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RESUMEN

El objetivo del estudio fue realizar la clonacién molecular de los genes que codifican las enzimas,
GDP-L-galactosa fosforilasa (GGF), L-galactosa deshidrogenasa (GDH) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (GLDH) de la ruta biosintética de vitamina C de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. Los
frutos fueron obtenidos de la Coleccién Nacional de Germoplasma de M. dubia del Instituto Nacional
de Innovacion Agraria. EI ARN se purificd, se sintetizd6 el ADNc y amplificé con cebadores
degenerados, se cloné y secuencié con técnicas estandares. Sobre la base de la secuencia obtenida se
disefaron cebadores para posteriores estudios de expresion genética. El ARN total purificado fue de
alta calidad por los ratios de absorbancia (A, /A,,, = 1,9 £ 0,1, A, /A,,, = 4,0 £ 0,2) y la integridad del
ARN (bandas visibles de ARN ribosomal 28S y 18S en el gel de agarosa). Con los cebadores
degenerados se amplificaron con éxito segmentos de los tres genes (GGF = 388 pb, GDH = 783 pby
GLDH = 921 pb) y disefiaron cebadores especificos apropiados para estudios de expresion genética
mediante PCR en tiempo real. En conclusion, con las estrategias empleadas se realizé la clonaciéon
molecular de segmentos de los genes GGF, GDH y GLDH que participan en la biosintesis de vitamina
Cen M. dubia.
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ABSTRACT

The aim of the study was to make the molecular cloning of the genes encoding the enzymes GDP-L-
galactose phosphorylase (GGF), L-galactose dehydrogenase (GDH) and L-galactono 1,4-lactone
dehydrogenase (GLDH) of the biosynthetic pathway for vitamin C in Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh. The fruits were obtained from the National Germplasm Collection of M. dubia of the
National Institute of Agro Innovation. The RNA was purified; cDNA was synthesized and amplified
with degenerate primers, cloned and sequenced with standard techniques. Based on the obtained
sequence specific primers were designed for future gene expression studies. The purified total RNA
was of high quality by absorbance ratios (A,,,/A,,, = 1,9 £ 0,1, A, /A,,,= 4,0 £ 0,2) and RNA integrity
(visible bands of 28S and 18S ribosomal RNA in agarose gel). With the degenerate primers were
successfully amplified segments of the three genes (GGF = 388 bp, GDH = 783 bp and GLDH = 921
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bp). In conclusion, with the strategies used, the molecular cloning of segments of the genes GGF,
GDH, and GLDH involved in vitamin C biosynthesis in M. dubia was performed.
Key words: L-ascorbic acid, gene sequencing, vitamin C synthesis.

INTRODUCCION

Myrciaria dubia es un frutal nativo de la
cuenca amazonica con alto contenido de
acido L-ascorbico (vitamina C), que segin su
procedencia puede acumular hasta 3 g por
cada 100 g de pulpa (Flores, 1997; Maeda y
Andrade, 2003; Villachica, 1996). La vita-
mina C cumple roles importantes en el
hombre y en las plantas. En el primer caso,
participa como antioxidante, como precur-
sor para la biosintesis de hormonas y del
colageno (Davey et al., 2000). En las plantas,
estimula el crecimiento de la pared celular y
es necesario para la maduracién de los frutos
(Pignocchi y Foyer, 2003). También, partici-
pa en respuesta a fitopatégenos, a hormonas,
en el florecimiento, en la senescencia, en la
resistencia al estrés ambiental, en la radia-
cion ultravioleta, en altas temperaturas e
intensidades luminosas (Barth et al., 2006;
Conkliny Barth, 2004; Gaoy Zhang, 2008).

Debido a estas mdltiples funciones de la
vitamina C en las plantas, estas tienen la
capacidad de biosintesis de esta vitamina. La
via Smirnoff-Wheeler es considerada la
principal via para la biosintesis de vitamina C
en las plantas (Wheeler et al., 1998; Smirnoff
et al., 2001). Por tanto, esta via metabdlica
tiene el potencial para ser explotada biotec-
nolégicamente e incrementar el contenido
de vitamina C en las plantas (Zhang et al.,
2007). Por consiguiente, consideramos que
al estudiar la expresion de los genes de la
ruta biosintética de la vitamina C en M.
dubia, contribuiremos en establecer las
bases cientificas para el desarrollo de pro-
gramas de mejoramiento genético y el uso
biotecnolégico de esta especie. Al incre-
mentar la produccién de vitamina C se
brindara beneficios a los consumidores y

productores. Por tal motivo, el objetivo del
estudio fue determinar la expresién de genes
que codifican las enzimas GDP-L-galactosa
fosforilasa (GGF), L-galactosa deshidroge-
nasa (GDH) y L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (GLDH) de la ruta biosin-
tética de vitamina C en frutos de M. dubia.

MATERIAL Y METODO

Area de estudio

Los frutos fueron obtenidos de la Coleccion
Nacional de Germoplasma de M. dubia del
Instituto Nacional de Innovacién Agraria,
ubicado en el km 25/ de la carretera lquitos-
Nauta (03°57'17" LSy 73° 24' 55" LW). Los
frutos recolectados fueron transportados en
refrigeracion a la Unidad Especializada de
Biotecnologia del Centro de Investigaciones
de Recursos Naturales de la Amazonia
(Cirna) perteneciente a la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP),
donde fueron almacenados a-20 °C hasta su
procesamiento.

Purificacion de ARN total

Se realiz6 a base de un protocolo modificado
de Lima (2006), que consistié6 de los
siguientes pasos: 3 gramos de pulpa fueron
trituradas en un mortero estéril, anhadiendo
gradualmente 20 mL del buffer de extraccién
de ARN (Tris-HCI 200 mM pH 8,2, NaCl 1,4
M, EDTA 20 mM, CTAB 2%) y 20 plL de B-
mercaptoetanol. El homogenizado se incubd
a 65 °C por 1 h, mezclando en el vortex por
30 seg cada 15 min. Luego, se agregd 500 uL
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), ho-
mogenizo en el vortex por 1 min y centrifu-
g6 a 15 000 g por 5 min. La fase acuosa fue
transferida a un microtubo y se repiti6 el pa-
so de extraccién anterior. Al sobrenadante
obtenido se le anadi6é 300 pL de LiCI 10 My
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ARNt de levadura (40 pg/mL). Se homo-
genizo6 en el vortex e incubd a -20 °C por 12
horas. Después, se centrifugd a 15 000 g por
10 min y descart6 el sobrenadante. El ARN
total precipitado fue disuelto con 100 pL de
SDS al 0,5% e incub6 en bafio maria a 55 °C
por 15 min. Luego se afadié 100 ul de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), se agitd en el vortex por 30 seg y
centrifugé a 15 000 g por 10 min. La fase
acuosa fue transferida a otro microtubo, se
mezclé con igual volumen de cloro-
formo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugd
a 15 000 g por 10 min. La fase acuosa fue
transferida a otro microtubo, se agreg6 10 ulL
de acetato de sodio 3M pH: 5,2 y tres
voliimenes de etanol absoluto. Se mezclé6 en
el vortex, se centrifugd brevemente a 1500 g
por 30 seg e incubd a -20 °C por 12 horas.
Después, se centrifugd a 15 000 g por 15
min, se descart6 el sobrenadante y el ARN
total precipitado fue lavado con 500 pL de
etanol al 70%, se centrifugé a 15 000 g por 5
min y descart6 el sobrenadante. El ARN pre-
cipitado fue secado a temperatura ambiente
por 10 min y fue disuelto con 89 ul de agua
tratada con DEPC. Para eliminar el ADN
contaminante, se traté con el Kit Turbo™
DNase segin indicaciones del fabricante
(Applied Biosystems).

Para constatar la calidad del ARN total
purificado, las muestras fueron sometidas a
electroforesis denaturante en gel de agarosa
al 2% que contenia 75 pug/mL de bromuro de
etidio y formaldehido 2,2 M. Como buffer de
electroforesis se emple6 MOPS 1X (MOPS
200 mM pH: 7,0, acetato de sodio 50 mM,
EDTA 5 mM). El anélisis espectrofotométrico
se realiz6 segn Sambrook et al. (1989). Para
ello, el ARN total puro fue diluido 50 veces
con buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA TmM).
La absorbancia se ley6 de 200 a 860 nm en
un espectrofotometro UV/Vis (Genesys 6). La
calidad del ARN total puro se calculé6 me-
diante los ratios: A ,../Assomm Y Assonn! Avzonm- LA

cantidad del ARN total se estimé con la
ecuacion: ARN (ug/mL) = A,,, X 40 pug/mL x
50.

Sintesis del ADN complementario (ADNCc)
y amplificacion de segmentos de genes

Se realiz6 segln instrucciones del kit Gene
Amp°RNA PCR Core, (Applied Biosystems).
Empleando Oligo dT,,,, como cebador en un
volumen final de 20 pL. La amplificacion de
los genes de interés se realiz6 con buffer de
PCR 1X, MgCl, 2,5 a 3,0 mM, dNTPs 0,8
MM, par de cebadores degenerados 1 uM
c/u, Taq polimerasa 0,125 U, ADNc 2 plL y
H,O ultrapura c.s.p. 20 plL. Los ciclos pro-
gramados en el termociclador fueron: 95 °C
por 5 min, 40 ciclos de 95 °C por 45 seg,
53,2a55,5°C por45seg, 72 °C por 1 miny
una extension final a 72 °C por 10 min. Los
amplicones fueron resueltos por electrofore-
sis en geles de agarosa al 2% y los amplico-
nes de tamanos esperados fueron extraidos
del gel y purificados segln instrucciones del
Kit Pure Link™ Quick Gel Extraction and
PCR Purification Combo Kit (Invitrogen).

Reaccion de clonacion, transformacion en
células competentes DH5a ™ -T1" y
seleccion de colonias transformadas

La reaccion de clonacion se realiz6 de
acuerdo con el Kit de Clonacién TOPO®TA
(Invitrogen). Para la transformacién se
anadié 4 ul de los plasmidos recombinantes
a las células competentes de Escherichia
coli, se mezcl6 suavemente y el vial se puso
en hielo por 5 min y sometié a un shock
térmico (40 °C) por 30 seg y en hielo por 5
min. Luego, al vial con células transforma-
das se anadi6 250 uL de medio SOC atem-
perado a 37 °C, e incub6 por 1 ha37 °C en
agitacion a 200 rpm. Luego, alicuotas de 10
y 50 uL del cultivo se sembraron uniforme-
mente en una superficie de agar Luria Bertani
(LB) que contenia 100 ug/mL de ampicilina.
Treinta minutos antes de sembrar las bacte-
rias transformadas se dispersaron en toda la
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superficie del medio de cultivo 40 pL de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galac-
topirandsido) 40 pg/mL. Las placas se incu-
baron a 37 °C de 12 a 18 horas. Posterior-
mente, se tomaron de 10 a 12 colonias blan-
cas y fueron sembradas en caldo LB con 100
pg/mL de ampicilina. Estos se incubaron por
18 horasa 37 °C en agitacién a 200 rpm.

Confirmacion de cultivos transformantes
por PCR

Para la amplificacion se empleé buffer de
PCR 1X, MgCl, 3,0 mM, dNTPs 0,2 mM,
Primer M13 Forwad/Reverse 0,05 uM de c/u,
Taq polimerasa 0,125U, 7 plL del cultivo y
H,O c.s.p. 20 ulL. Los ciclos programados en
el termociclador fueron: 94 °C por 10 min,
35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min,
72 °C por 1T min y una extension final a 72 °C
por 10 min. Los amplicones se separaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% que contenia 75 pg/mL de bromuro de
etidio. Las bandas de ADN se visualizaron y
fotografiaron con el sistema de documen-
tacion de geles BioDocAnalyze (Biometra).

Secuenciamiento y analisis de las
secuencias

Se realiz6 con el kit BigDye Terminator v1,1
(Applied Biosystems) en un analizador
genético 3130XL (Hitachi, Applied Biosys-
tems). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el programa Sequencing
Analysis v5,2,0 (Applied Biosystems). La
identidad de las secuencias se determind
mediante un analisis BLAST y alineandolas
con las secuencias usadas para el disefno de
cebadores degenerados con el programa
Clustalw2.

Diseio de cebadores especificos

Las secuencias de los tres genes fueron
empleadas para disefar los cebadores
especificos y apropiados para PCR en tiempo
real con el programa Allele ID v6,0. Para el
diseno de los cebadores especificos se em-

plearon los siguientes criterios: Tm = 60 °C,
tamano del amplicén = 50 a 250 pb, conte-
nidode GC = 35-55%.

PCR en tiempo real

Se realiz6é segun las instrucciones del SYBR
Green PCR Core Kit (Applied Biosystems).
Las condiciones de amplificacion fueron: un
ciclo de 50 °C por 2 min, un ciclo de 95 °C
por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 30 segy
60 °C por 1 min (deteccién de la senal fluo-
rescente), y para el analisis de la curva de
fusién se empled un ciclo de 95 °C por 15
seg, 60 °C por 15 seg y aumento gradual de la
temperatura en 20 min hasta 95 °C por 15
seg. Los amplicones obtenidos fueron resuel-
tos por electroforesis en geles de agarosa al
2% y las bandas de ADN se fotografiaron con
el sistema BioDocAnalyze (Biometra).

RESULTADOS

Purificacion de ARN total

El protocolo empleado para purificar el ARN
total fue apropiado para obtener este 4cido
nucleico en cantidad y calidad adecuadas.
La optima calidad del ARN purificado se
evidencia por la integridad de las bandas de
los ARN ribosomales 28Sy 18S (figura 1)y la
ausencia de ADN genémico.

1 2

28S —»
18§ —»

Figura 1. Andlisis electroforético del ARN total purificado
a partir de la pulpa de frutos de Myrciaria dubia.
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Adicionalmente, el andlisis espectrofo-
tométrico nos muestra la alta calidad del
ARN total purificado (figura 2). Esta carac-
teristica se pone de manifiesto por la
presencia de un Gnico pico de maxima ab-
sorbancia a 260 nm (longitud de onda en la
que absorben los dcidos nucleicos). La con-
centraciéon promedio del ARN total
purificado fue de 174,4 + 76,63 ug/mL y el
ratio de calidad promedio (A, /A,,,) fue de
1,9 £ 0,1, considerdndose un ARN de
calidad aceptable. Ademas, la relacién
A, /A,,, fue éptima con un valor promedio
de 4,0£0,2.
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Figura 2. Andlisis espectrofotométrico del ARN total puri-
ficado a partir de la pulpa de frutos de Myrciaria dubia.

Amplificacion de segmentos de genes con
cebadores degenerados

Mediante el PCR con cebadores degenera-
dos se obtuvieron los productos de tamafos
esperados para los tres genes analizados
(figura 3). Para el gen GDP-L-galactosa fos-
forilasa (GGF) se obtuvo un amplicén de 388
pares de bases (pb), el fragmento de 783 pb
corresponde al gen L-galactosa deshidroge-
nasa (GDH) y el producto de 921 pb corres-
ponde al gen L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (GLDH). Estos productos de
tamanos esperados fueron purificados,
clonados y secuenciados, con los que se
verifico que correspondian a segmentos de
los genes de interés. Sin embargo, en el gel
se aprecian productos inespecificos tanto
para el gen GDH y GLDH, pero de menor

intensidad que las bandas del tamano espe-
rado por lo que no interfirieron en el proceso
de purificacion de los amplicones de interés
ni en los resultados esperados.

M GGF GDH GLDH
1000 pb 921pb
783pb
500 pb
388pb
100pb

Figura 3. Amplicones de los genes GGF, GDH y GLDH
de M. dubia obtenidos por el PCR con cebadores dege-
nerados. M: Marcador de peso molecular: 100-1000 pb.

Clonacion de los productos de PCR

El anélisis por PCR de cultivos de E. coli
portadores de plasmidos recombinantes,
muestra que se lograron clonar los tres genes
en estudio. Los amplicones fueron de 590 pb
para el gen GGF, 985 pb para el gen GDH y
1123 pb para el gen GLDH, que corres-
ponden al tamano de los segmentos de los
genes mas 202 pb de una regién del vector
(figura 4).

M GGF GDH GLDH

1123pb

1000 pb
985pb

500 pb 590pb

100 pb

Figura 4. Amplicones obtenidos por PCR de los cultivos
de E. coli portadores de pldsmidos recombinantes. M:
Marcador de peso molecular = 100-1000 pb.

Amplificacion de los genes con cebadores
especificos

Para corroborar la identidad y especificidad
de los amplicones de los genes GGF, GDH,
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GLDH y GADPH obtenidos mediante PCR
en tiempo real, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa (figura 5). Tal como se
evidencia en esta figura todos los productos
amplificados fueron del tamano esperado.

M1 GGF  GDH

GLDH GADPH M2

800 pb —>
500 pb
350 pb—>
261 pb
107 pb <— 125pb
62pb
91pb
50 pb —> P
< 25pb

Figura 5. Amplicones obtenidos con cebadores
especificos para PCR en tiempo real de los genes GGF,
GDH, GLDH y GADPH de M. dubia. M1: Marcador de
peso molecular = 50-800 pb, M2: Marcador de peso

molecular = 25-500 pb.

DISCUSION

Con el protocolo descrito, a partir de la
pulpa de frutos de M. dubia, se ha obtenido
ARN total de alta calidad apropiado para
estudios de expresién genética. Esto es atri-
buible a las modificaciones que se realizaron
al protocolo descrito por Lima (2006). Estas
modificaciones fueron: aumento en las
velocidades de centrifugacion, disminucion
del tiempo de almacenamiento de las
muestras con cloruro de litio y acetato de
sodio, aumento de la proporciéon tampon de
extraccion/muestra. En conjunto estas
modificaciones garantizaron la obtencion de
ratios de calidad e integridad del ARN (figura
1) superiores a los reportados por Lima
(2006). Otras investigaciones realizadas con
diferentes especies de plantas y a partir de
diferentes tejidos también reportan altas
calidades de ARN total similares al obtenido
en nuestro estudio; entre estas tenemos a
Cinnamomum tenuipilum (Zeng y Yang,
2002), Malpighia glabra (Badejo et al.,
2009)y Vitis vinifera (Reid etal., 2006).

Debido a la carencia de secuencias de los
genes de la via biosintética de vitamina C de
M. dubia en el GenBank y otras bases de
datos, se opté por diseiar cebadores degene-
rados con base en secuencias homélogas de
otras especies. Por la alta conservacion de
las secuencias de exones fue posible
amplificar con éxito los genes en estudio.
Con aproximaciones similares otros investi-
gadores también lograron aislar y clonar
genes involucrados en la biosintesis de
vitamina C en otras especies de plantas como
Brassica oleraceae (Nishikawa et al., 2003),
Malpighia glabra (Badejo et al., 2009) y
Prunus persica (Imaietal., 2009).

Nuestro estudio representa el primer
reporte que muestra que la via Smirnoff-
Wheeler, considerada la via mas importante
para la biosintesis de vitamina C en plantas
(Wheeler et al., 1998), esta activa en los fru-
tos de M. dubia. Estos resultados nos
sugieren que la acumulacion de vitamina C
en los frutos de esta especie se deben a
exportaciéon desde otros tejidos como las
hojas y céscara, y a la biosintesis in situ. Es
muy probable que la via Smirnoff-Wheeler
sea también la via mas importante para la
biosintesis de vitamina C en esta especie,
pero no se descarta el aporte de otras vias
metabdlicas, porque existen multiples vias
metabdlicas que contribuyen a la acumula-
cién de vitamina C en las plantas (Valpuesta
y Botella, 2004).

CONCLUSIONES

Con las estrategias empleadas se realizé la
clonacién molecular de segmentos de los
genes GGF, GDH y GLDH que participan en
la biosintesis de vitamina C en M. dubia.
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