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Resumen

La amazonia peruana es megabiodiversa y posee millones de genes con potencial biotecnoldgico que
debemos descubrir. Para identificarlos, aislarlos y poder aprovecharlos tenemos que secuenciar los genomas
y transcriptomas de las especies mas importantes. Sin embargo, hasta concretar este tipo de proyectos,
combinando estrategias bioinformaticas y moleculares podemos aislar genes con potencial biotecnolégico. El
objetivo fue aislar genes involucrados en la biosintesis de vitamina C en Myrciaria dubia. De acuerdo a las
relaciones filogenéticas de M. dubia con otras especies, se buscaron secuencias homdlogas en el banco de
genes del gen que codifica L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (L-Ga/LDH). En base al alineamiento
multiple obtenido, se construyd un filograma consenso y de los clados formados se disefiaron cebadores
degenerados. Los frutos fueron obtenidos de una coleccion de germoplasma y el ARN total se purifico, el
ADNC se sintetizo y amplificd con cebadores degenerados. El amplicon sintetizado se clond y secuencié con
técnicas estandares. Con las aproximaciones empleadas se logré aislar, clonar y secuenciar un segmento de
921 pb del gen L-GalLDH de M. dubia. En conclusion, con las estrategias bioinformaticas y moleculares
descritas se aislo el segmento de un gen que codifica la enzima L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa de
la via biosintética de vitamina C en M. dubia, especie de la que no se disponia de secuencias génicas. Con
estas mismas aproximaciones sera posible aislar genes de interés biotecnoldgico de esta y otras especies
amazonicas que aun no cuentan con bases de datos de secuencias nucleotidicas.

Palabras claves: Biosintesis de vitamina C, clonacion de genes, Myrciaria dubia, vias metabdlicas,

Abstract

The Peruvian Amazon is mega-biodiverse and has millions of genes with biotechnological potential yet to be
discovered. To identify, isolate and use these genes we first must sequence the genomes and
transcriptomes of the most important species. In the interim, however, we can combine bioinformatics and
molecular strategies to isolate genes with biotechnological potential. The aim of the current study was to
isolate genes involved in vitamin C biosynthesis of Myrciaria dubia. Using known phylogenetic relationships
of M. dubia, we searched GenBank for homologous sequences of the gene that encodes L-galactono-1,4-
lactone dehydrogenase (L-GalLDH). Based on multiple alignments, a consensus phylogram was constructed,
and from clades degenerate primers were designed. The fruits were obtained from a germplasm collection
and total RNA was purified, cDNA was synthesized and amplified with degenerate primers. The synthesized
amplicon was cloned and sequenced by standard techniques. With these methods we have isolated, cloned
and sequenced a 921 bp segment of the L-GalLDH gene of M. dubia. In conclusion, with the bioinformatics
and molecular strategies described here, the gene encoding L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase from
the biosynthetic pathway of vitamin C in M. dubia was successfully sequenced even though gene sequences
were not available. With this approach it will be possible to isolate genes of biotechnological interest in this
and other Amazonian species in which nucleotide sequences databases are lacking.
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INTRODUCCION

La amazonia peruana se caracteriza por su
megabiodiversidad, que hasta el momento ha
sido aprovechada de manera muy limitada,
principalmente por actividades extractivistas.
Sin embargo, la mayor riqueza que albergan
estas especies son los millones de genes y sus
variantes alélicas, aun no descubiertos.
Muchos de estos genes podrian ser
aprovechados de mudltiples formas, porque
pueden ser patentados, codificar nuevas
enzimas, ser empleados para la produccion de
sustancias de interés industrial y compuestos
bioactivos en procesos biotecnoldgicos /in vitro
e in vivo, podrian servir para realizar el
mejoramiento genético por intragénesis o
transgénesis de diversas especies, entre otras
aplicaciones. Pero no podremos aprovecharlos
o evaluar su potencial biotecnolégico mientras
no sean identificados y aislados. Para acelerar
el descubrimiento de estos genes debemos
realizar proyectos para secuenciar el genoma
y transcriptoma de las especies amazdnicas de
mayor importancia socioecondmica, las que en
su gran mayoria son “huérfanas de la ciencia”
por la escasez o ausencia de investigaciones
cientificas realizadas y publicadas.
Actualmente, la obtencién de informacién
gendmica y transcriptdmica de cualquier
especie son factibles porque disponemos de
plataformas de secuenciamiento masivo (next-
generation DNA sequencing) que han
reducido drasticamente el costo y el tiempo
para secuenciar genomas y transcriptomas
completos. Estas nuevas plataformas son
comercializadas por las compaiiias Roche 454,
Illumina, Helicos BioSciences y Life
Technologies (Ozsolak y Milos, 2011) y estan
siendo empleadas para descifrar los genomas
y transcriptomas de diversas especies de
animales y plantas (Sweetman et al, 2012;
Wang et al, 2009). Pero hasta concretar
proyectos de este tipo con las especies
amazdnicas, podemos emplear otras
estrategias que combinen el uso de
programas bioinformaticos y técnicas de
biologia molecular para aislar genes que
codifican enzimas de vias metabdlicas
relevantes. Por ejemplo, Myrciaria dubia es un
arbusto amazonico que desde hace 50 afios

Estrategias bioinformaticas y moleculares para aislar genes

se ha demostrado que produce frutos con
altas concentraciones de vitamina C (Bradfield
y Roca, 1964; Iman et al, 2011). Sin
embargo, desconociamos que vias
metabolicas estaban involucradas en la
biosintesis de esta vitamina y no disponiamos
de las secuencias génicas codantes de
enzimas participantes de esta via. Pero,
empleando herramientas bioinformaticas y de
biologia molecular que describimos paso a
paso en este articulo, nosotros hemos aislado
con éxito todos los genes de la via bosintética
Smirnoff-Wheeler, via responsable de la
produccion de vitamina C en M. dubia, de los
cuales, describimos el que codifica la enzima
L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. Por
tanto, estas estrategias podrian  ser
empleadas para aislar y estudiar genes de
interés en esta y otras especies de las que no
disponemos de secuencias génicas.

MATERIALES Y METODOS

Relaciones filogenéticas de la especie de
interés

Es fundamental conocer este tipo de
relaciones de filogenia molecular de la especie
que estamos estudiando con otras especies de
plantas. Esta informacion se obtiene del sitio
web de Tree of Life Web Project
(http://tolweb.org/tree/phylogeny.html) que
muestra las relaciones filogenéticas de las
especies en base a estudios moleculares
(Maddison et al., 2007) y también se puede
obtener de Soltis y Soltis (2000), que
muestran las relaciones entre los principales
clados de 560 angiospermas en base al
andlisis filogenético combinado de secuencias
del ADNr 18S, y de los genes rbcl y atpB
(Figura. 1). El filograma muestra que M. dubia
del orden Myrtales, tiene mas similitud
genética con el orden Geraniales, pero menos
similitud genética con otros ordenes
integrantes de Malvidae (Crossosomatales,
Picramniaceae, Huerteales, Brassicales, etc).
Sin embargo, muestra mayor distancia
genética con ordenes integrantes de Fabidae
(Fabales, Rosales, fagales, Cucurbitales,
Malpighiales, etc). Como se muestra en el
filograma, los Fabidae y Malvidae pertenecen
a los Rosidos.
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Figura 1. Relaciones filogenéticas moleculares entre résidos

Busqueda de secuencias del gen de
interés en el banco de genes

Conociendo las relaciones filogenéticas que
tiene nuestra especie con otras especies de
plantas, estamos listos para continuar con la
siguiente etapa (Figura. 2). Para ello
ingresamos al sitio web del NCBI:

http://www.ncbi.nim.nih.gov/ (1), del menu
desplegable de bases de datos seleccionar
Gene y en la ventana de busqueda escribir L-
galactono-1,4-lactone dehydrogenase
and Rosids (el gen que nos interesa aislar y
el grupo de plantas al que pertenece nuestra
especie) y hacer click en , del listado
que se muestra ingresar y buscar la secuencia
completa del ARNm de una de las especies
mas cercanas, como Arabidopsis thaliana (2).
Mostrar la secuencia del ARNm en formato
FASTA y en la seccion Analyze this
sequence hacer click en Run BLAST (3).
Para el andlisis Blast se pueden emplear
diversos filtros para buscar secuencias
homologas. Por ejemplo, en la seccion
Choose search set en bases de datos
(Database), se pueden buscar en: Nucleotide
Collection (nr/nt), Reference RNA sequence
(refseg_rna), Expressed sequences tag (est),
Patent sequences (pat), Protein data bank

(pdb), Transcriptome Shotgun Assembly
(TSA), etc. y en la opcién organismo
(Organism) seleccionar flowering plants
(taxid:3398), rosids (taxid:71275) o
malvids (taxid:91836). En la seccion
Program Selection se puede optimizar para
Highly similar sequences (megablast) 6
More dissimilar sequences (discontiguos
megablast). Luego de establecer los criterios
de la busqueda hacer click en BLAST (4). En
la pagina de los resultados, del listado de
secuencias encontradas en las bases de datos
y mostradas en las seccion Sequences
producing significant alighments,
seleccionar aquellas que presenten Evawe <
0.0 e Identidad (Ident) > 70% y tengan de
>1500 a ~2000 nucledtidos. Para descargar y
guardar las secuencias seleccionadas hacer
click en Download, seleccionar FASTA
(complete sequence) hacer click en
Continue y guardar el archivo con las
secuencias en formato fasta (5 y 6). Con el
procedimiento descrito se han obtenido las
secuencias completas de ARNm de nueve
especies de plantas que cumplen con los
criterios establecidos en la busqueda (Tabla
1).
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Figura 2. Pasos para la busqueda y seleccion de secuencias homdlogas
del gen L-GalLDH en el banco de genes

Tabla 1. Lista de especies de plantas con las secuencias de ARNm
de L-GalLDH obtenidos del banco de genes

ARNmM
H o
Especie Cédigo GenBank N° Orden
nucleotidos

Malpighia glabra EU683445.1 1779 Malpigiales
Cucumis sativus HQ446099.1 1773

Cucurbitales
Cucumis melo AF252339.2 1770
Fragaria x AY102631.1 1749
ananassa
Malus domestica F1752244.1 1800 Rosales
Prunus persica AB457586.1 1766*
Medicago XM_003607586.1 1521 Fabales
truncatula
Arabidopsis NM_001125317.1 1539
thaliana Brassicales
Brassica oleracea 797060.1 1803
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Alineamiento de secuencias

Después de obtener las secuencias se procede
con su alineamiento multiple. Un programa
bastante amigable es el Mega 5.05 6 Mega 6
Beta 2 (Tamura et a/, 2013), que pueden ser
descargados del sitio
http://www.megasoftware.net. Para realizar el
alineamiento, tal como describimos con
imagenes en la Figura 3, en el menu del
programa ingresamos a Align y
seleccionamos (1), en
la ventana del editor del alineamiento
(Alignment Editor) que se muestra (2),
seleccionamos la opcién crear un nuevo
alineamiento (Create a new alignment). A
continuacién se muestra la ventana del tipo
de datos para el alineamiento (Datatype for

Estrategias bioinformaticas y moleculares para aislar genes

Explorer). En esta ventana pegamos las 9
secuencias en formato fasta (4), las que
previamente se seleccionaron y copiaron del
bloc de notas. Luego, en el mend del
explorador ingresamos a Edit, seleccionamos
Select All (5), a continuacién en el menu
ingresamos a la opcidon alineamiento
(Alignment), seleccionamos Align by
ClustalW (6) y en la ventana de parametros
de Clustal W (ClustalW Parameters)
hacemos click en OK (7) y a continuacién las
secuencias son alineadas, primero entre pares
de secuencias y luego el alineamiento multiple
(8). Después de algunos segundos se muestra
las secuencias alineadas en el explorador del
alineamiento (Alignment Explorer). El
archivo de las secuencias alineadas se guarda

alignment), seleccionamos DNA (3), con un nombre apropiado y con la extensién
seguidamente se muestra la ventana del .mas.
explorador del alineamiento (Alignment
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Figura 3. Pasos para realizar el alineamiento multiple de las secuencias
nucleotidicas con el programa Mega 5.05
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Analisis filogenético
Después de alinear las secuencias se
construye el arbol filogenético (Figura 4). Para

ello, en el menu ingresamos a Phylogen

seleccionamos
(1), inmediatamente en la
ventana de Analysis Preferences (2),
ponemos en Phylogeny Test: Bootstrap
method, en No. of Bootstrap replications:
1000, en Substitutions Type: Nucleotide,
en Model/Method: p-distance, en
Substitutions to include: d: Transitions +
Transversions, entre otros que se muestran

Estrategias bioinformaticas y moleculares para aislar genes

cdmputo. Finalmente, el arbol filogenético
consenso con los respectivos valores del
analisis bootstrap se muestran en la ventana
del TreeExplorer (3), en el que podemos
editar el filograma y obtenemos la Figura 5.
En el filograma observamos dos clados, uno
que incluye a los miembros de Fabidae
(Malpighiales, Cucurbitales, Rosales y Fabales)
y el otro al de los Malvidae (Brassicales). Es
importante tener en cuenta este aspecto,
porque el siguiente paso es disefar varios
pares de cebadores degenerados, en base al
alineamiento obtenido de cada grupo (Fabidae

. . .
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Figura 4. Pasos para realizar el andlisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas alineadas con el programa Mega 5-05
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Figura 5. Relaciones filogenéticas en base a las secuencias del ARNm de L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa, estimado con el test de Neighbor-Joining y un bootstrap de
1000 réplicas con el programa Mega 5.05
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Diseio de cebadores degenerados

Para disefar los cebadores degenerados
ingresamos al sitio web del programa SC
Primer
(http://scprimer.cpmc.columbia.edu/SCPrimer
App.cgi). Esta aplicacion web permite el
disefio de cebadores degenerados a partir de
alineamientos multiples en formato fasta o
clustalw. El algoritmo intenta minimizar el
nimero de cebadores necesarios para
amplificar todas las secuencias del
alineamiento. La aplicacion web requiere un
registro simple por parte del usuario, después
del cual podra cargar el archivo que contiene
las secuencias alineadas, monitorear el
progreso del disefio y almacenar los
resultados con todos los pares de cebadores
degenerados.

Colecta material
botanico

Los frutos verdes y maduros de M. dubia
fueron obtenidos de la Coleccion Nacional de
Germoplasma, Campo  Experimental El
Dorado, Estacién Experimental San Roque-
Loreto, Instituto Nacional de Innovacidn
Agraria (INIA), ubicado en el Km 25'% de la
carretera  Iquitos-Nauta  (03°57'17” LS,
73°24’55” LO). Las muestras botanicas fueron
transportadas en refrigeracion a la UEB-
CIRNA-UNAP, donde fueron almacenadas a -
20°C, de las que posteriormente se purifico el
ARN total.

y transporte del

Purificacion de ARN total y sintesis de
ADN complementario

El ARN total se purificé a partir de la pulpa y
cascara de frutos verdes y maduros segln
Castro et al. (2013) y la sintesis del ADN
complementario (ADNc) se realizd a partir de
1,5 ug del ARN total empleando el Kit
GeneAmp®-RNA PCR  Core (Applied
Biosystems). En un microtubo de 0,2 mL se
anadié los siguientes componentes: PCR
Buffer II 1X, MgCl, 5 mM, dNTPs 1 mM de
cada uno, RNase inhibitor 1 U/uL, Oligo
d(T)16 2,5 uM, MuLV Reverse Transcriptase
2,5 U/uL. La reaccion se efectud en un
termociclador Eppendorf a 25°C por 10
minutos, 42°C por 60 minutos, 99°C por 5
minutos y 5°C por 5 minutos. Los productos
obtenidos se almacenaron a -20°C.
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Amplificacion del gen

Para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se usd 10X PCR Buffer 1X, MgCl; 3 mM,
dNTPs Mix 0,8 mM, cebadores 0,5 uM de cada
uno, Amplitag Gold 0,025 U/uL, ADNc
(diluciéon 1:5) 2 uL y agua csp 20 uL. Las
condiciones de amplificacion en un
termociclador Eppendorf ep gradient fueron:
un ciclo de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de
95°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos,
72°C por 1 minuto y una extension final de
72°C por 5 minutos. Los amplicones obtenidos
fueron resueltos por electroforesis (con buffer
TBE 0,5X a 85 voltios por 60 minutos) en gel
de agarosa al 2% con 75 pug/mL de bromuro
de etidio y los geles fueron fotografiados con
el sistema Bio Doc Analyze.

Clonacion y secuenciamiento del gen

La clonacion del gen se realiz6 de acuerdo al
Kit de Clonacién TOPO®TA (Invitrogen) y las
colonias de Escherichia coli con inserto fueron
seleccionadas por PCR y cultivaron en caldo
LB por 24 horas. Luego, los plasmidos
recombinantes fueron purificados segun
Sambrook et a. (1989). Quinientos
nanogramos de plasmidos puros fueron
empleados para secuenciar el inserto con el
kit Big Dye Terminator V3,1 (Applied
Biosystems) en un termociclador Eppendorf ep
gradient. Los productos del secuenciamiento
fueron purificados por precipitacion con
etanol/EDTA, desnaturalizados y resueltos en
un analizador genético 3130XL. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas con el
programa Sequencing Analysis v5,2,0 (Applied
Biosystems). La identidad de la secuencia se
verificd con analisis BLAST.

RESULTADOS

De los mas de 50 pares de cebadores
degenerados obtenidos con el programa SC
Primer, sélo fueron seleccionados cinco pares
para amplificar segmentos > 350 pb del gen
de interés (Tabla 2). Los cinco pares de
cebadores fueron sintetizados y empleados
para amplificar regiones del gen (ADNc) bajo
diferentes condiciones de PCR (temperatura
de hibridacion, [MgCl.], [cebadores], etc). De
los cuales, el segundo par nos permitié
amplificar un producto del tamafio esperado
(921 pb). Tal como se muestra en la Figura 6,
el producto fue amplificado en las seis
temperaturas de hibridacidon evaluadas (45,2 a
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55,2°C). Este amplicon fue purificado a partir purificd el plasmido recombinante y secuencié
del gel, ligado a un plasmido y clonado en en ambas direcciones el segmento del gen
Eschericha coli. Del cultivo bacteriano, se clonado.

Tabla 2. Secuencia de algunos cebadores degenerados seleccionados para
aislar el gen L-GalLDH de M. dubia.

Tamano esperado

Cebador Forward Cebador Reverse
del producto
Tm (°C) Tm (°C) (pb)
5'-TVGGNTGGRSTGATGAAATY-3' 5'-AYCTCRATYTTNGCCCARTGYT-3' 391
59 62

5'-GGTCACGCCTGCCAAGGGTA-3"' 5'-GGAACCTCAATCTTAGCCCAATGT-3'

921
68 64
5'-GGTGGACTTGGAGTTGTTGC-3' 5'-CGTGCTTTGTTGTATGCATCC-3' 938
61 61
5'-TGGCATTGTTCAGGTGGGAG-3' 5'-CTGTAGTGGAAGAACTCCTCAGT-3' 948
64 57
5'-CTGAGGCTGAGTTCTGGA-3' 5'-CCTTGTCCTTCGGAACCT-3' 424
55 58

Temperatura de hibridacion (°C)
M 45,2 46,1 48,2 52,3 54,4 55,2

1000 pb — < Producto de
tamafo esperado
w (921 pb)
500 pb —
Productos
inespecificos
100 pb —» 4
< Dimeros

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de amplicones obtenidos con el segundo
par de cebadores probados a diferentes temperaturas de hibridacion
durante el PCR. M: marcador de peso molecular de 100 a 1000 pb
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Con la secuencia del segmento del gen de 921
pb, obtenida de los frutos de M. dubia, se
buscd con un anadlisis BLAST las secuencias
homdlogas en los bancos de genes. Los
resultados de este analisis nos muestran que
el segmento del gen codifica la enzima L-
galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. Esto se
deduce porque presenta una gran homologia

Estrategias bioinformaticas y moleculares para aislar genes

con secuencias de este gen reportadas para
varias especies de plantas como Populus
trichocarpa, Cirus unshiu, Vitis vinifera,
Ricinus communis, Prunus persica, Rosa
roxburghii, Malus x domestica con las que
presenta identidades maximas de 78 a 81% vy
Evalues = 0,0 (Figura 7)

Drstnibunon of 135 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse over to see the defline, click to show alignments

<40 4050

Color key for alignment scores
50-80 80-200 >=200

Legend for links to other resources: [ uniGene @ 6eo [ Gene B structure I Map Viewer B PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Description I

Populus trichocarpa predicted protein, mRNA

Populus trichocarpa predicted protein, mRNA

Citrus unshiu mitochondrial L-galactono-1,4-lactone dehydrogensz
Vitis vinifera putative L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase mi
Ricinus communis galactono-1,4-lactone dehydrogenase, putative
PREDICTED: Vitis vinifera L-galactono- 1,4-lactone dehydrogenast
Vitis vinifera clone SSOAFA24YEQS

Prunus persica GLDH mRNA for L-galactono-1,4-lactone dehydroq
Rosa roxburghii mitochondrial L-galactono- 1,4-lactone dehydroge
Malus x domestica L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase mRNA
Fragaria x ananassa L-galactono- 1,4-lactone dehydrogenase mRI
Actinidia deliciosa cultivar ginmei L-galactono-1,4-lactone dehyd:
Malus x domestica mitochondrial L-galactono-1,4-lactone dehydn

Arabidopsis thaliana L-galactono- 1,4-lactone dahydrngenasa (GU

Alignments
[T Select Al

Max score Total score Query coverage E value Max ident Links
915 915 100% 0.0 81% E

915 100% 0.0 81% U G}
908 100% 0.0 81%
886 100% 0.0 80% m
874 100% 0.0 80% [G]
874 100% 0.0 80% U G M|
868 100% 0.0 80%
834 100% 0.0 80% m
829 100% 0.0 79%
787 100% 0.0 79% m
774 100% 0.0 78%
742 93% 0.0 78
742 93% 0.0 79% (U M|
742 99% 0.0 78% U E GM|
= aa 7 mraram

Get selected sequences Distance tree of results

1 E Pecpulus tricheocarpa predicted protein, mRNA

04686 | L-gulono-1,4-lactone dehydrogenase

[Pcpulus I:nchcca'pa] (10 or l'ewer PubMed links)

Score = 915 bits (1014), Expect = 0.0

Identities = 764/933 (82%), Gaps = 4/ 933 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GGICACGCCTGCCAAGGGTACARTTGAGGTTTCAAARGAGARGGACCCAGAACTCTICIA 60
PELPE BRERenre be vener e ben e b rererrer 1 ul

Sbjct 726 GGTTACCCCTGCCAARGGAACAATAGAGATTTCARAAGAGARAGATCCAGAACTATITIA 785

Query 61 TCTGGCTAGGTGTGGTCTIGGGGET CGIGGTTGCTGAAGTAACCCTCCRATGTGT 120

el FEEEEEnn
Sbjct 786 ICTTIGCICGIGITGGICTIGG:

Query 121 TGACAGACRAGAGCTGGTGGAGCATACRACTGTGTCRAACCATACA

ForE b veeeer veeeeer re v nreriend
CTTGGAGTGGITICTGAAGTTACTTITACAATGIGT 8245

GARATCARGRRRAR 180
L reer b rerk bererreennd

Sbjct 846 GGAGAGACRAGAGCTCGTAGRACACACGTTTATTTCAARCATGAAAGATATCARGAARAR 905

Query 181

TCACRAGARATTTTIGICCGAGRATARRCATGTARAGTATCTGTATATICCGTATACAGR 240

TERRRERREEr 0 b Reenrerr et ve b ver perener peeen i
Sbjct 906 CCACAAGARATTGCTATCTGAGAATAAGCATGTGAARTACCTGCATATICCATATACGGA 965

Query 241

Sbjct 966 CGCTIGTIGIG TuT.: CG

| I\II\I\I\II\I\I\II\I\IHI\ FEEE I
AACCCTGTCTCARARTGGARAGGTCCACCCARATACAR 1025

Query 301 GCCCAAGTATACTGCAGACGAAGCTTITGCAGCATGTIGCGGCAACTCTACCAGGAGTCACT 360

FERERERRRRRr reer vt
Sbjct 1026 ACCCAAGTATACTACAGATGAAGCCCTACARCAIGIICG

GACCICTTCARGGAGICCCT 1085

Figura 7. Resultados del analisis BLAST de la secuencia del gen aislado de frutos de M. dubia indican que se
trata del gen que codifica la enzima L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa
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Asimismo, el andlisis filogenético de las
secuencias del gen L-GalLDH de M. dubiay las
secuencias de las otras especies empleadas
para disefiar los cebadores degenerados,
muestra que el gen de M. dubia tiene mayor

Estrategias bioinformaticas y moleculares para aislar genes

similitud genética con los genes homdlogos de
los Malpighiales y Cucurbitales. Sin embargo,
muestra mayor distancia genética con los
genes homologos pertenecientes a los
Fabales, Rosales y Brassicales (Figura 8).

Myrciaria dubia 7] Myrtales

Malpighia glabra 7] Malpihiales

Cucurbitales
Cucumis melo

Arabidopsis thaliana

Brassicales
Brassica oleracea

73
79 — Cucumis sativus
100
Fragaria ananassa
88 ¢
Malus domestica Rosales
| 97 L——— Prunus persica
Medicago truncatula 7] Fabales
43
100
P

0.05

Figura 8. Relaciones filogenéticas de las secuencias del ARNm de L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa de M. dubia con otras especies de Rosidos, estimado con el test de
Maxima Probabilidad y un bootstrap de 1000 réplicas con el programa Mega 5.05.

DISCUSION

Con las estrategias bioinformaticas vy
moleculares descritas se aisld con éxito uno
de los genes que codifica la enzima L-
galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. Esta
enzima cataliza la Ultima reaccidn (conversién
de L-galactono-1,4-lactona en acido L-
ascorbico) de la via metabdlica para la
biosintesis de vitamina C (via Smirnoff-
Wheeler) en M. dubia. Con las estrategias
mencionadas, también hemos aislado
segmentos de otros genes de esta via
biosintética (Egoavil y Torres, 2012),
considerada la via mas importante para la
biosintesis de vitamina C en plantas (Wheeler
et al, 1998). En base a la secuencia de estos
segmentos génicos de M. dubia serd factible
obtener los genes completos empleando la
técnica de amplificacion rapida de extremos
de ADNc (RACE 5/3") tal como han sido
reportados previamente (Badejo et al/, 2007;
Dallmeier vy Neyts, 2013). Otras
investigaciones reportan varios programas
bioinformaticos, que emplean algoritmos

diferentes al SC Primer, para disehar
cebadores degenerados en base a secuencias
alineadas de nucledtidos (Jarman, 2004,
Najafabadi et al, 2008a, 2008b).
Alternativamente, existen programas que nos
permiten disefar cebadores degenerados a
partir de secuencias altamente conservadas
de proteinas, es decir, estos programas
identifican en los alineamientos protéicos
multiples las  secuencias aminoacidicas
consenso y disefian los oligonucledtidos que
tengan alta probabilidad de hibridar con las
respectivas secuencias nucleotidicas de estas
regiones (Boyce et al, 2009; Rose et al,
1998, 2003).

Estrategias similares podrian emplearse para
aislar, a partir de especies de la biodiversidad
amazdnica, otros genes de interés
biotecnoldgico para las industrias quimicas,
alimentarias y farmacéuticas. Pues nuestro
pais es uno de los centros de
megabiodiversidad del planeta, pero auln
desconocemos el numero total de genes de
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importancia biotecnoldgica, los que nos
permitiian el tan ansiado desarrollo
sostenible, pero en base a nuestras minas de
genes. Muchos de estos genes controlan las
vias metabdlicas biosintéticas de principios
activos, que actualmente se usan como
farmacos o son precursores para la sintesis
quimica de nuevos farmacos. En la mayoria de
los casos, estos principios activos son
purificados a partir de diversas partes de

plantas  (hojas, raices, cortezas, etc)
colectadas de los bosques amazdnicos,
causando impactos negativos en los

ecosistemas y la biodiversidad. Sin embargo,
aislando los genes que controlan la biosintesis
de estos principios activos, podriamos
desarrollar sistemas de produccién
biotectoldgica in vivo e in vitro para obtener
cantidades  suficientes que satisfagan la
creciente demanda de estos productos. Estos
sistemas productivos no tendrian impactos
negativos en los ecosistemas y daria un valor
agregado significativo a nuestros productos.

Pero actualmente, también disponemos de
otras  alternativas  para realizar la
bioprospeccion de genes de interés
biotecnoldgico de la biodiversidad amazdnica.
Una de las alternativas mas interesantes es el
secuenciamiento del transcriptoma
(Sweetman et al, 2012). Millones de
secuencias génias obtenidas son ensambladas
de novo y anotados por comparacion con
secuencias homodlogas en bases de datos
(Haas y Zody, 2009; Wang, et al., 2009). Con
estas estrategias podemos disponer de
secuencias parciales y completas de todos los
genes que se expresan en las células, tejidos
U organos de cualquier especie. Aunque en
nuestro pais no disponemos de estas
tecnologias de secuenciamiento masivo, es
posible ejecutar investigaciones de este nivel,
porque varias instituciones extranjeras
brindan servicios de secuenciamiento con
estas tecnologias, a muy bajo costo. Debido a
estas facilidades, actualmente estamos
secuenciamiento el transcriptoma de frutos
verdes y maduros de M. dubia. Pero, para
contar con un catalogo de todos los genes y
establecer todas las vias metabdlicas de la
especie, necesitamos secuenciar los
transcriptomas en diferentes etapas de
crecimiento y desarrollo de la especie tales
como: en germinacion, floracion,
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fructificacion, callogénesis, embriogénesis,
bajo diversas condiciones bidticas (ataque por
fitopatdbgenos) y  abidticas  (sequias,
inundaciones, etc) adversas. También,
podriamos identificar todos los genes
expresados diferencialmente, comparando
entre plantas con caracteristicas fenotipicas
variables, como aquellas que producen frutos
con alto y bajo contenido de vitamina C y
antocianinas, aquellas que difieren en la
cantidad y tamafio de frutos y las que son

precoces o0 se retardan en la primera
fructificacion.

CONCLUSIONES

Con las estrategias bioinformaticas vy

moleculares descritas se aislo el segmento de
un gen que codifica la enzima L-galactono-
1,4-lactona  deshidrogenasa de la via
biosintética de vitamina C en M. dubia,
especie de la que no se disponia de
secuencias génicas. Con estas mismas
aproximaciones sera posible aislar genes de
interés biotecnoldgico de esta y otras especies
amazonicas de las que aun no disponemos de
bases de datos de secuencias nucleotidicas de
libre acceso.
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