor

dificultad en la mayoria de las especies vegetales a causa de la alta
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heterocigosidad, el alto contenido de elementos transponibles y los eventos de
duplicacién a los que ha llevado la evolucién (Harrison y Kidner, 2011; Wang et al.,

2009).

Las mejoras en la secuenciacidon del transcriptoma en la secuencia quimica y la
longitud de lecturas han permitido una cantidad de secuencias sin precedente, que
se ve limitada principalmente por el costo y la disponibilidad de material biolégico
(Van Verk et al., 2013). En particular, la secuenciacion de ARN (RNA-Seq) surge
como una valiosa herramienta para perfilar genes expresados en plantas y otros
organismos en una etapa determinada (Ozsolak y Milos, 2010; Van Verk et al.,

2013; Wang et al., 2009).

A la par del progreso en las tecnologias de secuenciacion, numerosos softwares
han sido desarrollados para el ensamblado de novo del transcriptoma. Entre los
softwares mas utilizados se encuentran Velvet (Zerbino y Birney, 2008),
SOAPdenovo (Li et al., 2010), Trinity (Grabherr et al., 2011), MIRA (Chevreux et
al., 2004) y Newbler (perteneciente a la compafia Roche). Adicionalmente al
ensamblaje de novo del transcriptoma se pueden realizar procedimientos que
mejoren la calidad de dicho proceso, como lo es utilizar mas de un ensamblador,
ya que ayuda en la optimizacion del nimero de “contigs” y sus longitudes (Lin et

al., 2011; Zhao et al., 2011).

Herramientas como BLAST (por sus siglas en inglés The Basic Local Alignment
Search Tool) ayuda en la busqueda de regiones de alta similitud entre dos

secuencias, bien sea a nivel nucleotido o proteico. Lo cual después de la
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reconstrucciéon del transcriptoma es parte vital para la anotacion funcional de los
contigs generados por los ensambladores, lo que se puede fundamentar por
medio de la homologia presente entre una secuencia y otra. Las bases mas
utilizadas en la anotacion funcional son Swiss-Prot, TrTEMBL, GO y KEGG (Lau et

al., 2016; Remm et al., 2001).
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IV. METODOLOGIA

4.1. Colecta de material vegetal

Las colectas del material vegetal silvestre se realizaron en los estados de Durango
y San Luis Potosi. Localidades que en los afios 1990’s se identificaron como unas
de las de mayor y menor contenido de hule respectivamente (de Rodriguez et al.,
2006b). Se realizaron colectas en la temporada de verano (septiembre, 2016) que
es la temporada en la que se tiene reportada la menor acumulacion de contenido
de hule y en invierno (febrero, 2017) que es cuando se tiene registrado se
acumula el mayor contenido de hule (Angulo-Sanchez et al., 2002). La colecta en
diferentes localidades y épocas del afio, permitié asegurar la identificacion de al
menos un sitio con material vegetal de alto contenido de hule y otro con bajo, esto
para poder contrastar la sobreexpresion de genes involucrados en la biosintesis

de hule en los analisis transcriptomicos.

Los sitios de colecta de material vegetal se eligieron considerando diferentes
caracteristicas edafocliméticas, las coordenadas geogréficas, asociacion de
plantas endémicas, caracteristicas fisiolégicas y de exposicion. De cada sitio
identificado se tomaron tres muestras de tallo correspondientes a tres plantas

diferentes para su posterior analisis.

Para la extraccion de hule y resina se colectaron segmentos en fresco de tallos de
10 a 15 mm de diametro y 7 cm de longitud (figura 12) para homogeneizar las
muestras colectadas (Cornish et al., 2000), las cuales fueron secadas durante 48 h

a 45 °C al llegar al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA).
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Figura 12. Colecta de tallos de Parthenium argentatum

A la par, de las mismas plantas, se realizaron colectas de corteza de tallos, las
cuales fueron congeladas de inmediato en nitrégeno liquido y mantenidas a -80
°C, hasta la extraccion de &cido ribonucleico (ARN) para su posterior analisis

transcriptémico.

4.2. Extracciéon y contenido de hule

El hule natural y resina de las plantas de guayule fueron extraidos a partir de
muestras de tallo molido en un molino ultra centrifuga (Retsch, ZM 100. USA) a
1400 rpm durante 10 segundos seguido de un proceso de secado a 45 °C durante

24 h (figura 13).
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Figura 13. Proceso de molienda de tallos de guayule. a) tallo de guayule. b) tallo de
guayule cortado en trozos. c) tallo de guayule molido

La extraccion de ambos compuestos se realizé usando un equipo de extraccion
automatizado Speed extractor (figura 14) (BUCHI, E-916. Suiza). Este equipo es
completamente automatizado y utilizado para la extraccion en paralelo de
compuestos organicos principalmente de una gran variedad de muestras solidas o
semisélidas. Basicamente lo que hace este equipo es aplicar temperatura y
presion a un solvente determinado que se encuentra dentro de una celda de
extraccion aplicando multiples repeticiones si asi se desea, para obtener altos
porcentajes de recuperacion. Al terminar se realiza un enfriamiento por medio de

solvente frio y la eliminacion de este se realiza mediante la inyeccién de nitrégeno

(gas).
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Figura 14. Equipo automatizado Speed Extractor E-916, marca BUCHI y sus principales
componentes (a) Celda de extraccion, b) Equipo Speed Extractor E-916, ¢) Reservorio de
solventes, d) Viales de recoleccién).

Preparacion de la celda de extraccion: cada ciclo de extraccion puede ser de

hasta 5 celdas de 40 ml, cada una se prepar6 de la siguiente manera:

1.

2.

3.

Filtro de celulosa

5 gramos de arena de cuarzo (BUCHI de 0.3-0.9 mm. Suiza)

Filtro de celulosa

Mezcla de arena de cuarzo y muestra (25 g, 1 g y 0.5 g segun
corresponda)

5 gramos de arena de cuarzo
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6. Filtro de celulosa

Condiciones de extraccion programadas en el equipo de extraccion: La
obtencion de resina y hule se realiz6 con 2 rondas de extraccion en base al
procedimiento de Pearson et al. (2013) con algunas modificaciones. La primera
ronda consistié en extraer la resina de la muestra usando acetona como solvente,
para después extraer el hule presente utilizando hexano. En la tabla 2 se muestran

las condiciones bajo las cuales se realizaron las rondas de extraccion.

Tabla 2. Condiciones bajo las cuales se realiz6 la extraccion de resina y hule provenientes
de muestras de Guayule

Extraccion Extraccion de
resina hule
Parametro Caracteristica Caracteristica
Temperatura 40 °C 60 °C
Presién 100 bares 100 bares
Solvente Acetona 100% Hexano 100%
Celdas 40 ml 40 ml
Vial 240 ml 240 ml
Ciclos 3 3
Calentamiento 3 min 3 min
Retencién 5, 10, 15 min 5, 10, 15 min
Descarga 5 min 5 min
Enjuague con 3 min 3 min
solvente
Enjuague con gas 3 min 3 min

Cada extracto obtenido, fue colectado en viales de 240 ml previamente
etiquetados para su posterior concentracion usando un equipo de multiple
evaporacion (BUCHI, Multivapor™ P-6., Suiza) a una temperatura de 40 °C y 60
°C para resina y hule respectivamente. Al obtener el extracto lo mas concentrado

posible (20 ml aproximadamente) este fue recolectado en viales previamente
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pesados y etiquetados. Posteriormente los viales fueron puestos en un liofilizador
(LABCONCO, Free Dry System/Freezone 4.5. USA) durante 24 h para eliminar el
solvente y llevar las muestras hasta la desecacion. Los calculos para determinar
el porcentaje de resina o hule presente en las muestras procesadas se realizaron

aplicando la siguiente formula:

Pvm- pv *100/ps

Pvm= peso del vial + muestra liofilizada

pv= peso del vial

ps = peso de muestra puesta en las celdas

En esta parte de la investigacion se utilizd un disefio experimental completamente
al azar, y una comparacion de medias con la prueba de Duncan a un intervalo de

confianza del 95 %.

4.2.1. Identificacién de hule

Para la identificacion de hule se utilizé la técnica de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) cuyo fundamento es la absorcion de energia (radiofrecuencias) por
un nucleo magnéticamente activo, que esta orientado en el seno de un campo
magnético, y que por efecto de esa energia cambia su orientacion. La muestra de
hule se diluy6o en 5 ml de cloroformo a temperatura ambiente, una vez disuelto se
colocaron entre 0.5 a 0.8 ml de muestras en tubos de RMN de 8 pulgadas de
longitud; estos fueron introducidos en el equipo de RMN (Bruker, 400MHz,

Alemania). Los datos obtenidos fueron procesados con el software TopSpin®, 4.0.
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4.3. Extraccion y cuantificacion de ARN total

4.3.1. Extraccion de ARN total

Se eligieron 4 sitios que presentaron resultados mas contrastantes en cuanto al
porcentaje de hule. Las extracciones de ARN total se realizaron para las muestras
de la corteza de 12 plantas procedentes de estos 4 sitios y conservadas a -80 °C.
Para cumplir este objetivo se completaron dos protocolos uno de extraccién y otro
de purificacién: 1) para la extraccion se siguié el protocolo descrito por los
fabricantes del reactivo Tri-Reagent, a este protocolo se incorpor6 un paso de
centrifugacion (12,000 xg, 10 min., 4 °C) tras la homogenizacién de la muestra con
el reactivo Tri-Reagent, eso ayudo a liberarse de las grasas y los polisacaridos (
ver ANEXO 1); 2) la purificacion se realizo siguiendo el protocolo de purificacion de
RNA, usando el kit RNeasy Micro kit (Qiagen) (ver ANEXO II). La comprobacion
de la calidad del producto obtenido de cada una de las muestras, se realizd por
medio de la técnica de electroforesis, preparando un gel de agarosa al 1% en un
tampon de corrida de TAE 1X (Tris, acetato y EDTA), corriendo durante una hora y
10 min a 70 volts. Una buena extraccion debe generar un producto no degradado

y libre de fragmentos de ADN gendmico.

Ademas de la calidad, la técnica elegida para la secuenciacion masiva (ver
apartado 4.4) exige una cantidad minima de 3 pg de RNA total y una
concentracion no menor de 50 ng/pl. Para cuantificar la cantidad de ARN extraido

se us6 el equipo Quantus™ Fluor (E6150, EUA), siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Quantus™ Fluor estd disefiado para proporcionar una deteccién

fluorescente altamente sensible al cuantificar acidos nucleicos y proteinas.

4.4. Secuenciacidon masiva de transcritos

Una vez verificada la concentraciéon y calidad de las extracciones de ARN, las
muestras se procesaron usando la plataforma de Secuenciacion por Sintesis
(SBS), con el sistema NextSeq 500 Medio Rendimiento, de lllumina. El cual tiene
la capacidad para generar aproximadamente 35 Gb y un promedio de 110 millones
de lecturas pareadas. Esta parte se realizd en el Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) ubicado en Libramiento Norte,

carretera a Ledn km 9.6 codigo postal 36821, Irapuato, Guanajuato.

4.5. Integracién de datos transcriptomicos

Esta parte de la investigacion fue realizada en el Instituto de Ecologia A.C
(INECOL) ubicado en kilbmetro 2.5 carretera antigua a Coatepec No. 351, Colonia
Congregacion el Haya, codigo postal 91070, Xalapa, Veracruz. En el laboratorio
de Estudios Tedrico computacionales a cargo del Dr. Enrique Ibarra Laclette y M.C

Emmanuel Villafan de la Torre, como parte de una estancia de investigacion.

45.1. Filtrado de calidad

Lo primero a realizar fue el filtrado de calidad para las secuencias pareadas
obtenidas de la plataforma de Illlumina. Esto fue realizado por medio de un “script”
de Phyton con el cual se pueden automatizar ciertas tareas 0 acciones en un

ordenador (https://github.com/Czh3/NGSTools/blob/master/qualityControl.py). Se
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utilizaron parametros como: -q = 30 que es el valor minimo de la calidad permitida
en formato Phred; -p = 90 siendo el porcentaje minimo de bases en la secuencia
que deben tener una calidad -q; -a = 29 que es el limite de la calidad promedio

estimada a lo largo de la secuencia.

45.2. Ensamblado

Ya que fueron filtradas las secuencias y se obtuvieron secuencias pareadas con el
estatus de calidad asignado en el paso anterior, se prosigui6 a evitar la
superposicion de bases, usando el programa SeqgPrep

(https://github.com/jstiohn/SegPrep), que su actividad principal es combinar las

secuencias que tengan al menos 25 bases que se solapen en las posiciones inicial

o terminal, para obtener una secuencia mas larga.

El ensamblado de las secuencias se realiz6 utilizando el programa TRINITY, un
ensamblador de transcriproma de novo, el cual emplea un algoritmo basado en la
utilizacion de los graficos de Brujin (Grabherr et al.,, 2011). Al resultado del
ensamblado de TRINITY se le llama comunmente “contigs” (también conocidos

COmo unigenes).

4.5.3. Limpieza

Para evitar la presencia de posibles agentes contaminantes en los contigs
resultado del ensamblado con TRINITY, se utilizé el programa DeconSeq

(http://deconseq.sourceforge.net/manual.html), esto debido a la procedencia de las

muestras a las cuales se les extrajo el ARN, ya que como antes se mencioné
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provienen de dos distintos estados de la Republica Mexicana y las cuales fueron
colectadas en condicion silvestre. Los contigs fueron comparados contra
secuencias de referencia (virus, bacterias, hongos, familias de ARN no codificante
y elementos de ADN repetitivo). Aquellas secuencias que tuvieron una identidad

del 85% a lo largo del 90% de su longitud fueron eliminadas.

La parte final se realizé con el programa SeqClean, el cual fue usado para cortar
y/o eliminar regiones terminales de baja complejidad, colas de poli A o poli T de

los unigenes (https://sourceforge.net/projects/seqclean/files/). Dejando secuencias

igual o mayor a 200 pb de longitud.

Con la finalidad de evitar cualquier redundancia se realiz6 un reensamblado de las
secuencias resultantes de los procesos anteriores, para este fin fue utilizado el

ensamblador Newbler el cual redujo considerablemente la cantidad de unigenes.

4.5.4. ldentificacion de Marcos de Lectura Abierta en los unigenes
provenientes de Parthenium argentatum

Para realizar la identificacion de Marcos de Lectura Abierta (ORF; por sus siglas
en ingles Open Reading Frame) en los unigenes de Guayule, lo primero fue crear
una base de datos con las secuencias de RNA mensajero (mMRNA) de 10
diferentes especies que posteriormente ayudarian en el proceso de la
identificacion de las secuencias codificantes; las secuencias de los mRNA’s de 9
de las especies fueron descargas del Centro Nacional para la Informacién

Biotecnoldgica (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.qgov), se eligieron aquellas que

fueran cercanas filogenéticamente y/o que fueran funcionalmente compatibles.
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Como un caso especial Arabidopsis thaliana fue elegida debido a que se
considera como el mejor genoma en existencia para especies vegetales

(https://www.arabidopsis.org/). En la tabla 3 se muestran las especies elegidas

para realizar la identificacion de secuencias codificantes (CDS, por su siglas en

inglés, coding sequence).

Tabla 3. Especies elegidas para llevar a cabo la identificacion de marcos de lectura
abierta en los unigenes de Parthenium argentatum

Subclase Familia Genero Especie

Asteraceae Helianthus annus
Solanaceae Solanum lycopersicum

Astéridas Solananceae Capsicum annuum

Solananceae Nicotiana tabacum

Pedaliaceae Sesamum Indicum

Euphorbiaceae Hevea brasiliensis

Vitaceae Vitis vinifera

Résidas Malvaceae Gossypium hirsutum
Brassicaceae Brassica rapa

Brassicaceae Arabidopsis thaliana

A cada una de las 10 bases de datos se le realizé la identificacion de CDS

mediante un  “script” de Phyton (https://github.com/peterjc/picogalaxy

/blob/master/tools/get_orfs _or_cdss/get_orfsor_cdss.py) (Cock et al., 2009).

La identificacibn de ORF’'s presentes en los unigenes de Guayule se realizé por

medio del algoritmo AlingWise el cual esta disefiado para identificar regiones de
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secuencias codificantes para proteinas bioldgicamente relevantes mientras realiza

una correccion en los cambios de marco (Frame-shift) (Evans y Loose, 2015).

4.5.5. Identificacion de proteinas homaologas

Una vez que se tuvieron las CDS encontradas en los unigenes de Guayule y su
respectiva traduccién proteica. Se procediéo a realizar la comparacion de las
proteinas encontradas en Guayule contra 7 bases de datos (tabla 4) con el
objetivo de encontrar proteinas homologas. Esto se realizé por medio del algoritmo
de BLASTp utilizando un umbral de e-value 10°. Las bases de datos fueron
reducidas a 6 (en comparacion a las 10 utilizadas para ORFs) ya que sélo se
utilizaron aquellas que fueran filogenéticamente mas cercanas (como es el caso
de H. annus, N. tabacum, S. indicum y S. lycopersicum), funcionalmente
compatibles (H. brasiliensis), la especie vegetal mejor anotada hasta el momento
(A. thaliana) y se adicion6 una base de datos de amplio espectro que contiene

proteinas de especies vegetales y demas seres vivos (UniProt).
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Tabla 4. Bases de datos utilizadas en la identificacién de proteinas homélogas al realizar
la comparacion con las proteinas encontradas en Parthenium argentatum

Proteinas identificadas Bases de datos

Arabidopsis thaliana
Helianthus annus
Parthenium argetatum Hevea brasiliensis
Nicotiana tabacum
Sesamum indicum

Solanum lycopersicum

Base de datos UniProt

4.5.6. Anotacion funcional a los unigenes de P. argentatum

La anotacion funcional de los unigenes de P.argentaum se realiz6 a partir de las
proteinas homodlogas encontradas en la base de datos de UniProt otorgandole
términos de ontologia génica (GO) esto mediante la herramienta de anotacion

funcional en la base de datos David (https://david.ncifcrf.gov/).

4.5.7. ldentificacion de genes ortdlogos

Primero se realiz6 una concatenacién de las proteinas de las diferentes bases de
datos: A. thaliana, H. annus, H. brasiliensis, N. tabacum, S. indicum, S.
lycopersicum, las proteinas de P. argenatum, ademas de las proteinas
identificadas en la sintesis de pirofosfato de isopentenilo (IPP), precursor principal
en la sintesis de latex en las vias de mevalonato y del metileritrol fosfato, estas

proteinas fueron descargadas de PlantCyc (https://www.plantcyc.org/) y MetaCyc
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(https://metacyc.org/). Una vez que se tuvo un Unico archivo se procedi6 a realizar

un BLASTp de todo contra todo con un e-value de 10™°. Ya que se obtuvo el
archivo resultante de BLAST, se prosiguié a la identificacion de genes ort6logos.
Este proceso fue realizado mediante un “script” de OrthoMCL que proporciona un
método confiable para la construccién de estos grupos a través de multiples
taxones eucariotas, utilizando un algoritmo de Markov Cluster que ayuda a la
agrupacion de genes ortélogos y paralogos (putativos)

(http://orthomcl.org/orthomcl/) (Li et al., 2003).

Con el fin de contabilizar todos aquellos genes ortélogos que se encontraron en

cada una de las especies se utilizé get_species_ortho.pl un “script” de perl.

4.5.7.1. Andlisis filogenético

A las proteinas y CDS de los genes ortélogos que se encontraron en el mismo
grupo se les realizo el analisis filogenético mediante SeaView 4, un programa que
permite realizar dicho analisis por medio de un conjunto de secuencias de ADN o
proteina homadloga, hasta la construccion de arboles y la visualizacion utilizando la
alineacion actualizada y algoritmos de construccion de arboles de maxima
verosimilitud (Gouy et al., 2010). La alineacion de secuencias fue tipo MUSCLE
(Edgar, 2004) y para la reconstruccién de los arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud se utiliz6 PhyML (Guindon y Gascuel, 2003), donde la tipologia de
todos los arboles se generé por medio del método de distancia BioNJ (por sus
siglas en inglés Bio Neighbor Joining) siendo identificado el arbol 6ptimo después

de la aplicacién de los métodos de intercambio de ramas adyacentes (NNI por sus
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siglas en inglés Nearest Neighbor Interchange) y el de poda y re-injerto de
subarboles (SPR por sus siglas en inglés Subtree Pruning Regrafting). Por ultimo,
el valor del soporte de las ramas fue estimado por medio de la prueba de razén de
verosimilitud aproximada (aLRT; por sus siglas en inglés approximate Likelihhod

Ratio Test) (Anisimova y Gascuel, 2006).

4.5.8. Analisis de expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial significa tomar los datos de lecturas
normalizados y realizar un andlisis estadistico para descubrir cambios
cuantitativos en los niveles de expresion entre los grupos experimentales. El nivel
de expresién se determina a partir de la abundancia de una secuencia en los
datos obtenidos.

La expresion diferencial de los unigenes encontrados mediante el ensamblado del
transcriptoma de guayule se realiz6 por medio de RSEM (por sus siglas en inglés
RNASeq by Expectation Maximization) un paquete de software de manejo
bastante amigable que ayuda a la cuantificacion de abundancia de las
transcripciones en los datos de RNA-Seq. Ya que no necesita de un genoma de
referencia, es ideal para la cuantificacion en ensamblados de novo del
transcriptoma (Li y Dewey, 2011).

Una vez que fueron obtenidos los niveles de abundancia de los transcritos, se
llevo a cabo el analisis de expresion diferencial a las 12 muestras; esto realizando
contrastes entre los estados, las estaciones de colecta y los porcentajes de hule

obtenidos; el analisis se realizdé por medio de los paquetes edge R y DESeq.

45



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Colecta de material vegetal

Como resultado de las colectas de plantas silvestres de guayule, se lograron
ubicar 12 sitios diferentes en el estado de Durango clasificados como D1 a D12,
mientras que para San Luis Potosi se ubicaron 11 sitios diferentes clasificados
como S1 al S11. La figura 15 y 16 muestra las ubicaciones de los sitios de colecta
(encerrados en el circulo rojo) para ambos estados. De cada sitio identificado, se
procedié a realizar la colecta de material vegetal para la cuantificacion de hule y
resina y para la extraccion de ARN total. De cada sitio se colectaron tallos y
cortezas de tres plantas diferentes en dos épocas del afio dando un total de 138

muestras a analizar.

Figura 15. Ubicacion de sitios de colecta en el estado de Durango
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Figura 16. Ubicacién de los sitios de colecta en el estado de San Luis Potosi

5.2. Estandarizacion del método de extracciéon y cantidad de muestra

El proceso de extraccion tanto de resina como de hule fue basado en el
procedimiento de Pearson et al. (2013). Sin embargo, se realizaron modificaciones
en los tiempos de retencion y temperatura, adaptandose a los requerimientos del
equipo y los puntos de ebullicion de los solventes usados, dando como resultado
dos rondas de extraccion. La primera consistié en la extraccion de resina de la
muestra utilizando acetona como solvente, con 3 ciclos de 5, 10 y 15 min de
retencion a una temperatura de 40 °C a 100 bares de presion.

Esta temperatura fue propuesta por Pearson et al. (2013) para evitar que la
acetona alcance el punto de ebullicibn. Una acetona caliente (alrededor de 100
°C) permite una mejor extraccion de resina, pero provoca disolucién y/o
degradacion de hule haciendo que el hule sea irrecuperable en la extraccion

posterior (Salvucci et al., 2009). Lo que se confirmé en el trabajo de Pearson et al.

47



(2013) quienes reportaron una pérdida de 26% de la fraccion de hule de alto peso
molecular por el contacto directo del hule con la acetona caliente.

Seguido de la remocién de la fraccion de resina, las muestras fueron sometidas a
una segunda ronda de extraccion, especifica para extraer el hule utilizando
hexano como solvente, 3 ciclos de 5, 10 y 15 min de retencion cada uno, a 60 °C
/100 bares de presion. Cabe mencionar que Pearson et al. (2013), utilizaron 140
°C para extraccion de hule con ciclohexano, sin embargo, bajo nuestras
condiciones de trabajo no fue posible usar una temperatura similar sin que se
tuvieran problemas de extraccion. Revisando las condiciones recomendadas por el
fabricante del equipo, mencionan que no es recomendable usar temperaturas de
extraccion que vayan por encima de la temperatura de ebullicion del solvente
utilizado, en este caso el hexano tiene una temperatura de ebullicion de 68 °C,
razén por la cual al bajar la temperatura de extraccion a 60 °C no se presentaron
problemas de taponamiento o elevada presion en el equipo obteniendo un fluido

proceso de extraccion.

Otro factor a ajustar fue la cantidad de muestra a usar, principalmente por las
limitaciones del material vegetal a analizar por lo que se realizaron varias pruebas
con 0.5, 1 y 2.5 g del mismo tejido de corteza molido. Los valores obtenidos de
hule y resina se muestran en la tabla 5. Como se puede observar, se presentd una
correlacion negativa entre la cantidad de muestra analizada y el rendimiento de
hule y resina obtenido. Esto es facil de explicar ya que las condiciones de
extraccion fueron fijas, principalmente el nimero de ciclos de extraccion y los

tiempos de retencién, lo cual indica que a mayor concentracibn de muestra se
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tiene mayor cantidad de hule y resina y por tanto se necesitaran mas namero de
ciclos de extraccién y/o mayores tiempos de retencion. Basado en los resultados
se eligio la cantidad de 0.5 g de muestra de corteza molida como punto de partida
para todas las muestras a analizar, debido a que esta cantidad dio el mejor

rendimiento de hule y resina.

Tabla 5. Comparacion de porcentajes de hule y resina obtenidos en relacién a la cantidad
de muestra procesada

Cantidad de muestra (g) Hule (%) Resina (%)
0.5 7 +0.98* 17+1.41

1 6 +0.89 15.6 £1.92
25 5+061 14 +1.58

*Media * desviacién estdndar tanto en el porcentaje de hule como de resina

5.2.1. Identificacion de hule

A partir de la técnica de RMN vy utlizando los procesos estandarizados
anteriormente para la extraccidon de hule y resina bajo las condiciones del presente
trabajo, se comprobd la presencia de hule natural en las muestras analizadas
(figura 17); y en el espectro del C*® se muestran 5 sefiales dominantes de los
desplazamientos quimicos que indica la presencia del poliisopreno Cis -1,4 pero
no para el isémero Trans -1,4 (figura 18). Estos datos concuerdan con estudios del
hule proveniente de la especie Taraxacum Koksaghyz (Schmidt et al., 2010b) y en

literatura utilizada como referencia (Brandolini et al., 2001).
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Figura 17. Espectro de RMN que comprueba la presencia de hule natural en las muestras
analizadas
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Figura 18. Espectro del C13 en donde se muestran los desplazamientos quimicos de los 5
carbonos presentes en el poliisopreno Cis
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En la tabla 6 se muestran los desplazamientos quimicos obtenidos tanto en
P.argentatum como en T. kokzaghyz, ademas de los desplazamientos reportados
en la literatura para el poliisopreno configuracién Cis y Trans para cada una de las

posiciones en las cuales se encuentran los carbonos.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos obtenidos en el hule proveniente de P.argentatum en
comparacion con T. kokzaghyz y lo reportado en la literatura

Posicion P. argentatum T. koksaghyz. Poliisopreno Poliisopreno
(ppm) (ppm) Cis (ppm) Trans (ppm)

1 26.41 27.0 26.4 26.9

2 125.04 124.0 125.6 124.5

3 135.22 134.2 135.00 134.9

4 32.22 31.4 32.2 39.9

5 23.45 22.3 22.9 16.0

5.3. Extracciones de hule y resina de plantas provenientes de Durango
colectadas en verano e invierno (2016-2017)

A partir de las muestras de tallo colectadas en los 12 sitios diferentes identificados

en dos épocas del afo en el estado de Durango, se realizaron las extracciones de

hule y resina y se calcularon sus porcentajes.

En las figuras 19 y 20 se presentan los contenidos de resina (en porcentaje)
extraidos de las muestras colectadas en verano e invierno respectivamente. En
verano, los valores de porcentaje de resina oscilaron entre 9-14% y en invierno
entre 11 y 17%. Estos resultados muestran un incremento de resina en todas las
muestras en la época de invierno frente al verano. Es importante resaltar el sitio
D7 que se mantiene en ambas épocas con el mayor porcentaje de resina con

14.40% para verano y 16.6% en invierno.
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Figura 19. Porcentajes de resina de la colecta de verano 2016 en el estado de Durango.
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05)
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Figura 20. Porcentajes de resina de la colecta de invierno 2017 en el estado de Durango
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05)

Al contrario de los resultados obtenidos con resina, el hule muestra mayores

porcentajes en verano con respecto a la colecta realizada en invierno. El rango de
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porcentajes de hule en verano oscila entre 12 y 21.86% y en invierno entre 9 y
15.3%. En algunos sitios de colecta como D4, D6 y D7 este cambio fue muy

contrastante (figura 21y 22).
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Figura 21. Porcentajes de hule de la colecta de verano 2016 en el estado de Durango
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05)
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Figura 22. Porcentajes de hule de la colecta de invierno 2017 en el estado de Durango
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05).
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5.4. Extracciones de hule y resina de plantas provenientes de San Luis
Potosi colectadas en verano e invierno (2016-2017)

En el caso de las colectas realizadas en el estado de San Luis Potosi los
porcentajes de resina en las muestras analizadas, en invierno no tuvieron el
mismo comportamiento que en Durango en el que todas las muestras fueron a la
alza, sin embargo, de 11 sitios identificados en San Luis Potosi, 6 si incrementaron
los porcentajes de resina en invierno comparado con verano, 4 de 11 se
mantuvieron igual y solo uno el S3 si bajo sus porcentajes de resina en invierno

respecto a verano (figura 23y 24).
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Figura 23. Porcentajes de resina de la colecta de verano 2016 en el estado de San Luis

Potosi. Medias + error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan
p>0.05)
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Figura 24. Porcentajes de resina de colecta de invierno 2017 en el estado de San Luis

Potosi. Medias + error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan
p>0.05)

Por lo que respecta a los porcentajes de hule obtenidos de las muestras de
verano, estos oscilan entre el 14 y 19.4% y los de invierno entre 7 y 15.3%. Por lo
cual, el hule demostr6 un comportamiento similar a lo observado en Durango,
debido a que su acumulacién se ve mas alta en la época del verano que la del

invierno (figuras 25y 26).

De forma general, en este trabajo se obtuvieron valores altos de concentracion de
hule en guayule alcanzando casi el 22% (muestra D4 de verano en Durango). Este
porcentaje de hule se reporté también en plantas silvestres en el afio 2004 (de
Rodriguez et al. 2004, citado (de Rodriguez et al., 2006a). Sin embargo, el
promedio general del contenido de hule (10 -15%) en las plantas analizadas en
este trabajo supera lo que esta reportado (8-10%), en 1997, para plantas silvestres

(Cantu et al., 1997). Cabe mencionar que estos datos no pueden ser comparables
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considerando el método de extraccion usado en su momento. El método ASE
usado en este trabajo, tiene una alta repetibilidad, alta recuperacion de la
extraccion, operacion totalmente automatica, bajo consumo y exposicion a los
solventes y menor tiempo de extraccion en comparacion a las técnicas
previamente usadas como Soxhlet, y gravimétrica (Suchat et al., 2013).

En 2013 dos grupos usaron la extraccion acelerada de solventes para extraer el
hule de guayule. El grupo de Suchat et al. (2013) analizaron 240 plantas
procedentes de 6 variedades y cultivadas en condiciones del mediterraneo, el
valor mas alto obtenido de hule fue 13.42%. Los valores obtenidos por Pearson et
al., en el mismo afio era de 0.85% pero el trabajo se realizé con plantas de una
misma linea mejorada. Es importante resaltar que el trabajo aqui presentado es la
primera vez que se usa la técnica de ASE para la extraccion de hule y resina de

plantas silvestres maduras.

Comparando la produccion de hule frente a la resina en invierno y verano, en
nuestros datos vemos que en verano la produccion global de hule es mayor que la
de resina, mientras que en invierno la acumulacion de hule y resina es
practicamente igual. Estos resultados en principio no coinciden con lo que
demostré6 Macrae et al. (1986), quienes encontraron que durante el verano las
plantas de guayule producen mas resina que hule y en invierno ocurre lo contrario.
Sin embargo, ellos concluyen que dado que la resina y el hule se producen por la
misma ruta biosintética del poliisopreno, cuando uno es mas alto el otro es mas
bajo, tomando esto en cuenta, si podemos observar este comportamiento en los

datos en verano donde tenemos un mayor porcentaje de hule y por lo tanto una
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menor concentracion de resina. Macrae et al. (1986), también mencionan que la
produccion de resina se ve favorecida a los 40 °C, este dato ayudo a la relacion
hule resina encontrada en nuestros datos en verano, podria indicar que las
temperaturas en verano del afio de colecta de nuestras muestras no alcanzaban

los 40 °C (Macrae et al., 1986)

Asi mismo, muchos autores coinciden con la hipétesis que las bajas temperaturas
favorecen la produccién de hule. Vaetch-Blohm et al. (2006), han demostrado que
la sintesis de hule parece ser altamente estimulada por temperaturas inferiores a
10 °C, especificamente durante la noche. Macrae et al. (1986) proponen que las
temperaturas bajas estimulan la produccion de hule sin eliminar el posible efecto
de otros factores ambiental tal como la intensidad de luz, los autores llegaron a
determinar que la produccion éptima de hule se produce a una temperatura de 27
°C durante el dia seguidas por 7 °C durante la noche. Angulo et al. (2002)
concluyeron que temperaturas entre -4 °C y 2 °C aumenta la sintesis de hule. La
tolerancia a la temperatura fria puede ser un factor en la produccion de hule
(Agrawal y Konno, 2009). Sin embargo, varios autores adicionan otros factores,
gue pueden tener igual importancia, solos 0 en combinacion con la temperatura
como las precipitaciones, asi que, Angulo-Sanchez (2002) ve en sus experimentos
gue los bajos niveles de lluvia mejoraron la acumulacion de hule, mientras que los
altos niveles de lluvia no lo hicieron a pesar que la alta precipitacion también
mejoro la produccion de biomasa. De igual forma Veatch-Blohm et al., (2006)
demostraron que plantas de guayule sometidas a estrés hidrico tuvieron mayores

concentraciones de hule que las plantas bien regadas y de igual forma que
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nuestros datos ellos obtuvieron mayores concentraciones de hule en plantas
sometidas a estrés hidrico en la época de verano comparada con invierno

(Veatch-Blohm et al., 2006)

Todo lo anterior, pone de manifiesto que el hecho de que nuestros datos indiquen
que en 23 sitios diferentes de dos estados diferentes en un mismo afio de colecta
la concentracion de hule sea mayor en verano que invierno puede ser posible bien
sea por que las condiciones de estrés hidrico en ese afo fueron suficientes para
promover la produccion de hule y/o porque las temperaturas de dia y noche en
esa época de ese afio fueron favorables para la produccién de hule entre muchos

otros factores.
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Figura 25.Porcentajes de hule de colecta verano 2016 en el estado de San Luis Potosi.
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05).
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Figura 26. Porcentajes de hule de colecta invierno 2017 en el estado de San Luis Potosi.
Medias * error estandar (n=3), con la misma letra no son significativamente diferentes (Duncan p>0.05)

En base a estos resultados y tomando en consideracion el criterio inicial de elegir
plantas con la mayor y menor sobreexpresion de proteinas involucradas en la
biosintesis de hule. Para los andlisis del transcriptoma, se eligieron 12 muestras
de corteza almacenadas a -80°C correspondientes a 3 sitios y 2 épocas de
colecta diferentes (con sus 3 repeticiones). De San Luis Potosi, se eligio el sitio S6
por ser el que presento los mas altos porcentaje de contenido de hule en verano y
de los mas bajos porcentaje de contenido de hule en invierno. En Durango, por
problemas técnicos que se tuvieron con las extraccién de ARN, se perdieron las
muestras colectadas en verano y por lo tanto se decidio elegir los sitios D10 y D11
de la colecta de invierno pues fueron los que tuvieron el mayor y el menor

contenido de hule.

59



5.5. Extraccion y cuantificacion de ARN total

Las figuras 27 y 28 muestran los geles de agarosa realizados para verificar la
calidad de los extractos de ARN total obtenido, a partir de las muestras
provenientes de los estados de Durango y San Luis Potosi, respectivamente. Se
nota que, en ambas figuras, el ARN no se encuentra degradado ni contaminado
de ADN, por lo cual estas extracciones fueron buenas candidatas para una

secuenciacion masiva posterior.

Figura 27. Gel de agarosa mostrando las bandas de ARN sin presencia de ADN en las
muestras de Durango

Con respecto a la cuantificacion, dadas las especificaciones del sistema de
secuenciacion (LANGEBIO), se tratdo de tener como minimo 3 pg de ARN, por
cada muestra, en la tabla 7 se muestran las cantidades de ARN por pl de muestra

leida en el equipo Quantus™Fluor
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Figura 28. Gel de agarosa mostrando las bandas de ARN extraido de las muestras
provenientes del estado de San Luis Potosi sin la presencia de ADN

Tabla 7. Concentracion de ARN total de las 12 muestras seleccionadas

Nombre D10 D10 D10 D11 D11 D11 sSs61 S6l S6I Se6eVv SeVv SeVv
Muestra

Concentracion 171 166 418 266 196 402 244 60 88 91 76 60
(ng/ul)

Las muestras se encontraban resuspendidas en 50 pl de agua libre de RNasa.

Por el tanto todas las muestras cumplieron con la minima concentracion requerida.

5.6. Filtrado y ensamblado de las lecturas

Se genero un total de 372,661,284 lecturas en bruto. Posteriormente, se realizaron
pasos de filtracion de calidad siguiendo los criterios mencionados en materiales y
meétodos. La tabla 8 presenta las 12 muestras y el niamero de secuencias

pareadas de lectura correspondiente antes y después de la filtracion.
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El filtrado consistid en eliminar adaptadores, bases defectuosas al principio y al

final de las lecturas y lecturas de baja calidad. Este proceso aumento el umbral de

calidad por base para todas las muestras por encima de Q30, lo que resulto en la

eliminacion del 25% del nimero de secuencias obtenidas para cada muestra

dando un total de 282,486,060 secuencias. El siguiente filtrado elimind, unas 36,

561,287 secuencias por no alcanzar la longitud deseada (75 bases), y por ultimo

unos 36,295,743 pares de secuencias se fusionaron en una de longitud mayor,

para tener finalmente un total de 245,659,229 lecturas.

Tabla 8. Muestras secuenciadas (codigo de identificacion, sitio de origen, criterio de
seleccidn, total de lecturas crudas, numero de lecturas después del filtrado de calidad)

Cadigo de Sitio de Criterio de - N® de N® de
identificacion de oriden seleccion Epoca lecturas (R1 - lecturas
la muestra 9 R2) filtradas
AR2HG1SS01 Durango  Mayor contenido Invierno 18,437,463 14,342,000
de hule.
AR2HG1SS02 Durango  Mayor contenido Invierno 14,640,509 10,966,283
de hule.
AR2HG1SS03 Durango  Mayor contenido Invierno 16,334,818 12,319,123
de hule.
AR2HG1SS04 Durango  Menor contenido Invierno 18,732,649 14,474,993
de hule.
AR2HG1SS05 Durango  Menor contenido Invierno 14,118,581 10,599,075
de hule.
AR2HG1SS06 Durango  Menor contenido Invierno 18,031,605 13,784,482
de hule.
AR2HG1SS07 San Luis  Menor contenido Invierno 13,981,550 10,977,059
Potosi de hule.
AR2HG1SS08 San Luis  Menor contenido Invierno 14,541,818 10,971,626
Potosi de hule.
AR2HG1SS09 San Luis  Menor contenido Invierno 15,049,504 11,479,433
Potosi de hule.
AR2HG1SS10 San Luis  Mayor contenido  Verano 14,650,513 11,114,304
Potosi de hule.
AR2HG1SS11 San Luis  Mayor contenido  Verano 13,625,397 9,627,402
Potosi de hule.
AR2HG1SS12 San Luis  Mayor contenido  Verano 14,186,235 10,587,250
Potosi de hule.
Total 372,661,284 282,486,060
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Con estas lecturas obtenidas de las 12 muestras analizadas, se realiz6 un
ensamblado de novo con TRINITY, el algoritmo primero realiz6 un montaje
ambicioso, donde una lectura se agregaba iterativamente a una lectura o contig
hasta que ya no era posible. Luego, se generaron secuencias Unicas a partir de
conjuntos de secuencias que se superponen, lo que resultd en la obtencién de
1,083,355 contigs de longitudes variables. A estos contigs se realizé otro filtrado
de limpieza lo que redujo el numero a 1,069,960 contigs. Dado que la especie de
P. argentatum es una especie heterocigota se pretendié evitar cualquier
redundancia por lo que se realiz6 un reensamblado con Newbler de lo cual

resultaron 564,256 contigs.

Este numero de contigs que corresponde al nUmero de transcrito Unicos supera
altamente lo que se obtuvo en el primer andlisis de transcriptoma realizado con
plantas de guayule (de 2 afios de edad), donde se generaron 12,682 lecturas
brutas de los cuales consiguieron soélo 9,021 unigenes (Ponciano et al., 2012).
Estos resultados demuestran la alta sensibilidad de la técnica de lllumina en
comparacion a la técnica de la secuenciacidon de “etiquetas de secuencias
expresadas” (EST, expressed sequence tags) que se aplicd con Ponciano et al.
(2012). Asi mismo, los valores de esta investigacion superan los obtenidos en los
trabajos realizados con muestras de H.brasiliensis y T. kok-saghyz, usando la
misma técnica, los valores obtenidos son de 48,780 y 57,760 para Hevea y 55,532
unigenes para T. kok-saghyz (Luo et al., 2017; Tan et al., 2017; Tang et al., 2016).
Una explicacion a eso puede ser que las plantas con que se trabajo fueron plantas

silvestres que presentaron una variabilidad entre ellas.

63



5.6.1. Identificacion de ORF’s

De los 564,256 contigs obtenidos, se identificaron 301,427 secuencias codificantes
(CDS). Probablemente la pérdida de 261,806 contigs es debido a que tienen

regiones no codificantes UTR (por sus siglas en inglés untraslated regions).

5.6.2. Identificacion de proteinas homologas

Se compararon las 301,427 CDS generadas de P. argentatum, de manera
individual, con las seis bases de datos citadas en la tabla 3 (ver materiales y

meétodos) para identificar proteinas homologas.

Se identificaron aquellas secuencias (hit, término usado por el programa) que
encontraron una homologia mayor de 90% en al menos una secuencia de las 6

bases de datos comparadas.

Al final se identificaron 241,176 hits que expresan proteinas homologas (lo que
corresponde a mas del 80% de los CDS generados). Entre ellos, 79.53% tienen
homologos en la base de datos de H. annus, 75.66% en UniProt, 67.48%, en S.
lycopersicum, 67.45% en N. tabacum, 66.4% en S. indicum, 67% en H.

brasiliensis, 64.5% en A. thaliana.

H. annus igual que guayule forma parte de la familia Asteraceae, lo que explica
esta mayor homologia en proteinas. H. brasiliensis (67%) conocida por su alta
produccion de hule, probablemente comparte con P. argentatum algunos

mecanismos de biosintesis de hule.

64



5.6.3. Anotacién funcional de los unigenes de Parthenium argentatum

De las proteinas homologas de la base de datos UniProt se obtuvieron los
términos GO (por sus siglas en ingles Gene Ontology) para los unigenes de P.
argentatum, 38,834 unigenes fueron subidos a la base de datos DAVID de los
cuales 32,844 unigenes heredaron al menos un término GO, en una de las
categorias funcionales: 17,818 unigenes (54%) asociados a funciones bioldgicos,
12,209 unigenes (37%) asociados a funciones moleculares y 20,547 unigenes
(62.5%) asociados a la categoria de componente celular. La figura 29 muestra los
primeros 10 procesos con el mayor numero de proteinas homologas en cada una
de las categorias funcionales. Es necesario un estudio méas profundo para
identificar la abundancia de estas proteinas en la planta y su posible relacién o
efecto en el rendimiento de hule. Ya que se sabe que guayule es una planta
desértica, sus proteinas relacionadas con respuestas a estrés abibtico y bibtico
son relativamente abundantes (Ponciano et al., 2012) razon por la cual, proteinas
relacionadas con el estrés salino se presentan en estas gréficas, al igual que
proteinas relacionada con la actividad de defensa contra el estrés hidrico
(respuesta al 4cido abscisico), (Jiang y Zhang, 2004) y proteinas con actividad de
qguinasa, que controlan, en eucariotas, la sefalizacion de defensa (Lee et al.,
2015). En cambio proteinas relacionadas con metabolismos de plantas, no se
detectan, tal vez por falta de informacién en las bases de datos usadas como
referencia para ser comparadas en este estudio. Lo que exige un trabajo manual
revisando secuencia por secuencia, los CDS identificados en este trabajo y

compararlos con genes o proteinas de guayule descritas anteriormente.
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Figura 29. Anotacion funcional de los Unigenes de Parthenium argentatum por medio de
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5.6.4. Identificacion de genes ortologos

A nivel genético se identificaron 340,718 genes ortologos entre P. argentatum, las
especies A. thaliana, H. annus, H. brasiliensis, S. indium, S. lycopersicum, y
proteinas relacionadas en las dos rutas de sintesis de IPP conocidas: MEP y MVA,
las cuales fueron descargadas de las bases de datos PlantCyc y MetaCyc. Estos

genes se reparten en 58,925 grupos.

En base a las proteinas descargadas de PlantCyc y MetaCyc se realiz6 la
reconstruccién de estas rutas (figura 30). Todos los genes codificantes de las
enzimas de la ruta MVA se han identificado dentro del transcriptoma generado. En

el caso de la ruta MEP se identificaron 6 enzimas de las 7 conocidas.

Se sabe que la biosintesis del hule se produce a través de las ruta MVA y
probablemente MEP (Sando et al., 2008). Estas rutas son catalizadas por muchas
enzimas y cofactores asi se comienza con la sintesis de IPP. Las secuencias que
no encontraron homologas en la base de datos, podrian resultar de la presencia
de ARNm no traducido, genes nuevos, genes uUnicos de guayule o errores de

ensamblaje.

Las bases de datos relacionados con la segunda fase de la biosintesis, que
incluye la ruta de la condensacion de IPP en particulas de hule no estuvieron
disponibles en el momento de la presente investigacion, ya que las secuencias
que fueron usadas para este analisis resultaron no contar con aquellas secuencias
de las cis-preniltransferasas, a las que se les atribuye la sintesis de latex, las

cuales ya se encuentran reportadas para Hevea brasiliensis y que los autores del
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articulo en el que fueron reportadas (Lau et al., 2016) no subieron los datos de
esas secuencias, aunque en su trabajo hacen mencion de las bases publicas en
las que se podian encontrar y descargar. Razon por la cual no se cumplié esta
parte del estudio. Aunque no se pudo realizar la reconstruccion completa de la ruta
del hule; en concreto de los elementos participes en el complejo de la particula de
hule, si se pudo reconstruir pasos posteriores al IPP hasta el FPP (figura 31) que
se conoce como el sustrato de eleccion para la polimerizacién del hule (da Costa

et al., 2005)

Se tiene conocimiento que todos los isoprenoides se derivan de dos unidades
bésicas, siendo una de ellas el IPP y que en diversas especies vegetales este
precursor es sintetizado por dos vias: MVA y MEP. Por lo que varios autores se
han enfocado en aquellos compuestos que se encuentren involucrados en la
sintesis del hule (Lau et al., 2016; Tan et al., 2017), lo que ha permitido la
reconstruccién de dichas rutas y que estas reconstrucciones son similares a las

aqui presentadas.

Una vez que se tuvieron los grupos con los genes ortélogos se procedio a realizar
un analisis filogenético a nivel de proteina y a nivel de secuencia nucleotidica esto
con el fin de demostrar que realmente a nivel proteina los genes eran ortélogos y a
nivel de secuencia nucleotidica para ver las distancias filogenéticas entre las
especies utilizadas, en total se obtuvieron 30 arboles filogenéticos (15 a nivel
proteina y 15 a nivel de secuencia nucleotidica, en el presente escrito solo se
presenta uno de los 15 arboles, el resto es presentado como material

suplementario).
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Figura 30. Reconstruccion de rutas de sintesis de IPP: a) MVA y b) MEP y los genes implicados. Las flechas
representan los genes, los cuadros presentan las especies que comparten genes ortélogos con Parthenium

argentatum =PaAr,

ArTh=Arabidopsis thaliana; HeAn=Helianthus annus;

LaPa=Ruta del hule; Seln=Sesamum indicum; SoLy=Solanum lycopersicum.
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Figura 31. Reconstruccidon de ruta del IPP hasta el FPP. Las flechas representan los genes, los
cuadros presentan las especies que comparten genes ortélogos con Parthenium argentatum.

La figura 32 muestra los porcentajes de identidad entre una proteina y otra,
independientemente de la especie que fue utilizada para la construccién del arbol
filogenético. Se observa la formacion de tres grupos en los cuales las proteinas
involucradas en la sintesis del precursor primario del latex (IPP) se agrupan con la
proteina de P. argentatum y H. brasiliensis. A nivel nucleotidico se vuelven a
formar los mismos tres grupos donde se puede observar que a este nivel las
especies se agrupan por su afinidad filogenética (figura 33), ya que los porcentajes

de identidad que se muestran en la figura 33 presentan una vision global de que
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tan cercanas o lejanas son las especies utilizadas para la construccién de este

arbol filogenético.
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Figura 32. Arbol filogenético del primer grupo de genes ortélogos a nivel de proteina
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Figura 33. Arbol filogenético del primer grupo de genes ortélogos a nivel de secuencia
nucleotidica.
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Los datos anteriores sirven para validar la informacién ya que P. argentatum se
agrupa por funcion con H. brasiliensis pues son dos especies productoras de hule
natural y filogenéticamente se agrupa con H. annus ya que ambas pertenecen a

la familia Asteraceae.

5.6.5. Analisis de expresién diferencial

Los valores de la expresion diferencial se calcularon con el programa DESeq

version 1.28.0; el cual mostré resultados mas concluyentes que edgeR.

Las comparaciones se realizaron para encontrar genes particulares que pueden
diferenciar condiciones contrastantes. Dadas las diferentes condiciones con las
que se contd en este estudio (Tabla 9) se opté por establecer 3 diferentes
combinaciones: 1) El primer contraste fue mayor/menor contenido en hule, la
comparacion se realizd con datos procedentes de la misma region (Durango) y la
misma época de colecta (invierno), de esta manera se intentd reducir los
parametros variables; 2) El segundo contraste fue Durango/San Luis potosi, en
este caso se compararon datos de dos regiones diferentes pero en la misma
época de colecta (Invierno) y con plantas de contenido de hule relativamente bajo;
3) El tercer contraste fue invierno-verano con plantas con el menor y mayor

contenido de hule respectivamente, con datos procedentes de San Luis Potosi.
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Tabla 9. Establecimiento de condiciones y contrastes para el analisis de expresion
diferencial.

Condicién A Condicién B Condicién C Condicién D Contrastes
. ) ) Condicién
Invierno Invierno Invierno Verano
A_vs_B
Menor Mayor Menor Mayor .
i 4 . 4 Condicion
porcentaje de contenido de contenido de contenido de
A vs C
hule hule hule hule - -
. . . , Condicién
Durango Durango San Luis Potosi  San Luis Potosi C vs D

La figura 34, presenta los datos de expresion de los genes identificados,

agrupados segun las 4 condiciones antes definidas.

Se puede observar que las plantas procedentes de Durango durante el invierno
del afio 2017 (condiciones A y B) se comportan de una manera homogénea entre
ellas. Ademas, se ve claramente el grupo de genes que se expresan altamente
(color amarillo) frente a los de menos expresién (color morado) y el cambio inverso
de la expresion entre plantas de mayor y menor contenido de hule. Esta
homogeneidad puede ser relacionada a la probable naturaleza apomictica de las
plantas muestreadas. Las plantas de naturaleza apomictica y las semillas que
producen son clones de la planta de la que se obtuvieron y tienen el mismo
genotipo (Bicknell y Koltunow, 2004; de Rodriguez et al., 2006b). Especificamente
en Durango, se detect6 ademéas de la presencia de plantas diploides una

dominancia de plantas tri- y tetra-ploides. Plantas triploides y niveles de ploidia
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mas altos generalmente son de naturaleza apomictica (Bicknell y Koltunow, 2004;

de Rodriguez et al., 2006b). .
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Figura 34. Mapa de calor. Representacion de los perfiles de expresion genética de las muestras de
Guayule en sus diferentes condiciones de colecta. El nombre de las 12 muestras se encuentra en
la parte inferior del mapa. Las barras rojas, verde, azul celeste y morado, corresponde a las
muestras colectadas en las condiciones A, B, C y D respectivamente. Una relacién filogenética
agrupa estas muestras segun la expresion genética de cada una y muestra en la parte superior del
mapa. Cada linea horizontal, corresponde a un gen determinado. Donde el color amarillo refiere a
expresion alta y el morado expresion relativamente baja.
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En cambio las muestras procedentes de San Luis Potosi, muestran un patrén de
expresion heterogéneo, reflejo de la naturaleza silvestre y probablemente la alta

variabilidad genética en la region.

Debido a lo anterior, se realizé un punto de corte en los valores de expresion
génica de e-value al 0.05, esto con el objetivo de quedarse sélo con aquellos
unigenes que se expresaran diferencialmente con un intervalo de confianza de
95%, lo cual redujo considerablemente el numero de unigenes expresados
diferencialmente. Al seguir trabajando con los contrastes establecidos en la figura
34, se encontrd un total de 4684 genes regulados positivamente (up-regulated) y
9335 genes regulados negativamente (down-regulated) ademas de 417 genes que
no mostraron diferencia en la expresién en ninguno de los contrastes establecidos

(figura 35).

AvsB 0 regulado positivamente
0 contra regulado
5 0 regulado negativamente
6377
1 0
255 0 89
806 11 6
0
4366 62 312
2082 0 64
CvsD
AvsC

Figura 35. Unigenes expresados diferencialmente mediante los distintos contrastes
analizados con un intervalo del 95% de confianza
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La mayoria de las enzimas que se identificaron en las rutas MVA y MEV en este
trabajo (figura 30 y 31), no mostraron una diferencia en su expresion entre plantas
de alto y bajo contenido en hule. En el trabajo de Sando et al. realizado con H.
brasiliensis, las proteinas AACT, HMGS, HMGR, MVK, PMK y MVD se
encontraron altamente expresadas en el latex en comparacion con otros tejidos de
la planta, lo que llevo a la conclusion del papel importante que juegan en la
biosintesis de hule dichas enzimas. En plantas de T. brevicorniculatum, la sobre
expresion del gen HMGR de A. thaliana y otros dos genes de la ruta MVA,
aumentd su actividad enzimética y afect6 a la acumulacién de productos
isoprenoides finales (Putter et al., 2017). Sin embargo, la sobreexpresion de
HMGR en plantas de guayule no produjo un aumento en los niveles de resinas o
hule natural (Dong et al., 2013). Benedict et al., sugieren que la biosintesis de
esterol en las plantas de guayule en el momento de la aparicion de nuevos brotes
vegetativos, reduce la expresion de HMGR y la polimerizaciéon de hule (Benedict et

al., 2014).

En el presente estudio y otros estudios recientes en guayule (Ponciano et al.,
2012) y en Taraxacum kok-saghyz, (Luo et al., 2017), no se encontraron genes
expresados diferencialmente que se relacionaran directamente con las proteinas
de particulas de hule. Los autores de Luo et al., (2017) dejan en duda que estas
proteinas putativas en realidad tengan un efecto directo en el rendimiento de hule

y proponen la posibilidad de la existencia de nuevos genes no descritos.

Una expresion diferencial se observd solo en el caso de las enzimas Acetil CoA

tiolasa (AACT) en la ruta MVA e isopentenil pirofosfato isomerasa (IPI) en la ruta

77



posterior a la sintesis de IPP, estas dos proteinas mostraron una regulacién
negativa (figura 36) en plantas de mayor contenido de hule. Existen varios
estudios, de los cuales se destacan el de Putter et al. (2017), los autores
describen 3 enzimas claves en la sintesis de hule presentes en la ruta del MVA
una de ellas la AACT, que al estar regulada positivamente influye en un aumento
en la cantidad de hule. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no
son muy contradictorios, ya que las proteinas correspondientes a estos dos genes,
junto a otros mas, se encuentran mas acumulados en las plantas del invierno
(resultados de un estudio protedmico obtenidos con las mismas muestras/
comunicacion personal A. Rodriguez). Cabe mencionar que el andlisis de los
genes expresados en un tejido determinado puede proporcionar informacién de
mecanismos moleculares que ocurren en el tejido en el momento de la
investigacién. Una manera de explicar esto es que la expresion de estos genes se
realiz6 en un tiempo previo a la toma de muestras y probablemente se realiz6 un
almacenamiento post-transcripcional de las proteinas correspondientes, en

cantidades suficientes para cumplir sus funciones en la polimerizacion de hule.
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Figura 36. Ruta del mevalonato (a), sintesis de FPP (b) y componentes del complejo de la
particula de hule (c), las flechas rojas (§) indican una expresion diferencial negativa de
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VI.

CONCLUSIONES

Plantas de guayule con contenidos de hule cercano al 20% colectadas en
Durango y San Luis Potosi podrian facilitar programas futuros de mejora

genética.

Las plantas de guayule colectadas en verano presentaron un mayor
contenido de hule lo cual puede ser atribuido al estrés hidrico que estas

presentaron tanto en el estado de Durango como en San Luis Potosi.

Las enzimas Acetil CoA tiolasa (AACT) e isopentenil pirofosfato isomerasa.
(IPP) muestran una regulacion negativa en plantas de mayor contenido de

hule en la época de invierno provenientes del estado de Durango.
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VII.

PERSPECTIVAS

Realizar la reconstruccion de la ruta de sintesis de latex en guayule
basados en los datos generados en este proyecto comparandolos con la
base de datos de H. brasiliensis. Lo cual podria dar una mayor
comprension de lo que se sucede después de la sintesis del IPP en
Parthenium argentatum.

Una vez que el genoma de P. argentatum sea liberado realizar una
comparacién con la base de datos obtenida en este proyecto con el fin de
generar mayor informacion respecto a la ruta de biosintesis de hule y de los
procesos que la regulan.

En ensayos futuros someter plantas de guayule a estrés hidrico con el fin
de obtener mayor acumulacion de hule y de este modo buscar los genes

involucrados en su biosintesis a diferentes tiempos.
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IX.

ANEXOS

9.1. Extraccion de ARN total (1)

7.
8.
9.

Por cada 100 g de muestra macerada agregar 1 ml de TRI Reagent y
homogeneizar.

Centrifugar a 12,000 g durante 10 min a 4°C.

Recuperar sobrenadante, pasarlo a un tubo eppendorf limpio dejar
reposar durante 5 min a temperatura ambiente.

Agregar 200 pl de cloroformo por cada ml de TRI Reagent. Mezclar
vigorosamente 15 s. Y dejar a temperatura ambiente durante 10 min.
Centrifugar 12,000 g durante 15 min a 4°C.

Recuperar sobrenadante, pasarlo a un tubo eppendorf limpio y agregar
500 ul de isopropanol mezclar suavemente y agregar 200 pl de cloruro
de litio volver a mezclar. Dejar reposar 10 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 12,000 g durante 15 min a 4°C.

Desechar sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 75%.

Centrifugar a 7,500 g 5 min a 4°C.

10.Tirar sobrenadante y dejar secar de 5 — 10 min.
11.Resuspender el pelet en 50 ul de agua libre de RNasas.
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9.2. Purificacion de ARN total (I1)

e

~

Ajustar el volumen de la muestra a 100 pl con agua libre de RNasas.
Adicionar 350 pl de buffer RLT y mezclar.

Adicionar 250 pl etanol (96 — 100%) y mezclar bien.

Transferir la muestra (700ul) a la columna color rosa, cerrar la tapa y
centrifugar por 15 s a 8,000 rcf a temperatura ambiente. Desechar
sobrenadante.

Adicionar 500 ul de buffer RPE a la columna. Centrifugar por 15 s a 8,000
rcf a temperatura ambiente.

Adicionar 500 pl de buffer RPE. Centrifugar a 8,000 rfc durante 2 min.
Opcional: Secar la columna. Centrifugar 1 min a toda velocidad.

Cambiar la columna a un tubo de recoleccién de 1.5 ml y directamente
sobre la columna adicionar 50 pl de agua libre de RNasas. Centrifugar por 1
min a 8,000 rcf.
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