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El cultivo de yuca es de suma importancia para combatir la desnutricién en el
mundo, ya que es capaz de crecer en suelos pobres y con gran sequia. Sin embargo el
rapido deterioro post-cosecha resulta en pérdidas del 90% de la siembra total, por esto se
han dirigido las investigaciones en biotecnologia, al desarrollo de plantas de yuca
resistentes a enfermedades e insectos.

El gen HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa) regula la
ruta metabdlica del mevalonato que desencadena en la produccion de metabolitos
secundarios, como las fitoalexinas, compuestos que le confieren a la planta resistencia
contra microorganismos patégenos y plagas. Por lo tanto se cree que el estudio de este gen
y su posterior manipulacién podria ayudar a disminuir el deterioro post-cosecha de los
cultivos de yuca.

Como objetivo inicial de este trabajo se planteé el clonamiento del gen HMG-CoA
reductasa, utilizando la estrategia propuesta por Sambrook (2.001), para luego secuenciar el
clon completando la secuencia parcial del gen de 1.907 pb, que fue obtenida en
investigaciones previas en el laboratorio de Biotecnologia Agricola del IDEA. La
publicacién del genoma de yuca en noviembre de 2.009, permitioé identificar la secuencia
del gen HMG-CoA reductasa y enfocar el trabajo a la caracterizacion molecular de este gen
en la planta de yuca.

El andlisis in silico posibilitd la identificacion de la secuencia del gen HMG-CoA
reductasa en 2.493pb ordenados en 4 exones y 3 intrones, con una similitud de 97,7% del
mismo gen en otras especies de plantas. El andlisis de la organizacion la secuencia facilito
el disefio de dos pares de cebadores, para la evaluacion mediante una PCR en tiempo real
de los niveles de expresion del gen HMG-CoA reductasa en diferentes condiciones
fisioldgicas. Pero no se pudo medir la expresion debido a errores en la estandarizacion de la
PCR, luego de normalizar las condiciones de temperatura, concentracion de cloruro de
magnesio y concentracion de ADN se realiz6 la PCR en tiempo real cuyos resultados
preliminares se presentaron en este trabajo.
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Abreviaturas

CaCl; — Cloruro de calcio.

Et — Eficiencia de transformacion.

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations.
G3PDH — Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

HCN - acido cianhidrico.

HMG-CoA reductasa — 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa.
JGI — Joint Genome Institute.

Kb — kilo bases.

MS — metabolismo secundario.

Pb — pares de bases.

PCR cuantitativa — gPCR.

gPCR — quantitative Polymerase Chain Reaction.

SREBP — Sterol Regulatory Element Binding Proteins.

Tm — Temperatura de melting o de fusion.

U — Unidad.

UTR — (UnsTranlated Region).
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Introduccion

Taxonomia y Morfologia de la planta de yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne que alcanza los tres
metros de altura. Posee caracteristicas taxondmicas y morfoldgicas resaltantes que las

diferencian de otras plantas, como por ejemplo:

# Tallo. Puede tener posicion erecta, inclinada y acostada. Segin la variedad de la
yuca, el tallo podra tener ninguna, dos, tres 0 mas ramificaciones primarias, siendo
el de tres ramificaciones el mayoritario en la yuca. El grosor del tallo se mide a 20
cm del suelo y puede ser delgado (menos de 2 cm de diametro), intermedio (2-4 cm)
y grueso (mas de 4 cm). Al caracter del grosor del tallo se le ha asociado el alto
rendimiento en raices de reserva. Los entrenudos pueden ser cortos (hasta 8 cm),
medios (8-20 cm) y largos (mas de 20 cm).

# Hojas. Son de forma palmipartida con 5, 6 0 7 l6bulos, pueden tener forma ovalada
o linear. Son simples, alternas, con vida corta y una longitud de 15 cm
aproximadamente. Los peciolos son largos y delgados, de 20-40 cm de longitud y
de un color que varia entre el rojo y el verde. La epidermis superior es brillante con
una cuticula definida. Segun la defoliacion (pérdida de hojas) en la estacion seca,
las variedades de yuca pueden retener algo de follaje, o gran parte de follaje (60%
aproximadamente).

# Flores. La planta es una especie monoica por lo que la planta produce flores

masculinas y femeninas. Las flores femeninas se ubican en la parte baja de la planta,
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y son menores en numero que las masculinas, que se encuentran en la parte superior
de la inflorescencia.

# Sistema radicular. Esta formado por la corteza externa Ilamada stber o corcho, la

corteza media formada por felodermis sin esclerénquima, posee un bajo contenido
de almiddn y alto en compuestos cianogenéticos, la corteza interna constituida por
parte del parénquima de la corteza primaria, floema primario y secundario, y por
ualtimo, el cilindro central estd formado basicamente por el xilema secundario

(Ceballos, 2.002).

Cultivo de yuca

La yuca, conocida también como cassava 0 mandioca, es un cultivo que constituye
parte importante en la dieta de millones de personas en Asia, Africa y América Latina. El
cultivo esta muy bien adaptado a condiciones subtropicales, suelos pobres, requiere altos
niveles de humedad y de sol para crecer. En las variedades (cruces entre la misma especie,
para obtener caracteristicas diferentes de las plantas originales) actualmente cultivadas, la

yuca se reproduce mejor por esquejes 0 gajos que por semilla (Rallt, 2.006).

En algunos pueblos amazoénicos se manejan decenas de variedades de yuca
adaptadas a distintos tipos de suelos, de usos, de regimenes climaticos, etc. Las yucas
amargas fueron desarrolladas por las poblaciones amazonicas como un método de control
de las plagas de insectos. En Asia, la yuca también tiene importancia, pero no como cultivo
para el consumo humano, sino para alimentar animales. En paises como Brasil, se ha dado

un uso industrial a la yuca como fuente de biocombustibles desde hace algunas décadas y
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en la actualidad, proyectos de este tipo se estan llevando a cabo también en paises como

Colombia, Nigeria, Tailandia, China e Indonesia (Rallt, 2.006).

El cultivo de yuca es consumido por millones de personas, a pesar de que es una
planta cianogenética, es decir, que puede sintetizar bajo determinadas condiciones al acido
cianhidrico, este se forma cuando se cortan o trituran las plantas o las partes que contienen

glucdsidos (Ceballos, 2.002).

La toxicidad de la yuca ha recaido en el alto contenido de HCN (&cido cianhidrico)
generado en algunas variedades de yuca. Esta sustancia es un potente inhibidor de la
respiracion celular. Su afinidad por iones metalicos como el cobre o el hierro, hace que al
combinarse con el hierro de la hemoglobina y con el cobre de la citocromo oxidasa, causen
depresion neuronal de los centros moduladores, conllevando asi a problemas respiratorios y

segun la intensidad provocando la muerte (Ceballos, 2.002).

Si bien las consecuencias de la intoxicacion dependen de la dosis, la frecuencia de
su ingestion, asi como el estado nutricional del individuo, no sélo el consumo de variedades
amargas de yuca, sino también las variedades dulces pueden resultar peligroso para las
personas o animales. La yuca dulce contiene hasta 50 veces menos proporcion de cianuro,
no obstante la concentracion de glucosidos cioanogenéticos en la raices se puede ver
afectada por las condiciones ambientales en las que se han cultivado, por tanto las raices
han de ser sometidas a un tratamiento previo, para evitar cualquier intoxicacion, como
secado al sol varios dias del tubérculo o coccion a mas de 100° C antes del consumo

(Ceballos, 2.002).
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Este tubérculo en el 2008 fue declarado por la FAO como uno de los cultivos claves
para combatir la desnutricion, ya que en su volumen se puede llegar a encontrar hasta 35%
de carbohidratos y 1,5% de proteinas, ademas posee gran capacidad de crecer y
reproducirse en condiciones severas (suelos pobres y con poca irrigacion) por lo que se
siembra a lo largo de todos los paises tropicales sirviendo para alimentar diariamente a 600

millones de personas en América Latina, Asia y Africa (Rallt, 2.006).

A pesar de su importancia, el rendimiento promedio del cultivo de yuca es menor
del 10% de su potencial (Rallt, 2.006), por lo que desde hace algunos afios se han
desarrollado programas de investigacion en biotecnologia aplicada a este cultivo, como es
el caso del desarrollo de plantas de yuca genéticamente modificadas con un aumento en la

resistencia a enfermedades e insectos (Taylor y col., 2.004).

Entre las enfermedades fungicas méas comunes que padece la planta se encuentran:

# Mancha parda de la hoja. Causada por Cercospora henninsgsii. Es una de las

enfermedades mas importantes de la yuca y los sintomas que provoca son manchas
marrones, mas definidas en el haz que en el envés de la hoja y las nervaduras
pueden aparecer de color negro.

# Mancha blanca de la hoja. Causada por Cercospora caribae. EI hongo penetra en la

planta a través de los estomas, invadiendo posteriormente los espacios
intercelulares, este organismo fitopatdgeno sobrevive en la época seca sobre los
tejidos viejos infectados, para volver a iniciar su actividad en el periodo de lluvias.

Es una enfermedad frecuente en los periodos himedos y frescos, causando un
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pérdida de color en la hoja tornandose amarilla, en el centro de esta aparece un color
pardo en cuyo borde en ocasiones aparece una linea irregular pardo-violeta.

Ceniza o mildiu. Causada por Oidium sp. Esta enfermedad aparece en la época seca

y ataca preferentemente a las hojas mas desarrolladas, provocando lesiones
amarillentas y en ocasiones aparecen areas necréticas de color marrén. Pudiendo
Ilegar hasta provocar la defoliacion de la planta.

Afiublo pardo fungoso. Causada por Cercospora vicosae. Suele presentarse donde

aparece la mancha parda y los sintomas son manchas grandes de color marron,
siendo marrén grisaceo en el envés. Puede ocasionar defoliaciones severas en
variedades susceptibles, ocasionando grandes pérdidas en la cosecha.

Pudricion seca del tallo y la raiz. Causada por Diplodia manihotis. En esta

enfermedad aparece una pudricién radical que conllevara a la muerte de la planta.
También ataca el material de propagacion almacenado, sobre todo en condiciones
de alta humedad relativa, y a los restos de tallos que se han dejado en el terreno

(Ceballos, 2.002).

La enfermedad bacteriana mas comun es:

Bacteriosis, pudricion. Causada por Xanthomonas manihotis. Es una enfermedad

importante en Argentina, Paraguay y Brasil que provoca el marchitamiento de las
hojas y la exudacion de goma, esta enfermedad aparece el extremo de las ramas,

secandose las hojas nuevas (Ceballos, 2.002).

Las principales plagas de la planta de yuca son:
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# El taladrador de tallos y ramas. Causada por Coelostermus sp. Las larvas hacen

galerias en los cultivos que pueden llegar a los 13 mm.

# Gusano de la hoja. Erinnyis ello, es un lepidoptera. Esta es una plaga importante

que ataca por toda América y acaba con las hojas de la yuca y otras plantas.

# "Mosquinha dos mandiocais" o "Broca dos brotes". Lonchaea pendula. Es una de

las plagas mas importantes de América. La mosca coloca los huevos en los brotes,
Ilegando a acabar con las hojas en desarrollo.

# Acaros. Atacan en la época seca provocando decoloracion y deformacion de las
hojas, ocasionando la caida de las mismas. Desorganiza todo el proceso de
crecimiento de la planta, provocando acortamiento de los nudos y la muerte en los

extremos apicales, incluso en toda la planta (Ceballos, 2.002).

Si la planta de yuca resiste a las enfermedades y plagas mencionadas anteriormente,
se procede a la recoleccion del cultivo. Un indicador de que la yuca se encuentra proxima a
la madurez es el quebramiento del suelo alrededor de la planta. Suele cosecharse entre los 7
y los 10 meses posteriores a la siembra, en funcion de la variedad. Es importante no
adelantarse demasiado a la cosecha pues tendra demasiado contenido en latex y no sera
apto para el consumo. Entre los 12-24 meses del ciclo de cultivo es el periodo 6ptimo para
la recoleccion de la yuca cuando su destino es la industria del almidéon, pues es cuando se

alcanza el maximo rendimiento en raices. (Arismendi, 1.980).

La cosecha manual, es la mas comun y resulta mas sencilla en suelos con una
textura arenosa a franca. Previo a la cosecha, los tallos se cortan con un machete o una
segadora rotativa a una altura de 10 - 15 cm del suelo, para luego arrancar las raices entre 2

y 3 semanas antes de la cosecha. El corte se realiza para disminuir el deterioro fisiologico
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de la raiz, a pesar de que ésta disminuira el contenido en almidon y la calidad culinaria de

la yuca después del corte. (Arismendi, 1.980).

En el periodo de post-cosecha, el método tradicional de almacenamiento de la yuca
es enterrando las raices en el suelo. En la India y el Este de Africa, las raices que no pueden
ser consumidas o procesadas inmediatamente son amontonadas en pilas y regadas con agua.
Esta es una etapa muy importante, ya que el calentamiento excesivo de la raiz o la humedad
abundante en el almacenamiento, producen alteraciones de la pulpa, manifestandose como
puntos o franjas, primero azules que posteriormente se tornan marrones a través de los
haces vasculares. Si no se almacena correctamente el cultivo, se descompone y acaba

siendo invadido por organismos saproéfitos. (Arismendi, 1.980).

Metabolismo Primario y Secundario

Los MS son compuestos organicos cumplen funciones especificas en las plantas,
como proporcionar resistencia 0 proteccién contra microorganismos patdégenos o
herbivoros, pero no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién de la misma y
por esto se denominan secundarios. Hay que tener en cuenta que la diferencia entre los
metabolitos primarios y secundarios es sélo funcional (no pueden ser distinguidos en base a
moléculas precursoras, ni estructura quimica, ni origen biosintético), por lo que la
diferencia entre las vias bioquimicas es difusa y a veces un compuesto considerado
metabolito primario, por la accion de una sola enzima se convierte en lo que se considera

un MS (Taiz y Zeiger, 2.006).

Los MS comprenden los alcaloides, los isoprenoides y los fenilpropanoides; y son

codificados por “genes especificos de resistencia”, la interaccion de estos genes con 10S
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“genes especificos de virulencia”, desencadena una reaccion bioquimica en la planta para
sintetizar las sustancias de defensa contra microorganismos. Estas sustancias se sintetizan
en pocas horas, principalmente en respuesta a una infeccion y se denominan fitoalexinas,
que a su vez, comprenden un gran namero de sustancias con diferentes estructuras como los
isoprenoides o los flavonoides; de los cuales muchos son antibidticos contra un amplio

espectro de patdgenos y bacterias (Hans-Walter, 2.005).

La sintesis de varias sustancias de defensa es inducida por los elicitores, estos son
frecuentemente proteinas excretadas por los patdégenos al atacar las células vegetales. Los
elicitores también pueden ser fragmentos de la pared celular del patégeno, los cuales estan
unidos a receptores especificos en el exterior de la superficie de la membrana plasmatica de
la pared celular y que se liberan por accion de las enzimas de defensa de la planta. La union
de los elicitores con la membrana plasmatica libera sefiales de cascada de proteinas
quinasas Yy sustancias sefiales como el acido salicilico y el acido jasmonico, que finalmente
inducen la transcripcion de genes para la sintesis de fitoalexinas como los isoprenoides

(Hans-Walter, 2.005).

Los isoprenoides, algunas veces referidos como terpenoides, son una vasta y diversa
clase de compuestos organicos similares a los terpenos. Los terpenoides pueden estar
formados por unidades de 5 carbonos, como el isopreno (precursor del isopentenil
difosfato) (Katsuyoshi y col., 2.003). Las plantas superiores contienen enzimas para
sintetizar isoprenoides a partir de una forma bésica de isopreno, mediante dos rutas
biosintéticas diferentes, una en el citosol y otra en los plastidios, estos procesos ocurren de

manera diferente en ambos compartimientos (Hans-Walter, 2.005).
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Konrad Bloch (Hans-Walter, 2.005) descubrio que el “acetil-CoA” es el precursor
de la biosintesis de los esteroides en el citosol por la ruta del “Acetato-mevalonato” (figura
1). Esta ruta es bloqueada por el “mevilonin”, el cual es un inhibidor especifico de la 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa. Se ha demostrado que el mevilonin inhibe la
sintesis de isoprenoides en el citosol pero no en los plastidios, ya que la ruta de sintesis es
diferente. En los plastidios, los precursores de la sintesis de esteroides son el piruvato y el
D-gliceraldehido-3-fosfato (figura 2), formando el 1-desoxi-D-celulose-5-fosfato (DOXP),

y sus siglas le dan el nombre a esta ruta, la “DOXP- sintasa” (Hans-Walter, 2.005).

En el citosol el acetil-CoA es esencial para la elongacion y produccion de los acidos
grasos, la deposicion de suberina en la cuticula de las células y también se necesita en la
produccién de flavonoides e isoprenoides, constituyendo un elemento clave en diferentes
rutas metabolicas. El acetil-CoA no puede pasar a través de las membranas celulares pero
aparentemente los derivados de él si pueden. Por ejemplo, el isopentenil pirofosfato tiene
una permeabilidad variable pudiendo pasar de un compartimiento a otro y se han
encontrado moléculas de Acetoacetil-CoA en los peroxisomas (Oliver y col., 2.009). Las
dos rutas metabdlicas antes mencionadas, llevan a la formacion de isopentenil pirofosfato y
este produce la sintesis del geranilgeranil pirofosfato (figura 3), que a su vez lleva a la
formacion del diterpeno “casbeno”, el cual forma una fitoalexina y es precursor de la

sintesis de giberelinas y de carotenos (Hans-Walter, 2.005).

Los isoprenoides son sintetizados en grandes cantidades en tejidos especializados
como las hojas o los pétalos y la sintesis a nivel transcripcional es regulada principalmente
mediante la expresion de genes. Esto es evidente despues de una infeccion o al producirse

una herida, cuando el metabolismo de los isoprenoides es cambiado répidamente por
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elicitores que inducen la expresion de genes especificos de resistencia (Hans-Walter,

2.005).

Metaboldmica

La metabolémica es un enfoque desarrollado mediante la integracion de diversas
disciplinas para estudiar de una manera global los metabolitos en un organismo. Este
enfoque implica un acercamiento cuantitativo y cualitativo para todos los metabolitos
presentes en un organismo. La genética clasica ha sido utilizada para seleccionar las
mejores variedades cultivadas de una cosecha. Sin embargo, se ha hecho dificil clarificar
las funciones de todos los genes sélo con técnicas genéticas, por lo tanto la metabolémica
provee la posibilidad de aclarar cuales son las funciones de un gen conectandolo a los
metabolitos de ese organismo. Esta tecnologia usa herramientas de analisis quimico para la
extraccion de los metabolitos, bioinformética para el analisis de resultados y determinar sus
niveles de expresion para poder comprender la biologia del organismo estudiado (Oikawa y

col., 2.008).

Si podemos entender los mecanismos Yy principios de la red metabdlica,
eventualmente podremos determinar como un organismo es capaz de alterar sus reacciones
bioquimicas para crear diversos metabolitos secundarios bajo diferentes cambios bidticos y

abioticos en su entorno (Gomez-Galera y col., 2.007).

El Gen 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa)

La HMG-CoA reductasa es una enzima dependiente de NADPH, que cataliza un

paso clave en la ruta del mevalonato, la via que produce colesterol en los animales (figuras
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4y 5) y los isoprenoides en las plantas. Para los animales, esta enzima es una proteina de
membrana del reticulo endoplasmatico y estd compuesta por 8 dominios transmembranas
con el sitio activo localizado en el extremo carboxilo terminal en el citosol (Roitelman y
col., 1.992). Pero en las plantas se diferencian solamente 2 dominios transmembranas con

la misma localizacién del sitio activo (Stermer y col., 1.994).

La regulacién de la enzima se realiza en varios niveles: transcripcional, traduccional
y post traduccional (fosforilacion). A nivel transcripcional se regula mediante las proteinas
denominadas SREBP, factores de transcripcion que estabilizan y regulan la sintesis de
lipidos. Estas proteinas regulan la expresion de varios genes involucrados en la biosintesis
y captura del colesterol y reciben su nombre por unirse a una secuencia denominada SRE-1
(Sterol Regulatory Element-1) ubicada en la region 5~ promotora de los genes del receptor
de LDL (Low-Density Lipoprotein) y de las enzimas HMG-CoA sintasa y HMG-CoA

reductasa (Sato 2.009; Shimano, 2.009).

Los miembros de esta familia de proteinas son SREBP-1 y SREBP-2, ambas estan
localizadas en el reticulo endoplasmatico con los extremos N y C terminales orientados
hacia el citoplasma. Cuando los niveles de colesterol caen, el dominio N-terminal del
SREBP se activa y es liberado del reticulo endoplasmatico para posteriormente entrar al
nacleo y lo hace a través de pasos proteoliticos regulados por las proteasas denominadas
S1P y S2P produciéndose la transcripcion. Cuando los niveles de colesterol son elevados
cesa la protedlisis del SREBP y no se degrada la proteina en el nucleo (Sato, 2.009;

Shimano, 2.009).
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Durante la traduccién del ARN mensajero, la regulacion viene dada por un
compuesto derivado del mevalonato (el farnesol), una molécula que acelera la degradacion
de la enzima reductasa e inhibe la ruta metabdlica (figura 1) del mevalonato (Meigs y col.,

1.996).

La HMG-CoA reductasa es fosforilada e inactivada por el AMP activado, el cual
obtiene este estado, por una proteina quinasa que también fosforila e inactiva una acetil-
CoA carboxilasa. Ambas rutas utilizan acetil-CoA para la sintesis de lipidos y son
inactivadas cuando la energia celular es baja y la concentracion de AMP es elevada

(Goldstein y col., 1.990).

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa disminuyen la cantidad de colesterol en
la sangre y se llaman estatinas. Las aprobadas para uso médico son atorvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pravastatina, simvastatina y rosuvastatina, y Se encuentran

disponibles comercialmente (Liao, 2.002).

Las estatinas al inhibir esta enzima interfieren en la formacién de isoprenoides a
partir del mevalonato. Los isoprenoides como el farnesil pirofosfato y el geranilgeranil
pirofosfato, sirven para la modificacidn postraduccional de una gran variedad de proteinas,
incluyendo la subunidad gamma de las proteinas G (caracterizadas por la fijacion de GTP y

su posterior hidrdlisis a GDP) y las proteinas pequefias unidoras de GTP (Liao, 2.002).

El blogqueo de la sintesis hepatica del colesterol produce una activacion de las
proteinas reguladoras SREBP, que activan la transcripcién de proteinas y por tanto,
producen una mayor expresion del gen del receptor de LDL y un aumento en la cantidad de

receptores funcionales en el hepatocito (Nissen y col., 2.004).
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La atorvastatina es un inhibidor selectivo y competitivo de la HMG-CoA reductasa.
En el higado se incorporan los triglicéridos y el colesterol a las VLDL (Very-Low-Density
Lipoprotein) y se liberan al plasma para su distribucion en los tejidos periféricos. La
atorvastatina reduce los niveles plasmaticos de colesterol y de las lipoproteinas inhibiendo

en el higado la HMG-CoA reductasa Yy la sintesis de colesterol (Malinowski, 1.998).

PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real también conocida como PCR cuantitativa o gqPCR
(quantitative Polymerase Chain Reaction), es una herramienta que permite cuantificar la
expresion de genes, combinando tanto la sensibilidad y especificidad de la PCR con una
deteccion eficiente de la sefial por fluorescencia (Gutierrez, 2.008). Esta técnica se ha
empezado a usar con el fin de monitorear la expresion de familias de genes en plantas
(Gachon, 2.004), permitiendo cuantificar niveles de transcripcion en genes de expresion
débil (Czechowski y col., 2.004). La gPCR utiliza los mismos reactivos de la PCR
convencional, un molde de ADN, cebadores especificos, dNTPs, un tampén y una
polimerasa; pero a esa mezcla se le agrega un fluoréforo y con el uso de un termociclador
acoplado a un sistema de deteccion especial (sensores para medir fluorescencia) se excita
ese fluor6foro a una longitud de onda apropiada, lo que permite medir la tasa de generacion
de uno o més productos especificos, luego de cada ciclo de amplificacion. En las técnicas
basadas en fluoroforos inespecificos como el SYBR Green, se detecta la generacion
exponencial de ADN cando el SYBR se une a éste, pero en las técnicas basadas en sondas

especificas se utiliza un oligonucleotido marcado fluorescentemente (Bustin 2.000).
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Para que la técnica de PCR en tiempo real tenga éxito hay que tomar en cuenta

algunas reglas que permitan la reproducibilidad del método y eliminar errores sistematicos

(Udvardi 2.008):

9.

Las muestras se realizan por triplicado para facilitar el analisis estadistico de la data.
El aislamiento de ARN debe ser de alta calidad y pureza.

Digerir el ARN con DNAsas para eliminar los restos ADN.

Realizar una transcripcion con una transcriptasa inversa que no tenga actividad de
RNAsa.

Medir la calidad del ADN copia.

Disefiar cebadores con caracteristicas especificas como Tm, % G-C y tamafio
determinado de los cebadores y del fragmento a amplificar.

Estandarizacion de la técnica de PCR.

Usar un gen de expresion constitutiva, como control de la gPCR, para normalizar
los resultados.

Realizar la gPCR para todas las muestras en tubos separados.

10. Calcular la transcripcion relativa de cada gen estudiado.

PCR inversa

La PCR inversa es una variante de la técnica de PCR que permite realizar una

amplificacion de las regiones flanqueantes de un fragmento de ADN que solo se conoce su

secuencia interna (Raponi y col., 2.000).

Esta técnica sirve para amplificar secuencias de ADN conocidas, pero flanqueadas

por regiones de secuencia desconocida, cada una de las cuales incluye un sitio de
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reconocimiento para la misma enzima de restriccion. De tal manera que podemos cortar el
DNA por estos sitios y ligar los extremos resultantes para formar un mondmero circular.
Los cebadores para la PCR son homdlogos a los extremos de la region de ADN conocida,
con sus extremos 5y 3’ en direcciones opuestas, de tal forma que la PCR amplificaria a
través de la region de ADN cuya secuencia no se conoce. Este procedimiento ha sido
utilizado para proseguir la identificacion de algunos genes, asi como para identificar y
amplificar elementos transponibles o secuenciar ADN flanqueado por sitios de integracion

viral (Raponi y col., 2.000).

Rutas metabdlicas
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Figura 1. Sintesis del Isopentenil Pirofosfato en el citosol, via Acetato-mevalonato. (Tomado de Hans-Walter,

2.005).
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Figura 2. Sintesis del Isopentenil Pirofosfato en los plastidios, via DOXP. (Tomado de Hans-Walter, 2.005).
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Figura 3. Sintesis del Geranilgeranil pirofosfato. (Tomado de Hans-Walter, 2.005).
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Antecedentes

Antecedentes Internacionales

Leopold Ruzicka encontrd que el isopreno es el elemento basico para la sintesis de
muchas sustancias naturales. El postuld la regla del “Isopreno biogénico”, de acuerdo a la
cual todos los terpenoides (derivados de los terpenos) son sintetizados via un precursor
hipotético, 1llamado “isopreno activo”. Esto fue verificado por Feodor Lyner en Munich
(1.964), quien identific6 al “isopentenil pirofosfato” como el “isopreno activo” (Hans-

Walter, 2.005).

Los isoprenoides o terpenoides derivados del isopreno, son sustancias importantes
utilizadas como farmacos o como precursores para la sintesis de otros compuestos, las
investigaciones estan en proceso para incrementar la habilidad de las plantas de sintetizar

estos compuestos mediante la ingenieria metabolica (Hans-Walter, 2.005).

Para muchas plantas es vital el metabolismo secundario y la resistencia a pestes, por
eso es importante controlar la sintesis de isoprenoides por via del mevalonato. Un punto de
control de la ruta del mevalonato es la enzima HMG-CoA reductasa. Esta es una proteina
integral de membrana que se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico, en los
plastidios, las mitocondrias y en el citoplasma. En las especies de plantas Arabidopsis,
Hevea, tomate y maiz, se han clonado los genes que codifican para la HMG-CoA reductasa
y se ha notado una fuerte similitud en la secuencia del gen entre estas especies eucariotas
(Stermer y col., 1.994), lo cual hace posible identificar los genes en la yuca por

comparacion de secuencias.
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Se han encontrado altos niveles del gen HMG-CoA reductasa en zonas de rapido
crecimiento en plantas como las raices y la zona apical, pero estos disminuyen en tejidos
maduros. La modulacion del gen también puede ser regulada por la luz, ya que la luz roja
estimula la acumulacién de isoprenoides. Otra forma de regulacién es mediante un corte en
la planta estimulando asi la produccion de fitoalexinas, lo que conlleva al incremento en la

produccién de la enzima que codifica el gen (Stermer y col., 1.994).

La manipulacién de los productos naturales de las plantas a través de la
metaboldmica es una técnica que permite controlar rutas metabdlicas, introduciendo genes
de un organismo a otro, lo que eventualmente favoreceria la produccién de un producto de

interés (Grotewold y col., 1.998).

El mejoramiento genético convencional de la yuca tiene algunas limitaciones,

incluyendo:

# La naturaleza intrinseca heterocigota del cultivo.
# La gran cantidad de caracteristicas genéticas deseables que son recesivas y son el

resultado de la expresion de muchos genes (poligénicas).

En vista de estos problemas, la ingenieria genética constituye una técnica poderosa
para dotar a los agricultores de las caracteristicas genéticas que ellos desean en sus
variedades cultivadas, pero para esto no es suficiente contar con avances tecnoldgicos sino
gue es importante que haya una transferencia de tecnologia, herramientas y experticia hacia
los paises en los que la yuca juega un rol socioecondmico importante, especialmente en el

continente africano (www.ciat.cgiar.org/yuca/pdf/report_2008/executive_summary08.pdf).
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La Yuca es un cultivo basico muy importante en los paises tropicales, por eso el
interés de desarrollar un sistema de transferencia genética que pueda conferir caracteristicas
deseadas a este cultivo. En 1.995 se establecio un sistema de transformacion genética para
la yuca usando Agrobacterium tumefaciens (CIAT 1182) y bombardeo de particulas para
obtener plantas transformadas genéticamente estables, para ello se usé el vector pGV1040 y
las inoculaciones se hicieron en hojas de cotiledones (Cabral y col., 1.995; Sarria y col.,

1.995).

El primer mapa genético preliminar de la Yuca (Manihot esculenta, Crantz) para
incrementar la eficiencia en la introduccién de cromosomas especificos o fragmentos de
cromosomas en germoplasma de yuca, se implementd utilizando marcadores moleculares:
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) y RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA). Se trabajo con diferentes clases de yuca que poseian resistencia al

virus del mosaico de la yuca (Fregene, 1.995).

Después del primer protocolo para producir yuca transgénica, se han manipulado
diferentes variedades de arroz y varias leguminosas, todos los trabajos han sido realizados
en Europa, Estados Unidos y en el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical),

ubicado en Cali Colombia (http://www.ciat.cgiar.org/about_ciat/cropfocus.htm).

Los principales trabajo en los que se ha concentrado la manipulacién genética en

yuca hasta el momento incluyen:

# Resistencia a patdgenos e insectos.
# Reduccion de pérdidas por deterioro del tubérculo en la post cosecha.

@ Mejorar la calidad del almidon.
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La mayoria de estos trabajos son realizados en el CIAT, cuyo interés es que los
agricultores productores de yuca, las comunidades rurales, el sector procesador y las
cadenas productivas puedan beneficiarse de este cultivo mediante un aumento del valor
econémico de lo producido y cosechado por los agricultores, el fortalecimiento de los
mercados para la yuca, el logro de precios mas estables y una expansion de los usos finales

de la raiz de yuca o sus productos (Ceballos, 2.007).

Proyecto Genoma de Yuca

El proyecto genoma de yuca se realizo con el objetivo inicial de generar una base de
datos con la secuencia del genoma de la yuca, donde esta informacion estaria disponible y
seria gratuita. Mucha de la utilidad de la secuencia del genoma vendra del desarrollo en las
herramientas de cultivo de la planta y el mejoramiento en la produccién de la cosecha, ya

que este es un cultivo de importancia humanitaria (Joint Genome Institute, 2.009).

El proyecto fue construido en base a un piloto iniciado a través de DOE-JGI
Comunity Sequencing Program (CSP) por 14 miembros del consorcio dirigido por Claude
Fauquet, Joe Tohme y Pablo Rabinowicz. Este proyecto fue realizado usando librerias de
plasmidos y cosmidos. La fase principal del proyecto fue dirigido por Steve Rounsley, Dan
Rokhsar, Chinnappa Kodira y Tim Harkins, empez6 en la primavera del 2.009 cuando 454
Life Sciences, la compafiia Roche y DOE-JGI se unieron para proveer recursos para la
secuenciacion del genoma completo de Yuca, usando la plataforma 454 GS FLX Titanium.
Estos datos se combinaron con los generados en el proyecto piloto para ensamblar el
genoma. Toda la data fue generada de una linea celular llamada AM560-2 generada en el

CIAT en Cali, Colombia (Joint Genome Institute, 2.009).
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Aunque la Yuca tiene un genoma de tamafio estimado de 760 Mb, inicialmente se
ensamblaron 416 Mb, se cree que estos representan casi todas las regiones génicas del
genoma Yy las porciones pérdidas son secuencias repetitivas que no pudieron ser
ensambladas. Se logro hacer un 95% del mapa de los transcriptos mostrando casi completa

cobertura de proteinas y genes codificantes de esas proteinas (JGI, 2.009).

Antecedentes Nacionales

El IDEA es pionero en esta investigacion a nivel nacional y se ha realizado una
investigacion previa mediante la tesis de Maestria de la Ing. Yndira Hernandez, titulada:
“Caracterizacion del gen 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa)
en yuca (Manihot esculenta Crantz)”, en el cual se realiz6 la clonacién parcial del gen con
el disefio de cebadores degenerados, a partir de secuencias conocidas de especies vegetales:
Cucumis melo, Arabidopsis thaliana, Andrographis paniculata, Oryza sativa y Solanum

tuberosum.

En ese trabajo se obtuvo un fragmento del gen HMG-CoA reductasa de 1.907pb y al
ser secuenciado se obtuvo una homologia con secuencias reportadas en el GenBank de la
misma enzima para Hevea brasiliensis, obteniendo un 92% de similitud con el gen

(Hernandez, 2.009).
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Justificacion

Este trabajo experimental se llevo a cabo en el Centro Nacional de Biotecnologia
Agricola (CNBA), ubicado en la Fundacion Instituto de Estudios Avanzados (IDEA). El
CNBA tiene un programa multidisciplinario de investigacion en biotecnologia de plantas,
que se centra principalmente en cultivos como: raices, tubérculos, cacao y leguminosas

forrajeras.

La investigacion que se llevo a cabo en este trabajo, fue una labor innovadora que
consistio en caracterizar el gen HMG-CoA reductasa en la planta de yuca (Manihot
esculenta), que no estd identificado en esta planta y es de suma importancia en la
produccion de metabolitos secundarios. Estos compuestos le confieren a la planta
resistencia contra microorganismos patdgenos y plagas a los cultivos, una funcién muy
importante ya que la yuca tienen un alto deterioro en la post-cosecha y se piensa que el gen
HMG-CoA reductasa puede tener impacto positivo para controlar el deterioro de este

cultivo, que sirve de alimento para millones de personas en todo el mundo.

Si se entiende como regula el gen HMG-CoA reductasa los niveles de expresion de
los isoprenoides y como se comporta en diferentes condiciones fisiologicas, podremos a
largo plazo estudiar la modificacion genética de la yuca para resistir a enfermedades y con
esto evaluar el aumento de la vida post-cosecha de este cultivo, beneficiando asi a empresas

agroindustriales, pequefios productores independientes y redes de innovacion productiva.
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Obijetivos

Obijetivo general:

Caracterizar el gen HMG-CoA reductasa de yuca (Manihot esculenta) evaluando su

expresion mediante una PCR en tiempo real.

Obijetivos especificos:

Aislar el ADN genomico de plantas de yuca para realizar la clonacién del gen
HMG-CoA reductasa.
Identificacién in silico del gen HMG-CoA reductasa utilizando la informacién
proporcionada por el JGI (Joint Genome Institute) del proyecto genoma de yuca
(Manihot esculenta).

Caracterizar la secuencia parcial del gen HMG-CoA reductasa del IDEA en base a:

3.1. Numero de exones e intrones.
3.2. ldentificacion de regiones 57, 3" y del promotor.

3.3. Comparacion de la secuencia del gen con otras especies.

Aislar ARN de plantas de yuca para medir la expresién del gen HMG-CoA

reductasa utilizando PCR en tiempo real en diferentes condiciones:

4.1. Condicion de la planta in vitro.
4.2. Condicion de la planta en invernadero.
4.3. Condicion de la planta en campo.

4.4. Condicion de la planta en campo después de un corte en el tallo.
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Plan de trabajo

Para cumplir con el objetivo general propuesto en este trabajo se realizé la siguiente

metodologia:

Para cumplir con el
objetivo especifico

namero 1:

Aislamiento del ADN genémico del
clon 76 CIAT-CM 6740-7 del Banco

de Germoplasma del IDEA.

Ligamiento de la restriccion con T4
DNA ligasa.

Purificacién de la PCR.

Digestion del ADN gendmico con la
endonucleasa EcoRV.

Ese fragmento de ADN debe
contener al gen HMG-CoA
reductasa que se quiere clonar.

Amplificacion por PCR inversa.

Aislamiento y purificacion de un gel

Preparacion de células competentes
de la cepa DH5a de
E. coli con CaCl,.

de agarosa, del fragmento del
tamafio esperado en la PCR.

Adicion de un residuo de adeninas al
ADN vy ligacion con el vector de
clonamiento pGEM-T Easy.

Transformacion de la cepa DHS5a y
siembra de las células en medios
selectivos de LB+AMP+X-gal.
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No se termind de clonar el gen porque para noviembre de 2.009 se publico el

genoma de la yuca, por el Join Genome Institute (JGI) entonces se procedio a realizar el

segundo objetivo especifico:

Identificacion in silico del gen
HMG-CoA reductasa utilizando
la data proporcionada por el JGI

del proyecto genoma de yuca.

Identificacién molecular de la
secuencia parcial del gen HMG-CoA
reductasa del clon 76 CIAT-CM
6740-7 del banco de germoplasma del
IDEA, obtenida en trabajos previos en
el laboratorio.

Alineamiento de la secuencia parcial
del gen HMG-CoA reductasa, contra
el genoma de la yuca en la pagina
web:
www.phytozome.net/cassava

Para el tercer objetivo especifico se siguio la siguiente metodologia:

Caracterizacion de la secuencia
parcial del gen HMG-CoA
reductasa del IDEA.

Usando el programa “BioEdit v7.0.5”
para el andlisis y edicion de
secuencias, se identificaron los
exones e intrones contenidos en el
gen HMG-CoA reductasa.

Alineamiento de la secuencia parcial
del gen HMG-CoA reductasa en la
base de datos del GenBank para
realizar una comparacion del mismo,
con otras especies.
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Para el cuarto objetivo especifico: aislar ARN de plantas de yuca para medir la
expresion del gen HMG-CoA reductasa utilizando PCR en tiempo real en diferentes

condiciones, se procedio de la siguiente manera:

Para el cuarto objetivo
especifico:

Disefio de cebadores con el programa
“MacVector 11.0.4” para realizar la
PCR en tiempo real.

Aislamiento de ARN.

Purificacién del ARN con DNasa.

Transcripcién del ARN a ADN.

Amplificacion por PCR en tiempo
real.
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Materiales y métodos

Materiales y métodos de la clonacion del gen HMG-CoA reductasa

Material vegetal. Se trabajo con las hojas jovenes de plantas de yuca, con el clon 76

CIAT-CM 6740-7 del Banco de Germoplasma de la Fundacién Instituto de Estudios

Avanzados (IDEA), con el fin de obtener el ADN gendémico y el ARN de la Yuca.

Extraccién de ADN. Se realizo el aislamiento del ADN, segun el protocolo de

Salah, M. y Martinez, 1., (1.997) con algunas variaciones: se tomaron 100 mg de tejido
fresco de hojas jovenes del clon 76 de yuca y se homogenizaron en un mortero con 400 pl
del tampén (NaCl 0,4 M; Tris HCI 10 mM, pH=8; EDTA 2 mM, pH=8). Luego se
agregaron 40 ul de SDS (dodecilsulfato de sodio) al 20% y 8 ul de proteinasa K (20 mg/ml)
y se mezcld bien. La muestra fue transferida a un tubo eppendorf e incubada 1 hora a 60°
C, después se agregaron 400 pl de NaCl 5 My se colocaron en el vortex 30 seg a velocidad
méaxima para luego centrifugar la muestra durante 30 min a 4° C y 20.800 g. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y se le agregaron 500 ul de isopropanol. Se
incubd la muestra durante 1 hora a 0° C y después se centrifugd durante 25 mina 4° Cy
20.800 g. El sedimento se lavo con 100 pl de etanol al 70% Yy se concentrd bajo vacio.
Finalmente se resuspendieron las muestras en 300 ul de agua estéril y se guardaron a 4° C.
Las muestras se midieron en un espectrofotdmetro “Nano drop”, para determinar su

concentracion.

Cortes con enzimas de restriccion. EI ADN gendmico se digirid con la enzima

EcoRV, seguln protocolo de la casa comercial Promega. Las muestras de ADN se colocaron
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con la endonucleasa durante 3 horas a 37° C. Al finalizar, las muestras se guardaron a 4° C.

La enzima se inactivo por calor a 65° C durante 20 min.

Ligacion del ADN. Después de la digestion con ECORV se procedio a ligar el ADN

con la enzima T4 DNA ligasa, para circularizar los fragmentos de la digestion, segun
protocolo de la casa comercial Promega. Se dejaron las muestras toda la noche con la ligasa
a 16° C. Después de esa primera incubacion, se adicion6 1 U méas de enzima ligasa y se
dejé otras 16 horas de incubacion (Lewin, 2.008), para asegurar la ligacion de los

fragmentos. Al finalizar las muestras se guardaron a 4° C.

PCR Inversa. Con los fragmentos circulares, se realiz6 una PCR inversa con el kit
de «Invitrogen Platinum Pfx” y segun el siguiente protocolo: a 2 ul del ADN (digerido y
ligado, aproximadamente 200 ng), se agregaron 3 pl del tampdn (1X), 1.5 pl de MgSO,4 5
mM, 1.2 pl dNTPs 10 mM, 0.9 ul del cebador delantero (hibrida en el exdn 2 del gen):
GGATACCTGTTAAAACGACG (10 uM), 0,9 pl del cebador reverso (hibrida en el exén
2 del gen): GACAATTTTGATACCTTGGC (10 puM), 0.6 pl de la enzima Pfx (1-2,5U) y
se completa con agua (19.9 ul) hasta un volumen final de reaccion de 30 pl. EI ADN se
amplificO mediante el siguiente programa en el termociclador: 1 ciclo de 94° C durante 5
min, 1 ciclo con 3 pasos: desnaturalizacion (94° C durante 15 seg), el paso de union de los
cebadores al ADN blanco (48° C durante 1 min), y el de elongacién (68° C durante 1 min),
1 ciclo de 68° C durante 10 min para la elongacion final de la cadena de ADN. El segundo

ciclo se repite 35 veces y al final hay un ciclo a 4° C.

Purificacion de la PCR. El producto de PCR se purifico segun el protocolo del kit de

purificacion de PCR “Accuprep” de la casa comercial Bioneer. A 1 volumen de reaccion de
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PCR, se le agregaron 5 volumenes del tampon “PB” y se mezcla (Ej. A 20 ul de la reaccion
de PCR se le agregaron 100 ul del tampdn). La mezcla anterior se coloco en una columna
del kit y se centrifugo 1 min a 20.800 g. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 500 pl
del tampon “WB” en la columna, centrifugandose a 20.800 g durante 1 min. Se descarto el
sobrenadante y se agregaron otros 500 ul del tampdn “WB” en la columna centrifugandose
a 20.800 g durante 3 min. Para eluir el ADN se agregaron 30 ul del tampon “EL”
(calentado previamente a 60° C) y se centrifugo a 20.800 g durante 1 min, luego se

agregaron 10 pl mas del tampon “EL”, centrifugando otro minuto.

Electroforesis de la muestra. Se corrié un gel de agarosa 0,8% con las muestras

purificadas, para extraer el fragmento del tamafio esperado después de la amplificacion del
ADN. EI gel se corrio durante 1 hora y 30 min a 90 voltios y se revel6 con bromuro de

etidio en una camara de luz UV. La banda se extrajo del gel cortandola con un bisturi.

Purificacion de la banda de ADN. El fragmento con el ADN extraido del gel de

agarosa se purificd segin el protocolo de purificacion de geles de “Accuprep”, casa
comercial Bioneer. Se coloco la porciéon de gel con el ADN en un tubo y se afiadieron 3
volimenes del tampo6n “1” a un volumen del gel (Ej. A 200 mg de agarosa se le agregan
600 pl del tampdn). Se incubd a 60° C durante 10 min, se agitdé cada 2 min para disolver la
agarosa. Se agregaron 200 pl de isopropanol a la mezcla y esta se transfirié a una columna
del kit centrifugando durante 1 min a 20.800 g. Se descarto el sobrenadante y se agregaron
500 pl del tampon “2” a la columna, centrifugando durante 1 min a 20.800 g. Se descarto el
sobrenadante y se agregan otros 500 ul del tampdn “2” a la columna centrifugando en las

mismas condiciones. Se descarta el sobrenadante y se centrifuga durante 1 min a 20.800 g.
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Se transfirié la columna a un tubo nuevo y se eluy6 el ADN con 30 pl del tampdn “3” se

incubd 5 min a temperatura ambiente y se centrifuga durante 1 min a 20.800 g.

Adicion de un residuo de adeninas. Al fragmento de ADN purificado se le adiciono

un residuo de adeninas para evitar que se circularice, segun protocolo: 10 uL del ADN
(aproximadamente 1 ng), 4 pL de buffer 5X, 2 uL de MgCl, 25 mM, 1 pL dATPs 10 mM,
0,2 uL Go Taq polimerasa 5U y agua 2,8 pL hasta Vf = 20 pL. La mezcla de reaccion se

incubd 30 min a 70° C.

Ligacidn con el vector de clonamiento. El vector para clonar el gen fue el pGEM-T

Easy de Promega, un vector disefiado con un residuo de timinas que se une al residuo de
adeninas del ADN. La reaccion se dejo 20 horas: 4 puL del ADN poli adenilado, 1 pL del

vector, 1 pL T4 DNA ligasa, 1uL buffer de la enzima 10X y 3 pL agua, Vf = 10 pL.

. pGEM®-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points
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Figura 6. Mapa de un vector circular pPGEM-T Easy y puntos de referencia de secuencia. Tomado de

WWW.promega.com.

Preparacion de células competentes. La cepa DH5a de E. coli se hizo competente

con CaCl; segun protocolo de Sambrook (2.001): se seleccioné una colonia de una placa

previamente incubada durante 16 a 20 horas con la cepa DHS5a en medio LB agar, se
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incubd la colonia en 100 ml de medio LB durante 3 horas a 37° C con agitacion vigorosa
hasta alcanzar una D.O.gy aproximadamente 0,4. El cultivo fue transferido a unos tubos
Falcon de 50 ml e incubados en hielo 10 min. Se centrifugd a 4.100 g durante 10 min a 4°
C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 30 ml de MgCl,-CaCl,
frio (80 mM MgCl,, 20 mM CaCl,). Se centrifugd durante 10 min a 4.100 g y 4° C. Se
descarté el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 2 ml de CaCl, (0,1M) por cada
50ml del cultivo original. Las células estan listas para la transformacion, si no se usaron al
instante, se agregan 140 ul de DMSO y se incuban en hielo durante 15 min esto se repite y

se guarda en alicuotas a -80° C.

La cepa DH5a fue utilizada porque no tiene resistencia al antibidtico ampicilina,
usado como marcador selectivo, ademas la bacteria es recombinante, es decir que acepta
material genético foraneo y este se replica sin problema en el interior celular, por lo tanto
esta cepa es capaz de aceptar el vector de clonamiento ligado con el ADN. Su genotipo es:
deoR, endAl, gyrA96, hsdR17 (rK— mK+), recAl, relAl, supE44, thi-1, (lacZYA-

argFV169), 80lacZ M15, F (Hanahan, 1.983).

Transformacién de la cepa DH5a. Este experimento se realiz6 segun protocolo de

Sambrook (2.001): a 200 pl de las células competentes se agregaron 50 ng de ADN (ligado
con el vector del clonamiento), se mezcl6 y se incubd en hielo durante 30 min. El tubo se
transfirié a un bafio de agua a 42° C durante 90 seg exactos (Si es menos tiempo no se
incorpora el ADN a la célula y si es mas tiempo se puede lisar la célula) sin agitacion y
luego otra vez en hielo durante 2 min. Se agregaron 800 pl de medio LB al tubo incubando

durante 45min en un bafio de agua a 37° C y 50 ciclos/min de agitacion.
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Materiales y métodos de la identificacion in silico y caracterizacion del gen HMG-CoA

reductasa

Utilizando la data proporcionada por el JGI del proyecto genoma de yuca, se realizé
la identificacion molecular del gen HMG-CoA reductasa del clon 76 CIAT-CM 6740-7 del
Banco de Germoplasma del IDEA. Comparando la secuencia parcial del gen antes
mencionado, obtenida en trabajos previos en el laboratorio de Biotecnologia Agricola en el
IDEA (Hernandez 2.009), se realiz6 un alineamiento de esta secuencia contra el genoma de
yuca en la pagina web: www.phytozome.net/cassava, para localizar la posicion del gen en

el genoma e identificar su tamafio completo.

Usando el programa “BioEdit v7.0.5” para el analisis y edicion de secuencias, se
identificaron los exones e intrones contenidos en la secuencia parcial del gen HMG-CoA
reductasa, determinando cuales regiones de la secuencia parcial correspondian con el
genoma de yuca, ademas de identificar la porcion faltante en la secuencia del laboratorio e

identificar los extremos 5" y 3" del gen.

Se realizd un alineamiento de la secuencia parcial de este gen en la base de datos del

GenBank, para realizar una comparacion del mismo con otras especies.

Materiales y métodos del aislamiento de ARN

Disefio de cebadores. Se disenaron varios cebadores con el programa “MacVector

11.0.4” para realizar la PCR en tiempo real. Caracteristicas para disefiar los cebadores:
temperatura de fusion (temperatura de melting, Tm) = 50-65° C y con una diferencia entre

el cebador delantero y el reverso menor a 1° C, % G-C = 50-60, tamafio del cebador de 18 a

44


http://www.phytozome.net/cassava

25 nucleotidos, el fragmento amplificado debe ser entre 75 y 200 nuclettidos (Beltran

2.009; Boeckman 2.003; Udvardi 2.008).

Aislamiento de ARN. La extraccion del ARN (de hojas jovenes del clon 76 de yuca,

del banco de germoplasma del IDEA) se realizd segun el protocolo de la casa comercial
Qiagen, usando el “RNeasy Plant Mini Kit”: 100 mg de tejido congelado con nitrogeno
liquido se maceraron en un mortero con 450 ul del tampon “RLT” y se incubd durante 3
min a 56° C. Se trasvaso la muestra a una columna del kit (morada) centrifugdndose 2
minutos a 14.000 g. Se trasfirid el sobrenadante a un tubo eppendorf y se le agregaron 500
pl de etanol al 100%, esa mezcla se trasvasé a una columna rosada del kit. Se centrifugd
durante 15 seg a 14.000 g descartandose el sobrenadante. A la columna se agregaron 700 pl
del tampon “RW1” centrifugandose en las mismas condiciones, se descarto el sobrenadante
y se agregaron 500 pl del tampén “RPE” a la columna. Se centrifugd durante 15 seg a
14.000 g descartandose el sobrenadante, se agregaron otros 500 ul del tampon “RPE” y se
centrifugo en las condiciones anteriores. La columna se colocé en un eppendorf de 1,5 ml
nuevo y se eluyd el ARN con 25 pl de agua libre de RNasas centrifugando 1 min a 14.000
g, se agregaron otros 25 ul del agua anterior centrifugdndose en las mismas condiciones.
Las muestras se midieron en un espectrofotometro ‘“Nano drop”, para determinar su

concentracion

Tratamiento del ARN con DNasa. Despues de aislado el ARN, se tratd con la

DNasa de la casa comercial Ambion segun el siguiente protocolo: al ARN se le agregaron 5
pl del tampon de la DNasa (1X de concentracion final) y 1ul de la enzima (2 unidades). Se
incubd la reaccion a 37° C durante 30 min. Se agrego el inactivador de la DNasa (5 ul)

incubando la muestra 2 min con agitacion a temperatura ambiente. Se centrifugé a 14.000 g
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durante 1 min y 30 seg. Se trasvaso el sobrenadante a un tubo nuevo. Se puede realizar la

transcripcion de inmediato, o se almacena el ARN a -80° C.

Electroforesis de la muestra. En un gel de formaldehido (FA) al 1% se visualiz6 el

ARN aislado y purificado con la DNasa de Ambion. EI gel FA y los tampones se
prepararon segun protocolo de la casa comercial de Qiagen: 1 g de agarosa se diluy6 en 10
ml del tampon 10X FA y 88,2 ml de agua libre de RNasas, después se agregaron 1,8 ml de
formaldehido al 37% (12,3 M). El tampdn 10X FA contiene: 200 mM de MOPS, 50 mM de
acetato de sodio, 10 mM de EDTA en un volumen final de 1 litro de agua libre de RNasas,
el pH se ajustdé a 7 con NaOH. Tampon 1X FA (tampén de corrida): 100 ml del tampon
10X FA, 20 ml de formaldehido al 37% y 880 ml de agua libre de RNasas. Tampén de
carga 5X RNA: 16 pl de una solucion saturada de azul de bromofenol, 80 pl de una
solucion 50 OmM de EDTA (pH=8), 720 ul de formaldehido al 37%, 2 ml de glicerol al
100%, 3,084 ml de formamida, 4 ml del tampdn 10X FA, se ajusto el volumen final a 10 ml
con agua libre de RNasas. El agua libre de RNasas se prepar0 agregando 1 ml de DEPC

(Dietil pirocarbonato) a 999 ml de agua destilada y se esterilizo esta preparacion.

Transcripcion reversa del ARN. Al ARN tratado con la DNasa se le realiz6 la

transcripcion inversa con la transcriptasa reversa de la casa comercial Promega. En un tubo
se colocaron 3 pl del ARN (aproximadamente 1 ug), 1 ul del oligo dT 5 mM y 1 ul de agua
libre de nucleasas, Vf =5 pl. En otro tubo se colocaron 2 ul de ARN que codifica para el
gen de la kanamicina (sabiendo que tiene un peso molecular de 1,2 kb), 1 ul del oligo dT y
2 ul de agua libre de nucleasas (control positivo), Vf =5 pul. En otro tubo se colocaron 1 pl
del oligo dT y 4 pl de agua libre de nucleasas (control negativo), Vf = 5 pl. Los tubos se

incubaron a 70° C durante 5 min. Inmediatamente se colocaron en hielo durante 5 min.
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Luego se agregd a cada tubo la mezcla de reaccién para la transcripcion: 5,9 ul de agua
libre de nucleasas, 2 ul del tampon ImPromll (10X), 3,5 ul de MgCl; (4,3 mM), 1 ul de la
mezcla de dNTP (0,5 mM c/u), 1,6 pl del inhibidor de RNasa y 1 ul de la transcriptasa
reversa, para un volumen final de reaccion de 20 upl. Como control negativo de la
transcripcion, a un tubo con ARN se le agregd la mezcla de la transcripcion (descrita en el
parrafo anterior), pero en vez de la enzima transcriptasa se le agreg6 1 pl de la enzima taq
polimerasa de la casa comercial Promega. Se incubaron todos los tubos en un termociclador
durante 5 min a 25° C, luego a 42° C durante 1 hora y se inactivo la transcriptasa a 70° C
durante 15 min. Para probar que la transcripcion del ARN fue exitosa se realizé una PCR
segun siguiente protocolo: a 6 pl del ARN transcrito se agregaron 2 pl del tampén (1X), 1
pl de MgCl; (3 mM), 0,5 pul dNTPs (10 mM), 1 pl del cebador delantero (10 uM), 1ul del
cebador reverso (10 uM), 0,5 pl de tag polimerasa (3 U) y se completé con agua (8 pl)
hasta un volumen final de 20 ul. EI ADN se amplific6 mediante el siguiente programa en el
termociclador: 1 ciclo de 94° C durante 2 min. 1 ciclo con 3 pasos: 94° C durante 1 min,
50° C durante 1 min y 72° C durante 2 min (repetido 25 veces), 1 ciclo de 72° C durante 5

min.

PCR en tiempo real. Del ARN transcrito se hizo una diluciéon 1/10 (Beltran y col.,

2.009), es decir como el volumen final de reaccion de la PCR en tiempo real es 25 pl, se
agregaron 2,5 ul ADN copia (aproximadamente 30 ng). Se usé una mezcla de reaccion
provista por los laboratorios Bio-Rad, la “qPCR MasterMix Plus for SYBR Green 17, esta
mezcla contiene: un tampdn a 2X de concentracion, 10 mM dNTPs, 1 U HotGoldStar DNA
polimerasa, 5 mM MgCl,, Uracil-N-Glicosilasa (para inactivar productos inespecificos de

dUTP), SYBR Green | y estabilizadores. Para la reaccion de PCR se agregaron: 12,5 pl de
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la MasterMix, 2,5 ul del cebador delantero (100 uM), 2,5 ul del cebador reverso (100 uM),
2,5 ul del ADN y 5 pl de agua libre de nucleasas. Cada muestra se realizé por triplicado. El
programa de amplificacion se realizé en un termociclador Bio-Rad y con el programa de
computadora “Bio-Rad 1Q5”, segiin protocolo de la misma casa comercial con algunas
modificaciones: ciclo 1 a 50° C durante 2 min, ciclo 2 de 95° C durante 10 min, ciclo 3 con
2 pasos (repetido 40 veces): 95° C durante 15 seg, 1 min a la temperatura de hibridacion de
cada par de los cebadores (en este ciclo se realiza la cuantificacion de la PCR). Ciclo 4 de
95° C durante 1 min. Ciclo 5 a 55° C durante 1 min y el ciclo 6 de 55° C a 95° C con un
incremento de temperatura de 0,5° C, durante 10 seg y se repite 81 veces (en este ciclo se

colectan los datos para la curva de melting).
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Resultados

Resultados de la clonacién del gen HMG-CoA reductasa

Con el propdsito principal de culminar la clonacion del gen HMG-CoA reductasa y
caracterizar el mismo, se modificaron los objetivos planteados en este trabajo. Para cumplir
el primer objetivo especifico de esta investigacion, se realizo el aislamiento del ADN
genomico de la planta de yuca (figura 9), siendo este digerido con la enzima de restriccion
EcoRV, obteniéndose un barrido correspondiente a los muchisimos fragmentos de ADN
que produjo la endonucleasa y que fueron visualizados en un gel de agarosa (figura 10). La
enzima EcoRV se eligié porque tiene su sitio de reconocimiento o sitio diana, alejado de la
secuencia del gen HMG-CoA reductasa, permitiendo tener al gen en su tamafio completo.
Esto fue posible realizando un mapa de restriccion del gen (figura 7), donde se observa que
la enzima causa la ruptura de los enlaces fosfodiester que unen a las bases nitrogenadas,
después de 3000 pb y el gen es de 2,493 pb. Luego se ligd con la enzima T4 DNA ligasa

para circularizar los fragmentos de la digestion.

Como lo que se conoce es una region intermedia del gen, se realizo la PCR inversa
con los fragmentos circulares y los cebadores disefiados en un trabajo anterior
(antecedentes nacionales) que se unen en una region intermedia del gen (figura 8). Después
de la amplificacion se purifica el producto de PCR, los resultados de la purificacion se
vieron en un gel de agarosa al 0,8% (figura 11) revelando bandas inespecificas de ADN,
por esto se cortd con un bisturi la banda de ADN que tenia un peso de 2 kb
(correspondientes a la secuencia parcial de 1.907 pb) y se trato este fragmento de agarosa,

con un kit de purificacion de geles de Accuprep de la casa comercial Bioneer (figura 12).
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A la cepa DH5a de E. coli se le realizo el protocolo de CaCl, del manual Sambrook
para volverlas competentes (figura 13-A y 13-B), es decir permeabilizar la membrana
celular y favorecer la entrada del ADN purificado y ligado al vector pGEM-T Easy al
interior celular, para luego esta cepa ser transformada con el protocolo de transformacion

de Sambrook y Russell (2.001).

Al fragmento de ADN purificado se le adicion6 una cola de adeninas para su
posterior union con el vector de clonamiento pGEM-T Easy de Promega, mediante la
enzima T4 DNA ligasa. Este vector de clonamiento permite seleccionar a las bacterias
transformadas por un marcador de resistencia al antibiotico ampicilina y discriminar las
colonias con el vector de clonamiento s6lo, o con este ligado al ADN, realizando un
chequeo de colonias blancas y azules dependiendo si degradan al sustrato al X-gal, porque

también contiene el gen lacZ como marcador selectivo (figura 13-C, 13-D Y 13-E).

No se termind de clonar el gen HMG-CoA reductasa porque se publico el genoma
de la yuca por el JGI en noviembre de 2.009, utilizando esta informacion se procedio a

realizar un analisis de la secuencia parcial del gen de 1.907pb del IDEA.
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3041 GAAATGCRATGTGTAGRATTTAACT CTIGEGEACT GATGIGECAGTGETATGCATCCARRTATCARATTTGIAGIGIGETA 3120
3041 CITTACGTTACACATCTTAR AT TGAGRACCCCTGACTACACCGT CACCATACGTAGGTTTATAGTTARRCATCACRCCAT 3120

MwoI BarDI FokI TspRI SfaNT
HpyF10VI Apol BamFI BfrBI
Brsl
BstF5I
N=iI

3121 GAA AR A GGA G A AT AT GET TGO AT AR T TTAATAGTTGGAAGTCGGTIGTGCACATTITITAGATATCRAATITCT 3200
3121 CITTIGIITCCTITICI T I CTAGT CACCARCGTATTARATTATCARACCT TCAGCCACACGTGTARRRAATCTATAGTTARLAGRE 3200

MboIl Lpall EcoEV
MmeTI Hpy&I
TspRI Bmel5801
BsiHELT
Bapl2861

3201 ACAGTCIGG A AGRATTATAGT T TCATTATARCGT AR AT AR A C A A TTTATCATITITTTTAACAGRACRATTTATCATT 3280
3201 IGTTCAGRCCGTICTTARTATCARAGTARTATTGCATTTATITGTTARATAGTARAARARRTTGTCTTGTTARATAGTAR 3230

TapDTI Pail

Enzimas que no cortan el fragmento de 1.907pb del gen HMG-CoA reductasa:

Afel, Aflll, Agel, Ahdl, Alel, AlwNI, Apal, ApaLl, Ascl, AsiSl, Aval, Bbel, BobvCl, Bcgl, Bcell, BfrBI, Bglll,
Blpl, Bmel5801, BmgBI, Bmrl, Bmtl, Bpll, BpulOl, Bsal, Bsiwl, Bsml, BspEl, BspHI, BsrBI, BsrGl,
BssHII, BssSl, BstAPI, BstEll, BstZ171, Bsu36l, Dral, Dralll, Earl, Ecil, EcoNI, EcoRV, Fsel, Fspl, FspAl,
Hpal, Kasl, Mscl, Nael, Narl, NgoMIV, Nhel, Nsil, Pacl, Pcil, Pmel, Pmll, PshAl, Psil, PspOMI, Psrl, Psrl,
Pwvul, Pwull, Rsrll, SanDl, Sapl, SexAl, Sfil, Sfol, SgrAl, Smal, SnaBl, Sphl, Srfl, Sspl, Swal, Taqll,
Tth111l, Xbal, Xhol, Xmal.

Figura 7. Mapa de restriccion del fragmento de 1.907pb del gen HMG-CoA reductasa.

La enzima EcoRV no reconoce un sitio de restriccion en el gen HMG-CoA

reductasa de la planta de yuca, la ruptura del ADN se realiza casi 1 kb después del gen.

e e L e e (e N e T T e e e
1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130
iTGTTCTATTCTARRACCAARAAGCATACCTGTTARAAAGACGGCCAAGGTATCARRATTGTCAGAATCCTCCRAAGAAGAACTTCAACTCCGCGGCTC

GGATACCTGTTAAAAAGACEFCCAAGGTATCAAAATTGTC

Cebador Delantero Cebador Reverso

v

Figura 8. Hibridacion de los cebadores disefiados en un trabajo previo, con la secuencia parcial del gen HMG-
CoA reductasa de 1.907pb.

Estos cebadores se disefiaron especialmente para la técnica de PCR inversa, por esto

hibridan en una region intermedia del gen y amplifican hacia los extremos del mismo.
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Figura 9. Gel de agarosa al 0,8% con las muestras de ADN genémico. En los carriles 1, 2, 3y 4 se colocaron
muestras de ADN del clon 76 de yuca (2l de 4 réplicas: A, B, Cy D) y en el carril 5 se encuentra el
marcador de masa molecular, el fago A con 100ng/pul (2pul).

Las muestras de ADN (figura 9) se mezclaron con SYBR green (2ul) y el gel se
revel en el escaner “Typhoon 9.410”. Las muestras se midieron en un espectrofotometro
“Nano drop”, para determinar la concentracion de cada una: 582,4ng/ul, 459,4ng/ul,
321,2ng/ul y 605ng/ul respectivamente para las replicas A, B, C y D. EIl protocolo de
extraccion de ADN gendmico de Salah y Martinez, 1.997, es un método simple y rapido
que permite obtener gran cantidad de ADN de buena calidad, como se observan en los
resultados de la figura 9 en los carriles 1, 2 y 4, donde se observa el ADN genémico de

yuca que tiene un peso molecular de aproximadamente 70 kb.

Para las digestiones del material genético, normalmente la cantidad de ADN
utilizada oscila entre 0,5 y 10 pg y se afladen de 1 a 10 unidades de enzima
respectivamente, pero hay que tener en cuenta que la cantidad de la enzima no puede
superar el 10% del volumen total de reaccion, ya que las enzimas de restriccion estan

almacenadas en glicerol y una alta concentracion de este en el medio de reaccion,
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disminuye la especificidad de la enzima (Devlin, 2.004). Esto es importante a la hora de
estandarizar el protocolo de restriccion enzimatica, para obtener una digestion completa del
ADN vy que la proporcién del material genético con la enzima sea la correcta, porque si no
se presentan problemas de digestiones parciales y hay que someter al ADN a una segunda

digestion, como fue el caso de la figura 10.

12.216 pb i) - [~ —
10180 pb e
5.090 pb =
4.072 pb p—
3.054 pb —
2036 pb —
1636 pb PR
1018 pb
900 pb
700 pb
500 pb

400 pb
300 pb

Figura 10. Gel de agarosa al 0,8% con las muestras de ADN digeridas con EcoRV. En el carril 1 se observa el

marcador de peso molecular de Invitrogen, “1Kb plus DNA ladder”. En el carril 2 est4 la muestra A de ADN

sin digerir, en el carril 3 esti el ADN anterior digerido (1.164,8ng). En el carril 4 est el ADN D sin digerir y
en el carril 5 la muestra anterior digerida (1.210ng).

En la figura 10, no se observa una buena digestion enzimatica del ADN, hubo que
realizar una segunda digestion con la enzima EcoRV para garantizar que el ADN se
fragmentara por completo y no hubiera ningin segmento sin digerir. Como EcoRV deja
extremos romos en el ADN, se realizd una segunda ligacion a la muestra con la enzima T4

DNA ligasa antes de realizar la PCR inversa.
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500 pb
400 pb

Figura 11. Resultados de la PCR inversa en un gel de agarosa al 0,8%. En el carril 1 y 2 estan los controles
negativos de la PCR (todos los reactivos, menos el ADN), en el carril 3 se observa el fragmento del gen
amplificado de 2kb (kilo bases) de la muestra A, en el carril 4 esta un duplicado de la muestra A. En el carril 5
se ve el fragmento amplificado para la muestra D y en el sexto carril su duplicado. En el Gltimo carril el
marcador de peso molecular “1Kb plus DNA ladder” de Invitrogen.

La amplificacién de este gen dio como resultado (figura 11) varios fragmentos
inespecificos, debido a la baja temperatura de hibridacion de los cebadores (48° C). La
muestra amplificada del carril 6 estd contaminada, porque al realizar la corrida

electroforética se muestra un patrén de migracion diferente a los demas carriles.

Figura 12. Gel de agarosa al 0,8% con las muestras purificadas con el kit de purificacién de geles de
Accuprep, observandose el fragmento del gen HMG-CoA reductasa de aproximadamente 2 kb. En los carriles
1y 6 esta el marcador de peso molecular de Promega “1kb DNA ladder”, en el carril 2 y 3 la muestra Ay en
el carril 4 y 5 la muestra D.
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En la figura 12 se observa una banda cercana a 2 kb, que es el tamafio esperado del
gen parcial de 1.907 pb. La muestra fue purificada con el kit de Accuprep de donde se aislo
el ADN del fragmento de agarosa extraido del gel. Una vez que el ADN se amplificé y se
purifico, se le adicioné una cola poli A y se ligd con el vector de clonamiento p-GEM-T
Easy, este es un vector construido que se corté con la enzima EcoRV y se le adicion6 una
cola de timina en el extremo 3". Con el fragmento de ADN ligado al vector se procede al

clonamiento del gen.

Figura 13. Proceso de clonacion del gen HMG-CoA reductasa. (A) Preparacion de las células competentes
con CaCl,. (B) Control de viabilidad de las células competentes DH5a. en placas de LB y LB+AMP. (C)
Control de las células DH50 transformadas en placas de LB y (D y E) Células transformadas usando como
marcador selectivo al gen lacZ en placas de LB+X-gal+AMP.

Se sembro 1 placa de LB + Acido nalidixico y de LB para control fenotipico de la

cepa DH5a, cuando se corroboro el fenotipo de la bacteria, que si crece en LB y también en
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acido nalidixico, se procedio a realizar el protocolo de competencia. En la figura 13-A, se
muestran las fiolas con los cultivos de E. coli, ya han alcanzado una D.O.gq de 0,4 para
iniciar el protocolo de competencia con CaCl,. En 13-B se ven dos placas sembrada con las
células competentes DH50. como control de viabilidad del método de competencia, en la
placa de LB si crecieron las células y en la placa de LB+AMP no crecieron, es decir que las
células estan vivas y siguen susceptibles a la ampicilina. Se sembr6 1 placa de LB con
ADN para control negativo de la transformacion donde no crecio nada. En 13-C se ve 1
placa de LB después de la transformacion de las células DH5a. con el vector pPGEM-T Easy,
donde se observé crecimiento, por lo tanto las bacterias siguen vivas. 13-D y 13-E se
sembraron 4 placas de células transformadas en LB+AMP+X-gal, Volumen de siembra
(Vs) = 20ul (por duplicado), Vs = 50ul y Vs = 100ul. Para los Vs de 50 y 100 creci6 un

césped, por lo que no se pudo contar el nimero de colonias transformadas.

Se calculo6 la eficiencia de transformacion (Et) con el Vs = 20ul donde se contaron
800 y 768 colonias o UFC (Unidades Formadoras de Colonias) en cada placa. Se

transformaron 50ng de ADN, pero se diluyeron en 3ml para la transformacién.

Et = N° colonias/pg ADN = 784 UFC / 0,000016pg = 4,9x10" UFC/ug

Como hubo un alto crecimiento bacteriano en las placas de la figura 13-D y 13-E,
significa que la transformacion fue exitosa porque el plasmido fue recibido por la bacteria,
confiriéndole a esta resistencia a la ampicilina. Otro marcador selectivo aparte del
antibiotico es el sustrato X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopirandsido), este es

un compuesto cromogénico que al ser degradado por la enzima [-galactosidasa se
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transforma en un compuesto azul insoluble, es utilizado como indicativo para saber si la

célula expresa la enzima p-galactosidasa (codificada por el gen lacZz).

La bacteria E. coli puede sintetizar la enzima [-galactosidasa, que es capaz de
hidrolizar al disacarido lactosa en los monosacaridos glucosa y galactosa. El vector de
clonamiento usado en este experimento porta un segmento del ADN de E. coli, que
contiene la secuencia regulatoria y la informacion codificante para los primeros 146
aminoacidos de la enzima [-galactosidasa. Esta region esta contenida en el sitio de

clonamiento multiple del vector, que posee el marco de lectura para el gen lacZ.

La cepa DH5a por si sola no podra expresar la enzima, pero cuando es transformada
con el vector pGEM-T Easy, la B-galactosidasa podra sintetizarse de forma completa de
manera de ser enzimaticamente activa. Este tipo de complementacion, en el cual las
mutaciones por delecion del segmento proximal del gen lacZ, son complementadas por
mutantes p-galactosidasa negativos que poseen la porcion proximal del gen lacZ intacta, es
Ilamada a-complementacion. La insercion de un fragmento de ADN exdgeno en la zona de
clonamiento multiple del vector, resultard en la produccion de una subunidad de pB-
galactosidasa que no sera capaz de complementar la actividad enzimatica, por lo que las
colonias portadoras del vector ligado al ADN, no seran capaces de metabolizar el sustrato
cromogeénico originando colonias blancas (13-E). Cuando el vector se circulariza solo, se
produce la a-complementacion y si se transcribe el gen lacZ originando las colonias azules

(13-D) porque las bacterias degradaron al galactopirandsido X-gal.
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Resultados de la identificacidn in silico y caracterizacion del gen HMG-CoA reductasa

Se realiz6 la identificacion molecular del gen HMG-CoA reductasa del clon 76 del
IDEA, comparando la secuencia parcial del mismo con la secuencia proporcionada por el
JGI. Después de realizar el alineamiento de ambas secuencias en la pagina web:
www.phytozome.net/cassava, se encontrd una similitud de 97,7% entre ellas (figura 14). El
analisis no revela la localizacién cromosémica del gen, pero si su posicion en el genoma, la
secuencia parcial del gen se encuentra desde el nucledtido 82.396 hasta el 84.024. No hay
100% de similitud entre la secuencia parcial del gen y la secuencia del genoma debido a

mutaciones puntuales, como sustituciones, deleciones e inserciones entre ambas secuencias.

Analizando la secuencia genémica del gen HMG-CoA reductasa, se obtuvieron 4
exones (exon 1 de 998pb, exdn 2 de 182pb, exdn 3 de 347pb y exdn 4 de 243pb), 3 intrones
(138pb, 354pb y 97pb respectivamente) y se encontraron en la pagina web las secuencias

UTR en laregion 5" y en la region 3" (figura 15).

También se muestra la secuencia codificante del gen compuesta por los 4 exones
(figura 16) y la secuencia peptidica con el orden que forman los aminoacidos para sintetizar
la proteina 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (figura 17). Esta secuencia
peptidica se analizd con la base de datos del NCBI, hallandose una correspondencia de la
secuencia con la familia del gen HMG-CoA reductasa y correlacion de la misma secuencia
con otras especies de plantas (figura 18). Igualmente al hacer un alineamiento con la
secuencia gendmica parcial del gen con la base de datos del NCBI, se muestra un 92% de
similitud con el mismo gen para la planta de Hevea brasiliensis (figura 19), pero no hay

tanta similitud con otras plantas, a diferencia de la secuencia peptidica.
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Con el programa “BioEdit v7.0.5” se alinearon los exones e intrones del gen HMG-
CoA reductasa del genoma de yuca obtenido del JGI, con la secuencia parcial del gen
clonado en el IDEA, para poder caracterizar esta Gltima en comparacion con el gen
completo (figura 20). La secuencia parcial del gen se alinea desde el exon 1 hasta el exon 3,
incluyendo los intrones pero el alineamiento no es 100% complementario entre las
secuencias, al inicio del exon 1 no hay similitud sino a partir de la base nitrogenada 209, de
alli en adelante solo hay diferencias en un par de bases por cada segmento (intron o exon).
Para el final del exdn 3, de las 1.907pb que tiene la secuencia parcial del gen hay 1.878pb
que se alinean con el gen completo faltando 29 bases que no se complementan con el gen
del JGI, pero esas base faltantes es debido a que no se encontré concordancia con el intrén
3, ni con el exdn 4 de la secuencia del JGI (2.359pb). En la figura 21 se observa un resumen

de la figura 20.
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia parcial del gen HMG-CoA reductasa del IDEA (query) contra el

genoma de la yuca (subject), encontrandose un 97,7% de identidad del gen con el genoma.

Al realizar un alineamiento del fragmento del gen HMG-CoA reductasa obtenido en

trabajos previos en el laboratorio con el genoma de la yuca proporcionado por el JGI, se
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obtienen los resultados de la figura 14 donde no hay 100% de similitud entre el gen y el
genoma (hay concordancia con el genoma desde la base nitrogenada 82.396 hasta la
84.024). La falta de similitud entre las secuencias es debido a una mutacion puntual, como
lo es una sustitucion de una base nitrogenada, también se notan unas ausencias en la
secuencias ocasionado por otras mutaciones como una delecién o una insercion. No se sabe
con certeza qué tipo de mutacion es, porque no puede determinarse si €s una ausencia o un
exceso de nucledtidos en la secuencia de la variedad de yuca en el laboratorio, 0 es en la

secuencia de la variedad de yuca usada para el proyecto genoma de yuca.

|Gemmicsequenne| |Trartscrip‘tsequenne| |CDSsequerme| |Peptidesequenne| |Showall| key: [ UTR exons [CDS exons [FUTR] exons

= Genomic sequence [2493 nucleotides]

Show flanking sequence:  wpstream: 0 downstream: 0 Update sequence

ATCCITITITGEITITTAGFATAGAACACTTEITOOCT
CTATTAA TG TAT T T T T OO eI G I TTGAT CT T GAT AGATTT T T GEA GO C T CAC AR AT CCATTTCI TGO GCAT CTATTCTTAATGATTGCAGET
CCACTAGAT T T GAGEC T AR T AT CCA A TG T T AT TGO EET AR AR A TCT TTACATCAGATTCAGCTECAGCACAGECGACECAATEEEEATGAR
CATGET T T AR A T T AR T T T AR T T T T T A AR A T A TT T T LI AT AT EEAT T CATTEECATCTCAGEFTAATTTACCITTTFATCIT
TTAACTEITTAGEGAAGT T T I T O AR T AT AR A T T T I T T AR AT TT TG I TCAAT TG CAATTATGAATGATACACATTATACAR
AR AT A T T T T TGO AR T T CAGEA R AT G AGT G T CCACACAGTIT I TGO I T AGGC I TATGITTTCI TCCATGTTGT TGEAT GOAAGT
AR TTTT AT T ATAT T I T AT T T I T T I I T T G CAGCAA T TA T T T CAGCAT T G I T I CI T GE I CACA R A TTTCACCET TATTTATTOGAT CAT
GEATGTGICEITTATATTATTICTCAATTGEATA

ATTEEACTTEFACATT
TCATTTARACA T T T T I I T I TG TG GG I T TAT T CAATAR T AT GAT O T AATTTAAT T TAT T T T CC T I CAGET GREFTACCGT TREAGET GEAR

LT ARG AT T T AT AR T T CCCAGCAT AR A A TEAT CTACA R ATA A A A TET FEOFEAGTITATTT GAGAGETATTGEE

Figura 15. Secuencia genémica del gen HMG-CoA reductasa. Se muestran 4 exones, 2 en color azul oscuro
(ex6n 1 de 998pb y exon 3 de 347pb) y 2 en azul claro (exdn 2 de 182pb y exén 4 de 243pb), 3 intrones de
color blanco (138pb, 354pb y 97pb respectivamente) y estan las secuencias UTR en la region 5° (de color

verde con 62pb) y 3 (de color rosado con 72pb).
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|Gerhomicsequerme| |Tran5|::riptsequenne| |CDSseqL|enne| |Pep‘tidesequeme| |5howal|| kzy: [FUTR] exons  [CO8 exons  [SUTR] exons

= Genomic sequence [2493 nucleotides]
= Transcript sequence [1904 nucleotides]
= CDS sequence [1770 nucleotides]

AT AT T T O AT A T AT O A A T T T AT T GO C T AR A A A TCT T TACATCACATTCACGCTCCACCACARCOCACCCAATRERCAT GAR
AT e I T AR A T T A A A A T T T AR T TT I TCAR A A TEATT T T ICLCATATCEAT T CATTEECA.

Figura 16. Secuencia del CDS del gen HMG-CoA reductasa.

La secuencia del CDS del gen o secuencia codificante, se observa en la figura 16

compuesta por los 4 exones, sin los intrones ya que estos no codifican para la secuencia de

la proteina.
|Gemmicsequenne| |Trartscﬁp‘tsequenne | |£‘.D35equenne| |Pep‘tidesequenne | |Showa|l| key: [ UTR exons [CDS| exons [3UTR) exons
# Genomic sequence [2493 nucleotides] BLAST this sequence:
® Transcript sequence [1904 nucleotides] BLAST this sequence:
# 03 sequence [1770 nucleotides] BLAST this sequence:
= Peptide sequence [590 residues] BLAST this sequence:

Figura 17. Secuencia peptidica del gen HMG-CoA reductasa.

La secuencia peptidica de la figura 17 indica cual es el orden de los aminoacidos

que forman la proteina 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa.
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Protein Sequence (589 letters)

Query ID |cl|7388 Database Name nr
Description Mone Description All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF
Molecule type aminc acid luding envir 1 les from WGS projects
Query Length 589 Program BLASTP 2,2,22+ P Citation

Other reports: BSearch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment] "
¥ Graphic Summary

W Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 e 2m 300 o s wen
R S e A SN WA ST WAt (ST S SR T S AT S T SR S A SR SR SUNT SR ST S S

Quer .
y aeq catalybic ras bdeas ) A 4 ry
MEDP MY binding site g = A A A
subatrate binding pocket SN, 'y [Ty
inbibiter bindimy sites 4 P — - Yy
hebd e imterface = v e o
Specific hits HMG—CoA_reductase_classI
superfanilies HMG-CoA_reductase superfamily

Distribufion of 100 BlastHits onthe Query Sequence &

|Mous&over to show defline and scores, click to show alignments ‘

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
G ey |
1 1 [ 1 1 1
1] 100 200 300 400 500

Lescrpuons

E
Jequences producing significant alignments: Value
=p|E25057.1 |HMDH]1 HEVER RecHame: Full=3-hydroxy—3-methylgluta... 0.0
dbd |[EAFSE2E2.1| hydroxymethylglutaryl-Cok reductase [Hevea br. .. a.a
b | ARTOE214.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductas. .. 0.0
ref |¥P 002510732.1) bhmg—Cof reductase, putative [Ricinus comm. _ . a.o E
ref |¥P 00230185%8.1) predicted protein [Populus trichocarpal >. . o.0 m
gb |REESE831.1] 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Col reductase [Euph... 0.0
ref |HEF Q02275827 _.1) FREDICIED: hypothetical protein [Vitis wi. .. a.a m
gb | AAV54051.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coensyme A reductas. .. 0.0
ref |HF 002306555.1| predicted protein [Populus trichocarpal >... a.a EIE
gb|AEFSE518.1] 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coensyme A reductas. .. a.a
=p 214851 .1 |[EMDH1 ARATH RecMame: Full=3-hydroxy—3-methylgluta. .. 0.0
ref |HE 177775_2 HMZ1 [(HYDROXY METHYLGLUTARYL COA REDUCTASE 1. .. a_o EIE
dbj |BEAR3EZS1.]1| HMG ToA reductase [Cucumis melo] »>gb|ACTE50511... a.a
gb|A4DN037HS.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coensyme A reductas. .. 0.0
gb |22EE5727.1] 32-hydroxy-3-methylglutaryl coenszyme A reductas. .. 230 0.0
gb | AABETT27.1 hydroxy-methylglutaryl-coensyme A reductase [H... 515 0.0
gb | BALS54675.1 |AF004233 1 hydroxy-methyl-glutaryl-coensyme & r._. 518 0.0
gk | AR08 -1 2-hydroxy-3-methylglutaryl-Col reductase [Nico... 817 0.0
gk | BRBES -1l| 2S-hydromy-3-methylglutaryl coensyme a reductas. .. 515 0.0
=p|Q01555.1 |HMDH HICSY HRecHame: Full=3-hydroxy—-3-methylglutar. .. 515 0.0
gk |EALS54878.1 |AF004232 1 hydroxy-methyl-glutaryl-coensymes & r... 914 0.0
=p | Q41438 .1 |[HHMDHI 30LTT RecHame: Full=3-hydroxy—3-methylgluta... 311 a.a
=p | QSKELS .1 |HMDHZ CAPEN RecHame: Full=3-hydroxy-3-methylgluta... 910 a.a
emb |CAA48E£11.1 hydroxymethylglutaryl—-Cok reductase [(WADEH) [... 510 0.0
=p|F48020.1 |HEDH]1 30LIT RecHame: Full=3-hydroxy—3-methylgluta... 505 0.0
gb|A4RE25681.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase 2 [Jo... 505 0.0
ref |XP 0022€5€38.1| PFREDICIED: hypothetical protein [Vitis wi... S08 o.o0 m
gb |AECT4565.1] 2-hydroxy-3-methylglutaryl-Col reductase [Picr. .. S08 0.0
ref |XF 002300544.1| predicted protein [Fopulus trichocarpal ... S0E 0.0 m
gb|AAYEAD3S.1 3-hydroxymethylglutaryl coensyme A reductase ... 501 0.0

Figura 18. Alineamiento de la secuencia peptidica del gen HMG-CoA reductasa con la base de datos del
NCBI.

En la figura 18 se observa que el alineamiento de la secuencia peptidica del gen
HMG-CoA reductasa corresponde con esta familia de genes, siendo la secuencia que

aparece primero en las descripciones del alineamiento la secuencia del mismo gen para
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Hevea brasiliensis, posteriormente se muestran otras plantas (Cucumis melo, Arabidopsis

thaliana, Zea mays, entre otras) con la misma secuencia peptidica codificada por el gen.

Igualmente al hacer un alineamiento con la secuencia gendémica parcial del gen del IDEA

(figura 19) y el NCBI, se muestra un 92% de similitud con el mismo gen para la planta de

Hevea brasiliensis, pero no hay similitud con otras plantas, a diferencia de la secuencia

peptidica, porque al estar incompleta la secuencia origina una proteina truncada.

Nucleotide Sequence (1907 letters)

Query ID Icl|16609

Description None

Database Name

Description

Molecule type nucleic acid

Query Length 1907

¥ Descriptions

Program

Legend for links to other resources: E'.'J UniGene E GEO E Gene E Structure EI] Map Viewer

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

nr

All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST,
STS, GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS

sequences)

BLASTN 2.2.22+ P Citation

Accession Description slgs :(e -sr(':);:‘; c&l:;;‘;e — vallgue i::: rll‘ t ST
X54657.1 H.brasiliensis HMGR1 gene for 3-hydroxy-3-methylalutaryl coenzyme 1386 1886 92% 0.0 86%
AY352338.1 Hevea brasiliensis 3-hydroxy-3-methvlalutaryl-coenzvme A reductas: 1855 1855 92% 0.0 85%
AB294692.1 Hevea brasiliensis HOHMGR mRNA for hydroxymethylalutarvl-CoA rec. 1031 1481 56% 0.0 94%
AY706757.1 Hevea brasiliensis 3-hydroxy-3-methvlalutaryl coenzyme A reductase. 1031 1481 56% 0.0 940,

X54659.1 H.brasiliensis HMGR1 mRNA for 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzym 1031 1481 56% 0.0 940,
AF429388.1 Hevea brasiliensis hvdroxymethvlalutarvl coenzvme A reductase mRh 1026 1475 56% 0.0 94%

X54658.1 H.brasiliensis HMGR2 mRNA 3-hvdroxy-3-methvlalutarvl conenzvme 405 405 15% 5e-109 91%
EU296534.1 Cyclocarva paliurus 3-hydroxy-3-methylalutaryl coenzyme A reducta 309 309 15% 4e-80 85%
AM482611.1 Vitis vinifera, whole genome shotagun sequence, contig VV78X192361 298 298 15% ge-77 84%
AM473141.1 Vitis vinifera, whole aenome shotaun seauence, contia VV78X19236! 298 298 15% 8e-77 84%

¥M 002275791.1 PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein LOC100265082 (LOC1 296 296 15% 3e-76 84% EE
AM454433.2 Vitis vinifera contig VW78X195465.30, whole genome shotgun seque 239 239 15% S5e-59 81%
¥M_002283147.1 PREDICTED: Vids vinifera hypothetical protein LOC100245191 (LOC1 237 237 15% 2e-58 81% m
XM 002510686.1  Ricinus communis hmg-CoA reductase, putative, mRNA 193 193 10% 4e-45 84% E
AM269751.1 Sugarcane grassy shoot phytoplasma partial 165 rRNA gene, isolate 119 119 3% Te-23 100%

Figura 19. Alineamiento de la secuencia parcial del gen obtenida en el IDEA con la base de datos del NCBI.
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Figura 20. Alineamiento de los exones e intrones del gen HMG-CoA reductasa del genoma de yuca con la
secuencia parcial del gen del IDEA. (A) Alineamiento del exén 1. (B) Alineamiento del intron 1. (C)
Alineamiento del exdn 2. (D) Alineamiento del intron 2. (E) Alineamiento del ex6n 3. (F) Alineamiento del
intron 3 y exon 4.
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En la figura 20 se muestra el resultado del alineamiento de los exones e intrones del
gen HMG-CoA reductasa del genoma de yuca obtenido del JGI, con la secuencia parcial
del gen clonado en el IDEA, para poder caracterizar esta Ultima en comparacion con el gen
completo. 20-A la secuencia parcial del gen se alinea con la base nitrogenada nimero 155
del exon 1, pero el alineamiento no es 100% complementario entre las secuencias, no hay
similitud desde el inicio sino desde la base nitrogenada 209 donde se emparejan las
secuencias hasta la base numero 1.000. Si a esas 1.000 bases se restan las 155 iniciales, el
gen parcial se alinea con 845 bases del exdn 1. Figura 20-B se observa casi completa
concordancia cuando se compara la secuencia del intron 1 con la secuencia parcial del gen,
encontrandose un alineamiento de 142 bases. En la figura 20-C se observa el analisis con el
exon 2, una buena complementariedad de bases desde la 982 hasta la 1.173 de la secuencia
parcial dando como resultado 191 bases en comun. En la figura 20-D, continuando con el
alineamiento de la secuencia parcial del gen HMG-CoA reductasa con el intrén 2 obtenido
por el JGI, se unen ambas secuencias en la base numero 1.174 hasta la 1.527, para una
complementariedad de 353pb. En 20-E continuda el alineamiento del exdn 3 en la base 1.528
hasta la 1.875, uniéndose ambas secuencias por 347 bases. Para el final del ex6n 3 sumando
las bases donde se alinean ambas secuencias deberian haber 1.878 bases del fragmento del
gen del IDEA que contiene 1.907 bases, es decir que faltan 29 bases que no se
complementan con el gen del JGI. Figura 20-F, las 29 bases que faltan de la secuencia
parcial es debido a que no se encontré concordancia con el intrén 3, ni con el exon 4 de la

secuencia del JGI.
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Gen HMG-CoA reductasa del JGI, 2.359pb

\.

Similitud de 1.878pb entre ambas secuencias

Figura 21. Resumen de la figura 20 mostrando la relacion entre la secuencia del gen HMG-CoA reductasa del
JGI y la secuencia parcial del gen del IDEA.

Resultados del aislamiento de ARN

Se disefid un par de cebadores especificos para amplificar el gen HMG-CoA
reductasa de la planta de yuca, con la secuencia proporcionada por el JGI y donde hubiera
completa complementariedad con la secuencia parcial del gen del IDEA. Los cebadores
hibridan en el exén 2 y 3 de la secuencia (figura 22). El otro par de cebadores disefiados
fueron para amplificar el gen Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, gen control de la
gPCR, que amplifica en el exdn 4 de ese gen y se elabord con la secuencia del JGI. Los

resultados del disefio de los cebadores se muestran en la tabla 1.

El aislamiento del ARN total del clon 76 de yuca, se realiz6 para las plantas en las
siguientes condiciones: in vitro, en el campo y en campo con un corte de tallo. No se pudo

realizar el aislamiento del ARN para la planta en la condicidn de invernadero, debido a que
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no habia plantas en buen estado, las hojas estaban marchitas y el aislamiento de ARN no

fue exitoso, pues se necesitan hojas frescas para la extraccion.

El ARN se incubd con una enzima DNasa, para eliminar el ADN que pudiera estar
presente en la muestra después del aislamiento y que interfiere con la transcripcion reversa
del ARN, causando falsos positivos y creando contaminacion en la qPCR para determinar

la expresion del gen HMG-CoA reductasa.

Después del aislamiento y purificacion de las muestras del ARN, este se
desnaturaliz6 con formaldehido y formamida y se separ6 en un gel de agarosa
desnaturalizado (gel FA), para evitar que forme estructuras secundarias y se vea afectado su

patron de migracion.

Luego de visualizar el ARN en el gel, este se encontré en dptimas condiciones,
procediendo asi a la transcripcién reversa del mismo. Para evaluar los resultados de esa
metodologia, se realizd una PCR convencional de las muestras de ARN transcritas y estas
se observaron en un gel de agarosa al 1% donde amplifican solo las muestras que contenian
el ARN vy la transcriptasa reversa. Las muestras con ARN vy taq polimerasa no amplifican,

porque si lo hacen es debido a una contaminacion del ARN con ADN.

A las muestras del ADN copia se les realizé la PCR en tiempo real para ver la
expresion del gen HMG-CoA reductasa. La muestra con los cebadores que amplifican el
gen anterior y los cebadores del gen control se realizaron por triplicado para disminuir el

error estadistico.
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Tabla 1. Lista de cebadores disefiados con el programa MacVector 11.0.4.

Cebadores Genes Secuencia del Cebador % G+C Tm
Delantero | HMG-CoA reductasa | 5- GGCTCCAAGGTATCCAATGC -3 S0 | s5e0c
Reverso | HMG-CoAreductasa |  5- GCAGCAGGCTTCTTATCCG -3 570 | 548°C
Delantero G3PDH 5. CGAAAAGCCTGTGACCGTC -3' 579 | 552°C
Reverso G3PDH 5 GGTGAACACTCCAGTTGATTCC -3 | 500 | 54,6°C

El par de cebadores disefiados para amplificar un fragmento el gen HMG-CoA
reductasa, muestran un producto de amplificacion 196 pb. El cebador delantero hibrida en
el exon 2 del gen, en la base 1.016 hasta la 1.035. El cebador reverso hibrida en el exén 3,

en la base 1.211 hasta la 1.193 (figura 22).

El gen G3PDH es un gen de expresion constitutiva y fue utilizado como control del
experimento de expresion del gen HMG-CoA reductasa en la PCR en tiempo real. El
cebador delantero del gen G3PDH, hibrida en la base 216 hasta la 234 y el cebador reverso

hibrida desde la base 315 hasta la 294. Este par de oligos se disefiaron para amplificar un

fragmento de 100 pb.
A T
. ||980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 -
Foward GGCTCCAAGGTATCCRATGC
ZXones TGGCCGTCGTTTTTAACAGGTCCAGTAGATTTGCCGAGGCTCCRAAGGTATCCAATGCTCTATTGCCGGTARRRATCTTTACATGAGATTCAGCTGCAGCACAGGCGACGC?
B LI e
.|| 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 -
Reverse CGGATAAGAAGCCTGCTGC
Exones TTCAAAATGATTTTTCTGATATGGATGTCATTGGCATCTCAGGAAATTTTTGTTCGGATAAGAAGCCTGCTGCTGTAAACTGGATTGAAGGACGAGGCAAATCAGTTGTT

Figura 22. Hibridacion de los cebadores disefiados para amplificar el gen HMG-CoA reductasa en la qPCR.
(A) Hibridacion del cebador delantero en el exdn 2 del gen. (B) hibridacion del cebador reverso en el exén 3
del gen.
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Figura 23. Gel FA 1% con muestras de ARN aisladas con el kit de Qiagen en diferentes condiciones
climaticas. (A) En los carriles 1 y 2 estan duplicados del ARN extraido de la planta en la condicién in vitro,
en el carril 3 esta el marcador de peso molecular de Promega “1kb DNA ladder”. (B) En el carril 1,2y 3 se
muestran replicas del ARN aislado de la planta en la condicion de campo, en el carril 4 est4 el marcador de

peso molecular “1kb DNA ladder”. (C) En el carril 1 y 2 se muestran duplicados del ARN de la planta
extraido en la condicion campo después de un corte de tallo, en el carril 3 esta el marcador de peso molecular
“lkb DNA ladder”.

En la figura 23 se ven las muestras de ARN en los geles FA 1%, se observa una
banda cercana a 2 kb correspondiente al ARN 28S (4,5 kb), la subunidad mayor del
ribosoma y la segunda banda se encuentra cerca de 1 kb que seria 18S (1,9 kb), la
subunidad menor del ribosoma. En cada pocillo se cargaron 4 pl de la muestra 'y 2 pl del
tampon de carga 5X. En la figura 23-A se observan las muestras de ARN en la condicién in
vitro, la concentracion de cada muestra se determind con el espectrofotometro ‘“Nano
drop”: 225,9 ng/ul y 310,1 ng/ul para el carril 1 y 2 respectivamente, el gel se leyo en el

escaner “Typhoon 9.410”.

En la figura 23-B, se ven las muestras de ARN en la condicion en campo, la
concentracion de las muestras se determin6 con el espectrofotometro “Nano drop”: 147,2
ng/ul, 159,4 ng/ul y 110,2 ng/ul, para el carril 1, 2 y 3 respectivamente, el gel se revelé en

un transluminador y se tifié con bromuro de etidio. Para el carril 1 y 2 de la figura 23-C se
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determiné la concentracion de las muestras de ARN en un espectrofotdémetro “Nano drop”:

121,8ng/ul y 163,5ng/pl respectivamente, el gel se leyo en el escaner Typhoon 9.410.

El peso de las bandas se obtuvo de la bibliografia, ya que el marcador de peso

molecular es para medir el peso del ADN y no de ARN (Scott, 1987).

A=Y 2-¥ 3.7V 4 HBYLY IV BTG
12.216 pb
5.090pb=

—
e 2.036 Bb-

T -
1,636 pb =

S 1018ph ==
900 pb
700 pb

— 500 pb

pre—t 400 pb

300pb.

L L R

Figura 24. Gel de agarosa al 1% con las muestras de la PCR después de la transcripcion. En los carriles 1y 2
se encuentra el ARN aislado en la condicion in vitro, para el carril 1 el ARN lleva transcriptasa reversa, para
el carril 2 el ARN lleva taq polimerasa. En los carriles 3 y 4 se encuentra el ARN aislado en la condicién en
campo, en el carril 3 el ARN lleva transcriptasa y en el carril 4 contiene tag polimerasa. En los carriles 5y 6
se observa el ARN aislado en la condicién campo después de un corte de tallo, para el carril 5 estad el ARN

con la transcriptasa, el carril 6 contiene el ARN con taq polimerasa. En el carril 7 se encuentra el control
positivo, 1,2 kb del gen que codifica para la kanamicina. En el carril 8 esta control negativo, todos los
reactivos menos el ARN. En el carril 9 esta el marcador de peso molecular “1Kb plus DNA ladder”.

En la figura 24 se comprueba que el ARN aislado y tratado con la DNasa quedo

libre de ADN, al realizar la transcripcion reversa del ARN este acido nucleico es el Unico

que amplifica, ya que al realizar una PCR con el producto de la transcripcion reversa, sélo

se observan bandas de amplificacion en las muestras que contenian la enzima transcriptasa

reversa (carriles 1, 3 y 5). En las muestras que contenian la enzima taq polimerasa no se

observaron bandas amplificadas (2, 4 y 6), como esta enzima amplifica solamente ADN y

no hubo amplificacion, entonces se puede decir que el ARN no esta contaminado con ADN.
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Pero hay un error en la amplificacion de las muestras transcritas, ya que se usaron
los cebadores disefiados en un trabajo previo para la PCR inversa y estos amplifican
fragmentos circulares de ADN. Por lo tanto, esta amplificacion sefiala que hay algin ADN
circular en la muestra que amplifico un fragmento de mas de 2 kb, un tamafio mayor que la

secuencia codificante (figura 16) del gen HMG-CoA reductasa.

Al realizar la PCR en tiempo real con las condiciones descritas en los materiales y
métodos, no se obtuvo una amplificacion de ADN, lo que amplifico fueron dimeros de los
cebadores creando falsos positivos. Esto puede ser debido a que no se estandarizo
correctamente la PCR normal con los cebadores disefiados para la gPCR. Esta PCR normal
se realizo con los reactivos y las concentraciones descritas en los métodos de este trabajo
para la qPCR y aparentemente se observé una banda amplificada de casi 200 pb (figura no
mostrada en la tesis), correspondientes con el producto de amplificacion de los cebadores
disefiados para el gen HMG-CoA reductasa. Pero esa PCR se revel6 en un gel de agarosa

0,8%, por lo tanto no se discriminan bandas de bajo peso molecular, dejando la duda en los

resultados.
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Figura 25. Cuantificacion del gen HMG-CoA reductasa. Las curvas a, b y ¢ corresponden a la amplificacién
del gen HMG-CoA reductasa, la curva g es el control negativo. Las curvas d, e y f corresponden al gen
G3PDH, la curva h es el control negativo.
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Tabla 2. Valores de Ct de las muestras de la PCR en tiempo real.

Genes Curvas de la figura 25 Valor de Ct
HMG-CoA reductasa a 00,00
HMG-CoA reductasa b 00,98
HMG-CoA reductasa c 00,98

Control negativo g 3,97
G3PDH d 09,29
G3PDH e 09,45
G3PDH f 09,45

Control negativo h 0,5

En las gPCR se detecta la generacion exponencial de ADN doble cadena por cada
ciclo de amplificacion, usando un fluor6foro que se une inespecificamente a este, como es
el SYBR Green, por lo tanto amplifican también dimeros de cebadores, aparte de los genes

en estudio.

En la figura 25, se muestra una grafica de cuantificacion de PCR en tiempo real. El
eje vertical representa el nimero de copias del ADNc medido en unidades de fluorescencia
y el eje horizontal se observan el nimero de ciclos de la gPCR. La linea verde representa el
valor de Ct, o base para determinar la cantidad de ADN presente en la amplificacién. La
linea base se refiere a los ciclos iniciales en los que no hay cambios detectables en la
cantidad de fluorescencia, y solo se detecta la fluorescencia basal. Cuando se produce un
cambio significativo en la fluorescencia se determina el Ct, identificando el ciclo en el cual
se eleva la intensidad de la fluorescencia por encima del ruido de fondo, en la fase
exponencial de la reaccion de la PCR, es decir, el valor Ct esta representado por el ciclo en

el cual la produccion de fluorescencia cruza el umbral establecido (Bustin, 2.000).
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Cuanto menor sea el valor Ct, la muestra tiene mas cantidad de ADN y alcanza mas
rapido el umbral o base, pero en la figura 25 los Ct para el gen HMG-CoA reductasa eran
casi de cero (tabla 2), por lo tanto hay un error en la gPCR probablemente contaminacion
de la muestra y falsos positivos por las uniones entre los cebadores, porque el valor del
umbral debe ser mas alto, mayores de 20, segun la literatura. EI Ct para el gen G3PDH era
de 9 (tabla 2), pero en la literatura esta reportado valores de cuantificacion entre 18 y 20
(Beltran, 2.009), el valor de 9 es muy bajo indicando una incongruencia de los resultados de
la figura 25, confirmando que esa grafica no expresa la cuantificacion real de los genes, hay

una contaminacion en las muestras.

El control negativo siempre se realiza sin ADN para ver la falta de fluorescencia,
pero en la figura 25 se observa una pequefia amplificacion, producto de uniones entre los
cebadores. El control positivo fue el gen G3PDH que tuvo una amplificacion mas lenta que

el gen HMG-CoA reductasa pero alcanzaron el mismo méaximo.

Se realizaron varias amplificaciones de la gqPCR aumentando la concentracién de
ADNc a 50ng y se agregaron 1 mM méas de MgCl, a la mezcla de reaccion, pero se
obtuvieron resultados similares, por lo tanto hay que estandarizar primero la PCR normal
de las muestras con los cebadores de gPCR y las concentraciones de los reactivos, antes de

hacer la PCR en tiempo real.
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Discusion de Resultados

El aislamiento de ADN fue exitoso (figura 9), obteniéndose gran cantidad para
realizar la digestion enzimatica con la endonucleasa EcoRV, esta enzima no posee un sitio
de restriccion en la secuencia del gen HMG-CoA reductasa. La digestion del ADN se
realiza alrededor de 1 kb del gen, permitiendo obtener un fragmento con el gen completo

para su posterior amplificacion.

Después de la digestién del ADN (figura 10), se realiz6 una ligacién para obtener
un fragmento circular porque la PCR inversa amplifica moléculas circulares de ADN. En la
muestran se tendran los dos tipos de ligaciones: la intramolecular y la intermolecular, pero

con una gran concentracion de ADN se favorece el primer tipo de ligacion.

Después de obtener los fragmentos de la digestion ligados, se procedio con la
realizacion de la PCR inversa (figura 11) para amplificar una regién intermedia del gen
HMG-CoA reductasa de yuca, ya que los cebadores disefiados hibridan en el exon 2 del gen
y amplifican hacia los extremos, pudiendo asi completar la secuencia parcial del gen
obtenida en trabajos previos en el IDEA, ya que faltaban las regiones 5y 3" del gen. La
enzima Platinum Pfx usada como polimerasa en la PCR inversa, posee actividad
exonucleasa 3°- 5, por lo que provee una alta fidelidad de replicacién y una elevada
procesividad y velocidad de extension de cadenas, gracias a esta enzima y a los cebadores

usados se esperaba amplificar el gen completo para poderlo clonar y secuenciar.

Con el fragmento de ADN amplificado y purificado de 2 kb (que contenga al gen
HMG-CoA reductasa), se realizé el clonamiento ligando el ADN EIl vector de pGEM-T

Easy, este se us6 porque contiene un sitio multiple de clonamiento con una regién que
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codifica para la enzima B-galactosidasa, también sitios multiples de restriccion, marcador

de resistencia para ampicilina y un origen de replicacion (Promega).

Cuando el DNA exo6geno a la bacteria ha sido ligado en el vector, debe entonces
introducirse en la célula hospedadora. La mas usada es E. coli pues, la clonacion se realiza
directamente en la bacteria y se utiliza para la amplificacion del ADN recombinante. Las
células con capacidad de ser transformadas (de captar ADN) se denominan competentes,
esta transformacion consiste en tratar la membrana de E. coli que usualmente es muy
impermeable, con CaCl, a 0° de modo que queda afectada la pared celular y el ADN es
capaz de adherirse a los sitios accesibles de dicha pared. Después un corto choque térmico
a 42°C favorece la incorporacion del ADN. Las células se recuperan por incubacion en un
medio completo, antes de ser sembradas en el medio selectivo correspondiente (Luque,
2.001). Este proceso de competencia se realizo con la cepa DH5a de E. coli para insertar
el vector de clonamiento con el fragmento del gen HMG-CoA reductasa y obtener asi las

bacterias transformantes y recombinantes (figura 13).

Al calcular la eficiencia de transformacion de las bacterias recombinantes, sélo se
uso el menor volumen de siembra (20 pl) en las placas de LB+AMP+X-gal, ya que, para
los volimenes de 50 pl y 100 pl crecid un césped, lo que indica que habia mucha cantidad
de ADN en la transformacion y las bacterias alcanzaron una alta densidad de crecimiento,
por lo tanto debid hacerse una dilucion primero antes de sembrar las células transformadas
en las placas. A pesar de la concentracion de las células transformadas en las placas se pudo

calcular una buena Et, por encima de 10’ UFC/pg.
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Tanto las colonias blancas como las colonias azules indican que la transformacion
fue exitosa, porque el plasmido fue recibido por la bacteria confiriéndole a esta resistencia
al marcador selectivo, la ampicilina. Otro marcador de la transformacion aparte del
antibiotico fue el sustrato X-gal que al ser degradado origina colonias azules, pero este
marcador es indicativo para saber si las colonias son solo transformantes (con el vector) o
son recombinantes (con el vector y el ADN). Las colonias blancas se originan cuando el
material genético foraneo se inserta en el vector p-GEM-T Easy interrumpiendo el marco
de lectura del gen lacZ, no hay produccion de la enzima B-galactosidasa y no se degrada el
sustrato. Cuando el vector no tiene el inserto de ADN, no se interrumpe el marco de lectura

y si se transcribe el gen lacZ originando las colonias azules por la degradacion del medio.

El crecimiento de més colonias azules que blancas indican que hay un problema en
el protocolo, puede ser en la adicion de la cola poli A al fragmento del ADN, por lo tanto se
debe verificar la temperatura y el tiempo de incubacion del material genético con la
adenina, ya que si no se incorpora este nucledtido al ADN no va a haber la union entre el
acido nucleico y el vector. También puede ser un problema en la ligacion del ADN poli
adenilado con el vector de clonamiento, la unién entre ellos no esta funcionando y se
favorece solamente la ligacién intramolecular del vector, para evitar esto debe agregarse
mayor cantidad de ADN en la reaccién, favoreciendo la ligacion entre el vector y el ADN.
Pero es muy raro que se circularice el vector sélo, ya que este posee en un extremo una cola
de timinas para mantenerlo en una forma lineal, puede ser que el reactivo ya venia con un

vector en forma circular y este es el que esta originando las colonias azules.

La idea inicial de clonar el gen HMG-CoA reductasa era secuenciar el gen y

completar la secuencia obtenida en los trabajos previos del laboratorio del IDEA, para
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luego medir la expresion del gen. Como en noviembre de 2.009 publicaron el genoma de
yuca, se consiguio la secuencia requerida, por esto no se termind de clonar el gen sino que
se procedio a realizar un andlisis de ese genoma con la secuencia parcial del gen, para
poder caracterizar esta Ultima. A partir de la secuencia completa del gen se disefiaron unos

cebadores para realizar la expresion del gen mediante una PCR en tiempo real.

Al realizar el alineamiento de la secuencia del genoma completo de la yuca
(informacidén obtenida por el JGI) con la secuencia del fragmento del gen obtenido en el
IDEA, se obtuvo como resultado que no hay 100% de similitud entre ambas secuencias
(figura 14), sélo 97,9% debido a los polimorfismos de un solo nucleétido o SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). EI SNP es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a
una sola base de una secuencia del genoma, se consideran una forma de mutacion puntual,
ya sean deleciones o mutaciones, que han sido lo suficientemente exitosas evolutivamente
para fijarse en una parte significativa de la poblacién de una especie (Lewin, 2.008). Sin
embargo también se consideran que cambios de unos pocos nucleétidos, como pequefias

inserciones y deleciones pueden ser consideradas como SNP (Gibson, 2.004).

Al realizar el andlisis de las secuencias de exones e intrones del gen HMG-CoA
reductasa del genoma de yuca, con la secuencia parcial del gen clonado en el IDEA, se
obtiene que el alineamiento entre ambas secuencias no es 100% complementario entre
ellas, para el exon 1 es a partir de la base nitrogenada 209 donde hay homologia en las
secuencias (figura 20). A partir de esa base nitrogenada hasta el exdn 3 (incluyendo los
intrones entre ellos) solo se encuentran diferencias en un par de bases por cada segmento
(intron o exon). Para el intron 3 y el exon 4 de la secuencia del JGI no hay concordancia

con la secuencia parcial del gen, faltando 29 bases de las 1.907pb reportadas por alinearse.
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Las 1.907pb de la secuencia parcial no concuerdan perfectamente con el gen
completo, sobran unas bases al inicio del exon 1 y otras bases al final del exon 3. Esa
incongruencia es debido a la PCR inversa para amplificar el fragmento; los cebadores que
se disefiaron en el trabajo previo, amplifican desde la region central hacia los extremos y
por tener temperaturas de hibridacién bajas se unen a fragmentos inespecificos. Es posible
que al final de la extension del ADN amplificado, hibridaran nucledtidos inespecificos en el
inicio y final del segmento que se clond de 1.907pb, originando tantos errores entre las
secuencias analizadas del mismo gen. Si se eliminan las bases del fragmento del gen que no
se alinean con el gen completo, se eliminan muchos de los SNP observados en los
resultados, quedando sélo algunas mutaciones puntuales entre las secuencias alineadas
desde la base 209 del exdn 1 hasta la base 1.820 del exon 3. Los polimorfismos de un solo
nucleotido que quedan en el alineamiento de las secuencias también se deben a que a pesar

de ser la misma especie de yuca, son dos variedades diferentes.

La secuencia del gen del IDEA viene de una variedad de planta diferente a la planta
de donde se tomo la secuencia del gen del JGI, ocasionando diferencias genotipicas en la
misma planta, por esto son las mutaciones observadas. Otra explicacion para el exceso de
SNP es una errdnea edicion en la secuencia del gen parcial del IDEA, este pudo no
secuenciarse correctamente mostrando varias incongruencias en la secuencia del gen vs el

genoma.

En los resultados se muestra la secuencia genomica del gen HMG-CoA reductasa
(figura 15), mostrando la longitud de los exones e intrones con que se comparo la secuencia
parcial del gen del IDEA, la secuencia del CDS (figura 16) y la secuencia peptidica (figura

17). Esta ultima se analizd con la base de datos del NCBI, observandose que el
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alineamiento de la secuencia peptidica del gen HMG-CoA reductasa corresponde con esta
familia de genes, y con secuencias del mismo gen para plantas como Hevea brasiliensis,
Cucumis melo, Arabidopsis thaliana, Zea mays, entre otras (figura 18). Mientras que al
realizar un alineamiento con la secuencia genémica parcial del gen del IDEA y el NCBI, se
muestra un 92% de similitud con el mismo gen para la planta de Hevea brasiliensis, pero
no hay similitud con otras plantas (figura 19), esto es debido que la organizacion
nucleotidica es bastante similar entre yuca y Hevea, también la secuencia parcial del gen
podria considerarse un seudogen, ya que es una secuencia nucleotidica similar a un gen
normal pero que no da como resultado un producto de expresion, porque la proteina esta
truncada por falta de una parte de la secuencia del exon 1 y ausencia del exén 4 en el

fragmento del gen del IDEA.

Las secuencias UTR corresponden a regiones no traducidas de los genes. Se hallan
generalmente en los extremos 5y 3" de las secuencias, son las dos partes no traducidas de
cada gen, debido a que se encuentran colindando con el marco abierto de lectura (ORF en
inglés Open Reading Frame). El UTR que est4 “aguas arriba” del extremo 5 conecta con el
ORF mediante el carbono 5' de la desoxirribosa del primer desoxirribonucleétido es decir,
de la adenina del codon de inicio. “Aguas abajo” se sitda el 3-UTR y conecta mediante el
carbono 3' del ultimo desoxirribonucledtido del ORF es decir, el Gltimo del codén de

parada (Griffiths, 2.008).

Después de analizar y caracterizar la secuencia parcial del gen del IDEA, se realizo
un disefio de cebadores con la secuencia completa del gen para poder realizar la expresion
del mismo en una PCR en tiempo real. Para esto se aisl6 ARN para usarlo de molde y

amplificar el gen a partir de los ARN mensajeros.
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Para el aislamiento de ARN, hay que tomar varias precauciones para evitar que se
degrade. Todo el material a usar debe ser nuevo preferiblemente, ya que las RNasas no se
inactivan en su totalidad en el autoclave, limpiar el meson de trabajo y el material con una
solucion 0,5N de NaOH o una solucion de DEPC al 0,1% Yy lo que se requiera esterilizar se

autoclava 2 veces y se coloca en una estufa a 200° C durante 48 horas.

Al realizar la extraccion del ARN de las hojas de la planta in vitro, se siguio el
protocolo del kit de Qiagen (figura 23), pero para la hojas de la planta de campo el tiempo
de macerado con el tampdn de lisis se aumento, ya que las hojas eran mas grandes y el
tejido fue mas dificil de disgregar y no se aislaba tanto ARN como en la planta in vitro.
Una vez que se realizé la extraccion se traté el ARN con una DNasa para asegurar que solo
va a haber ARN al hacer la transcripcion reversa y ese ADN copia que se sintetizo fue el
utilizado en la PCR en tiempo real. Si hay contaminacion de ADN en la muestra de ARN,
al momento de realizar la qPCR no se va a medir la expresién del gen producto del ARN

mensajero, sino lo que se va a amplificar es el ADN que ya tenia la muestra.

El ARN tiende a plegarse sobre si mismo y a formar estructuras secundarias, estas
evitan que el material genético migre correctamente ocasionando errores en la corrida
electroforética, por esto se usé un gel de formaldehido y se desnaturaliz6 el ARN al

momento de visualizarlo.

Al realizar la transcripcion reversa del ARN y probar el experimento con una PCR
(figura 24), se notd que fue exitosa la digestion enzimatica y el ARN quedo libre de

impurezas y de ADN, sdlo asi se puede realizar la qPCR.
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Los cebadores disefiados para la qPCR (tabla 1) tienen un porcentaje de G+C entre
50 y 60, es decir su contenido de guanina y citosina es alto, ya que los pares G-C en el
ADN estan conectados por tres enlaces de hidrogeno en vez de dos enlaces como los pares
A-T. Esto hace el enlace G-C maés fuerte y mas resistente a la desnaturalizacion por efecto
de la temperatura, un alto contenido de G-C implica una temperatura de desnaturalizacion

mas alta, por lo tanto es mas estable el cebador (Madigan, 2.003).

Los cebadores disefiados amplifican fragmentos pequefios, entre 75 y 200
nucleotidos, ya que la PCR en tiempo real es una técnica capaz de generar fragmentos muy
pequefios (desde 60 pb), lo que la hace ideal para la deteccion de cambios cuantitativos en
la expresion génica durante el curso de alteraciones celulares patoldgicas o experimentales,
asi como para la cuantificacion de niveles de ARNm en muestras de tejidos con ARN

parcialmente degradado (Bustin, 2002).

A pesar de tener gran cuidado en el disefio de los cebadores y tratar de evitar
contaminacion en la muestra de ARN, no se obtuvieron los resultados de la PCR en tiempo
real esperados, ya que siguiendo el protocolo de Bio-Rad y de Beltran 2.009 (quien trabajé
con plantas de yuca y realizdé una qPCR) no hubo amplificacion del ADN copia. Hubo que
estandarizar el protocolo de PCR en tiempo real, variando las concentraciones de ADNc y
de CaCly, pero igual no se pudo medir ni la cuantificacion, ni la expresion de los genes. La
amplificacion vista en la figura 25 fue de dimeros de cebadores, por lo tanto no se
obtuvieron los resultados de la expresion del gen HMG-CoA reductasa en diferentes

condiciones fisiologicas.
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Conclusiones

Para que la clonacion de un gen sea exitosa, la ligacion del ADN con el vector de
clonamiento debe ser en cantidades apropiadas, para garantizar que el ADN ingrese al

interior celular y se formen mas colonias blancas que azules.

Se logré caracterizar molecularmente el gen HMG-CoA reductasa de yuca (Manihot
esculenta), identificando la secuencia parcial que se tenia en el laboratorio en cuanto a los

exones e intrones y regiones promotoras.

La secuencia genomica parcial del gen HMG-CoA reductasa es similar al mismo
gen en otras especies, pero la secuencia peptidica del mismo no es similar con otros genes,

porque origina una proteina truncada.
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Recomendaciones

Para realizar el aislamiento de ADN o ARN se debe partir de material vegetal

fresco, porque si las hojas estdn marchitas no se realiza una buena extraccion.

Para realizar la PCR inversa los cebadores deben tener altas temperaturas de

hibridacion, para evitar fragmentos inespecificos en la amplificacion del material genético.

A pesar de que ya esta la secuencia completa del genoma de yuca, se podria realizar
la clonacion del gen HMG-CoA reductasa del clon 76 de yuca para completar la secuencia

del gen del IDEA, ya que en el alineamiento se observaron muchos SNPs.

Hay que agregar mayor cantidad de ADN cuando se va a ligar con el vector de
clonamiento, para favorecer la ligacion entre ambos y obtener asi mas colonias blancas que

azules.

Antes de sembrar las placas de LB+Amp+X-gal en la transformacién, se debe
realizar una dilucion para no obtener un césped en la siembra y calcular con diferentes

volumenes la eficiencia de transformacion.

Hay que tener mucho cuidado en el aislamiento del ARN para evitar que se degrade
y usar inhibidores de RNasas como el DEPC para tratar el material de vidrio y de plastico a

usar.

Hay que aislar bastante ARN, asi al momento de la transcripcion reversa tener
suficiente muestra, ya que en la qPCR, la amplificacion de las muestras se realiza por

triplicado y se gasta muy rapido el ADNCc.
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