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incremento en las concentraciones ARN de calidad a
partir de una sola semilla de frijol, lo que lleva a tener

1. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA. La
innovacion consiste en la implementacion de un

protocolo que incremente la calidad y cantidad de ARN,
extraido a partir de una semilla de frijol (Phaseolus
vulgaris L.), que facilite el analisis de la expresion génica
bajo diferentes condiciones.

2. PROBLEMA, OPORTUNIDAD, NECESIDAD A
RESOLVER. El cultivo de frijol es el segundo en
importancia después del maiz, en la alimentacion de los
mexicanos. Se siembra en 1,590,876 ha, de las cuales
85.5% se cultiva bajo condiciones de temporal. De esta
manera, el ciclo del cultivo de frijol, es dependiente de
las condiciones edafoclimaticas. Desde el punto de vista
de la biotecnologia, la semilla de frijol es dificil de
manejar a nivel postcosecha, ya que, después del corte
inicia el proceso de senescencia que promueve la
degradacion de acido nucleicos, principalmente el ARN.
Actualmente, existen para la extraccion de acidos
nucleicos de semillas de frijol, protocolos comerciales
que ofrecen resultados muy limitados y no garantizan
una concentracién de ARN suficiente para analisis de
fenotipo. Es por ello, que se requiere de un protocolo de
extraccion que permita la obtencion de ARN de calidad
y en las concentraciones adecuadas para realizar
investigacion de expresion génica.

3. RESULTADOS OBTENIDOS POR LOS
PRODUCTORES AL UTILIZAR LA TECNOLOGIA. Se
realizé un curso-taller donde se utilizaron semillas de
frijol de tres variedades diferentes, para extraer ARN
con el protocolo generado en el INIFAP-CEZAC, vy el
protocolo de Becker fue utilizado como referencia. La
calidad y pureza de ARN se midi6é por densidad 6ptica.
El método utiliza una relacion de absorbancia (260/280
nm) y se usan como referencia de buena calidad valores
entre 1.8 y 2.0 nm. Los resultados obtenidos fueron
valores promedio de 1.85 nm y 1,726 ng/uL para la
variedad Pinto Saltillo, 1.96 nm y 1,854 ng/uL para la
variedad Frijozac 101 y de 1.93 nm y 2, 583 ng/uL para
la variedad Flor de junio Dalia. Los valores de
absorbancia obtenidos por el método INIFAP-CEZAC
estan dentro del rango de referencia, pero la cantidad
de material genético alcanzado es mayor al obtenido
con el protocolo de Backer, ya que con éste se
obtuvieron valores de 2.15 nm y 1,258 ng/uL para la
variedad Pinto Saltillo, 1.79 nm y 896 ng/uL para la
variedad Frijozac 101 y de 1.83 nm y 1,107 ng/uL para
la variedad Flor de junio Dalia. Esta técnica genera un

mejores procesos técnicos en las investigaciones de
expresion genética, obteniendo mejores resultados.

4. APOYOS RECIBIDOS POR LOS PRODUCTORES
PARA PROMOVER SU ADOPCION. Esta tecnologia
fue puesta disposicion de técnicos de laboratorio como
una técnica de apoyo a proyectos de investigacion de
expresion genética. Al ser una tecnologia de laboratorio,
no hubo ningun tipo de apoyo sectorial.

5. SOPORTE DOCUMENTAL DE LA ADOPCION. Los
datos que se obtuvieron de calidad y concentracion del
ARN de semilla de frijol, se encuentran en el informe
semestral del proyecto de Recursos Genéticos:
“Semillas Ortodoxas Informe técnico final 2016 del
proyecto del programa de Recursos Genéticos:
“Semillas Ortodoxas”, y listas de asistencia del curso-
taller “Extraccion de ARN de alta calidad y cantidad a
partir de una sola semilla de frijol”.

6. VINCULACION ACTUAL Y REQUERIDA. Con el
Sistema Producto Frijol, Comité de Sanidad Vegetal,
Laboratorios de Centros Biotecnoldgicos, Centros de
Investigacion y Universidades para estudios expresion
génica de proteinas de interés, ya sea en al ambito de
salud, mejoramiento genético, valor agregado o
productivo del Sistema Producto Frijol.

7. APLICACION POTENCIAL A PROGRAMAS DE
DESARROLLO. Se requieren cursos de capacitacion
especifica en cuanto a manejo de las técnicas de
extraccion de ARN. Esta técnica puede ser utilizada en
Laboratorios de investigacion de Universidades o de
Institutos de Investigacién que involucren estudios
genéticos.
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Figura 1. A) Visualizacion de las subunidades ribosomales 28S, 18S y 5S del ARN de planta. B) Gel de
calidad de la extraccion de ARN de una semilla de frijol mediante dos protocolos. (1) ARN mediante
la extraccion con el protocolo generado en el INIFAP-CEZAC, (2) ARN mediante la extraccion con el
protocolo de Becker y col 1995.
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ARN A PARTIR DE UNA SEMILLA DE FRIJOL.

EXTRACCION, ACIDO RIBONUCLEICO (ARN), Phaseolus vulgaris L.

1. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA. La
innovacion consiste en la generacién de un protocolo
que incremente la calidad y cantidad de ARN, extraido
a partir de una semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.),
facilitando el analisis de la expresiébn génica bajo
diferentes condiciones.

2. PROBLEMA, OPORTUNIDAD, NECESIDAD A
RESOLVER. EI cultivo de frijol es el segundo en
importancia después del maiz, en la alimentacion de los
mexicanos. Se siembra en 1,590,876 ha, de las cuales
85.5% se cultiva bajo condiciones de temporal. De esta
manera, el ciclo del cultivo de frijol, se hace dependiente
de las condiciones climaticas. Ademas, la semilla de
frijol es dificil de manejar desde el punto de vista de la
biotecnologia debido a que una vez que son
cosechadas, se promueve la degradacion de acido
nucleicos, principalmente el ARN. Actualmente, existen
para la extraccién de acidos nucleicos de semillas de
frijol, protocolos comerciales que ofrecen resultados
muy limitados en cuanto a la concentracion de ARN. Es
por ello, que se requiere de un protocolo de extraccion
que facilite la obtencion de ARN de calidad y en las
concentraciones adecuadas para realizar experimentos
de expresién génica.

3. MECANI§MOS DE TRANSFERENCIA DE
TECNOLOGIA. La tecnologia fue transferida en el
curso-taller “Extraccion de ARN de alta calidad y
cantidad a partir de una sola semilla de frijol”, realizado
en la Unidad Académica de Ciencias Biologicas de la
Universidad Autbnoma de Zacatecas.

4, SOPORTE TECNICO DE LA
TRANSFERENCIA. Informe técnico final 2016 del
proyecto del programa de Recursos Genéticos:
“Semillas Ortodoxas”, y listas de asistencia del curso-
taller “Extraccion de ARN de alta calidad y cantidad a
partir de una sola semilla de frijol”.

5. RESULTADOS OBTENIDOS DE LA
TRANSFERENCIA. En el curso-taller se utilizaron
semillas de frijol de tres variedades diferentes, a las
cuales se les extrajo ARN con el protocolo generado en
el INIFAP-CEZAC, y el protocolo de Becker utilizado
como referencia. La calidad y pureza de ARN se midi6
con base en la absorbancia de la relacion 260/280
nandmetros (nm), siendo como norma de buena calidad

valores entre 1.8 y 2.0 nm. Los resultados obtenidos
fueron valores promedio de 1.85 nm y 1,726 ng/uL para
la variedad Pinto Saltillo, 1.96 nm y 1,854 ng/uL para la
variedad Frijozac 101 y de 1.93 nm y 2, 583 ng/uL para
la variedad Flor de junio Dalia. Estos valores estan muy
por encima de los resultados obtenidos con el protocolo
de Backer, ya que con este protocolo se obtuvieron
valores de 2.15 nm y 1,258 ng/uL para la variedad Pinto
Saltillo, 1.79 nm y 896 ng/uL para la variedad Frijozac
101 y de 1.83 nm y 1,107 ng/uL para la variedad Flor de
junio Dalia.

6. AGENTES DE CAMBIO ATENDIDOS. La
transferencia se realizd6 en la Unidad Académica de
Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de
Zacatecas en un taller realizado el 7 y 8 de noviembre del
2019, donde participaron los investigadores Rosa Gabriela
Reveles Hernandez, Luz Elena Vidales Rodriguez, David
Alejandro Garcia, Sergio Hugo Sanchez Rodriguez, y los
técnicos asistes lliana Noemi Quiroz Serrano y Kevin Saul
Ramirez Davila, pertenecientes al Laboratorio de
Bioquimica Molecular.

7. SOPORTE DOCUMENTAL. Los datos que se
obtuvieron de calidad y concentracion del ARN de
semilla de frijol, se encuentran sélo en el informe
semestral del proyecto de Recursos Genéticos:
“Semillas Ortodoxas”.

8. VINCULACION ACTUAL Y REQUERIDA. Con
el Sistema Producto Frijol, Comité de Sanidad Vegetal,
Laboratorios de Centros Biotecnoldgicos, Centros de
Investigacion y Universidades para estudios expresion
génica de proteinas de interés, ya sea en al ambito de
salud, mejoramiento genético, valor agregado o
productivo del Sistema Producto Frijol.
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Figura 1. A) Visualizacion de las subunidades ribosomales 28S, 18S y 5S del ARN de planta. B) Gel de
calidad de la extraccion de ARN de una semilla de frijol mediante dos protocolos. (1) ARN mediante

la extraccion con el protocolo generado en el INIFAP-CEZAC, (2) ARN mediante la extraccion con el
protocolo de Becker y col 1995.

Ventajas comparativas de los datos de transferencia

Calidad de extraccion de ADN Cantidad de ADN
25 3000
215 .
, e . 1.96 . — 2500 P
. 2000 v
15 §7 1500 1726 e85
E 1000
! 500 I l I
0:5 0 Pinto Saltillo FrijoZac 101‘ Flor de j\.l"ﬂO Dalia
m Protocolo Becker 1258 896 1107
° Pinto Saltillo FrijoZac 101 Flor de junio Dalia m Protocolo CAZAC 1726 1854 2583
B Protocolo Becker 2.15 179 1.83
B Protocolo CAZAC 1.85 1.96 1.93
H Protocolo Becker ~ m Protocolo CAZAC

m Protocolo Becker  ® Protocolo CAZAC

Programa de Investigacion: RECURSOS GENETICOS N° de proyecto: No. SIGI 114331811



SAGARPA

Tecnologia validada 2017 y reportada en septiembre

[zl L=t
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

PROTOCOLO PARA INCREMENTAR LA CALIDAD Y CONCENTRACION DE

ARN A PARTIR DE UNA SEMILLA DE FRIJOL
EXTRACCION, ACIDO RIBONUCLEICO (ARN), Phaseolus vulgaris L.

1. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA. La innovacion
consistio en el desarrollo de un protocolo que incrementa
la calidad y cantidad de ARN (acido ribonucleico)
extraido a partir de una semilla de frijol (Phaseolus
vulgaris L.). Con ello se facilita el andlisis de la expresién
génica bajo diferentes condiciones ambientales.

2. PROBLEMA, OPORTUNIDAD, NECESIDAD A
RESOLVER. La extraccion del ARN es un problema
metodolégico y econémico importante en estudios de
expresion génica en frijol cultivado en condiciones
ambientales diferentes. Lo anterior, derivado del
contenido alto de polisacaridos y almidones, los cuales
interfieren en la cantidad y la calidad del ARN extraido de
la semilla. Ademéas, as semillas de frijol son dificiles de
manejar en el laboratorio de biotecnologia, debido a que
una vez que son cosechadas se observa degradacion de
los acidos nucleicos, principalmente el ARN. Existen
protocolos comerciales, de costo alto, que ofrecen
resultados limitados en cuanto a la eficiencia en la
extraccion y concentracion del ARN obtenido. El
protocolo INIFAP, se ha validado, dando como resultado
la obtencion de ARN de calidad (limpieza del bandeo) y
en las concentraciones adecuadas (valores de entre
1,800 y 2,000 ng/ul) para realizar experimentos de
expresion génica, ARN de interferencia y otros estudios
de biologia molecular.

3. RESULTADOS OBTENIDOS DE LA VALIDACION. El
20 de septiembre de 2017, se validaron tres técnicas de
extraccion de ARN a partir de semilla tnica en frijol, en
un estudio por triplicado. La primera extraccion fue con el
producto comercial RNA Plant Reagent (Thermofisher®),
el segundo con el protocolo Becker, y el tercero mediante
la extraccion con el protocolo generado en el INIFAP-
CEZAC. La calidad y pureza de ARN se midio con base
en la absorbancia de la relacién 260/280 nanémetros
(nm), siendo esta de buena calidad, con valores entre 1.8
y 2.0 nm. Con el producto comercial, se obtuvo un
promedio de 1,726 ng/uL, con una absorbancia de 1.88.
En el caso del protocolo Becker los resultados s fueron
1916 ng/uL y absorbancia de 1.86. Finalmente, con el
protocolo INIFAP, se obtuvo una concentracion de 2,583
ng/uL con una absorbancia de 2.02. Con ello, se
corrobord la eficiencia alta del protocolo INIFAP, en
comparacion con los otros dos validados.

4. RECOMENDACION PARA SU USO. Para programas
de frijol, utilizando la expresion diferencial de genes,
como criterio de seleccién de lineas y variedades con
tolerancia a diferentes tipos de estrés biotico y abiotico.

La implementacion de la tecnologia requiere de un
laboratorio de Biologia Molecular.

5. INFORMACION DE LA VALIDACION. La validacion
se realizO en la Unidad Académica de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autbnoma de Zacatecas en
un taller realizado el 20 de septiembre donde participaron
el Dr. Sergio Hugo Sanchez Rodriguez (Responsable del
Laboratorio de Biologia Molecular), Rosa Gabriela
Reveles Hernandez y Rosa Maria Ramirez (Docentes-
Investigadores), David Delgado Avila, Palomo Enriquez
Gutiérrez, Sayra Nallely Valdez reyes, Victor Hugo Rubio
Medina Y Jonatan Rosalio Santamaria Tovar (Téchicos
de laboratorio).

6. SOPORTE TECNICO DE LA VALIDACION. La
tecnologia validada se documenté en el curso-taller
“Nuevo protocolo para incrementar la calidad vy
concentracién de ARN a partir de una sola semilla de
frijol”, realizado en la misma Unidad Académica de
Ciencias Biolégicas de la UAZ.

7. AMBITO DE APLICACION. La técnica puede ser
utilizada en cualquier programa de genética y mejora de
frijol a nivel mundial.

8. USUARIOS POTENCIALES. Sistema Producto Frijol,
Centros de Investigacion y Universidades.

9. COSTO ESTIMADO. EI costo con el protocolo
comercial es de $430.00 por semilla de frijol. El costo
aproximado con el protocolo de Becker y colaboradores
es de $320.00, mientras que con este protocolo es de
$250.00 por semilla.

10. SOPORTE DOCUMENTAL. Los datos que se
obtuvieron de calidad y concentracion del ARN de semilla
de frijol, se encuentran en el informe semestral del
proyecto de Recursos Genéticos: “Semillas Ortodoxas”.

11. PROPIEDAD INTELECTUAL. Es factible generar
una patente para este protocolo de laboratorio, e iniciar
con las actividades para su realizacion.
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Figura 1. A) Visualizacién de las subunidades ribosomales 28S, 18Sy 5S del ARN de planta. B) Gel de
calidad de la extraccién de ARN de una semilla de frijol mediante tres protocolos. (1) ARN mediante
la extraccion con el protocolo comercial, (2) ARN mediante la extraccion con el protocolo de Becker
y col 1995y (3) ARN mediante la extraccidon con el protocolo generado en el INIFAP-CEZAC.
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1. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA. La
innovacién consiste en un protocolo que
incrementa la calidad y cantidad de &acido
ribonucleico (ARN), extraido a partir de una
semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.), facilitando
el andlisis de la expresion génica bajo diferentes
condiciones.

2. PROBLEMA, OPORTUNIDAD, NECESIDAD
A ATENDER. El cultivo de frijol es el segundo en
importancia en la alimentacién de los mexicanos,
después del maiz. Se siembra en 1,590,876 ha,
de las cuales 85% se cultiva bajo condiciones de
temporal. La semilla de frijol es dificil de manejar
desde el punto de vista de la biotecnologia,
debido a que una vez cosechada, se promueve la
degradacion de los acidos nucleicos,
principalmente el ARN. Actualmente existen
protocolos comerciales para la extraccion de ARN
de semillas de frijol, los cuales ofrecen resultados
muy limitados en cuanto a la concentracion de
ARN. Es por ello que se generé un protocolo de
extraccién que facilita la obtencion de ARN de
calidad y en las concentraciones adecuadas para
realizar experimentos de expresion génica.

3. BENEFICIOS ESPERADOS. Reduccion de
costos en comparacion con  protocolos
comerciales y los reportados en la literatura.
Incremento en las concentraciones ARN de
calidad a partir de una sola semilla de frijol.
Eficiencia en el uso de insumos. Estos beneficios
contribuyen en investigaciones enfocados a
programas de mejoramiento genético que
incrementen la calidad y el rendimiento del cultivo
de frijol. Ademas, se podrian identificar genes
que funcionen como marcadores moleculares
relacionados con cierta condicion presente en el
cultivo (estrés bidtico y/o abiotico).

4. AMBITO DE APLICACION. En el sector
publico y privado relacionado con la biotecnologia

vegetal aplicada al cultivo de frijol. Principalmente
en los Estados productores de frijol en México
(Zacatecas, Durango y Chihuahua), y aquellos
donde se realiza investigacion con este cultivo.

5. USUARIOS POTENCIALES. Esta técnica
puede ser utilizada en laboratorios de
biotecnologia en Universidades y Centros de
Investigacién publicos y privados.

6. COSTO ESTIMADO. EI costo con el protocolo
comercial es de $430.00 por semilla de frijol. El
costo aproximado con el protocolo de Beker y
colaboradores es de $320.00, mientras que con
el protocolo de la presente tecnologia, el costo es
de $250.00 por semilla.

7. SOPORTE DOCUMENTAL. Los datos que se
obtuvieron de calidad y concentracion del ARN de
semilla de frijol, se encuentran en el informe
semestral del proyecto de Recursos Genéticos:
“Semillas Ortodoxas Norte”.

8. PROPIEDAD INTELECTUAL. En tramite.

Para mayor informacion dirigirse a:

Dra. Silvia Salas Mufioz?

Dr. Luis Roberto Reveles Torres?

Dra. Fatima Berenice Salazar Badillo?
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Direccion: Apartado Postal 18. Calera, Zac. 98500

Tel 01 800 088 22 22 Ext. 82329
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Direccion: Apartado Postal 18. Calera, Zac. 98500
3Unidad Académica de Agronomia, Universidad
Autonoma de Zacatecas, Zacatecas. C.P. 98170,
México.
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Figura 1. A) Visualizaciéon de las subunidades ribosomales 28S, 18S y 5S del ARN de planta. B) Gel
de calidad de la extraccion de ARN de una semilla de frijol mediante tres protocolos. (1) ARN
mediante la extraccidn con el protocolo comercial, (2) ARN mediante la extraccién con el protocolo
de Becker y col 1995 y (3) ARN mediante la extraccion con el protocolo generado en el INIFAP-
CEZAC.

Ventajas comparativas

Tabla 1. Comparacion de concentracion y calidad del ARN de semilla de frijol extraido con tres
protocolos diferentes.

ARN de semilla de frijol Concentracion (ng/ul) Relacion 260/280
Protocolo Comercial 1,726.2 1.88
Protocolo de Becker 1,916.4 1.86

Protocolo Generado INIFAP-CEZAC 2,583.2 2.02

Programa de Investigacion: Recursos Genéticos N° de Proyecto: 114331811
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DATOS ADICIONALES FUERA DEL FORMATO DE LA FICHA
TECNOLOGICA

e Cantidad disponible del componente tecnoldgico:
Esta nueva tecnologia es un protocolo experimental de laboratorio, por lo que hablar de una
cantidad disponible del componente tecnolégico, no es aplicable.

e FEtapa de registro del material:
No se ha iniciado el registro del protocolo.

e Quién financio el proyecto en el cual fue generada la tecnologia:
El Proyecto es financiado por recursos Fiscales.

e Con qué instituciones, organizaciones, industrias, empresas se puede vincular el
INIFAP a través de ésta tecnologia.
Esta técnica puede ser vinculada con Laboratorios de investigacion de Universidades como en
las Unidades académicas de Agronomia, Medicina Veterinaria y Ciencias Biologicas de la
Universidad Autébnoma de Zacatecas; siendo ademas util para Laboratorios de Fitopatologia,
de Diagnoéstico, de Mejoramiento Genético, Centros de investigacion, demas Universidades,
entre otros.

e Quiénes demandaron la generacion de ésta tecnologia:
Investigadores, programas de fitomejoramiento de frijol, técnicos laboratoristas entre otros.

e Cual fue el objetivo de la investigacion, tecnologia o componente tecnolégico?:
Generar una técnica de laboratorio que permita la obtencion de ARN de buena calidad y
cantidad apartir de una semilla de frijol, para estudios de expresion génica de frijol.

Programa de Investigacion: Recursos Genéticos N° de Proyecto: 114331811





