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1. RESUMEN EJECUTIVO

Con el fin de realizar aportes al aprovechamiento del potencial quimico de la diversidad en la region
tropical de los andes colombianos, el laboratorio de investigacién en productos naturales de la
Universidad Icesi ha venido trabajando con Cecropia angustifolia y enfocando especial atencion
sobre sus triterpenos pentaciclicos acidos (TPAS), los cuales son reconocidos como sus marcadores
quimiotaxonémicos®. No obstante, las rutas metabélicas en este género en particular no han sido
estudiadas a profundidad, por lo que los andlisis de los procesos enzimaticos para la produccion de
sus metabolitos deben basarse en modelos correspondientes a especies distintas. Estos modelos son
inherentemente variables dadas las diferencias entre cada especie y C. angustifolia. Por lo cual, un
proceso de reconocimiento de los procesos metabdlicos de la planta debe iniciar con la identificacion
de genes housekeeping (HK) que puedan servir como marcadores bioldgicos y proporcionar una
referencia confiable para comparar la expresion génica en diferentes condiciones ambientales y/o
tejidos. De este modo, el objetivo de este proyecto fue evaluar, los genes que codifican las proteinas
GAPDH, ACT y TUB como posibles genes housekeeping, haciendo uso de herramientas
bioinformaticas, técnicas moleculares y cultivos in vitro de tejidos radiculares de C. angustifolia. Para
cumplir con este objetivo, se realizé una revision bibliogréfica de los genes GAPDH, ACT y TUB
presentes en especies taxondémicamente cercanas a C. angustifolia, luego, empleando diferentes
herramientas bioinforméticas se disefiaron primers especificos para cada gen para después realizar
una validacion in-vitro empleando mRNA extraido de tejidos de C. angustifolia. Los resultados
obtenidos se verificaron mediante secuenciacion Sanger, en la cual se encontrd la presencia de
proteina de biosintesis de molidopterinasy del gen TUB (B-tubulina) en la muestra de tejido empleada.
Los resultados reportados en la presente investigacion requieren mayor profundizacion y sirven de

base para futuras investigaciones sobre caracterizacion de genes HK en C. angustifolia.

Palabras claves: Cecropia angustifolia, housekeeping, expresion génica, GAPDH, ACT.

2. INTRODUCCION

Colombia, catalogado como el segundo pais mas megadiverso del planeta, atraviesa un momento
trascendental de su desarrollo. Con una cifra de aproximadamente 30.736 especies de plantas y un
sinfin de especies endémicas?, su biodiversidad presenta una oportunidad Unica para implementar
enfoques innovadores y sostenibles en la transformacion de su base biolégica®. Estos enfoques no
solo garantizan el desarrollo econémico sostenible, sino que también sientan las bases de la
bioeconomia colombiana, teniendo en cuenta la importancia de la utilizacion responsable de las
plantas como recursos renovables. Ademas, se aboga por el cultivo in-vitro para disminuir la

dependencia de los recursos silvestres y facilitar la identificacion de materias primas y compuestos



bioactivos*® que, tras los procesos de conversion, podrian ser empleados en diferentes sectores de la

industria; como el farmacéutico, nutracéutico y cosmético®

Una de las especies endémicas de mayor interés en la actualidad es Cecropia angustifolia,
comunmente conocida como yarumo negro. Esta especie arbdrea perteneciente a la familia Urticaceae
en el orden de los Rosales’, crece en la regién andina del continente americano, y su distribucién
abarca varios paises como Colombia, Venezuela, Bolivia, Ecuador y Peru. C. angustifolia muestra
una longevidad de alrededor de 35 afios y puede alcanzar una altura de hasta 25 metros con un
didmetro del tronco de unos 30 centimetros. Su tallo, de tonalidad negruzca y escasamente ramificado,
se caracteriza por cicatrices de hojas muy notables; ademas, desempefia un papel fundamental en la

regeneracion de la cobertura vegetal®.

Esta planta en particular ha recibido una atencion significativa en los circulos de investigacion
cientifica debido a que se ha reportado que, este tipo de arbol, presenta una acumulacion abundante
de diferentes componentes bioactivos como los triterpenos pentaciclicos &acidos (TPAS),
principalmente en sus érganos radiculares®. Estos compuestos pueden tener potenciales aplicaciones
como material de referencia, para evaluar la calidad de los extractos u otros componentes que
contengan estos compuestos. Esta caracteristica es crucial, ya que facilita la estandarizacion de
perfiles quimicos y contribuye al desarrollo de la bioeconomia®.

No obstante, la obtencién de estos metabolitos secundarios a partir de especimenes silvestres de C.
angustifolia puede ser un desafio debido a las concentraciones en los que se producen y la variabilidad
de factores ambientales que pueden afectar su produccion, como las condiciones de alta temperatura,
alcalinidad, salinidad y humedad, entre otros factores?®. Por lo anterior, surge la necesidad de emplear
los cultivos in-vitro como una alternativa para la obtencion de estos compuestos bajo condiciones

bidticas y abidticas controladas.

Ahora bien, la descripcion de la ruta metabdlica para la produccién de los TPAs en la especie de este
género es desconocida, por lo que se deben tomar rutas ya descritas para algunas especies vegetales
tales como Largestroemia speciosa, Malus doméstica, o Vitis vinifera®. Sin embargo, la inherente
variabilidad entre estas rutas, sumada a la falta de estudios que demuestren la equivalencia funcional
entre perfiles silvestres y de cultivo in vitro limita la aplicacion directa de esta informacion en la
investigacion y el desarrollo biotecnolégico. Estas condicionantes no solo afectan la precision de la
investigacion, sino que también pueden representar barreras para maximizar el aprovechamiento del
potencial bioeconémico. Por lo tanto, surge la necesidad de caracterizar y evaluar genes housekeeping

(HK) o genes constitutivos en C. angustifolia para establecer una base molecular que permita



normalizar la expresion génica y asi, avanzar en la compresion de la biosintesis de TPAS en esta

especiett!2

Segun Joshi, et al. (2022), los HK se definen como aquellos “esenciales para la existencia o
mantenimiento de funciones celular basicas!!. Se caracterizan por expresarse en todas o la mayoria
de los conjuntos de organismos que presenten caracteristicas o rasgos comunes; independiente del
tipo de tejidos, etapa de desarrollo, etapa del ciclo celular o sefial externay condiciones de cultivo'!.
Debido a que estos genes expresan la interaccion entre el ARN polimerasa y el promotor sin
regulacion adicional®, es decir, que su actividad no depende de sefiales externas o internas que
modifiquen el nivel de expresion en un momento dado, desempefian un punto de referencia para la
expresion génica en el area de la biologia molecular, contribuyendo al estudio de la variabilidad

génica4.

Sin embargo, la caracterizacion y estabilidad de genes HK para C. angustifolia sigue siendo
desconocida, lo que limita considerablemente el andlisis subsiguiente para la comprension vy el
establecimiento de sus bases moleculares. Por lo tanto, se propone evaluar tres proteinas, cuyos genes
puedan desempefiar la funcion de genes constitutivos: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), Tubulina (TUB) y Actina (ACT). Se seleccionaron estos genes debido a que, cuentan con
la mayor cantidad de informacion bibliogréafica disponible a través de diversas especies vegetales.
Ademas, han sido ampliamente utilizados como genes de referencia en estudios de expresion génica®®.
Estos genes estan altamente conservados a lo largo de la evolucion de diferentes especies, mostrando
gran semejanza en su estructura y funcion filogenética'®'’. Su expresion génica puede emplearse
como referencia en técnicas cuantitativas como la PCR en tiempo real (qPCR), permitiendo evaluar

la expresion de genes asociados con la produccion de otros genes de interés en C. angustifolia.

2.1. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
GAPDH es un polipéptido de 335 aminoacidos muy conservado en toda la escala filogenética.
Contiene dos dominios principales: el dominio de uniéon a NAD+ (aminoacidos 1— 150) y el dominio
catalitico o de gliceraldehido-3-fosfato (aminoacidos 151—335) que contiene una cisteina en el sitio
activo?®, Esta preservacion filogenética indica que existen semejanzas tanto en la estructura como en
la funcién entre varias especies vegetales'®. Esta es una enzima clave en la via glucolitica, pues
cataliza la conversion de gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en 1,3-bifosfoglicerato en presencia de
NAD+ y fosfato inorganico®. Tradicionalmente es reconocida como un gen constitutivo, al ser
altamente conservado en diversas especies vegetales a través del tiempo, siendo empelada como
control en investigaciones de expresion génica y proteinast®. Diversos estudios han demostrado su

papel en diferentes procesos celulares fundamentales como la regulacién del citoesqueleto, la fusion



y el transporte de membranas?, la unién a proteinas G de bajo peso molecular, la apoptosis, la

reparacion y replicacion del ADN vy la regulacion de la transcripcion y la traduccion?t22,

2.2. Actina (ACT)
Actina es una proteina de 42 kDa altamente conservada y muy abundante en eucariotas. Esta
codificada por ocho genes funcionales en las plantast’, los cuales pueden clasificarse en funcién de
su secuencia y patron de expresion temporal y espacial, en dos grandes grupos: reproductivos (ACT1,
ACT3, ACT4, ACT11y ACT12) y vegetativos (ACT2, ACT7 y ACT8)%. De las actinas vegetativas,
ACTT parece ser la mas implicada en el crecimiento de las raices primarias, mientras que ACT2 y
ACTS tienen un papel més relevante en la formacion de pelos radiculares?* y en la elongacion de
células radiculares®. Por ello, en plantas, actina desempefia un papel crucial en el crecimiento y
desarrollo debido a su intervencién en procesos fisioldgicos celulares como el crecimiento y la
division celular, la citocinesis y varios procesos de trafico intracelular?®?’, Lo anterior se debe a que
esta proteina forma el citoesqueleto de actina, el cual esta compuesto por filamentos constituidos por
polimeros de G-actina de diferentes isoformas, dependiendo del tipo de célula, tejido o funcién celular
especifica?®. Dada la importancia de esta proteina en organismos vegetales y su alta conservacion
entre diferentes especies de plantas, el gen ACT ha sido uno de los mas empleados como genes control

en estudios de expresion génica®.

2.3. p-tubulina (TUB)
La proteina Tubulina estd asociada a la produccion de microtibulos, los cuales son estructuras
dindmicas multiproteicas que intervienen en muchas funciones celulares basicas y estan formados por
una subunidad o-tubulina (TUA) y una subunidad B-tubulina (TUB) 323, Los genomas de las plantas
terrestres superiores y los metazoos codifican estas dos proteinas centrales en grandes familias
multigénicas®*®, Los eucariotas unicelulares, como las levaduras y las algas verdes, codifican una o
dos subunidades diferentes de o y B-tubulina. La complejidad de las redes de genes de tubulina
aumenta con la multicelularidad: los eucariotas superiores codifican de seis a nueve isotipos de
tubulina de cada subunidad®. Los isotipos comparten hasta un 99% de identidad, y la mayoria de las

diferencias residen en los extremos carboxi-terminales®.

Dada su expresion ubicua, estabilidad y alto grado de conservacion entre sus diferentes isoformas, la
B-tubulina se emplea cominmente en estudios de expresién génica en organismos vegetales como un
gen constitutivo que permite establecer un parametro base de expresion para la evaluacion de diversos

genes de interés®3¢,



Finalmente, los genes HK identificados pueden emplearse en técnicas como la reaccion en cadena de
la polimerasa con transcripcién inversa cuantitativa (RT-gPCR), la cual se emplea frecuentemente
para cuantificar la abundancia del ARN que se encuentra en una muestra de interés'®. Esta técnica es
exclusiva para conocer la expresion génica®®, en vista de su especificidad, precision, sensibilidad,
reproductibilidad y amplio empleo en investigacion a partir de los genes HK seleccionados
anteriormente®. No obstante, antes de poder realizar una medicién de dicha expresion, se debe
verificar que el producto amplificado mediante los primers disefiados, corresponde a la region del gen
de interés cuyos niveles de expresion se desean medir. Para ello, es necesario emplear un método de
secuenciaciébn como Sanger, que permite conocer la secuencia de una muestra de cDNA
amplificada®. Los resultados de la secuenciacion Sanger se comparan, mediante herramientas
bioinformaticas, con secuencias de referencia encontradas en bases de datos como NCBI®*. Una vez
realizado este analisis, se espera que las secuencias del gen amplificado y de las referencias obtenidas
de bases de datos, sean muy similares, lo cual indica una alta precisién de los primers disefiados
inicialmente. La informacion obtenida anteriormente serd la base para futuros experimentos de
medicion de expresion génica de diferentes genes de interés en cultivos in-vitro de Cecropia

angustifolia.

Por lo anterior, y con el fin de proporcionar informacién valiosa para el futuro control molecular, que
permitan comparar la expresion de otros genes en diferentes condiciones de cultivo, el proyecto tiene
como proposito, para el afio 2024, evaluar si los genes que codifican las proteinas GAPDH, TUB y
ACT cumplen la funcién de housekeeping en las raices de C. angustifolia. Por tal motivo se plantea
el objetivo general, que fue, evaluar, para el afio 2024, los genes que codifican las proteinas GAPDH,

ACT y TUB como posibles genes housekeeping en las raices de Cecropia angustifolia.

3. METODOLOGIA PROPUESTA

3.1. Identificacion de genes housekeeping y dominios conservados.
Con el objetivo de obtener las secuencias de genes de referencia (HK) para C. angustifolia, se llevd
a cabo una busqueda bibliografica para identificar los posibles mensajeros que codifican las proteinas
GAPDH, TUB y ACT en las raices de esta planta. Inicialmente, se realiz6 una busqueda bibliografica
centrada en determinar y recopilar secuencias de los HK de interés en especies pertenecientes a los

grupos taxonémicos mas cercanos al orden de pentapétalas, rosids y rosales.

La eleccion de estos genes se realizo con base en articulos cientificos publicados en bases de datos

indexadas como ScienceDirect*°, Nature Portfolio*, Pubmed?, entre otros, enfocandose en articulos
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publicados entre enero de 2005 y enero de 2024. Para maximizar la efectividad de la basqueda, se
exploraron temas, titulos, resimenes y palabras clave pertinentes tales como: “Housekeeping gen”,
“Conserved domains”, entre otros. Estos términos se combinaron empleando operadores l6gicos
como “AND”, “OR” y “NOT” para mejorar la precision de los resultados de la busqueda.
Posteriormente, la informacidn extraida de los documentos seleccionados fueorganizada mediante el

uso del gestor bibliografico Mendeley.

A través del repositorio NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se llevo a cabo la bldsqueda de

secuencias de ARNm, empleando de igual manera aquellas reportadas como "PROVISIONAL"
debido a la carencia de informacién asociada. Es relevante sefialar que, aunque estas secuencias se
encuentren con dicha etiqueta, su utilizacién resulta ser necesaria en ausencia de secuencias
confirmadas o completas para llevar a cabo determinadas investigaciones o analisis, como es este
caso. Posteriormente, se recopilaron los nimeros de acceso de la base de datos eligiendo especies
taxondmicamente cercanas. Los resultados de esta blsqueda se organizaron en tres archivos de texto
separados: uno para los nimeros de acceso relacionados con GAPDH y los otros dos para los
asociados con TUB y ACT, respectivamente en conjunto con el organismo donde fue reportado.
Seguidamente, se empleo la herramienta Batch Entrez

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/batchentrez) para realizar busquedas simultaneas y obtener

archivos FASTA que contengan las secuencias de nucle6tidos y proteinas correspondientes a los

genes identificados.

A continuacion, se utiliz6 el software Galaxy*® para realizar un analisis BLASTn* y un BLASTp*
empleando las secuencias obtenidas. Se emple6 dos conjuntos de datos: el primero para el analisis de
codificacién de secuencias (TransDecoder CDS) y el segundo para el analisis de las secuencias de
proteinas (TransDecoder PEP). Este paso permiti¢ identificar las regiones y/o secuencias codificantes
de los genes y los posibles productos proteicos. El archivo TransDecoder consiste en secuencias de
ARNmM codificantes, el cual se elabord en el marco tedrico de la tesis “Analisis de la expresion génica
y metabodlica asociada con la acumulacién de metabolitos secundarios derivados de triterpenos
pentaciclicos &cidos en raices de Cecropia angustifolia” desarrollada por Juan Esteban Vivas en el
afo 2022 (datos no publicados)*. Estas secuencias se derivan del procesamiento de la secuencia de
Cecropia obtusifolia, obtenida de uno de los ensayos control del articulo “Integrated Analysis of the
Transcriptome and Metabolome of Cecropia obtusifolia: A Plant with High Chlorogenic Acid
Content Traditionally Used to Treat Diabetes Mellitus”.*” Esta nueva lista se filtré en funcion de tres
parametros: Porcentaje de identidad >60%, E-value < 1071% y longitud de la secuencia, el cual se

considerdé como tamafio optimo la longitud mayor a 100 aa.
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Posteriormente, se llevé a cabo un alineamiento de las secuencias obtenidas con los eventos Unicos
de los contigs resultantes empleando la herramienta Unipro UGENE®, Esto permitié visualizar y
comparar similitudes y diferencias entre las secuencias de referencia y las secuencias identificadas en
C. angustifolia, proporcionando una perspectiva mas detallada sobre los dominios conservados de los

genes y las posibles variantes presentes en las raices de la planta.

Finalmente, se realiz6 una busqueda bibliografica de los posibles dominios conservados para
GAPDH, TUB y ACT, los cuales se resaltaran en los alineamientos. Este enfoque garantiza un disefio
preciso de primers, evitando problemas como amplificaciones inespecificas, asegurando la
sensibilidad y especificidad necesarias para obtener el resultados control para la realizacion del
procedimiento de RT-PCR.

3.2. Disefio de primers.
Para verificar la presencia de los genes en las muestras vegetales in-vitro, se emplearon herramientas
bioinformaticas como Benchling (https://www.benchling.com/) para disefiar los primers destinados a
la amplificacion de los genes identificados previamente, basandose en los dominios conservados
encontrados para GAPDH, TUB y ACT. Ademas, se hara uso de la plataforma web Oligo Analyzer

de Eurofins Genomics (https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/) para evaluar la

calidad de los primers en términos de su porcentaje de guanina — citocina (GC) entre 55 — 65%,
temperatura de fusién (Tm) 60 -65 °C con una diferencia <5°C, longitud del amplicon méaxima 22°
pb y minima de 146 pb, energia libre de heterodimeros y homodimeros > -10.0 kcal/mol, estructura
secundaria (Hairpin) < -10 y longitud del primer entre 18-23 pb.

Una vez generados los primers, se procedi6 a verificar la amplificacion del amplicon deseado
utilizando la plataforma Primer Design Tools(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y
realizando un andlisis BLAST. Se selecciond Vitis vinifera como organismo de interés para este
propésito, dada su amplia disponibilidad de datos y su relevancia como referencia para C. angustifolia

en estudios previos.

3.3. Extraccion de ARN
Para la identificacion de los genes a estudiar por PCR, se procedio a la extraccion del ARN de los
cultivos in-vitro de C. angustifolia. Para ello, se extrajeron las raices del medio de cultivo en una
cabina de flujo laminar procurando eliminar la mayor cantidad de medio/humedad superficial con
toallas estériles. Una vez realizado este paso, el material vegetal se sometié a un proceso de
maceracion mediante nitrégeno liquido con el fin de homogeneizarlo, logrando un peso entre 70 —

100 mg. Por ultimo, el material molido se agreg6 en los Power Bead Tubes del kit de extraccion
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RNeasy Power Plant Kit (50) (®Cat. No. 13500-50 QIAGEN). Posteriormente, se procedié a la
extraccion siguiendo las especificaciones del fabricante. Este procedimiento se realiz6 acorde con la

metodologia propuesta por Juan Esteban Vivas (2022) (datos no publicados) *3

El RNA extraido se almacend a -20°C, y su concentracion se cuantifico con la ayuda del equipo
NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific), en el cual se evalud la calidad del ARN, considerando
larelacion A, /A,g0 (presencia de proteinas) y A,¢0/A,30 (presencia de fenoles), para asegurar que

se encuentre préximo a 2.0, cumpliendo con la calidad requerida.

Las librerias de cDNA, se emplearon para el envio de la enzima transcriptoma englan bik M-MuLV
RT (Cat No. M0253L, New England Biolabs). Teniendo en cuenta las concentraciones obtenidas se
realizd ajustes a las cantidades de los componentes del termoperfil y el mix*, los cuales se pueden
observar en las Tablas 1y 2 respectivamente. Asimismo, el cDNA obtenido se cuantifico empleando

el NanoDrop.

Tabla 1. Protocolo de sintesis de cDNA empelando la enzima M-MuLV RT.

Componentes Volumen
Muestra de RNA 1000 ng/reaccion
d(T)18 2,5 UM
DNTPs 0.25 uM
10 X M-MuLV Buffer 05X
M-MuLV RT (200) 5 Ul/pL
Volumen final 40 pL

Tabla 1. Termoperfil empleado para la sintesis de cDNA con la enzima M-MuLV RT.

Termoperfil
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 65 °C 5 minutos
Sintesis de cDNA 42 °C 1 hora y 20 minutos
Inactivacion de la enzima 65 °C 20 minutos
Almacenamiento 4°C INFINITO

El cDNA obtenido anteriormente, se empled para realizar la PCR y la electroforesis en geles de
agarosa HyAgarose™ (Cat No. R9012 HR-500g, HydraGene) al 2% en buffer TAE.
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3.4. PCR convencional

Para la amplificacion de las secuencias mensajeras diana, se utilizaron los cebadores formulados en

la seccion 5.2 junto con la enzima Green Tag® DNA Polymerase (Cat No. E00043, GenScript. Se

llevé a cabo una estandarizacion de los cebadores mediante un gradiente de temperatura que oscilaba
entre 55 - 60 °C para GAPDH y ACT, y otro gradiente de temperatura entre 60 - 65 °C para TUB. El

objetivo principal de esta fase era determinar la temperatura de alineacién 6ptima para los cebadores.

El protocolo de PCR y su termoperfil, se encuentran en las Tablas 3y 4.

Tabla 2. Protocolo de PCR empleando la enzima GreenTaq.

Componentes VCX volumen
Buffer GoTaqg 5X 1X
Cloruro de Magnesio 1.25 mM
dNTPs 0.2 Mm
Primer Forward 0.5mM
Primer Reverse 0.5mM
GreenTag® Polimerasa 5 Ul/uL
Agua DEPC c.s.p
Muestra de cDNA 300 ng/reaccion
Volumen final 50 pL
Tabla 3. Termoperfil empleado para la amplificacion de mRNA.
Termoperfil
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos
N° Ciclos Ciclado de 3 pasos
Desnaturalizacion 95°C 1 minutos
GAPDH - ACT TUB
Alineamiento 50-60 °C 60 — 65 °C 1 minutos
Extension 72°C 30 segundos
N° Ciclos 40 ciclos
Extension final 72°C 5 minutos
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Almacenamiento 4°C INFINITO

3.5. Verificacion de la identidad de los productos de PCR.

Una vez obtenidos los productos de PCR para cada uno de los genes de interés en el presente estudio,
se validaron los resultados mediante Secuenciacion Sanger, la cual fue realizada por el Laboratorio
de Medicina Gendmica de la Universidad Icesi (LMG) en el Analizador Genético 3500 de Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific). Para esto, los productos de PCR fueron purificados
empleando el kit QIACquick® de QIAGEN (n.° de catadlogo 28104). Luego, la reacciéon de
secuenciacion fue realizada con el kit BidDye Terminator V3.1 de Applied Biosystems™ (n.° de
catdlogo 4337455) siguiendo las instrucciones del fabricante para dos reacciones independientes
empleando el primer Forward y Reverse, respectivamente. Una vez terminado el proceso de
secuenciacion, los productos secuenciados fueron purificados con el kitBidDye® Xterminator™
Applied Biosystems™ (nimero de catilogo 4376486) siguiendo las instrucciones del fabricante y
realizando una modificacion en el tiempo de agitacion de 40 a 50 minutos por 2800 rpm.

4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Identificacion de los mensajeros codificantes para C. angustifolia.
Inicialmente, se realiz6 una busqueda bibliografica para identificar los genes mensajeros de interés
gue cumplen funciones de housekeeping en la especie Cecropia. Debido a la falta de informacion
especifica para esta especie, se procuré emplear datos de otras especies taxondmicamente cercanas.
Sin embargo, no se encontro suficiente informacion relevante en estas plantas, lo cual puede deberse

a la controvertida clasificacion intra-familiar de Urticaceae, debatida durante mas de un siglo®.

Ademas, Cecropiaceae no es un grupo monofilético, es decir, sus miembros no descienden de un
Unico ancestro comun segun el andlisis filogenético molecular. Esto cuestiona la validez de usar
Unicamente rasgos morfoldgicos para definir esta familia. Los datos moleculares indican que
Cecropiaceae es bifilético, con ambos linajes anidados dentro de Urticaceae*®°. Esto sugiere que las
distinciones morfoldgicas entre Cecropiaceae y Urticaceae no estan respaldadas por evidencia
genética. La incongruencia entre los rasgos morfologicos y la filogenia molecular subraya la
necesidad de reevaluar la clasificacion de Cecropiaceae e integrar datos moleculares para refinar los

limites taxondémicos dentro de Urticaceae®.

Esta incorrecta clasificacion taxondmica puede llevar a errores significativos al usar datos genéticos
de especies aparentemente cercanas. Si Cecropiaceae no esta correctamente clasificada, se podrian

estar comparando especies que no son tan cercanas filogenéticamente como se pensaba, lo que podria

15



explicar la variabilidad y los errores en los resultados. Por tanto, la busqueda bibliografica realizada
permitio recopilar nimeros de accesos a genes reportados en las bases de datos del NCBI, aunque
muchos de estos genes estaban etiquetados como "PROVISIONAL". Esto se debe a que, este tipo de
informacién no cuenta con verificacion in-vitro o in-vivo, lo que puede resultar en variaciones no
determinadas por eventos de llamado incorrecto de bases. Esta verificacion es esencial para garantizar
la certeza y fiabilidad de la expresion génica en la especie anotada, asi como la reproducibilidad de
su deteccion en multiples especimenes de la misma especie®. Sin embargo, no se disponia de

informacion verificada suficiente para muchos HK en Cecropia.

TUB GAPDH ACT

Rosales Urticaceae Urticaceae
Cecropia angustifolia
Fabids .
. . Glycine max
Fabales Fabaceae Fabaceae
Rosids Eucalyptus grandis
Myrtales Eucalypteae
Solanum tuberosum

Solanales Solanaceae ——————— Solanum lycopersicum

Figura 1. Especies vegetales empleadas para el disefio de la base de datos para la obtencion de genes
mensajeros en Cecropia angustifolia. Los rombos de colores representan los genes reportados para

cada especie.

En la Figura 1, se pueden observar las especies taxondmicamente cercanas que se utilizaron para
recopilar informacion sobre los genes mensajeros de Cecropia. Aunque estas especies pertenecen a
la subclase Rosids, estan filogenéticamente distantes entre si®2. Esto se refleja en el hecho de que,
aungue Solanum lycopersicum contiene los tres genes de interés, su comparacion con Cecropia es

problematica debido a las marcadas diferencias morfoldgicas y ecoldgicas entre ambas especies.

4.2. Anotacion funcional de genes
Una vez obtenidos los datos a partir de la busqueda bibliogréfica, se generd un listado de nimeros de
acceso, a los cuales se les realizd una anotacion funcional utilizando la herramienta BlastP*,

empleando los contigs obtenidos del archivo TransDecoder*® (ver seccién 4.1).
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En este archivo se llevé a cabo un ensamblaje de novo para la especie C. angustifolia cuyo genoma
no ha sido secuenciado hasta la fecha. Debido a la falta de especies de referencia, no se pueden
asumir los codones de inicio o final y por lo tanto se desconocen los marcos abiertos de lectura, lo
gue puede resultar en una variedad de proteinas no funcionales (y sus isoformas) a partir de la

secuencia nucleotidica obtenida del TransDecoder*6-52.

El objetivo de este proceso es obtener una lista de contigs, correspondientes a la tabla 5, y alinearlos
para contrastar su conservacion con las proteinas de referencia. De esta manera, se asegura que los
dominios conservados sean caracteristicos de ese tipo de proteinas. De lo contrario, la anotacion

funcional podria generar falsos positivos o anotaciones inespecificas®*®®.

Los falsos positivos pueden surgir si las secuencias anotadas como funcionales en realidad no
corresponden a proteinas especificas debido a la falta de precisién en la identificacion de los marcos
de lectura®. Sin una secuencia de referencia adecuada, los programas de anotacion pueden asignar
funciones incorrectas a secuencias que no estan verdaderamente conservadas. Esto ocurre porque las
herramientas como BlastP pueden identificar similitudes con proteinas conocidas basadas en
alineaciones parciales o regiones no conservadas, llevando a errores en la identificacion de las

proteinas®®564°,

Tablas 5. Resultados del BlastP para los genes housekeeping en Cecropia angustifolia.

Identificacion del contig Porcentaje de Longitud de E- value
identidad (%0) alineacion
ACT
TRINITY_DN247 ¢c0_g1_i5.pl 98,143 377 0
TRINITY_DN247 ¢c0_gl_i7.pl 97,878 377 0
TRINITY_DN247 ¢c0_gl_il.pl 96,817 377 0
TRINITY_DN247 ¢c0_gl_i3.pl 96,817 377 0
GAPDH
TRINITY_DN444 ¢3 g1 ilpl 90,691 333 0
TRINITY_DN444 ¢3_g2_il.pl 90,419 334 0
TRINITY_DN444 c3 gl _il.pl 90,149 335 0
TRINITY_DN444 ¢c3 gl _il.pl 90,691 333 0
TUB
TRINITY_DN2487_c0_gl_ill.pl 95,937 443 0
TRINITY_DN2487_c0_gl_il.pl 95,701 442 0

17



TRINITY_DN2487_c0_gl_i13.p1 95,516 446 0
TRINITY_DN2487_c0_gl_i12.p2 95,455 440 0
TRINITY_DN2487 c0_gl_i10.p1 93,995 433 0

La Tabla 5 muestra los contigs (secuencias continuas de ADN ensambladas) obtenidos para cada uno
de los genes, junto con sus respectivos porcentajes de identidad, longitudes y E-value. Dado que los
porcentajes de identidad son muy elevados dentro de cada subgrupo, es posible identificar las
secuencias mas conservadas para cada gen. Estas secuencias permiten la identificacion de los marcos

abiertos de lectura de cada gen y sus dominios peptidicos mas conservados.

4.3. Descripcién estructural de los mensajeros.
Para la identificacion de los dominios conservados, se optd por utilizar secuencias de proteinas (PEP)
en lugar de secuencias de nucleétidos. Esta decision se fundamenta en tres razones: En primer lugar,
las secuencias de proteinas facilitan la lectura y andlisis en comparacién con las secuencias de
nucledtidos. Mientras que las secuencias de nucleétidos representan la informacion genética base por
base, las secuencias peptidicas muestran los aminoacidos codificados. Esto simplifica el andlisis y

facilita la identificacion de patrones y dominios conservados en las proteinas.

En segundo lugar, el uso de secuencias de proteinas permite tener en cuenta las mutaciones
silenciosas. Una mutacion silenciosa es un cambio en el nucleétido que no altera el aminoacido
codificado debido a la redundancia del cédigo genético®. Al analizar las secuencias de proteinas, se
puede observar que los aminodcidos conservados permanecen sin cambios a pesar de estas

mutaciones, lo que permite conocer la conservacién de los dominios proteicos®°,

Finalmente, la base de datos utilizada para el analisis en TransDecoder*® fue alimentada con proteinas
de la familia Urticaceae. Dado que esta familia puede contener proteinas diferentes entre especies y
no hay una Unica especie representativa, las secuencias de proteinas permiten una comparacion mas
directa y significativa. Ademas, la clasificacion intrafamiliar de Urticaceae, especialmente para C.
angustifolia, puede ser controvertida, lo que hace que el uso de secuencias de proteinas sea mas

adecuado para identificar dominios conservados entre diferentes miembros de la familia.
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A. GAPDH

TRINITY_DN10098_c0_g1_i1.p1/1-427
TRINITY_DN444_c3_g1_i1.p1/1-341

TRINITY_DN444_c3_g2_i1.p1/1-365

IcINM_001288415.1_prot_NP_001275344.1_1/1-338 &
IcINM_001304400.1_prot_NP_001291329.1_1/1-337
IcINM_001279325.2_prot_NP_001266254.2_1/1-338
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C. TUB

¥
TRINITY_DN2487_c0_g1_i1.p1/1-482
TRINITY_DN2487_c0_g1_i11.p1/1-448
TRINITY_DN2487_c0_g1_i12.p2/1-444
TRINITY_DN2487_c0_g1_i13.p1/1-447
TRINITY_DNB8_c0_g2_i1.p1/1-483
TRINITY_DNB88_c0_g2_i2.p1/1-483
TRINITY_DN2487_c0_g1_i10.p1/1-447
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Figura 2. Dominios conservados para set de primers. A. ACT. B. GAPDHy C. TUB.

En la figura 2 se muestra el resultado de los alineamientos para los dominios funcionales de las
proteinas GAPDH, ACT y TUB, respectivamente. Se identificaron regiones altamente conservadas
en los dominios de cada una de estas proteinas. En la seccion A, la alineacion se centra en dos regiones
altamente conservadas de GAPDH: una corresponde al dominio de union a la coenzimay la otra al
dominio catalitico. En la primera regién (N-terminal), se encuentra la secuencia estrictamente
conservada NGFGRIGR®’, junto con otros residuos cruciales para la unién del cofactor de nucleétido
de piridina (Asp-122). La segunda region, ubicada en el centro de las secuencias GAPDH, incluye
varios residuos que participan en la union del sustrato, como la cisteina catalitica (Cys-241), una
segunda cisteina cercana al sitio activo (Cys-245) y His-181, fundamental para activar Cys-241°%".

Estas caracteristicas conforman un dominio conservado. Sin embargo, dentro del recuadro verde, se
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observan degeneraciones de los péptidos, que podria afectar la funcionalidad de la proteina GAPDH.
Lo que puede dar lugar a cambios en los aminoacidos que se traducen a partir de ellos, alterando las
propiedades estructurales o funcionales de la proteina. Esto podria resultar en variaciones en la

capacidad de unién a sustratos, en la eficiencia catalitica o en la estabilidad de la proteina.

En las secciones B y C, aunque para actina y tubulina hay similitud entre los clusters de secuencias
anotadas para la misma proteina y sus referencias, al observar el dominio de referencia, podemos
notar discrepancias en las letras del histograma. Estas variaciones pueden sefialar diferencias sutiles,
pero potencialmente significativas en la secuencia de aminoacidos dentro del dominio®. Aunque la
variabilidad general pueda ser baja, incluso pequefios cambios en la secuencia pueden tener
repercusiones en la estructura y funcién de la proteina®®. Un ejemplo de esto es la secuencia peptidica
del dominio de unién de actina de referencia WIAKaEYDE, donde se encuentra una variante en la
letra "a", resultando en WIAKYEYDE.

Ademas, la variabilidad presente en la secuencia peptidica representa un factor vital para el disefio de
los primers para cada gen, ya que si estos no cuentan con una secuencia conservada a la cual anillarse
en la PCR, es posible que no se obtengan productos de PCR o que se obtengan inespecificidades; para
solventar este inconveniente, es importante garantizar la conservacion de la secuencia
complementaria al extremo 3’ OH con el fin de que se sinteticen nuevas cadenas de ADN a partir de

regiones con un mayor grado de conservacion®s.

4.4. Disefio de primers mRNA especificos para los genes GAPDH, ACT y TUB.
Una vez identificados los dominios funcionales de interés, se realizo el disefio de primers empleando
como referencias el dominio de union a la coenzima y el dominio catalitico para GAPDH. Para actina
y tubulina, se consider6 que el disefio de cebadores abarcara la mayor parte del dominio. Cabe resaltar
que, debido a limitaciones de tiempo y recursos, no se tuvo en cuenta la degeneracion de los codones
en el disefio, lo que ocasiono que los primers no fueran completamente especificos. En la Tabla 6 se

presentan los primers empleados.

En la Figura 3, se muestra la ubicacion de los primers disefiados en las regiones de los mensajeros
que se amplificaron. Es importante sefialar que, Unicamente se presentan los alineamientos de los
primers que lograron amplificacion, con la excepcién de los primers ACTF1R1 y ACTF2R2, los

cuales no generaron ningun producto.
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Tabla 6. Primers disefiados para cada gen y sus caracteristicas especificas.

Template Product
No.| Name Sequence (5'->3") Length | Start | Stop| Tm | GC%
strand lenght
ACTF1 GGAATGGTCAAGGCTGGGTT Plus 20 49 | 68 | 588 | 55
. ACTR1 | GACATGGAGAAGATCTGGCAT CA | Minus 23 247 | 268 | 57,5 | 47,8 22l
ACTF2 TGGGATGACATGGAGAAGATCT Plus 22 241 | 262 | 56,2 | 45,5
2 ACTR2 TGGACTCTGGTGATGGTGT Minus 19 446 | 482 | 56,6 | 50 242
GADPHF1 | GATCAAGATCGGAATCAACGGATT Plus 24 270 | 293 | 55,1 | 41,7
’ GADPHR1 GAAGGGTGGTGCCAAGAA Minus 18 603 | 620 | 55,2 | 55,6 1
GADPHF2 | GTTTGTTGTGGGTGTCAATGAG Plus 22 657 | 678 | 54,6 | 45,5
4 GADPHR2 TGGAGAGGTGGAAGAGCT Minus 18 853 | 870 | 55,1 | 55,6 21
TUBF1 TCTTCCGCCCGGACAACTTCGT Plus 21 364 | 384 |66.37 | 59.09
> TUBR1 CCGAGAACTGCGACTGCTTGCA Minus 22 484 | 505 |65.79 | 59.09 14z
A1 ACT Primer Forward Primer Reverse

50 60 250 260 2

1 1
TRINITY DN247 c0 g1 i1.p1 GGAATGGTCAAGGCTGGTTTT {GACATGGAGAAGATCTGGCATCAC
TRINITY DN247 ¢c0 g1 i3p1 GGAATGGTCAAGGCTGGATTT ‘GACATGGAGAAGATCTGGCATCAC
TRINITY_DN247_c0_g1.i7.p1 GGAATGGTCAAGGCTGGATTC 'GACATGGAGAAGATCTGGCATCAC

TRINITY_DN247_c0_g2_ i1.p1 GGAATG AAGGCT IC GACATGGAGAAGATTTGGCATCAC
ACTForward1 [CERASEEREARGaEReaam. | - - - - - - o oo .

HETRRgRY RS e S e = o 6 acaTccacaagaTcTaGCATCA-

GGAATGGTCAAGGCTGG+TT+ GACATGGAGAAGATCTGGCATCAC

A2 ACT Primer Forward Primer Reverse

2'40 2|50 2[60 4|70 4.80
TRINITY_DN247 c0 _g1_i1.p1 CTGGGACGACATGGAGAAGATCTGt TGGACTCTGGTGATGGTGTC

y CTGGGATGACATGGAGAAGATCTGt TGGACTCTGGTGATGGTGTC
TRINITY_DN247_c0_g1_R.,p1 TTGGGATGACATGGAGAAGATCTGt TTGACTCCGGTGATGGTGTG

TRINITY_DN247_c0_g1_i7.p1 ( TTGATTCTGGTGATGGTGTG
TRINITY_DN247 _c0_g2 _i1.p1 | -TGGGATGACATGGAGAAGAT cﬁ. ....................

ACTForward2 = ~<" - cctmtssssssssssssses ITGGACTCTGGTGATGGTGT ]
ACTReverse2
Consensus CTGGGATGACATGGAGAAGATCTG( TGGACTCTGGTGATGGTGT+
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B. GAPDH Primer Forward Primer Reverse
660 Gl?() ¢ EfSD §70

3
TRINITY_DN10098_c0_g7_i1.pT TGTTTGTAGTTGGAGTCAATGAGA STGGAGAGGAGGCCGTGGAG!
TRINITY_DN444_c3 g1 i1pi TGTTCGTTGTTGGTGTCAACGAGC,}TGGAGAGGTGGAAGGGCTG!

TRINITY_DN444_c3 g2_i1.p1 TGITITGITGT TGTCAATGAAC, JTGGAGAGGTGGACGAGCTG!
GAPDHForward2 I-GTTTGTTGTGGGTGTCAATGAGi ....................

GAPDHReverse2 = " Tt Tttt sssmsmssssmmmmsss ITGGAGAGGTGGAAGAGCT i

Consensus

TGTTTGTTGT+GGTGTCAATGAGC, 2 TGGAGAGGTGGA+GAGCTG!

c TUB Primer Forward Primer Reverse

370 380 490 500
TRINITY_DN2487_c0_g1_i1.p1 |CCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGE AACTGCGACTGCTTGCAAGGETTT
TRINITY_DN2487 c0_g1_i10.p1 CCGCCCCCACAACTTCCTCTTCGE AACTGCGACTGCTTGCAAGGGTTT
2 ' c0 af i CCGCCCGGACAACTTCGTCTTCGE AACTGCGACTGCTTGCAAGGATTC
TRINITY"DN2487“CO—Q1“’.11'p1 CCGCCCGGACAACTTCGTCTTCGC AACTGCGACTGCTTGCAAGGATTC
TRINITY_DN2487_c0_91_i12p2 |GGGGEEGGACAACTTCETCTTCGE AACTGCGACTGCTTGCAAGGGTTT
TRINITY_DN2487_c0_g1_i13.p1 TAGGCCTGATAACTTCCTGTTCGE AATTGTGACTGTCTTCAAGGTTTC
TRINITY_DN88_c0_g2 i1.p1 A ALl - AACTGTGACTGCTTGCAAGGATTC
TRINITY DN88 _c0 g2 i2p1 |k LCIICCGCCCGCACAACTTCOT] o
TUBForwardi et [ CCGAGAACTGCGACTGCTTGCA ]

TUBReverse1

Consensus CCGCCCGGACAACTTCGTCTTCGG AACTGCGACTGCTTGCAAGGGTTC

Figura 3. Alineamientos de los mRNA con su respectivo set de primers empleados para su
amplificacién del domino conservado para A. ACT. B. GAPDH. C. TUB. Los alineamientos se

realizaron con Clustal O.

Como se aprecia en la Figura 3 para ACT, no existe tanta variacion en las secuencias codificantes,
observandose que el primer reverse presenta solamente una variacion. En contraste, GAPDHy TUB
presentan algun grado de degeneracion en relacion con sus respectivas secuencias de referencia. Lo
anterior se debe a que, si bien los contigs en la Tabla 5 muestran un porcentaje de identidad muy
elevado, una vez estos se comparan con otras secuencias homologas, se pueden encontrazr
variaciones en la secuencia peptidica que indiquen variaciones significativas en la formacién de sus
codones. Estas diferencias pueden atribuirse a isoformas de las mismas proteinas®*. Ademas, estas
presentan un E-value cercano a 0, lo que me indica que la coincidencia observada es menos probable
gue haya ocurrido al azar, lo que sugiere la similitud entre las secuencias de GAPDH y TUB es

confiables.

4.5. Extraccion de mRNA.
Para llevar a cabo las pruebas moleculares que permitan verificar el posible uso de los genes GAPDH,
ACT y TUB como genes HK en C. angustifolia, se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos a partir
de una muestra de tejido vegetal de esta especie. Dada la sensibilidad de la técnica de PCR ante una

posible contaminacién que disminuya su eficiencia, es importante resaltar que la integridad del
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MRNA extraido es indispensable para el correcto desarrollo de todas las pruebas y experimentos a

realizar.

Si bien una célula bajo la influencia de factores internos y del entorno externo es una forma viva,
dindmica y variable, se puede concluir que, en diversas muestras habra una gran variabilidad, tanto
en las cantidades absolutas como en el contenido relativo de cada ARNm. Los errores en el pipeteado
y la transferencia del material pueden ser una de las razones de dicha variabilidad, lo que afecta
significativamente la amplificacion de productos de PCR de interés y las pruebas subsiguientes®.

Ahora, no solo es importante considerar la calidad del ARN extraido del tejido vegetal recolectado,
sino también la variabilidad en la expresion que presentan los genes bajo diferentes condiciones
bidticas y abioticas. Varios genes, entre ellos ACT, TUB y GAPDH, son utilizados habitualmente
como genes de referencia para ensayos de expresion génica en diferentes especies vegetales, pero se
ha reportado que estos presentan una expresion variable entre diferentes especies, tejidos o
condiciones ambientales®-¢3. Por ejemplo, se ha reportado que la proteina GAPDH presenta una
expresion estable el pasto bufal (Buchloe dactyloides) bajo un tratamiento por calor®, y en las hojas
y raices de Lolium arundinaceum bajo estrés por sequia®; sin embargo, se ha comprobado que su

expresion es inestable en especies como el arroz (Oryza sativa) en diversas condiciones ambientales®®,

En el caso de ACT y TUB, su uso como HKSs ha sido recomendado para tratamientos con estrés por
salinidad y sequia en Vigna mungo®’; no obstante, en la especie Caragana intermedia se encontré que
su expresion es muy variable bajo cuatro condiciones de estrés abiético diferentestl. En su
investigacion, Yang et al. 2015% encontraron que el gen TUB puede ser empleado como gen
normalizador para experimentos de gRT-PCR en hojas y raices de Lolium arundinaceum bajo estrés

por salinidad y tratamientos con diferentes temperaturas.

4.6 Verificacion in-vitro.
Una vez disefiados los primers y extraida la muestra a emplear para los experimentos subsiguientes,
se procedio a la amplificacion, mediante PCR convencional (punto final) los fragmentos de los genes
de interés. Los productos de PCR para cada gen se elucidaron en geles de agarosa a una concentracion

del 2%. Los resultados obtenidos de las amplificaciones se muestran en la siguiente figura.
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A. B Cc

WM NTC 1 2 3 4 5 WM NTC 1 2 3 4 1 2 3 4 5

Figura 4. Electroforesis de los productos de PCR de la amplificacion de los genes mRNA en geles
de agarosa al 2%. A. Amplificacion de ACT con primers ACTF1R1 y ACTF2R2. Carriles WM:
marcador de peso molecular GeneRuler™ DNA Ladder 1kb (Cat No. SM0311, ThermoFisher
Scientific), NTC: Control negativo. 1. ACT F1R1. 2. ACT F2R2. Carriles 1-5 Temperaturas para la
estandarizacion de los primers. 1. 60°C. 2. 58,8 °C. 3. 56,8 °C. 4. 54,3 °C. 5.50,0 °C. B. Amplificacién
de GAPDH con primers GAPDHF2R2. Carriles WM: marcador de peso molecular GeneRuler™
DNA Ladder 1kb (Cat No. SM0311, ThermoFisher Scientific), NTC: Control negativo. Carriles:
Temperaturas para la estandarizacion del primer a 1. 60°C. 2. 56,8 °C. 3. 54,3 °C. 4. 54.6 °C. 5. 50,0
°C. C. Amplificacion de TUB con primers TUBF1R1. Carriles WM: marcador de peso molecular
GeneRuler™ DNA Ladder 1kb (Cat No. SM0311, ThermoFisher Scientific), NTC: Control negativo.
Carriles: Temperaturas para la estandarizacién del primer a 1. 60.0°C. 2. 61.2 °C. 3. 62.0 °C. 4. 63.1
°C.5.64.1°C.

Como se muestra en la figura anterior, se determinaron productos para PCR con el peso molecular
deseado para los genes GAPDH y TUB. Esto podria confirmar que las secuencias objeticos,
correspondientes a los dominios funcionales de estos genes, estan presentes en las muestras de ADNc
utilizadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la PCR no es una técnica que permita
conocer la identidad exacta del producto obtenido, ya que su sensibilidad no es suficientemente alta®®,
Ademas, la presencia de las bandas esperadas en el gel no proporciona informacion sobre la precision
de la secuencia nucleotidica de los productos amplificados. Por esta razon, los productos obtenidos
fueron sometidos a secuenciacion Sanger con el fin de validar los resultados.

Por otro lado, no se observaron bandas apreciables en los carriles 1-5 del gen ACT. Esta ausencia de
amplificacion puede atribuirse a diversos factores. Uno de ellos podria ser un disefio de primers poco
efectivo. En este caso, no se tuvo en cuenta el principio de la degeneracion de los cebadores para
abarcar las posibles variaciones en el uso de codones. Sin embargo, si la degeneracion no fue

suficiente o si las variaciones en la secuencia del gen ACT son demasiado grandes, los primers pueden

24



no ser capaces de unirse de manera efectiva a la secuencia objetivo, lo que resulta en la ausencia de
amplificacién durante la PCR. Por tanto, cabe la posibilidad de que la secuencia del gen ACT en esta
planta en particular difiera de la secuencia reportada. Esto podria deberse a la distancia taxonémica

entre los genes de referencia®, lo que podria haber conducido a cambios en el uso de codones.

Por otro lado, la variabilidad en la expresion del gen ACT en los diferentes estudios mencionados
previamente (ver Extraccion de mRNA) plantea dudas sobre su idoneidad como normalizador en
estudios moleculares. Aunque un gen HK se utiliza como un estandar interno cuya expresion se asume
constante entre distintos grupos experimentales®®, la inestabilidad en la expresién del gen ACT bajo
ciertas condiciones ambientales resalta la necesidad de validar su uso como HK para futuras
investigaciones. Esto no solo implica que la eleccién de un gen inadecuado pueda afectar
significativamente el estudio, sino también que el gen seleccionado como normalizador podria no
expresarse en el tejido vegetal que se desea investigar’®"2, Este es un factor crucial, ya que podria ser

una razén adicional para los resultados negativos obtenidos en las pruebas realizadas para el gen ACT.

4.7. Secuenciacion Sanger
Como se mencioné anteriormente, se logré la amplificacién de los productos de PCR con un peso
molecular similar al establecido de forma in-silico para los genes GAPDH y TUB. Este resultado es
significativo, ya que podria indicar la presencia de estos genes tanto en especimenes in-vitro como
en especimenes silvestres. Es importante destacar que, los cultivos utilizados para la extraccion de
las muestras son clones obtenidos a partir de raices de un individuo silvestre de C. angustifolia. Sin
embargo, para asegurar la identidad de estos fragmentos, se realizd la verificacion mediante
secuenciacion Sanger, seguida de un analisis en la herramienta Blastn para conocer la especificidad

de estas secuencias.
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Total Query E Per.

Description
- Score Cover wvalue Ident
v
Antiaris toxicaria isolate JCL G002 chromosome 1 107  35% 1e-18 86.52%
Antiaris toxicaria isolate JCLG002 chromosome 1 103  35%  6e-17 8539%

PREDICTED: Cannabis sativa molybdopterin biosynthesis protein CNX1 (LOC115719472), mRNA 915 25% 1e-13 90.77%

PREDICTED: Cannabis sativa molybdopterin biosynthesis protein CNX1-like (LOC133032906), mRNA 91.5 25% 1e-13 90.77%

Euphorbia peplus chromosome 7 89.7 31% 4e-13 84.81%
Alnus glutinosa genome assembly, chromosome: 9 86.0 31% 5e-12 84.81%
Gnaphalium uliginosum genome assembly, chromosome: 3 833 26% 6e-11 86.76%
Quercus cerris genome assembly, chromosome: 6 833 30% 6Ge-11 83.33%
Quercus variabilis isolate HB chromosome 1a 83.3 30% Ge-11  83.33%
Quercus variabilis isolate HB chromosome 1b 83.3 30% 6e-11  83.33%
Quercus dentata isolate Qdleaves-2020 chromosome 1 833 30%  6e-11 83.33%
Quercus robur genome assembly, chromosome: 1 83.3 30% 6e-11  83.33%

PREDICTED: Humulus lupulus molybdopterin biosynthesis protein CNX1 (LOC133788780), mRNA 824 25% 6e-11 87.69%

Figura 5. Resultados obtenidos en la herramienta Blast Nucleotide a partir de la secuencia obtenida
para el gen GAPDH.

En los resultados de secuenciacién a partir de los productos de PCR para el gen GAPDH, se encontrd
gue las secuencias obtenidas correspondian a la proteina de biosintesis de molibdopterina en
Arabidopsis, en lugar del gen GAPDH esperado. Por lo cual, es posible considerar la presencia de
proteinas de biosintesis de molibdopterinas en la muestra, sin embargo, se requieren analisis

adicionales para validar esta hipotesis.

Tanto las molibdopterinas como la proteina GAPDH estan involucradas en el metabolismo energético
de la planta’™, aunque de maneras diferentes. Las molibdopterinas son el producto generado por la
enzima Proteina de biosintesis de molybdoterinas (PMB), que actia como un aldehidro
desidrogenasa, la cual requiere molibdeno en su estructura y desempefian un papel crucial en varios
procesos metabélicos en las plantas, como la fijacion de nitrgeno, la asimilacién de nitratos y la
sintesis de fitohormonas’™. Por otro lado, GAPDH es una enzima clave en la via glucolitica, implicada
en la produccién de energia en las células vegetales generando NADH como producto®. Esta
interconexion metabolica sugiere que las actividades de estas enzimas pueden estar coordinadas para

mantener el equilibrio energético en la célula vegetal™.

Es importante considerar cdmo los productos y subproductos de las molibdopterinas pueden afectar
directa o indirectamente la ruta metabdlica donde actia GAPDH. Por ejemplo, la reduccion de nitrato
a amonio por la enzima nitrato reductasa, una molibdopterina, produce NADP*, lo que puede influir
en la disponibilidad de NADP*/NADPH, cofactores esenciales para la actividad de GAPDH®,
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Ademas, la posible presencia de variantes de genes, tanto en PMB como en GAPDH, podria haber
contribuido a la amplificacién cruzada durante la PCR. Si los primers utilizados no eran especificos
para GAPDH, es posible que también amplificaran secuencias homologas de PBM, ya que esta
proteina participa en una ruta similiar a GAPDH y presenta dominios conservados muy parececidos,

lo que explicaria el resultado inesperado obtenido en la secuenciacidén Sanger para el gen de intereés.

La posible presencia de variantes génicas tanto en PBM como en GAPDH podria haber contribuido
a la amplificacion cruzada durante la PCR. Esto se debe a que, si los primers disefiados no eran
especificos para amplificar GAPDH, es probable que también amplificaran secuencias homélogas de
PBM. Ya que, esta participa en una ruta metabdlica similar a GAPDH y presenta dominios
conservados muy similares. Por lo tanto, la similitud entre ambas proteinas podria explicar el

resultado inesperado obtenido en la secuenciacién Sanger para el gen de interés

Como se observa en la figura 5, este resultado esta respaldado por un valor de cobertura del 25%, un
E-value (valor esperado) de 1x10”"-13 y un porcentaje de identidad del 90.77%. El valor de cobertura
indica la proporcion de la secuencia de consulta alineada con una secuencia en la base de datos; el
resultado obtenido fue del 25%, relativamente bajo y no representativo de la cobertura completa de
la secuencia sometida. En cuanto al E-value, este pardmetro estima el nimero de alineaciones que se
esperarian por azar con una puntuacion igual o mayor. Un valor bajo indica una alineacion
significativa, por lo cual se puede afirmar que este resultado es significativo para esta secuencia. Por
altimo, el porcentaje de identidad representa el porcentaje de nucleétidos idénticos en la region
alineada; un valor del 90.77% indica una identidad significativamente alta entre la secuencia sometida
y las PBM™,
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Description Scientific Name
4 -

PREDICTED: Oryza brachyantha tubulin beta-1 chain-like (LOC102705253), mRNA Oryza brachyantha
Triticum aestivum mRNA, clone: tplb0033h20, cultivar Chinese Spring Triticum aestivum
Triticum aestivum mRNA, clone: tplb0062c05, cultivar Chinese Spring Triticum aestivum
PREDICTED: Syzygium oleosum tubulin beta chain-like (LOC115669818), mRNA Syzygium oleosum
PREDICTED: Triticum urartu tubulin beta-3 chain (LOC125516174), mRNA Triticum urartu
PREDICTED: Triticum aestivum tubulin beta-3 chain (LOC123132419), mRNA Triticum aestivum
PREDICTED: Triticum dicoccoides tubulin beta-3 chain (LOC119315850), mRNA Triticum dicoccoides
Bromus tectorum tubulin beta chain 4 isoform 4 (tub4) mRNA, complete cds Bromus tectorum
Bromus tectorum tubulin beta chain 4 isoform 3 (tub4) mRNA, complete cds Bromus tectorum
Bromus tectorum tubulin beta chain 4 isoform 2 (tub4) mRNA, complete cds Bromus tectorum

Query
Cover
v
96%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
96%
96%
96%

E
value

v
1e-54
5e-54
5e-54
5e-54
5e-54
5e-54
5e-54
6e-53
6e-53
6e-53

Per.
Ident
v
96.38%
95.10%
95.10%
95.10%
95.10%
95.10%
95.10%
95.65%
95.65%
95.65%

Figura 6. Resultados obtenidos en la herramienta Blast Nucleotide a partir de la secuencia obtenida

para el gen TUB.

En cuanto al resultado obtenido por la herramienta Blastn para la secuencia del gen TUB, como se

observa en la figura 6, la secuencia sometida corresponde en un 96.38% de identidad con el gen -

tubulina en la especie Oryza brachyantha reportada en el repositorio del NCBI. A su vez, se obtuvo

un valor de cobertura del 96% y un E-value = 1x10"-54. Los pardmetros anteriores indican, en primer

lugar, que la secuencia de consulta estd muy bien alineada con la secuencia anotada en la base de

datos. Ademas, el E-value indica que hay un gran nimero de alineaciones que se esperarian por azar

con una puntuacion igual o mayor ya que se obtuvo un resultado significativamente bajo™.

10 120
AGCCAAAATAAAAGGG BSTQTTCATYSWYG'IPCCG

Figura 7. Electroferogramas de las secuencias de los genes A) GAPDH y B) TUB.

La Figura 7 presenta los electroferogramas que representan las secuencias obtenidas para los genes

GAPDH y TUB. Se observan disparidades en la calidad de estos graficos, lo que puede complicar la
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interpretacion de los resultados. Entre los errores mas frecuentes que pueden explicar la falta de
resolucién en la Figura 7, se encuentran: (1) muy baja concentracion de muestra empleada en la
reaccion de secuenciacion, lo cual impide que se detecte sefial fluorescente; y (2) un proceso
ineficiente de purificacién de la reaccién de secuenciacion, lo que ocasiona que no se eliminen
correctamente los dNTPSs libres u otros residuos de la reaccion y afecten la sefial emitida por los

amplicones a secuenciar’s’”.

5. CONCLUSIONES

Se logrd identificar el gen TUB como un potencial gen constitutivo para C. angustifolia. Este
resultado servird de base para futuros estudios que permitan validar la hipotesis planteada y
contribuira a la normalizacién de la expresion génica en esta especie. Por otro lado, si bien no se
obtuvieron resultados positivos en la amplificacion del gen ACT y GAPDH, es necesario realizar
investigaciones adicionales para evaluar su potencial uso como gen HK en C. angustifolia y validar
la posible presencia de la proteina de biosintesis de molibdopterinas en esta especie.

Estos hallazgos, junto con la identificacion del gen TUB, serviran como base para futuras
investigaciones sobre la caracterizacién de genes constitutivos en C. angustifolia, destacando la
necesidad de un mayor enfoque en la investigacion molecular de esta especie para evaluar con mayor

precisién sus genes constitutivos.
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