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GLOSARIO DE TERMINOS

Actina: Gen constitutivo utilizado como referencia para normalizar los datos de expresion génica en

RT-qPCR. Este estudio permitio una interpretacion mas consistente de la expresion relativa.

ADN complementario: Molécula de ADN sintetizada a partir de ARN mediante retrotranscripcion. Se

utiliza como molde en PCR convencional y RT-qPCR.

APE/ERF: Familia de factores de transcripcion asociada con respuestas hormonales, defensa vegetal y

adaptacion frente a condiciones de estrés.

ARN: Acido ribonucleico que participa en la expresion de la informacion genética. En este estudio se

extrajo de tejido vegetal tratado con metil jasmonato.

BLAST: Herramienta bioinformatica que permite comparar secuencias bioldgicas con bases de datos

para identificar similitud, cobertura e identidad entre genes.

cDNA: Abreviatura de ADN complementario. Corresponde al producto obtenido a partir del ARN y

empleado para evaluar la expresion génica.

Cebadores: Secuencias cortas de nucleotidos que delimitan la region del gen que sera amplificada

durante la PCR o RT-qPCR. También se denominan primers.

Ct: Ciclo umbral en RT-qPCR en el que la fluorescencia supera el nivel de deteccion establecido.

Valores menores de Ct indican mayor cantidad inicial del transcrito evaluado.

DCA: Disefio completamente al azar. Disefio experimental en el que las unidades experimentales se

distribuyen aleatoriamente entre los tratamientos o niveles del factor evaluado.

EF1 alfa: Gen constitutivo relacionado con el factor de elongacion 1 alfa. Fue considerado como gen

de referencia para normalizacion, aunque en este estudio no genero resultados concluyentes.

Electroforesis: Técnica empleada para separar fragmentos de ADN seglin su tamafio mediante un gel

de agarosa y una corriente eléctrica. Permite visualizar bandas de amplificacion.

Elicitor: Compuesto que induce una respuesta de defensa en la planta sin necesidad de aplicar

directamente un agente patdogeno o una condicion extrema real.

Expresion génica: Proceso mediante el cual la informacion contenida en un gen se transcribe y se refleja

en la produccion de ARN mensajero. En este estudio se evaludé mediante RT-qPCR.
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Fold Change: Valor que representa cuantas veces aumenta o disminuye la expresion de un gen respecto

a una condicion de control.

Gen candidato: Gen seleccionado por su posible participacién en una respuesta bioldgica especifica,

en este caso, defensa vegetal y respuesta al estrés.

Gen de referencia: Gen utilizado para normalizar los datos de expresion génica debido a que se espera

que mantenga una expresion estable entre las muestras.

Hylocereus megalanthus: Especie vegetal conocida como pitahaya amarilla. Fue el material vegetal

utilizado para evaluar la respuesta génica frente al estimulo con metil jasmonato.

In silico: Analisis realizado mediante herramientas bioinformaticas o computacionales. En este estudio

se aplico para la busqueda y seleccion de genes candidatos.

Metil jasmonato: Compuesto derivado de la ruta de los jasmonatos utilizado como elicitor para simular

sefales de estrés bidtico o abiodtico en plantas.

MYB: Familia de factores de transcripcion relacionada con la regulacion de respuestas frente a estrés,

defensa vegetal y adaptacion celular.

NAC: Familia de factores de transcripcion asociada con respuestas al estrés y tolerancia vegetal. En este

estudio se mostré amplificacion previa, pero no un patrén concluyente en RT-qPCR.

PCR convencional: Técnica de amplificacion de ADN empleada para comprobar la presencia de

productos especificos mediante visualizacion en gel de agarosa.

Primer-BLAST: Herramienta utilizada para disefiar y verificar la especificidad de cebadores frente a

secuencias de interés.

RT-qPCR: Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion y cuantificacion en

tiempo real. Permite analizar la expresion relativa de genes a partir de cDNA.

SYBR Green: Colorante fluorescente que se une al ADN de doble cadena y permite detectar la

amplificacién durante RT-qPCR.

TRI Reagent: Reactivo empleado para la extraccion de ARN a partir de muestras biolégicas. Permite

separar ARN, ADN y proteinas durante el proceso de extraccion.

UGENE: Plataforma bioinformatica utilizada para visualizar y analizar alineamientos multiples de

secuencias, facilitando la identificacion de regiones conservadas.
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WRKY: Familia de factores de transcripcion asociada con defensa vegetal, sefializacion hormonal y

respuesta frente a estrés.

bHLH: Familia de factores de transcripcion involucrada en procesos de regulacion génica, incluyendo

respuestas hormonales y de estrés.

bZIP: Familia de factores de transcripcion relacionada con la regulacion de respuestas celulares frente

a diferentes condiciones de estrés.
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RESUMEN EJECUTIVO

La pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus) es un cultivo de creciente importancia agricola
y comercial; sin embargo, la informacion molecular disponible sobre sus mecanismos de
defensa frente a condiciones de estrés aun es limitada. En este estudio se evaluo la respuesta
génica de Hylocereus megalanthus mediante el uso de metil jasmonato como elicitor, con el fin
de simular sefales de estrés que la planta puede experimentar en su entorno frente a factores
bidticos. Para ello, plantas in vitro fueron tratadas con metil jasmonato a una concentracion de
500 micromolar y analizadas en diferentes tiempos de exposicion (0, 4, 24, 48, 72) horas. El
trabajo incluyo la extraccion de ARN mediante TRI Reagent, sintesis de ADN complementario,
busqueda in silico de genes candidatos asociados a la defensa vegetal, validacion preliminar de
cebadores mediante PCR convencional y electroforesis, y cuantificacion de la expresion
relativa por RT qPCR empleando PowerUp SYBR Green Master Mix. Durante el tratamiento,
las plantas no presentaron alteraciones morfoldgicas visibles, lo que permiti6é obtener material
vegetal viable para el andlisis molecular. La extraccion de ARN y la sintesis de ADN
complementario (ADNc) generaron concentraciones adecuadas para las fases posteriores,
aunque se observaron variaciones entre muestras. En la validacion preliminar, los genes de
referencia Actina y EF1 alfa mostraron amplificacion visible, al igual que los genes candidatos
MYB, NAC y APE. Posteriormente, la normalizacion con Actina permitié una interpretacion
mas clara de la expresion relativa, destacandose MYB y APE como los genes con respuesta mas
consistente. Estos resultados aportan informacion util para comprender la defensa molecular en

pitahaya amarilla y proponen genes de interés para futuros estudios biotecnologicos.

Palabras clave: Hylocereus megalanthus, metil jasmonato, expresion génica, defensa vegetal,

RT qPCR.
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ABSTRACT

Yellow pitaya (Hylocereus megalanthus) is a crop of increasing agricultural and commercial
importance; however, the molecular information available on its defense mechanisms under
stress conditions remains limited. This study evaluated the gene expression response of
Hylocereus megalanthus using methyl jasmonate as an elicitor to simulate stress signals that
the plant may experience in its environment in response to biotic factors. In vitro plants were
treated with methyl jasmonate at a concentration of five hundred micromolar and analyzed at
different exposure times (0, 4, 24, 48, 72) hours. The experimental approach included RNA
extraction using TRI Reagent, complementary DNA (cDNA) synthesis, in silico identification
of candidate genes associated with plant defense, preliminary primer validation through
conventional PCR and electrophoresis, and relative expression analysis by RT qPCR using
PowerUp SYBR Green Master Mix. During the treatment period, the plants did not show visible
morphological alterations, which allowed the recovery of viable plant material for molecular
analysis. RNA extraction and complementary DNA synthesis produced sufficient
concentrations for subsequent analyses, although variations among samples were observed.
During preliminary validation, the reference genes Actin and EF1 alpha showed visible
amplification, as did the candidate genes MYB, NAC, and APE. Subsequently, normalization
with Actin allowed a clearer interpretation of relative expression, with MYB and APE showing
the most consistent responses to the treatment. These findings provide useful information for
understanding molecular defense responses in yellow pitaya and suggest MYB and APE as

genes of interest for future biotechnological studies.

Keywords: Hylocereus megalanthus, methyl jasmonate, gene expression, plant defense, RT

qPCR.

XiX



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos
1.1.1. Importancia de la pitahaya en Ecuador

La pitahaya amarilla se ha consolidado como uno de los cultivos de frutas de mayor proyeccion
en Ecuador, debido a que tiene un alto valor comercial y creciente demanda en mercados
internacionales. Su produccion se encuentra principalmente en la region amazodnica, donde las
condiciones climaticas favorecen su desarrollo y calidad. Erazo-Lara et al. (2024) sefialan que
este posicionamiento ha permitido que la pitahaya ecuatoriana sea reconocida por sus
caracteristicas organolépticas y su valor nutricional, lo que ha impulsado su exportacion y
generado oportunidades econdmicas. En este contexto, Valero et al. (2025) destacan que la
pitahya amarilla (H. megalanthus) presenta atributos relevantes para el mercado, como su
contenido de compuestos bioactivos, vitaminas y minerales, caracteristicas que refuerzan su
aceptacion comercial y valor funcional (Figura 1). Desde el punto de vista productivo, este
cultivo representa una alternativa rentable frente a sistemas agricolas tradicionales, ya que

puede adaptarse a condiciones tropicales y cuenta con potencial de exportacion.

Figura 1.

Caracteristicas externas e internas del fruto de pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus).

Nota. La pitahaya amarilla se caracteriza por presentar cascara amarilla, pulpa blanca y semillas
negras, rasgos que contribuyen a su aceptacion comercial y a su reconocimiento como fruta
exotica de alto valor en mercados nacionales e internacionales. Adaptado de Valero et al.

(2025).



Sin embargo, su rendimiento estd estrechamente condicionado por factores fisioldgicos, en
particular aquellos relacionados con el sistema radicular, que desempefia un papel clave en la
absorcion de nutrientes y en la respuesta ante condiciones de estrés (Zaman et al., 2025). A
pesar de tener gran importancia econdmica, el desarrollo cientifico del cultivo en Ecuador atin
presenta limitaciones, especialmente en el ambito molecular. La mayoria de los estudios se han
centrado en aspectos agrondmicos y postcosecha, mientras que la comprension de los
mecanismos bioldgicos que regulan su crecimiento y respuesta al estrés sigue siendo limitada,
asi lo indican Wang et al. (2024). Esta situacion evidencia la necesidad de fortalecer la

investigacion biotecnoldgica aplicada al cultivo.

1.1.2. Importancia de la pitahaya en investigacion biotecnoldégica

La pitahaya, perteneciente al género Hylocereus actualmente reclasificado en gran parte como
Selenicereus, ha experimentado un notable crecimiento en importancia econémica y cientifica
durante la Gltima década, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Este incremento
se atribuye a su alto valor nutricional, su contenido de compuestos bioactivos y su creciente
demanda en mercados internacionales, lo que ha consolidado a este cultivo como un recurso
estratégico para la agroindustria, tal como sefialan Wang et al. (2024) y A. Erazo-Lara et al.
(2024). En particular, Hylocereus megalanthus destaca por sus caracteristicas organolépticas,
su adaptacion a diversas condiciones edafoclimaticas y su potencial en sistemas productivos

emergentes, como los desarrollados en Ecuador.

En este sentido, (Zaman et al., 2025) destacan avances recientes en la caracterizacion genémica
de la pitahaya. Desde el punto de vista cientifico, constituye un modelo relevante en la
biotecnologia vegetal, ya que combina un interés agrondmico con un nivel de caracterizacion
molecular aun limitado. A diferencia de especies ampliamente estudiadas como Arabidopsis
thaliana, los cultivos tropicales presentan vacios importantes en informacion gendémica y
transcriptomica, lo que abre oportunidades para identificar genes clave y rutas regulatorias.
Mientras que Khokhar et al. (2024) evidencian la complejidad de sus redes transcriptdmicas
ante condiciones de estrés. Asimismo, Wang et al. (2024) sefalan que procesos como la
maduracion del fruto y la acumulacion de metabolitos estan regulados por mecanismos atiin no

completamente comprendidos.

Adicionalmente, la pitahaya presenta caracteristicas fisiologicas que la convierten en un sistema
de interés para el estudio de la adaptacion al estrés. Como cactacea, posee mecanismos

asociados a la tolerancia al déficit hidrico, alta radiacion y suelos marginales, lo que sugiere la
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existencia de sistemas regulatorios eficientes a nivel molecular, como también reportan
Khokhar et al. (2024) y Zaman et al. (2025). Estas adaptaciones no solo tienen relevancia
ecologica, sino también aplicaciones practicas en el manejo agrondmico y el mejoramiento

genético.

1.1.3. Estudios sobre estrés vegetal en cultivos tropicales

Segtin Song et al. (2023), el estrés vegetal es un fendmeno complejo que afecta la fisiologia,
bioquimica y regulacion genética de las plantas, siendo especialmente relevante en cultivos
tropicales debido a la interaccion de multiples factores adversos. En estos sistemas, condiciones
como altas temperaturas, déficit hidrico, salinidad y presion de patogenos desencadenan
respuestas orientadas a restablecer la homeostasis celular. En este sentido, Myers et al. (2023)
sefialan que dichas respuestas incluyen la activacion de vias hormonales, la produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) y la reprogramacién del transcriptoma.

A nivel molecular, el estrés activa redes regulatorias complejas en las que participan factores
de transcripcion y proteinas de sefializacion. Los ROS cumplen un doble pAPE/ERF], actuando
como senales celulares y, en exceso, como agentes dafiinos (Myers et al., 2023). De forma
complementaria, fitohormonas como el 4cido jasmoénico y el acido salicilico regulan la

expresion génica y coordinan procesos de defensa (Song et al., 2023).

En cultivos tropicales como la pitaya, el uso de herramientas transcriptomicas ha permitido
evidenciar que el estrés induce cambios significativos en la expresion génica. Khokhar et al.
(2024) destacan la participacion de redes regulatorias complejas, mientras que Zaman et al.
(2025) evidencian la integracion de multiples factores en la respuesta adaptativa. Asimismo, el
empleo de elicitores como el metil jasmonato ha facilitado el estudio controlado de estas
respuestas, al inducir mecanismos de defensa sin necesidad de estrés real, como indican Jeyasri

et al. (2023).

1.1.4. Limitaciones en el estudio molecular de Hylocereus megalanthus

A pesar del creciente interés en la pitahaya como cultivo de valor comercial y cientifico, el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares de H. megalanthus sigue siendo limitado en
comparacion con otras especies vegetales ampliamente estudiadas. La mayoria de
investigaciones se han centrado en aspectos agronémicos, calidad del fruto y composicion
fisicoquimica, mientras que los estudios sobre expresion génica y respuesta molecular al estrés

son aun escasos, como sefialan Wang et al. (2024).



Una de las principales limitaciones ha sido la disponibilidad de informaciéon gendmica
especifica para la especie. Aunque Zaman et al. (2025) reportan avances recientes en
ensamblajes gendmicos de alta calidad, estos atin no han sido plenamente aprovechados en
estudios funcionales. Como resultado, muchas investigaciones han dependido de
extrapolaciones a partir de especies relacionadas o de datos transcriptomicos parciales, lo que

reduce la precision en la interpretacion de los resultados.

Ademas, los estudios moleculares en pitahaya se han enfocado principalmente en procesos de
maduracién y poscosecha, dejando en segundo plano el analisis de mecanismos de defensa bajo
condiciones de estrés. A. Erazo-Lara et al. (2024) mencionan que si bien se ha demostrado
que el metil jasmonato puede inducir respuestas fisiologicas y bioquimicas como la
acumulacién de compuestos fendlicos, la caracterizacion de los genes involucrados en estos

procesos sigue siendo limitada.

Desde el punto de vista metodoldgico, otro desafio importante es la estandarizacion de
herramientas para el analisis de expresion génica. En este sentido, Chen et al. (2019) destacan
la importancia de seleccionar genes de referencia adecuados para RT-qPCR, ya que la
variabilidad en su expresion puede afectar la confiabilidad de los resultados. A pesar de estos
avances, aun es necesario ampliar su validacion en distintas condiciones experimentales. Esta
situacion resalta la necesidad de estudios que integren herramientas biotecnoldgicas para
evaluar la expresion génica frente a estimulos especificos, como el metil jasmonato, y asi

contribuir a la comprension de los mecanismos de defensa en H. megalanthus.

1.1.5. Metil jasmonato como inductor de estrés

El metil jasmonato (MeJA) es una fitohormona derivada de la via del acido jasmonico que
desempefia un papel fundamental en la regulacion de la respuesta al estrés en plantas. Su
aplicacion exdgena ha sido ampliamente utilizada como estrategia experimental para simular
condiciones de estrés, ya que permite activar mecanismos de defensa sin necesidad de exponer
a la planta a agentes bioticos o abidticos reales. En este sentido, Jeyasri et al. (2023) destacan
que el MeJA actia como un potente elicitor capaz de inducir la produccion de metabolitos

secundarios y activar rutas de sefializacion asociadas a la defensa vegetal.

A nivel molecular, el MeJA forma parte de la activacion de redes regulatorias complejas que
modulan la expresion génica. Estas respuestas incluyen la activacion de factores de
transcripcion, la sintesis de compuestos antioxidantes y la regulacion de procesos metabdlicos

orientados a la adaptacion celular. En concordancia con ello, (Rahnamaie-Tajadod et al.,
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2019) evidenciaron que la elicitacion con MeJA en tejido vegetal induce una reprogramacion
transcripcional asociada con la biosintesis de jasmonatos, la sefializacion del acido jasmonico,
la activacion de factores transcriptomicos y la expresion de genes vinculados con la via de los
fenilpropanoides. Este ultimo grupo resulta relevante, ya que participa en la produccion de
metabolitos secundarios relacionados con la defensa vegetal (Figura 2). De la misma manera,
Myers et al. (2023) sefialan que los jasmonatos estan implicados en la sefializacion sistémica

de estrés, coordinando respuestas a nivel local y global dentro de la planta.

Figura 2.
Sefializacion del 4cido jasmonico y activacion de genes de defensa inducida por metil

jasmonato.
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Nota. La figura representa la respuesta molecular inducida por la aplicacion exdgena de MeJA,
incluyendo la biosintesis de 4cido jasmonico, la via de sefalizacion JA, la participacion de
factores de transcripcion y la activacion de genes asociados con defensa vegetal. Adaptado de

(Rahnamaie-Tajadod et al., 2019)

Ademas, el uso del MeJA ha permitido profundizar en el analisis de la respuesta transcriptomica

en diferentes especies vegetales. Estudios recientes han evidenciado que su aplicacion induce



cambios significativos en la expresion de genes relacionados con la defensa, metabolismo y
regulacion celular. En el caso de cultivos tropicales, Khokhar et al. (2024) enfatizan que estos
cambios forman parte de redes regulatorias complejas, mientras que Zaman et al. (2025)

evidencian la interaccion entre multiples factores de estrés en la respuesta adaptativa.

En especies como la pitahaya, el uso de MeJA resulta particularmente relevante debido a su
capacidad para inducir respuestas fisiologicas y bioquimicas asociadas al estrés.
Investigaciones recientes han demostrado que su aplicacion puede modificar la actividad
antioxidante y la acumulacion de compuestos bioactivos, lo que confirma su papel como

herramienta clave en estudios de respuesta vegetal (Erazo-Lara et al., 2024).

1.1.6. Expresion génica en respuesta al estrés

La expresion génica en plantas constituye uno de los principales mecanismos mediante
los cuales se regulan las respuestas frente a condiciones de estrés. Ante estimulos bidticos o
abidticos, las células vegetales activan o reprimen genes especificos que permiten ajustar
procesos fisiologicos y metabdlicos para mantener la homeostasis. En este contexto, la
respuesta al estrés no es estatica, sino dindmica, ya que implica una reprogramacion del

transcriptoma en funcion del tipo, intensidad y duracion del estimulo (Myers et al., 2023).

A nivel molecular, esta regulacion estd mediada por redes complejas, las cuales incluyen
factores de transcripcion, proteinas que dan sefiales y rutas hormonales. Como sefialan Jeyasri
et al. (2023), compuestos como los jasmonatos desempefian un papel clave en la activacion de
genes asociados a defensa, metabolismo secundario y adaptacion celular. Dichas rutas permiten

coordinar respuestas locales y sistemadticas, integrando sefiales provenientes del entorno.

El desarrollo de herramientas transcriptomicas ha permitido profundizar en el analisis
de estos procesos. Estudios recientes evidencian que el estrés induce cambios significativos en
la expresion de genes relacionados con la defensa. En cultivos como la pitahya, Khokhar et al.
(2024) destacan que estas respuestas implican la activacion de redes regulatorias complejas,
mientras que Zaman et al. (2025) hacen énfasis en la interaccion entre multiples factores en la

modulacién del transcriptoma.

1.1.7. Analisis de expresion génica mediante RT-qPCR

El andlisis de la expresion génica mediante RT-qPCR (reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real) constituye una de las técnicas mas

utilizadas para la cuantificacion de ARN mensajero en estudios de la biologia molecular. Como



sefialan Bong et al. (2024), la RT-qPCR es considerada un método de referencia debido a su
capacidad para detectar variaciones sutiles en la abundancia de transcritos. Esta metodologia
permite evaluar con alta sensibilidad y precision los cambios en la expresion de genes

especificos en respuesta a diferentes estimulos, incluyendo condiciones de estrés.

El principio de la técnica parte del ARN mensajero extraido y convertido en ADN
complementario (cDNA) mediante una reaccion de retrotranscripcion. Posteriormente, este
cDNA actia como molde en la amplificacion por PCR en tiempo real, empleando cebadores
especificos y sistemas fluorescentes que permiten monitorear la acumulacion del producto
amplificado. De esta manera, la cuantificacion de la expresion génica se basa en la deteccion
indirecta de los transcritos presentes originalmente en la muestra, a través de cDNA sintetizado

(Loftis & Reeves, 2023).

Un aspecto critico en la aplicacion de RT-qPCR es la normalizacién de los datos, la cual
se realiza mediante un gen de referencia o housekeeping. Li et al. (2025) destacan que la
validacion de estos genes es indispensable para garantizar la confiabilidad del anélisis,
especialmente en especies donde la informacion molecular atin es limitada. Estos genes deben
presentar una expresion estable en las condiciones experimentales analizadas, ya que si existe

cualquier variacion en su comportamiento, puede afectar la interpretacion de los resultados.

En este sentido, Khokhar et al. (2024) destacan que la RT-qPCR constituye una
herramienta complementaria a los andlisis transcriptomicos amplios, al permitir validar de
forma especifica genes candidatos de interés. En estudios de respuesta al estrés, la RT-qPCR
permite comparar la expresion relativa de genes asociados a la defensa, metabolismo y
regulacion celular entre tratamientos experimentales. Su utilidad es particularmente importante
cuando se usan elicitores como el metil jasmonato, ya que permite identificar qué genes

presentan cambios de expresion frente al estimulo aplicado.

1.1.8. Identificacion de genes de defensa

De acuerdo con Duhan & Kaundal (2025), la identificacion de genes de defensa en plantas
es fundamental para la comprension de los mecanismos moleculares que regulan la respuesta
frente a factores de estrés. Dichos genes forman parte de procesos como el reconocimiento de
sefiales de dafio o de ataque de patogenos, la activacion de rutas de sefializacion y la sintesis de

proteinas relacionadas con la proteccion celular.

Entre los grupos mas relevantes se encuentran los genes de resistencia y los que se asocian
con proteinas de defensa, ya que su expresion se relaciona mas comunmente con las respuestas
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inmunes y los procesos de tolerancia al estrés. En Arabidopsis thaliana se han identificado
genes marcadores de defensa cuya activacion es el reflejo de estados de inmunidad inducida y
de priming, lo que, seglin Sistenich et al. (2024), demuestra que la respuesta vegetal depende

de redes regulatorias coordinadas y no del funcionamiento aislado de un solo gen.

De manera complementaria, otras familias genéticas también desempefian funciones
importantes en la proteccion celular. (M. Guo et al., 2025) describen que las defensas vegetales
participan tanto en la respuesta frente al estrés biotico como abidtico, ademas de intervenir en
procesos de sefializacion y adaptacion fisioldgica. Esto evidencia que la identificacion de genes
de defensa no solo cumple la funcion de reconocer componentes directamente vinculados con
la inmunidad, sino también la de que la planta integra distintas rutas moleculares para mantener

su estabilidad frente a condiciones adversas.



1.2. Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Identificar la expresion génica de Hylocereus megalanthus bajo condiciones de estrés por Metil

jasmonato (MeJa).

1.2.2. Objetivos Especificos

e Inducir estrés fisiologico en plantas de Hylocereus megalanthus mediante la aplicacion de
metil jasmonato (MeJa) a una concentracion determinada.

e Extraer ARN a partir de muestras vegetales tratadas con metil jasmonato y sintetizar cDNA
para evaluar genes asociados a la defensa vegetal.

e Cuantificar la expresion génica mediante RT-qPCR y comparar la respuesta génica mas

relevante expresada bajo tratamiento con MelJa.



CAPITULO II: METODOLOGIA

2.1.Materiales

El siguiente trabajo de titulacion corresponde a la opcion de Proyecto de Investigacion y se
desarroll6 en los laboratorios académicos pertenecientes a la Unidad Operativa de Investigacion
y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia
(FCIAB) de la Universidad Técnica de Ambato. Se detallaran los materiales usados a lo largo

del proyecto en las siguientes tablas:

Tabla 1.

Listado de reactivos.

Reactivos

Medio de Cultivo Murashige y Skoog  Hidroxido de sodio (1 M)

Etanol 96% Acido Clorhidrico (1 M)
Agua destilada B-mercaptoetanol
Fitohormona (Metil Jasmonato) Kit de Extraccion de ARN
Phytagel Nitrogeno liquido
Sacarosa Kit de cDNA

Agua DEPC Buffer TBE 1X
Cloroformo Isopropanol

CTAB Alcohol Isoamilico
RNasas Cebadores

Tris NACI

EDTA PVP

Agua estéril Z-mercaptoetanol

50 uM Oligo d(T) 10mM dNTP mix
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DEPC — treated water
100 mM DTT

Transcripasa Super Scrip IV

5xSSIV Buffer

Ribonucleaase Inhibidor

Random Hexamers

PowerUp SYBR Green Master Mix 2x

Tabla 2.

Recursos materiales.

Materiales

Tubos Eppendorf Tubos conicos (15-50 mL)
Micropipetas

Tubos Eppendorf PCR (0,5-10,20—-200y 100 — 1000 uL)

Puntas con filtro (10 pL, 200 pL, 1000 pL)

Racks para PCR

Pinzas

Botellas Falcon (250 — 1000 mL)
Espatula de Laboratorio

Juego de pinzas de acero inoxidable
Piseta

Mortero y pistilo

Papel Aluminio

Placas Petri

Probeta de 100 y 1000 mL
Vaso de Precipitacion 500 mL
Parafilm

Magentas

Papel Kraft
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Tabla 3
Listado de equipos.

Materiales Cantidades

Cémara de Flujo Laminar Refrigerador

Autoclave Espectrometro

Vortex Cémara Climatica
Microcentrifuga Congelador
Transiluminador UV Plancha de calentamiento

Frasco Dewar Bloque de calentador seco

Bafio Maria Amalgamador
Camara de electroforesis Termociclador PCR
Termociclador de PCR cuantitativa en
. Ultracongelador
tiempo real gPCR
2.2.Métodos

2.2.1. Establecimiento de Sistemas Biotecnoldgicos Celulares de Pitahaya (Hylocereus

megalanthus)

2.2.1.1.0btencion del material vegetal.

El estudio se realizd con un stock de plantas de pitahaya in vitro que se encuentran en la UOIDE
de la Universidad Técnica de Ambato en una camara climatica a 28 °C y 40% de humedad,
segun Corella y Solis (2023), el material fue obtenido en la finca productora Carrefio a a 910
msnm en el canton Palora, Parroquia Arapicos, provincia de Morona Santiago (01°51°14” S
77°56°51” W), ademds se mantuvo el protocolo establecido por Corella y Solis (2023). Se
seleccionaron las plantulas cuando alcanzaron una dimension aproximada de 7 cm x 0,5 cm,

como se demuestra en la Figura 3, aproximadamente 30 dias después del subcultivo.
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Figura 3.

Dimension aproximada del tejido vegetal de H. megalanthus.

Nota. El material vegetal tiene un grosor aproximado de 0,5 + 0,1 y a lo largo de 7+ 1, con un

peso mayor a 250 mg, el cual es adecuado para la extraccion de RNA y posteriores analisis.

2.2.1.2.Elicitacion del tejido vegetal de H. megalanthus con Metil Jasmonato.

Después de 30 dias de crecimiento de las plantulas, se prepar6d y dispens6 el medio
Murashige & Skoog (MS) suplementado con Metil jasmonato (MeJa) a una concentracion de
500 uM en Magenta. Las plantulas fueron divididas en esquejes y distribuidas en 5 esquejes y
3 réplicas por tratamiento, desde el tiempo 0 como punto de control, y luego a las 4, 24, 48 y
72 horas. Transcurrido el tiempo establecido, se extrajo el material vegetal y se preservé a -20
°C. Mediante el uso de nitrogeno liquido se realizo la molienda criogénica del material vegetal
preservado, hasta la obtencion de un polvo fino. Se realizé a partir del método descrito. La

recoleccion de la muestra fue de 250 mg en tubos Eppendorf (1.5 mL).

2.2.2. Extraccion de ARN mediante el método TRI Reagent.

2.2.2.1. Preparacion de tejido vegetal.

El tejido obtenido anteriormente se mantendra en nitrégeno liquido con el fin de detener el
proceso metabolico hasta la extraccion de ARN(Safeena et al., 2021). En el Eppendorf donde
se encuentra el material vegetal, se realizd un proceso de lisis celular mecdnica mediante un
amalgamador con el uso de aproximadamente 200 mg de glass beads con tamafio de particula

< 106 micrometros (Merck KGaA., n.d.). La homogeneizacion se efectud por 30 segundos

13



hasta la obtencion de un polvo fino. En concordancia con una metodologia de disrupcion de

tejidos con alta eficiencia en la ruptura celular(Loureiro et al., 2023).

2.2.2.2.Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se realizo a partir del tejido vegetal preparado, empleando TRI
reagent, siguiendo el protocolo del fabricante con ligeras modificaciones(Sigma-Aldrich Co.
LLC, 2021). Se afadiéo 1 mL de TRI reagent al tejido preparado, se homogeneizd durante 30
segundos en el amalgamador, posteriormente se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd a 12 000 x g, a 4 °C y se transfirieron 700 uL de sobrenadante a un
nuevo Eppendorf. A cada muestra obtenida se agregaron 200 uL de cloroformo con el fin de
separar en tres fases correspondientes a la fase acuosa de ARN, la interfase de ADN vy la fase
orgénica inferior de proteinas y lipidos(Fisher Scientific, 2016). Se realizd6 una agitacion
vigorosa e incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se centrifugd

durante 10 minutos a 12 000 x g a 4 °C.

Se recuperd la fase acuosa en un nuevo tubo correspondiente a aproximadamente al 60% del
volumen inicial. A la fase acuosa transferida se afiadieron 500 pL de isopropanol por cada 1 mL
de TRI reagent usado al inicio; se mezcldo suavemente durante 5 segundos e incubo a
temperatura ambiente por 10 minutos; se centrifug6 a 12 000 x g durante 8 minutos y se elimind
cuidadosamente el sobrenadante sin perder el pellet en donde se encuentra el ARN precipitado.
Con el pellet obtenido se agreg6d 1 mL de etanol al 75% con el fin de eliminar componentes que
afectarian la pureza del ARN; se resuspendi6 el pellet suavemente y se centrifugd durante 5

minutos a 12 000 x g.

Se desecho el etanol cuidadosamente sin perder el pellet. El tubo que contiene el pellet se
mantuvo abierto a temperatura ambiente durante 5 minutos para que el pellet se seque. Se
afiadieron 50 pL de agua libre de RNasas y, mediante inmersion, se disolvid el pellet hasta
obtener un componente homogéneo. Finalmente, se cuantifico la calidad y cantidad de ARN a

partir de Nanodrop y se conservo la muestra a -20°C hasta continuar la experimentacion.

2.2.2.3.Sintesis de cDNA a partir de SuperScript IV First-Strand cDNA Synthesis Reaction.

Con el fin de realizar la sintesis del cDNA, se prepararon mezclas de reaccion siguiendo el
protocolo de Fisher Scientific (2024), con modificaciones en los volimenes de acuerdo con las
concentraciones de ARN de cada muestra. El proceso se dividio en tres etapas: Preparacion de
la mezcla para el alineamiento del cebador y del ARN molde, preparacion de la mezcla de

retrotranscripcion y, finalmente, sintesis de cDNA.
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Tabla 4

Concentraciones de la mezcla para el alineamiento del cebador.

Tiempo de Exposicion (Horas)

Reactivo 0 4 24 48 72

50 uM Random Hexamers 0.5uL 0.5ulL 0.5ulL 0.5ulL 0.5uL
10 mM dNTP mix 0.5ulL 0.5ulL 0.5ul 0.5ul 0.5uL
DEPC-Treated water 6.5ulL 8.5ulL 6.5 ul 9.5ulL 6.5ulL
Template RNA 6 uL 4 uL 6 uL 3U1 6 uL
Total 13.5ul 13.5ul 13.5ul 13.5ul 13.5ul

Nota. Se toma en cuenta que los valores de Template RNA y DEPC-Treated water dependieron

de la cuantificacion de ARN en Nanodrop.

Para la primera etapa, la preparacion del alineamiento del cebador, se incorporaron todos los
elementos hasta obtener un volumen final de 13.5 puL por reaccion, considerando la nota
indicada en la Tabla 4. Posteriormente, la mezcla fue centrifugada durante 30 segundos a 12
000 x g, incubada en bafio Maria a 65 °C durante 5 minutos y colocada en hielo durante 1
minuto. En la siguiente etapa se prepard la mezcla de retrotranscripcion, se considerd un
volumen adicional con el fin de compensar variaciones por error de pipeteo, asi como se indica

en la Tabla 5. La mezcla fue homogeneizada por 30 segundos a 12 000 x g.

Tabla 5

Concentraciones de preparacion de la mezcla de retrotranscripcion.

Reactivo Cantidad Muestra Total
5 *SSIV Buff 2ul 10 20 uL
100 mM DTT 0.5ul 10 5ulL
Ribonucleasa

0.5ulL 10 6.5ul
Inhibitor
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Super Script IV
0.5ul 10 6 ul
Reverse

Total 3.5ulL 13.5ul

Nota. La preparacion de la mezcla se realiza para todas las muestras, considerando un error de

pipeteo.

Se realizd la incorporacion de 3.5 puL de mezcla de retrotranscripcion en cada mezcla para el
alineamiento del cebador preparado con anterioridad, se incub6 a bafio maria a 23 °C por 10
min y posteriormente a bafio maria a 55 °C por 10 min, para permitir la sintesis de cDNA.
Finalmente, en la ultima etapa, las reacciones fueron colocadas a bafio maria a 80 °C por 10
min y se les agregd 1 mL de RNasa H con el fin de degradar el RNA molde restante, se incubd
a bafio maria a 37 °C por 20 min. El cDNA obtenido fue posteriormente cuantificado mediante

NanoDrop y conservado a —20 °C hasta su uso en los analisis posteriores.

2.2.3. Cuantificacion de expresion génica de Hylocereus megalanthus a partir de RT-
qPCR.

2.2.3.1.Busqueda de genes especificos para la expresion inducida por MeJa.

A partir de la busqueda bibliografica se obtuvieron genes relacionados con un proceso bioldgico
con MelJa. Las especies consideradas para la busqueda corresponden a Magnoliopsidas,
especificamente del orden Caryophyllales, priorizando especies estrechamente relacionadas
con Hylocereus spp., de acuerdo con la clasificacion taxondmica disponible en NCBI (Schoch
et al., 2020). Las secuencias de ARNm fueron recuperadas en formato F4STA desde la fase de
datos GenBank de NCBI, la cual integra secuencias provenientes de GenBank, RefSeq, TPA 'y
NCBI. Para cada gen se seleccionaron al menos tres especies vegetales y se analizaron mediante
NCBI BLAST, herramienta que permite comparar secuencias nucleotidicas, identificar regiones
con mayor similitud entre especies y estimar significancia entre alineamientos (Nestor et al.,
2023). La seleccion de secuencias se realizé considerando criterios como query cover > 50,
porcentaje de identidad > 50 y E value reportado como 0. Se corrobor6 la identidad de las
secuencias en MSA viewer (Multiple Sequence Alignment Viewer), en las secciones de
Alignments y Graphic Summary y se descargo el archivo en FASTA Alignment(National Center
for Biotechnology Information, 2026).
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Figura 4.

Visualizacion del alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas mediante NCBI MSA

Viewer.
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Nota. Se demuestra el alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas obtenidas mediante
NCBI BLAST y representadas a partir de NCBI MSA Viewer. La comparacion entre secuencias
permitid6 observar la distribucion de regiones conservadas y variables entre especies,

elaboracion propia a partir de NCBI.

2.2.3.2.Identificacion y seleccion de regiones homologas alineadas.

En la plataforma UGENE se cargaron los archivos FASTA Alignment y se visualizd por
porcentaje de identidad. En esta seccion, las regiones homdlogas se destacaron en color celeste,
lo que permitié identificar visualmente los segmentos conservados entre las secuencias
evaluadas. Esta herramienta permite trabajar con diferentes formatos de datos biologicos y
facilita el analisis visual de alineamientos multiples (Unipro UGENE, 2026). A partir del
alineamiento, se selecciond la region de mayor homologia, correspondiente al tramo con mayor
conservacion, similitud nucleotidica y menor cantidad de gaps (espacios vacios), ademas, la
longitud aproximada de seleccion fue de 300 pares de bases. El tramo genético seleccionado se
colocd en un bloque de notas en el cual se reemplazaron los gaps por un nucledtido ambiguo
(N) y se evitd que quedaran en zonas de unioén de cebadores con el fin de mantener la secuencia

continua.
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Figura 5.

Visualizacion del alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas mediante UGENE.
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Nota. La figura muestra el alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas importadas en
archivo FASTA Alignment y visualizadas en la plataforma UGENE. Esta visualizacion permitio
comparar la similitud y verificar regiones conservadas entre las secuencias, mediante el

porcentaje de identidad. Elaboracion propia a partir de UGENE.

Posteriormente, el tramo seleccionado se analizé mediante BLAST, donde se pudo confirmar la
identidad del fragmento con Query Cover y porcentaje de identidad > 50%, y se realizo el
disefio de cebadores en Primer-BLAST y Primer3Plus, en los que se selecciond la pareja de
cebadores con mejores condiciones y criterios como temperatura de fusion, longitud del primer,
porcentaje de GC, tamano esperado del amplicon, ausencia de dimeros, horquillas y
complementariedad inespecifica. BLAST permite comparar secuencias bioldgicas e identificar
regiones de similitud, mientras que Primer-BLAST permite disenar y verificar la especificidad
de cebadores previamente disefiados (National Center for Biotechnology Information,
2023). Finalmente, las parejas seleccionadas fueron evaluadas en la plataforma PCR Primer-
Stats 'y, por tltimo, se verificd en Primer-BLAST que el producto correspondia al gen de interés.
Los cebadores disefiados se enviaron a sintetizar en Macrogen y se diluyeron de acuerdo a las

especificaciones de la ficha técnica proporcionada por la casa comercial.
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2.2.3.3.Validacion de cebadores por PCR.

La validacion de la amplificacion con cebadores por PCR se realizo en un termociclador a partir
del uso de ¢cDNA de una muestra de control como molde, con el fin de realizar una
comprobacion preliminar de la hibridacion con cebadores de los genes seleccionados. Se aplicd
una reaccion compuesta por: 12.5 uL de 2x PCR Master Mix, 1 uL de cebadores forward y
reverse especificos para cada gen, 1 cDNA molde y 10,5 pL de agua libre de nucleasas para
obtener un volumen total de 25 pL. El protocolo fue aplicado a partir de las condiciones
descritas por Thermo Fisher Scientific (2016), como se demuestra en la Figura 6.
Posteriormente se realizé la confirmacion de hibridacion mediante un analisis de electroforesis

en TBE 10X con gel de agarosa 1% y visualizado en transiluminador Bio-Rad.

Figura 6.
Condiciones empleadas para PCR.

95 °C 1o95°C e 72°C

5 min i 30s 2 min - 5 min
! 56-62.5 °C s
: 30 : il
s a =
1 1

b A & f { < 4
Etapa inicial Ciclado (34 ciclos) Etapa final

Nota. El protocolo vari6 seglin la temperatura de fusion (Tm) estimada para cada cebador, fue

dividida en dos grupos con una media de temperatura.

2.2.3.4.Analisis génico a partir de RT-qPCR.

Previo al andlisis de expresion génica mediante RT-qPCR, se realizaron pruebas
preliminares para la estandarizacion de cada par de cebadores. En esta fase se evaluaron tres
diluciones de cDNA, con la finalidad de encontrar la mejor condicion de hibridacion bajo las

condiciones establecidas en el protocolo.
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Tabla 6.
Diluciones de cebadores para RT-qPCR.

9 Dilucion evaluada Dilucion seleccionada
MYB 1:2,1:5y 1:10 1:2
APE 1:2, 1:5y 1:10 1:2
NAC 1:2, 1:5y 1:10 1:2
ACT 1:2,1:5y 1:10 1:2
EF1 1:2,1:5y 1:10 1:2

Nota. Se encontro que las mejores condiciones para el analisis de expresion génica con estos
cebadores correspondieron a la dilucion en 1:2 debido a que se obtuvo una mejor seial de

amplificacion.

El andlisis de expresion génica mediante RT-qPCR se realizé empleando PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix, siguiendo las instrucciones establecidas por la casa comercial Applied
Biosystems™ con ligeras modificaciones para la especie vegetal analizada (Fisher Scientific,
2026). Con el fin de estandarizar el protocolo para la especie vegetal de interés, se realizaron
pruebas de control hasta obtener condiciones adecuadas para obtener resultados en el equipo

7500 Fast Real-Time PCR Systems. Las condiciones empleadas se detallan en la Figura 7.

Figura 7.
Condiciones empleadas para RT-qPCR.

95°C ¢  95°C - 95 °C
2 min ! 15s et 1 115 min
50 °C ' ’ " 60 °C
| 1 min \
1 0, * 1
2 min : 96-62.5°C : 1 min
‘ 15 s :
Etapa inicial Ciclado Curva de fusion

Nota. El protocolo varié segun la temperatura de fusion (Tm) estimada para cada cebador.
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Se dividieron en dos grupos: el primero corresponde a cebadores con Tm entre 55 y 60 °C, para
los cuales se aplicé una Tm de 56 °C; mientras que el segundo grupo correspondi6 a cebadores
con Tm entre 60 y 65 °C; se usé una Tm de 62.5 °C. Como se observa en la Figura 7, las
modificaciones de temperatura se realizaron en la etapa Cycling debido a las diferentes
condiciones de temperatura Optima de unién de los cebadores disefiados para genes
constitutivos y genes de interés, por esta razon, los andlisis se realizaron de manera
independiente, considerando las condiciones especificas de amplificacion para cada grupo de

cebadores.
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Tabla 7.
Mapa de RT-qPCR para genes constitutivos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ACT OR EF1 OR ACT OR EF1 OR ACT 4R EF1 4R ACT 4R
A ACT ACT EF1 EF1
1 1 2 2 1 1 2
EFI 4R ACT24R  EFI124R ACT24R EFI124R ACT48R EF148R ACT48R EFI 48R ACT72R EFI 72R
5 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1
ACT 72R  EFI1 72R
¢ 2 2 ) ) ) ) ) ) ) ) )
D - - - - - - - - - - -
E - - - - - - - - - - -
F - - - - - - - - - - -
G - - - - - - - - - - -
H - - - - - - - - - - -

Nota. Se muestra la distribucion de las reacciones de RT-qPCR para los genes constitutivos ACT (Actina) y EF' (Factor de Elongacion 1-alfa); se
encuentran diferenciados por distinta colorimetria: azul y morado, respectivamente. Los niumeros 1 y 2 indican réplicas por cada condicion y los

valores 0, 24, 48 y 72 los tiempos de tratamiento a evaluar. Los guiones indican pocillos no utilizados.
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Tabla 8.
Mapa de RT-gPCR para genes de interés.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

APE APE NAC NAC MYB MYB APE OR 1 NACOR1 MYBORI APEOR2 NACOR

MYB OR 2 APE4R1 NAC4R1 MYB4R1 APE4R2 NAC4R2 MYB4R2 APE24RI NAC24RI MYB 24RI APE
24R2

NAC 24R2  MYB 24R2 APE 48R1  NAC48RI MYB 48R1 APE 48R2 NAC48R2 MYB48R2 APE72RlI NAC 72RI MYB
72R1

APE 72R2 NAC 72R2 MYB 72R2 - - - - - - - -

Nota. Se muestra la distribucion de las reacciones de RT-qPCR para genes de interés APE, NAC y MYB, se encuentran diferenciados por distinta
colorimetria: gris, verde y celeste, respectivamente. Los niameros 1 y 2 indican réplicas por cada condicion y los valores 0, 24, 48 y 72 son los

tiempos de tratamiento a evaluar. Los guiones indican pocillos no utilizados.
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Como se observa en las Tablas 7-8, previo a realizar la amplificacion por RT-qPCR, se
elaboraron mapas de distribucion para la placa de noventa y seis pocillos, para organizar las
regiones correspondientes a los genes constitutivos y genes de interés. Este aspecto permitid

mantener la trazabilidad de cada muestra y evitar errores durante la carga de los pocillos.
2.2.3.5.Procesamiento de valores Ct, normalizacion y analisis estadistico.

Los valores Ct representaron el ciclo donde la sefial fluorescente del reactivo supero6 el umbral
de deteccion obtenido mediante la amplificacion por RT-qPCR. Estos valores fueron
organizados en una plantilla de calculo. Los genes fueron organizados y separados en diferentes
plantillas, cada gen de interés fue analizado con un gen constitutivo usado para la
normalizacién, tiempo de tratamiento y réplicas independientes de cDNA correspondientes,
cuyo fin fue evaluar la expresion relativa en los genes de interés durante el procesamiento de
datos. Ademas, se consider6 la variabilidad asociada a la extraccion de ARN vy sintesis de

cDNA.

La normalizacion se realizd6 mediante la comparacion de Ct del gen de interés y el gen
constitutivo correspondiente. El método de expresion normalizada: el incremento de los datos
indica mayor relevancia relativa del transcrito del gen de interés respecto al gen constitutivo.
Las guias MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments) recomiendan el uso de procesamiento e interpretacion de datos y criterios de
forma clara, con el fin de mejorar la transparencia, reproducibilidad y confiabilidad de

ensayos(Bustin et al., 2025).

Se calcularon el promedio de réplicas técnicas, la desviacion y el error estandar de la media.
Los parametros aplicados corresponden a un analisis estadistico descriptivo, que resume la
variabilidad de cada condicion. La desviacion estandar se utilizo para determinar la dispersion
de datos respecto al promedio, mientras que el error estdndar permitid representar la
variabilidad asociada a la estimacion de la media, por lo que este estudio us6 los parametros
como medidas descriptivas (Manovic et al.,, 2025). Consecuentemente, los valores
normalizados fueron comparados con el tiempo de control de 0 horas, se utilizé un célculo de
Fold Change donde se representa el nimero de veces que se incrementa o disminuye la

expresion de un gen en una condicion experimental frente al control.
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El calculo del Fold Change se realiz6 mediante la siguiente relacion:

Expresion normalizada del tratamiento

Fold change =

Promedio de expresion normalizada del control 0 h

También se lo representa de la siguiente manera:
AACt = ACtiratamiento — ACtcontrot
Fold change = 27AACt

Los datos obtenidos permitieron evidenciar el comportamiento relativo de los genes evaluados
a partir de un disefio completamente al azar, en el que los tiempos se consideraron como factor
de evaluacion. A partir de estos datos se calculd la media y la variabilidad con el fin de
demostrar el comportamiento relativo de los genes y en donde el valor de referencia fue el

control de 0 horas.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Induccion de estrés fisiologico en Hylocereus megalanthus mediante metil jasmonato

(MeJA)

Durante el periodo de evaluacidon, los explantes tratados conservaron una apariencia
morfoldgica estable, sin evidencia de necrosis, clorosis, crecimiento anormal u otros signos
visibles de deterioro en los cladodios (Figura 1). Asimismo, el tejido vegetal mantuvo su
turgencia a lo largo de todo el tratamiento, lo que podria asociarse con la activacion de
mecanismos de osmorregulacion celular frente al estrés inducido por MeJA. Este
comportamiento fisiologico posiblemente esté relacionado con la acumulacion de compuestos
osmoprotectores y con el mantenimiento del equilibrio hidrico intracelular, mecanismos que
permiten preservar la estabilidad estructural y funcional de las células vegetales bajo

condiciones de estrés (Cruz et al., 2024).

En concordancia con estas observaciones, la ausencia de alteraciones fisiologicas visibles
durante los diferentes tiempos de exposicion puede interpretarse como una respuesta temprana
y progresiva frente al tratamiento aplicado. De acuerdo con lo reportado por Yin et al. (2020),
los efectos fisioldgicos asociados al metil jasmonato, como la clorosis o el amarillamiento
foliar, se manifestaron Unicamente después de periodos prolongados de exposicion en
condiciones controladas. De manera similar, Kim et al. (2023) evidenciaron que, tras 72 horas
posteriores al tratamiento, no se observaron diferencias fisioldgicas significativas, lo que
sugiere que las respuestas estructurales y morfoldgicas inducidas por MeJA no ocurren de
manera inmediata, sino que dependen del tiempo de exposicion y de la intensidad del estimulo

aplicado.
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Tabla 9.

Analisis cualitativo de plantas de H. megalanthus bajo tratamiento con MeJa (500 uM) a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Nota. No se evidenciaron cambios fenotipicos en H. megalanthus tratadas con MeJa en comparacion con el control durante el periodo evaluado

(0-72 h). Las plantas mantuvieron su coloracion verde intensa y turgencia en todos los tiempos analizados.
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3.2.0btencion de RNA

En el caso de H. megalanthus, el uso de Tri reagent resultd especialmente util debido a la
naturaleza del tejido vegetal analizado, caracterizado por la presencia de polisacaridos,
mucilagos y metabolitos secundarios que pueden interferir en la recuperacion y pureza del ARN
(Peng et al., 2024). En el estudio realizado por Sasi et al. (2023) se sefiala que este tipo de
compuestos constituye una de las principales dificultades en la extraccion de acidos nucleicos
en especies vegetales, particularmente en cactaceas y tejidos suculentos, ya que pueden afectar

tanto el rendimiento como la calidad del material genético obtenido.

La cuantificacion espectrofotométrica evidencio variaciones tanto en la concentracién como en
la pureza del ARN entre las muestras analizadas (Anexo 1). Las concentraciones obtenidas
oscilaron entre 72,12 ng/uL y 2043 ng/uL, observandose los mayores rendimientos en los
tratamientos correspondientes a 24 y 48 horas de exposicion al MeJA. Esta variabilidad podria
estar relacionada con el método de extraccion TRI Reagent, el cual, aunque es eficiente para

aislar el ARN, puede presentar variaciones en pureza y rendimiento (C. Wang et al., 2022).

En relacion con la pureza del ARN, los valores de absorbancia A260/280 se encontraron
mayoritariamente entre 1.6 y 1.8, rangos que se consideran aceptables para ARN vegetal y
compatibles con una baja contaminacion por proteinas o compuestos fenolicos. No obstante,
algunas muestras presentaron valores inferiores, lo que podria estar relacionado con la presencia
residual de metabolitos secundarios, polisacaridos o compuestos organicos derivados del tejido
vegetal y del reactivo de extraccion. Este comportamiento, como lo reportan Sasi et al. (2023),
es frecuente en especies vegetales con tejidos suculentos, donde la composicion bioquimica

puede interferir en la recuperacion y pureza de los dcidos nucleicos.

A pesar de estas variaciones, los resultados obtenidos evidencian que el protocolo basado en
TRIzol permiti6 la recuperacion de ARN en concentraciones adecuadas, con niveles de pureza

compatibles con la posterior sintesis de ADN complementario (cDNA).
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3.3.Sintesis de cDNA

La evaluacion de la concentracion y la pureza del cDNA evidencié diferencias entre los tiempos
de tratamiento analizados (Anexo 2). Las concentraciones obtenidas variaron entre 657.1 ng/uL
y 1884 ng/uL, valores considerablemente superiores a los reportados como adecuados en
diversos protocolos de andlisis de RT-qPCR en plantas, en los que se consideran suficientes
concentraciones mayores a 150 ng/uL (Zhu et al., 2022). Aunque los valores identifican una
adecuada cantidad y calidad del cDNA, estos factores no garantizan por si solos una eficiente
deteccion de transcritos con baja expresion, cuya identificacion depende del nivel de expresion,
sensibilidad y validacién del método, como se evidencia en el enfoque transcriptomico de Xu

et al., (2022).

Los valores de absorbancia A260/A280 se mantuvieron mayoritariamente entre 1.65 y 1.72,
rangos considerados aceptables para acidos nucleicos y compatibles con una baja presencia de
contaminacion proteica. Segin Fisher Scientific (2024), valores cercanos a 1.8 indican que la
calidad del material genético es adecuada para aplicaciones posteriores. Las variaciones
observadas entre las distintas muestras son un comportamiento frecuentemente asociado a

compuestos residuales.

3.4.Resultados in silico para genes candidatos asociados a defensa vegetal

La busqueda in silico permitié establecer un papel preliminar de genes candidatos asociados
con la defensa vegetal y la respuesta al estrés en plantas. Como resultado, se integraron diez
genes candidatos, junto con dos genes de referencia. Estos genes fueron organizados
considerando su funcidon molecular, el tipo de respuesta en la que participan y los parametros

de alineamiento obtenidos mediante BLAST, los cuales se resumen en la Tabla 10.
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Tabla 10.

Genes candidatos y genes de referencia considerados para el andlisis de expresion génica.

Tipo Gen Funcion asociada Mejor alineamiento BLAST % de Cobertura E-value
identidad del query

Candidato WRKY70  Factores de trascripcion asociado Arabidopsis thaliana WRKY70, 99,52 100 0,0
a defensa vegetal y sefializacion NM_115498.4
de estrés.

Candidato MYB Factores de trascripcion  Spinacia oleracea MYBIRI, 93,10 92 0,0
relacionados con regulaciéon de XM 021999459.2
respuestas al estrés.

Candidato bHLH Regulador trasncriptacional Arabidopsis thaliana, secuencia 100 99 0,0
asociado a sefalizacion por genomica BAC F6N18,
jasmonatos. AC017118.3

Candidato AOS Enzima relacionada con la Arabidopsis thaliana, 100 100 0,0
biosintesis de jasmonatos. cromosoma 5 clon P1:MJB21,

AB007647.1
Candidato JAZI Represor de la sefializacion por Arabidopsis thaliana JAZI, 100 100 0,0

jasmonato.

NM_001332386.1
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Candidato bZIP60 Factores de transcripcion  Arabidopsis thaliana BZIP60), 100 100 0,0
asociado a estrés celular y NM _103458.3
respuesta adaptativa.

Candidato APE Factor AP2/ERF asociado a Primulina tabacum AP2/ERF, 100 100 0,0
sefializacion hormonal y estrés XM_075645931.1

Candidato NAC Factor de transcripcion asociadoa  Malus domestica NAC domain- 100 100 0,0
tolerancia y respuesta al estrés containing  protein  7-like,

XM _070820491.1

Candidato HSP70 Chaperona molecular asociada a Arabidopsis thaliana HSP70, 100 100 0,0
proteccion celular bajo estrés NM_112093.3

Candidato CSDI Superoxido dismutasa Cu/Zn Arabidopsis thaliana CSDI, 100 100 0,0
asociada a defensa antioxidante =~ NM_100757.4

Referencia Actina Gen constitutivo para Actin(1), reportado en pitahaya - - -
normalizacion por Chen et al. (2019)

Referenicia  EFI-a Gen constitutivo para EFI- a, reportado en pitahaya - - -
normalizacion por Chen et al. (2019)

Nota. Los parametros de alineamiento corresponden al mejor resultado obtenido mediante BLAST para cada gen candidato. En los genes de

referencia no se incluyen parametros de BLAST, ya que fueron tomados de una validacion previa realizada en pitahaya por Chen et al. (2019)
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La inclusion de estos genes se justifica porque corresponden a familias génicas 0 componentes
funcionales ampliamente relacionados con sefializacion hormonal, regulacion transcripcional,
respuesta antioxidante y tolerancia frente a estrés bidtico y abiodtico. En este sentido, MYB,
bHLH, APE/ERF y NAC corresponden principalmente a factores de transcripcion, los cuales
actuan como reguladores de redes génicas activadas durante la respuesta al estrés vegetal
(Molina Valencia, 2024). S. Li et al. (2024) destacan que los factores WRKY participan en
rutas de sefializacion asociadas a estrés bidtico y abidtico. De forma complementaria, Z. Guo
et al. (2024) senalan que los bZIP intervienen en la regulacion de respuestas frente al frio, el

calor, la sequia y la salinidad, lo que respalda su inclusion dentro del grupo de genes candidatos.

Ademas de los factores de transcripcion, la busqueda incorpor6 genes directamente vinculados
con rutas de sefalizacion y defensa. AOS'y JAZI se relacionan con la via del acido jasmonico,
una de las rutas centrales en la respuesta vegetal frente al dafio, al ataque de patogenos y a la
defensa inducida. C. Li et al. (2022) describen que AOS participa en la biosintesis de
jasmonatos, mientras que las proteinas J4Z actuan como represores clave de la sefializacion por
jasmonato, regulando la activacion de genes dependientes de esta ruta. Por otro lado, HSP70'y
CSD1 fueron considerados por su relacion con la proteccion celular durante el estrés. (Berka et
al., 2022) indican que HSP70 participa en mecanismos de inmunidad vegetal y respuesta frente
a patogenos, mientras que Zhou et al. (2022) describen que las superoxido dismutasas Cu/Zn,
como CSD1, cumplen funciones importantes en la regulacion del estrés oxidativo generado bajo

condiciones adversas.

Finalmente, la inclusion de Actina y EFI-o. como genes de referencia se sustentd en
antecedentes especificos para pitahaya. Chen et al. (2019) evaluaron genes de referencia para
normalizacién por qRT-PCR en Hylocereu y reportaron que Actin(1) y EF1-a (1) estuvieron
entre los genes mas estables. Por tanto, su incorporacion en esta etapa fue pertinente, ya que
permitié trabajar con genes previamente evaluados en la misma especie o en especies cercanas

a pitahaya, fortaleciendo el disefio posterior de analisis de expresion génica.
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3.5. Validacion preliminar de cebadores mediante PCR convencional y electroforesis

A partir del panel de genes candidatos previamente definidos, se priorizaron seis genes para la
validacion experimental mediante PCR convencional y electroforesis: WRKY, MYB, bHLH,
bZIP, APE y NAC. Estos genes fueron seleccionados debido a que han sido reportados
previamente como genes asociados con respuestas de defensa vegetal y estrés (Molina
Valencia, 2024). Ademas, se considerd la disponibilidad de secuencias comparables, los

parametros de alineamiento obtenidos y la facilidad para el disefio de cebadores.

Posteriormente, los genes priorizados fueron evaluados junto con los genes de referencia Actina
y EFIl-a. Ambos genes de referencia presentaron bandas visibles, lo que confirmd su
amplificacion a partir del cDNA evaluado. En el vaso de los genes candidatos, inicamente
MYB, NAC y APE mostraron bandas detectables, mientras que WRKY, bHLH y bZIP no

evidenciaron amplificacion bajo las condiciones evaluadas (Figura 8).

Figura 8.

Validacion preliminar de hibridacion de cebadores mediante PCR con cDNA.

bzIP bHLH

Nota. Las bandas visibles demostraron amplificacion positiva, mientras que las sefiales difusas
se consideraron amplificacion no concluyente. Los genes de interés seleccionados se marcan

con un recuadro rojo.

La amplificacion positiva de MYB, NAC y APE resulta coherente con antecedentes que
relacionan estas familias génicas con respuestas de defensa y estrés en pitahaya y otras especies
vegetales. M. Xu et al. (2019) reportaron la participacion de MYB, NAC y APE en la respuesta
de Hylocereus polyrhizus frente al cancro, mientras que Jiao et al. (2021)sefialaron la
intervencion de genes reguladores como MYB y NAC en pitahaya bajo estrés por calor. De forma

complementaria, X. Wang et al. (2021) relacionan a MYB con respuestas frente al estrés
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abiotico, (Hu et al., 2022) reportaron genes NAC de pitahaya asociados con tolerancia al frio,
Qu et al. (2020) describieron a HuERF1 como un gen AP2/ERF vinculado con tolerancia al
estrés salino, y Wu et al. (2022) destacaron la participacion de factores ERF en respuesta frente
a condiciones adversas. Esta relacion funcional, junto con los criterios considerados para cada
gen candidato, se sintetiza en la Tabla 11, lo que respalda que la presencia de bandas en estos

tres genes justificara su continuidad hacia la fase de RT-qPCR.
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Tabla 11.

Caracterizacion funcional y taxonomica de genes candidatos asociados a defensa vegetal seleccionados para RT-qPCR.

Gen Proceso Bioldgico Funcion Especie Clase
MYB Respuesta al etileno, auxina y Factor de  transcripcion Ricinus communis o
. . Magnoliopsida
giberelina MYBIRI
Arabidopsis thaliana
Respuesta al acido jasmoénico Codificacion de proteinas Magnoliopsida
Respuesta al etileno y giberelina Codificacion de proteinas Spinacia oleracea Magnoliopsida
Respuesta al etileno y giberelina Codificacion de proteinas Glycine max Magnoliopsida
Respuesta al etileno, auxina y . . o
) ) Codificacion de proteinas Ricinus communis Magnoliopsida
giberelina
APE Regulacion de la transcripcion _ _ o
) Codificacion de proteinas Primulina tabacum Magnoliopsida
mediada por ADN
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Regulacion de la transcripcion

) Codificacion de proteinas Primulina huaijiensis Magnoliopsida
mediada por ADN
Regulacion de la transcripcion . . o
) Codificacion de proteinas Primulina eburnea Magnoliopsida
mediada por ADN
NAC Regulacion de la transcripcion Camelina sativa
) Codificacion de proteinas Magnoliopsida
mediada por ADN
Regulacion de la transcripcion . . o
Codificacion de proteinas Malus domestica Magnoliopsida

mediada por ADN

Andrographis paniculata

Regulacion de la transcripcion ) . o
Codificacion de proteinas Magnoliopsida

mediada por ADN

Nota. Se presentan los genes de interés asociados a la defensa vegetal, seleccionados para el disefio de cebadores y analisis por RT-qPCR. La
clasificacion taxonomica, proceso biologico, especie, clase de las especies fue verificada mediante la consulta de la base de datos bioldgica NCBI

Taxonomy (National Center for Biotechnology Information, n.d.)
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Por otro lado, la ausencia de bandas en WRKY, bHLH y bZIP puede estar relacionada con las
limitaciones de la busqueda in silico. Durante esta etapa no fue posible identificar, en todos los
casos, secuencias homologas provenientes de pitahaya o de especies filogenéticamente
cercanas, debido a la escasa disponibilidad de informacion gendmica y transcriptomica en
Hylocereus spp. Por esta razon, algunas secuencias de referencia tuvieron que seleccionarse a
partir de especies mas generales dentro de Magnoliopsida en el orden de Caryophyllales, lo que
pudo reducir la complementariedad entre los cebadores disefiados y las secuencias presentes en
pitahaya. A esto se suman factores propios de ensayo, como la calidad del cDNA, la
especificidad de los cebadores y la eficiencia de amplificacidon, aspectos considerados

esenciales para obtener resultados confiables en PCR y RT-qPCR (Bustin et al., 2009).

3.6.Analisis de expresion génica mediante RT-qPCR

En la evaluacion preliminar de las diluciones de cDNA, la dilucién 1:2 presentd el mejor
desempefio para las reacciones de RT-qPCR, debido a que permitié obtener una amplificacion
mas consistente y detectable en comparacion con las diluciones 1:5 y 1:10. Por esta razon, la
dilucién 1:2 fue considerada la més adecuada para continuar con el analisis de expresion relativa

de los genes candidatos.

Los resultados de RT-qPCR normalizados con Actina evidenciaron variaciones en la expresion
relativa de los genes candidatos evaluados. Considerando el tiempo de exposicion al metil
jasmonato como factor de comparacion dentro del disefio completamente al azar, los valores de
Fold Change permitieron observar una respuesta temporal diferenciada entre los genes

analizados. (Figura 9).
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Figura 9.

Expresion relativa de genes candidatos bajo tratamiento con metil jasmonato.
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Nota. Se representa la media del Fold Change de los genes candidatos en los diferentes tiempos
de exposicion al metil jasmonato. Las barras de error indican la variabilidad entre réplicas. El

tiempo de exposicion fue considerado como factor de comparacion dentro del disefio

completamente al azar.El analisis de datos se puede visualizar en el Anexo 3.

En el caso de APE, la expresion relativa aument6 desde las 4 h y alcanzo6 su mayor valor a las
24 h, con aproximadamente 19,65 veces respecto al tiempo 0 h, posteriormente, se mantuvo
elevada a las 48 h, con un valor cercano a 15,20 veces, y disminuy6 hacia las 72 h. Este
comportamiento sugiere que APE presentd una respuesta marcada principalmente entre las 24
y 48 h, lo que podria indicar una activacion transcripcional intermedia frente al tratamiento
evaluado. Esta tendencia es coherente con lo reportado para genes de la familia APE2/ERF, ya
que Qu et al. (2020) describieron que HuERF1, un gen APE2/ERF de pitahaya, es inducido
bajo condiciones de estrés; ademas, (Wu et al., 2022) sefalan que los factores ERF intervienen

en la respuesta de defensa frente a diferentes condiciones adversas.

Por otro lado, MYB también presentd una variacion importante al ser normalizado con Actina.
A las 4 h se observé una reduccion de la expresion relativa, con un valor aproximado de 0,66
veces, lo que indica que no hubo induccion temporal bajo esa condicion. No obstante, a las 24
h la expresion aumento hasta aproximadamente 13,15 veces, se mantuvo elevada a las 48 h con
9,41 veces y volvid a mostrar un valor alto a las 72 h, cercano a 13,09 veces. Este

comportamiento indica que la expresion de MYB presentd una respuesta dependiente del tiempo
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de exposicion al tratamiento. La reduccion parcial observada a las 48 h podria interpretarse
como una fase de ajuste transcripcional, mas que como una ausencia de respuesta. Esta
dindmica es coherente con lo reportado por Liu et al. (2023), quienes observaron que la
expresion del gen MbMYBCI, perteneciente a la familia MYB, varid segun el tiempo de
exposicion al estrés, con una induccion inicial seguida de una disminucion. Adicionalmente, Y.
Chen et al. (2024) reportaron que AsMYB2R043 present6 una reduccioén durante el estrés por
PEG, pero con un ligero incremento hacia las 72 h. Por tanto, el patrén observado en MYB
puede entenderse como una respuesta temporalmente regulada, en la que la activacion, la
disminucion parcial y la posterior recuperacion de la expresion forman parte de la dindmica

transcripcional frente al estrés.

Por el contrario, NAC no mostré un patrén de expresion confiable en esta fase. Los valores
obtenidos no permitieron establecer una tendencia clara ni sustentar una interpretacion
consistente. Esta diferencia puede explicarse porque la presencia de una banda en PCR
convencional no garantiza necesariamente un ensayo cuantitativo eficiente en RT-qPCR. En
este tipo de andlisis, la especificidad de los cebadores, la eficiencia de amplificacion y la
ausencia de productos inespecificos son determinantes para obtener valores de Cq reproducibles
y comparables. Por ello, el resultado no concluyente de NAC pudo estar relacionado con una
menor eficiencia del ensayo bajo las condiciones evaluadas, aspecto que debe verificarse antes

de interpretar cambios de expresion relativa (Bustin et al., 2009).

Esta misma variabilidad también pudo influir en los analisis normalizados con EF[-a, los
resultados no mostraron un comportamiento suficientemente consistente para sustentar una
interpretacion definitiva de la expresion relativa. Aunque (C. Chen et al., 2019b) reportaron
que Actina y EFI-o pueden funcionar como genes de referencia en pitahaya, la estabilidad de
un gen constitutivo puede variar segun las condiciones especificas del ensayo, el tejido

analizado y la calidad de los datos obtenidos
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e La aplicacion de metil jasmonato a 500 micromolar permiti establecer una condicion
controlada de elicitacion en plantas de Hylocereus megalanthus durante los tiempos
evaluados. Aunque no se observaron alteraciones morfologicas visibles como clorosis,
necrosis o pérdida de turgencia, el material vegetal se mantuvo viable para el analisis
molecular posterior, lo que permitio evaluar la respuesta génica inducida por el

tratamiento.

e [La extraccion de ARN mediante TRI Reagent permiti6 obtener material genético en
concentraciones adecuadas para la sintesis de cDNA, aunque con variaciones entre los
diferentes tiempos de exposicion. La posterior sintesis de cDNA genero concentraciones
suficientes para los analisis de expresion génica, lo que confirméd que las muestras
tratadas fueron aptas para continuar con la validacion de cebadores y la cuantificacion

mediante RT-qPCR.

® [a evaluacion de genes asociados a la defensa vegetal permitio priorizar seis genes
candidatos, de los cuales MYB, NAC y APE presentaron amplificacion visible junto con
los genes de referencia Actina y EFI-o. Este resultado permiti6 seleccionar los genes
con mejor respuesta de amplificacion para la fase de RT-qPCR y descartar aquellos que

no mostraron bandas detectables bajo las condiciones experimentales.

® El andlisis de expresion relativa mediante RT-qPCR evidencid que el tiempo de
exposicion al metil jasmonato influyd en el comportamiento de los genes candidatos.
APE present6 una mayor respuesta a las 24 y 48 horas, mientras que MYB mostr6 una
expresion elevada desde las 24 horas y se mantuvo hasta las 72 horas. En contraste,
NAC no present6d una tendencia suficientemente clara, y los resultados normalizados
con EF1 alfa no fueron concluyentes. Bajo estas condiciones, Actina permitié una

interpretacion mas consistente de la expresion relativa.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda ampliar los tiempos de evaluacion posteriores a la aplicacion de metil
jasmonato, incorporando puntos adicionales después de las setenta y dos horas. En este
estudio, APE/ERF y MYB mostraron respuestas relevantes principalmente desde las
veinticuatro horas, por lo que evaluar tiempos posteriores permitiria determinar si la
expresion se mantiene, disminuye o alcanza un nuevo punto maximo.

Se sugiere evaluar diferentes concentraciones de metil jasmonato, ademas de la
concentracion empleada en este trabajo, con el fin de comparar la intensidad de la respuesta
génica. Esto permitiria identificar si la expresion de genes como APE y MYB depende
unicamente del tiempo de exposicion o también de la dosis aplicada.

Se sugiere optimizar los ensayos de RT-qPCR para los genes que no presentaron resultados
concluyentes, especialmente NAC. Aunque este gen mostré amplificacion en PCR
convencional, su comportamiento en RT-qPCR no permitio establecer una tendencia clara.
Por esta razdn, seria conveniente revisar la eficiencia de amplificacion, la especificidad de
los cebadores, la curva de fusion y, de ser necesario, redisefiar primers para mejorar la
confiabilidad del ensayo.

Se recomienda fortalecer el proceso de extraccion y purificacion de ARN en futuras
investigaciones con pitahaya, debido a que los tejidos suculentos pueden contener
compuestos que afectan la pureza del material genético. La incorporacion de pasos
adicionales de purificacion o el uso de métodos combinados podria reducir la variabilidad
entre muestras y mejorar la calidad del cDNA utilizado en RT-qPCR.

Finalmente, se recomienda ampliar el analisis molecular mediante la evaluacion de un
mayor numero de genes candidatos asociados a defensa vegetal, sefializacion hormonal,
estrés oxidativo y respuesta bidtica o abiotica. Ademas, seria conveniente incluir mas
especies vegetales en los andlisis comparativos, priorizando aquellas filogenéticamente
cercanas a Hylocereus megalanthus, con el fin de identificar regiones con mayor homologia
y mejorar el disefio de cebadores. Esta estrategia podria complementarse con estudios
transcriptomicos mas amplios, como RNA-seq, para reconocer nuevas rutas moleculares
activadas por metil jasmonato y fortalecer el conocimiento biotecnoldgico sobre la defensa

vegetal en pitahaya amarilla.
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Anexo 1.

Datos de cuantificacion de la calidad del ARN.

ANEXOS

Muestra
(Tiempo) Réplica A-280 (abs) A-260 (abs) nm 1 abs A-260/A-280 A -260/A-230 ng/ul
0 R1 4.643 7.792 7.792 1.68 1.13 389.7
R2 0.774 1.442 1.446 1.86 1.16 72.12
R3 5.344 9.244 9.244 1.73 1.26 462.2
4 R1 8.207 15.26 15.26 1.86 1.18 763.7
R2 7.225 12.83 12.84 1.78 0.94 641.6
R3 6.753 12.55 12.54 1.86 0.91 627.3
24 R1 4.945 8.346 8.341 1.69 1.25 417.3
R2 11.52 20.51 20.91 1.78 0.62 1025
R3 10.63 18.09 19.21 1.7 0.61 904.4
48 R1 28.24 40.86 40.88 1.45 1.3 2043
R2 4.631 8.019 8.062 1.73 0.99 400.9
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R3 5.951 9.91 9913 1.67 1.1 495.5
72 R 1
R2
R3 9.247 16.82 15.58 1.82 0.54 840.8
Nota. Andlisis realizado en Nanodrop.
Anexo 2.
Datos de cuantificacion de la calidad del cDNA.
Muestra
(Tiempo) Réplica A-280 (abs) A-260 (abs) nm 1 abs A-260/4-280 A-260/4-230 ng/ul
0 R1 15.26 26.13 26.14 1.71 1.7 1306
R2 18.23 31.3 31.31 1.72 1.81 1565
4 R1 22.52 37.68 37.76 1.67 1.86 1884
R2 9.786 16.71 16.73 1.71 1.5 835.6
24 R 1 7.972 13.14 13.11 1.65 1.32 657.1
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R2 21.98 36.44 36.47 1.66 1.45 1822

48 R 1 10.2 17 17.06 1.67 1.35 849.9
R2 17.1 28.82 28.89 1.68 1.38 1441
72 R 1 14.74 25.19 25.21 1.71 1.37 1260
R2 14.9 25.2 25.21 1.71 1.28 1007

Nota. Analisis realizado en Nanodrop.

Anexo 3.

Valores de Fold Change obtenidos a partir del andlisis descriptivo.

Gen Tiempo Ct Ct housekeeping Fold Change
0 0.0 34.8
1
0 0.0 34.0
4 36.9 333
APE 1.710242139
4 0.0 36.2
24 36.9 0.0

10.10642324
24 0.0 38.8
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