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RESUMEN

Se presenta el aislamiento y caracterizacibn molecular de un
fragmento de DNA gendmico de lulo (Solanum quitoense Lam.) junto con
evidencias que permiten postularlo como candidato a gen de polifenol
oxidasa (ppo). Se disenaron dos parejas de oligonucleotidos especificos que
permitieron amplificar mediante PCR dos fragmentos de 950 y 920 pb
correspondientes a las regiones 5" y 3" del gen; los productos de PCR fueron
secuenciados y ensamblados para obtener una secuencia final de 1430 pb
que presentd valores de identidad entre 80 y 83% con los genes ppo de
papa, tomate y tabaco y un contenido de guaninas-citosinas del 43.5% que
esta dentro de los rangos determinados para los mismos. De otro lado, un
fragmento de DNA de papa utilizado como sonda en el analisis Southern del
genoma de lulo produjo una sefal de hibridacién positiva Unica de alto peso
molecular (12 kb) que si bien confirma la presencia de genes ppo en el
genoma de lulo, no permite confirmar ni descartar la posibilidad de que
existan varias copias de genes ppo en esta especie. La proteina hipotética
deducida de la secuencia nucleotidica identificada presentd valores de
identidad entre 80 y 83% con las PPO de tomate, papa y tabaco e incluye el
dominio funcional caracteristico de las tirosinasas, familia de proteinas que
incluye a las PPO de las plantas. El alineamiento de las PPO de solanaceas
y otras especies con la proteina hipotética de lulo sefialé que el sitio de unién
a cobre A estaria ubicado entre la histidina 100 y el tript6fano 136 y que es
muy parecido al observado en las PPO E y F de tomate y A y B de papa; el
sitio de unién a cobre B estaria localizado entre la histidina 231 y el aspartato
284 y es muy semejante al observado en las proteinas antes mencionadas.
El analisis filogenético realizado con las PPO ya reportadas y la proteina
hipotética de lulo ubic6é a esta ultima en el mismo grupo en el que se
encuentran las pertenecientes a las solanaceas anteriormente referidas, muy

cerca de las PPO E y F de tomate, A y B de papa y PPO de tabaco. Este
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candidato a gen ppo de lulo podria ser Util para estudios de silenciamiento de
la expresién de PPO empleando la técnica de RNA antisentido.



1. INTRODUCCION

El lulo (Solanum quitoense Lam.), perteneciente a la familia
Solanaceae (asi como la papa, el tomate y el tabaco) es una especie
frutal originaria de los Andes de Colombia, Pert y Ecuador (Heiser, 1985),
la cual ha sido considerada como promisoria para la explotacion agricola
e industrial por mas de 80 afos. Segun M. Lobo (comunicacién personal,
15 de mayo, 2009), en Colombia la productividad del lulo alcanza niveles
que estan por debajo del rendimiento potencial debido a la baja oferta
tecnolégica disponible para esta especie y a que los esfuerzos de
investigacion y fomento se han canalizado a cultivos tradicionales
relacionados con la seguridad alimentaria, la industria y la generacién de
divisas.

Se estima que en Colombia la superficie sembrada con lulo en
2003 ascendi6 a 5.750 hectareas, con una produccion anual de 47.236
toneladas (CCl, 2006). Aunque la especie tiene un gran mercado y
amplia aceptacion en el pais, para suplir la demanda nacional se precisa
importar de Ecuador aproximadamente el 25% del volumen consumido
por afno, lo que equivale a la produccién de alrededor de 1000 hectareas
(Torres, 2002). De otro lado, la comercializacion de aproximadamente el
50% de la produccién nacional se ve considerablemente limitada debido a
los dafnos ocasionados por un fendmeno cuyas caracteristicas son muy

similares a las del pardeamiento enzimatico (Arias, et al., 2006).

El pardeamiento enzimético es el principal causante del deterioro
del color de la corteza y la pulpa en la gran mayoria de frutas y verduras
de importancia agricola y econdmica, hecho que limita de manera
significativa la posibilidad de comercializacién del producto, ya sea para el
consumo en fresco o para el procesamiento industrial (McEvily, et al.,
1992). Este fendmeno es provocado por la accién de una familia de

enzimas denominadas polifenol oxidasas (PPO), las cuales estan
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confinadas dentro de los plastidios de las células vegetales y se liberan al
citoplasma una vez que se ha producido dafo en la estructura celular de
los tejidos como consecuencia del impacto mecéanico ocasionado durante
la recoleccion de la cosecha y la manipulacién poscosecha de los frutos
(Vaughn y Duke, 1981; Vaughn, et al., 1988).

El método mas ampliamente utilizado para controlar el
pardeamiento enzimatico en los productos alimenticios procesados es la
adicibn de agentes quimicos antioxidantes tales como los sulfitos
(Martinez y Whitaker, 1995). Sin embargo, estudios efectuados por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) han
demostrado que dichas sustancias representan un riesgo para la salud
humana (Timbo, et al., 2004). Por tal razén, la busqueda de alternativas
de naturaleza biotecnolégica a éste problema ha cobrado gran
importancia a nivel mundial. Para implementar una de tales opciones,
conocida como silenciamiento de genes mediante RNA antisentido, se
requiere aislar un gen o parte de un gen ppo.

En todas las especies vegetales econdmicamente importantes en
las que se observa este fendmeno se han encontrado genes que codifican
para PPO (Newman, et al., 1993; Thygesen, et al., 1995; Goldman, et al.,
1998). Se presume que la alteracion anteriormente referida en lulo es
pardeamiento enzimatico. Sin embargo, hasta la fecha no se conocen
estudios bioquimicos que demuestren la presencia de polifenol oxidasas
en lulo y tampoco hay reportes de la existencia de genes ppo en la

especie.

El objetivo principal que motivé la realizacion de este trabajo fue
aislar y caracterizar desde el punto de vista molecular un gen responsable
de la expresion de una polifenol oxidasas en lulo (Solanum quitoense
Lam., accesion ILS 388). Para lograr tal fin, los objetivos especificos que

se plantearon fueron:



(i) Disenar oligonucleétidos que permitieran amplificar mediante PCR un
gen ppo de lulo. (ii) Amplificar mediante PCR un gen ppo de lulo. (iii)
Determinar la secuencia de nucleétidos del gen aislado. (iv) Establecer el
grado de similitud del gen identificado en lulo con los genes ppo de otras
especies. (v) Establecer el grado de similitud de la proteina deducida del
gen aislado con las PPO previamente reportadas. (vi) Determinar el nivel

de relacion filogenética de la proteina deducida con otras PPO conocidas.

En esta investigacion se aisl6 y caracterizé desde el punto de vista
molecular un fragmento de DNA gendémico de lulo de 1430 pb que mostro
valores de identidad que oscilan entre 80 y 83% con genes ppo de papa,
tomate y tabaco. De otro lado, un fragmento de DNA de papa utilizado
como sonda en el analisis Southern del genoma de lulo produjo una senal
de hibridacion positiva Unica de alto peso molecular (12 kb) que si bien
confirma la presencia de genes ppo en el genoma de lulo, no permite
confirmar ni descartar la posibilidad de que existan varias copias de genes
ppo en esta especie. La proteina hipotética deducida de la secuencia de
DNA identificada present6 valores de identidad entre 80 y 83% con las
PPO de las solanaceas e incluyo6 el dominio funcional caracteristico de las
tirosinasas, familia de proteinas dentro de la cual se encuentran las PPO
de las plantas. Finalmente, el analisis filogenético realizado ubicé a la
proteina hipotética de lulo en el mismo grupo en el que se encuentran las
pertenecientes a las solanaceas anteriormente referidas. Las evidencias
que se presentan en este trabajo permiten postular al fragmento de 1430
pb aqui descrito como candidato a gen ppo de lulo, el cual podria ser de
gran utilidad en los estudios de silenciamiento de la expresion de
proteinas PPO que emplean la técnica de RNA antisentido.



2. MARCO TEORICO

2.1. Origen, distribucion y habitat del lulo

El lulo o naranjilla (Solanum quitoense Lam.) es una especie frutal
andina perteneciente a la familia Solanaceae, cuyo centro primario de
diversidad y variabilidad genéticas comprende el area de Colombia,
Ecuador y Peru. EIl taxén corresponde a la seccidén Lasiocarpa, la cual
comprende 13 especies de las cuales 8 se encuentran en Colombia, lo
que indica que en nuestro pais se encuentra la mayor diversidad a nivel
de numero de taxa (Heiser, 1985). Cultivada a alturas entre 700 y 2000
metros sobre el nivel de mar (m.s.n.m), la especie se encuentra distribuida
desde Chile hasta México (Miranda, et al., 1999). En Colombia se cultiva
en el rango altitudinal comprendido entre 1600 y 2400 m.s.n.m. (Galvis y
Herrera, 1999) en los departamentos de Narifio, Huila, Quindio, Valle,
Cauca, Risaralda, Caldas, Santander, Antioquia, Caquetd y Tolima
(Gbémez, et al., 1999).

El lulo crece en forma espontanea en el area andina, situandose
especialmente en condiciones de sotobosque (lugares frescos vy
sombreados) cercanos a corrientes de agua. La planta presenta hojas de
gran tamarno, con angulos de insercion obtusos o0 agudos para captar la
luz que pasa a través del bosque. Bajo este conjunto de condiciones
florece y fructifica en forma casi continua y presenta periodos productivos
prolongados. A partir de plantas que crecen espontaneamente, el hombre
toma los materiales para siembra tanto a plena exposicion solar como
bajo sombrio. Segun M. Lobo (comunicacién personal, 15 de mayo,
2009), en el primer caso, las plantas florecen vy fructifican
abundantemente, acelerandose los procesos fotosintéticos de esta
especie que como se anotd, es de sotobosque. Como consecuencia, se
reduce el periodo productivo, permaneciendo en fructificacién alrededor

de 12 meses. Luego de este tiempo, el lulo es atacado por diferentes
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enfermedades y plagas, aspecto que se menciona frecuentemente en la
literatura como limitante para el desarrollo de la especie como realidad
productiva. En el segundo caso, los agricultores talan parcialmente el
bosque para sembrar lulo, brindandole al cultivo poca atencion. Una vez
que éste disminuye su produccion o es atacado por enfermedades, el
cultivo es abandonado.

2.2. Descripcion botanica

El lulo es considerado una especie semisilvestre no domesticada
por presentar algunas caracteristicas como: frutos con gran cantidad de
semillas para asegurar su supervivencia, dormancia en las semillas,
antocianinas, tricomas en los frutos y una bioarquitectura adecuada para
captar mayor radiacion solar. El lulo presenta una raiz pivotante, fibrosa y
superficial. El tallo es semilefioso, robusto, cilindrico, verde y suculento,
que puede crecer erecto o ramificado desde la base y presenta o no,
espinas, dependiendo de la variedad. Las ramas presentan una
distribucién radial; las hojas son palmeadas, alternas y forman un angulo
de insercion hacia abajo, de color verde intenso por el haz y verde claro

por el envés.

Las flores son hermafroditas, agrupadas en inflorescencias cima
escarpioide tipo drepanio. La flor es pentamera, perfecta; en una misma
inflorescencia se encuentran 3 tipos de flores, de estilo largo, estilo medio
y estilo corto. El ovario es supero, bilocular, pubescente y de color
amarillo. El numero promedio de flores por inflorescencia es de 5 a 10.
Las inflorescencias se encuentran adheridas a las axilas de las ramas y
en el tallo (Zuluaga, 1994). EI fruto es una baya globosa cubierta de
tricomas de color amarillo o rojo que se van perdiendo cuando el fruto
inicia su madurez. La corteza es de color amarillo intenso o anaranjado
cuando alcanza la madurez. La pulpa es translucida, jugosa y llena de

semillas. Las semillas son pequenas, con forma de lenteja, de color
5



amarillo palido o crema; se encuentran un promedio de 1000 semillas por
fruto con un peso aproximado de 22 gramos. La temperatura éptima de

germinacion se encuentra entre 21 y 26 °C (Zuluaga, 1994).

2.3. Filogenia de la seccion Lasiocarpa

Con el propésito de identificar el progenitor del lulo, desde hace
tres décadas se han realizado trabajos de sistematica, taxonomia
numeérica y cladistica. Los estudios de taxonomia numérica en los que se
han utilizado 43 caracteres (Heiser, 1972) y mas tarde 20 caracteres en
un analisis numérico mas sofisticado (Whalen y Caruso, 1983), mostraron
una considerable coincidencia e indicaron que S. candidum (Lindl.) es la
especie mas cercana a S. quitoense (Lam.). EIl primer trabajo de
cladistica para la seccién Lasiocarpa sefal6é a S. candidum (Lindl.) como
especie ancestral de S. quitoense (Lam.) (Whalen, et al., 1981).

Puesto que todas las especies analizadas son diploides, se han
intentado cruces en todas las posibles combinaciones. Los resultados
muestran algun acuerdo entre la habilidad de las especies para cruzarse.
Hay hibridos entre S. quitoense (Lam.) y S. sessiliflorum (Dunal). Los
hibridos entre S. quitoense (Lam.) y S. vestissimum (Dunal) se han
asegurado mediante cultivo de embriones. Los hibridos entre S.
quitoense (Lam.) y S. candidum (Lindl.) son dificiles de obtener, en
cambio los correspondientes al cruce S. quitoense (Lam.) con S. hirtum
(Vahl) son facilmente asegurados. Ademas, los hibridos F1 muestran una
fertilidad mas alta que la de cualquiera de los otros hibridos. En cruces
entre S. hyporhodium (A. Braun & Bouche) y S. quitoense (Lam.) los
frutos son asegurados con la primera como madre, pero las semillas son
vacias. En el caso S. quitoense (Lam.) x S. stramonifolium (Jacq.) los
frutos se desarrollan con S. quitoense (Lam.) como madre, pero no

maduran (Heiser, 1985).



Basandose en su morfologia, S. candidum (Lindl.) es claramente el
mas cercano pariente del lulo (Heiser, 1985). Sin embargo, el hecho de
que este no se cruce con lulo facilmente y que el hibrido muestre fertilidad
reducida debilita la hipétesis de que éste sea el progenitor directo.
Ademas, hay algunas diferencias morfolégicas que son bastante dificiles
de explicar si este fuera el progenitor. Desde luego, S. candidum (Lindl.)
es mucho mas diferente de lulo de lo que la variedad silvestre de S.
sessiliflorum (Dunal) es de la variedad domesticada. Con base en los
resultados de los cruces se puede sugerir a S. hirtum (Vahl) como
progenitor, excepto que aqui las diferencias morfolégicas son tan grandes
que tal relacion parece insostenible. Si como suponen algunos
investigadores, el lulo es una especie recientemente domesticada, podria
esperarse que sus progenitores estén aun con nosotros. Heiser (1985)
propone a Colombia como centro de origen de la especie.

2.4. Caracteristicas estructurales de las polifenol oxidasas (PPO)

Las polifenol oxidasas (también llamadas catecol oxidasas u orto-
difenol oxidasas) son metaloenzimas monoméricas ubicuas en las
plantas, que poseen dos sitios cataliticos a los cuales se unen una amplia
gama de sustratos fendlicos y en los que se hallan acoplados dos atomos
de cobre. Las PPO hacen parte de un grupo de proteinas portadoras de
cobre que comparten estructuras geométricas y electrénicas comunes, en
el que se encuentran la hemocianina, proteina de almacenamiento y
transporte de oxigeno en artrépodos y moluscos, y la tirosinasa, enzima
que cataliza la ortohidroxilacion de tirosina para generar D-L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-Dopa) (Lerch, 1983). La catecol oxidasa de la
batata (lpomoea batatas (L.) Lam.), especie filogenéticamente cercana a
las solanaceas, se ha convertido en modelo para las investigaciones de
estructura y funcion de este tipo de enzimas por ser una de las moléculas
méas estudiadas. Esta presenta forma elipsoidal y unas dimensiones de

55x45x45 A (PDB ID: 1bt3). La estructura secundaria es primariamente
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a-helicoidal con un nudcleo constituido por un haz de cuatro hélices (o2,
o3, oB, y o7). Este haz helicoidal aloja al centro catalitico de cobre
dinuclear y esta rodeado por las hélices a1 y a4 y varias hojas 3 cortas.
La presencia de dos puentes disulfuro (Cys11-Cys28 y Cys27-Cys89)
ayuda a anclar la region N-terminal rica en horquillas de la proteina
(constituida por los residuos 1 al 50) a la hélice a2 (Klabunde, et al.,
1998).

Figura 1. Estructura tridimensional de la PPO de batata (I[pomoea batatas).
Los cordones de color azul representan las regiones con estructura de hélice alfa
y las flechas de color café las regiones con estructura de hoja plegada beta.
Hacia el centro de la proteina se observan los dos atomos de cobre que hacen
parte de su sitio activo.



A lo largo de la evolucién sélo las estructuras con una funcion
bioldgica esencial han sido notablemente conservadas. La comparacion
de secuencias y la imposibilidad de que los sitios de cobre dinuclear
(como los existentes en las tirosinasas, hemocianinas y fenoloxidasas) se
hubieran formado repentinamente sugieren que las metaloproteinas
ancestrales probablemente tuvieron una estructura que permitia la unién

de un solo atomo de cobre (Jaenicke y Decker, 2004).

En la catecol oxidasa de batata cada uno de los dos sitios de cobre
esta delimitado por tres residuos de histidina presentes en las cuatro
hélices del haz. El sitio de cobre A esta delimitado por His 88, His 109 e
His 118. La His 88 esta localizada en la mitad de la hélice a2, la His 109
y la His 118 estan al comienzo y en la mitad de la hélice o3
respectivamente. El sitio de cobre B esta delimitado por His 240, His 244
e His 274. Estos residuos se encuentran en la mitad de las hélices a6 y
o7. En el estado oxidado de la proteina, los dos iones cupricos se

encuentran a una distancia de 2.9 A.

Ademas de los seis ligandos de histidina, existe una molécula
(posiblemente un i6n hidréxido) que completa la esfera de coordinacion
piramidal trigonal para ambos iones metalicos con la His 109 y la His 240,
que se hallan en posiciones apicales del poliedro de coordinacién para el
cobre A y el cobre B respectivamente (Klabunde, et al., 1998). Esta
conformacion estructural coincide con los datos de estructura fina de
absorcién de rayos X extendida (EXAFS) para las catecol oxidasas
oxidadas de Lycopus europaeus (L.) y batata, que ratifican una distancia
Cu-Cu de 2.9 A en ambas enzimas. Tras la reduccién de la enzima, la
separacién metal-metal incrementa significativamente a 4.4 A, mientras
las histidinas se mueven levemente y no se observa cambio
conformacional significativo para otros residuos de la proteina (Eicken, et
al., 1998).



Una caracteristica interesante del centro de cobre dinuclear en las
catecol oxidasas es la presencia de un enlace covalente tioéter formado
entre el carbono ¢ de la His 109, uno de los ligandos del cobre, y el &tomo
de azufre de la Cys 92. De manera interesante, una unién tioéter ha sido
descrita para la enzima de cobre mononuclear galactosa oxidasa. En este
caso, la union covalente se produce entre el carbono € de una tirosina y
el atomo de azufre de la cisteina (lto, et al., 1991). Existen reportes de
uniones cisteinil-histidinil en la tirosinasa de Neurospora crassa (Shear &
B. O. Dodge) (Lerch, 1982) también como en la hemocianina de moluscos
(Gielens, et al., 1997; Miller, et al., 1998). La estructura de la unidad
funcional de la hemocianina en moluscos también muestra una de las seis
histidinas que actian como ligando involucrada en una union tioéter (Cuff,
et al., 1998). La estructura cristalina de la catecol oxidasa de batata
revela que la presencia de esta union covalente confiere restricciones
estructurales adicionales en la regién del centro de cobre A. Este estado
puede optimizar la estructura electronica del metal requerido para la
oxidacion del substrato difendlico y puede permitir una rapida

transferencia de electrones en el proceso redox.

En todas las proteinas de cobre tipo 3 conocidas, la entrada al sitio
activo esta cubierta por un aminoéacido, el cual tiene que ser removido
para que se produzca la activacion de la enzima. En el caso de la
hemocianina de los artropodos éste aminoacido es una fenilalanina (Phe
49) dltamente conservada; en la tirosinasa de Streptomyces
castaneoglobisporus (Yen) Pridham es una tirosina (Tyr 98) la cual no es
proporcionada por la enzima misma sino por una proteina asociada
(Matoba, et al, 2006). En las hemocianinas de moluscos y las
fenoloxidasas de plantas un aminoacido alifatico menos conservado cierra
la entrada al sitio activo. Independientemente de su naturaleza quimica,
este aminoacido tiene que ser removido de la entrada para permitir el libre
acceso del sustrato (Marusek, et al., 2006; Decker, et al., 2007). En el

caso de la catecol oxidasa de batata el centro de cobre dinuclear se
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encuentra en el centro de un bolsillo hidrofébico delimitado por la cadena
lateral de lle 241, Phe 261, His 244, y Ala 264 mientras que el acceso al
centro catalitico esta controlado por el anillo aromatico de la Phe 261,

localizada en la horquilla que conecta las hélices a6 y a7.

Las catecol oxidasas y las hemocianinas no muestran una similitud
de secuencias significativa y no se parecen en su estructura general,
excepto por el sitio catalitico. Basandose en estudios bioquimicos
(Solomon, et al., 1996), espectroscépicos (Eicken, et al., 1998) y los datos
estructurales existentes, se ha propuesto un mecanismo catalitico en el
cual el oxigeno molecular y el substrato se unen de manera simultanea al
sitio catalitico (Klabunde, et al., 1998).

La estructura tridimensional de las PPO y su actividad catalitica
estan definidas por la existencia de puentes disulfuro que le confieren
rasgos caracteristicos. Mediante métodos quimicos se ha logrado
desnaturalizar y renaturalizar una PPO de manzana purificada y
parcialmente proteolisada, con un 88% de actividad recuperada (Mari, et
al., 1998). Las condiciones de renaturalizacion Optimas involucraron
didlisis de los extractos (previamente tratados con guanidina 6M)
empleando sulfato cuprico y sulfato de amonio, siendo este Ultimo

esencial para la recuperacion de la actividad enzimatica.

La estructura terciaria de la PPO renaturalizada result6 mucho mas
compacta gracias a la presencia de puentes disulfuro; fue resistente a
protedlisis adicional mientras que la PPO desnaturalizada fue totalmente
digerida, mostrando el papel de la estructura terciaria de la PPO
renaturalizada en la resistencia a proteasas. En batata se han aislado
dos PPO; las dos isoenzimas poseen un centro de cobre dinuclear y son
monomeros con masa molecular de 39 y 40 kDa respectivamente (Eicken,
et al., 1998).
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2.5. Actividad catalitica de las PPO

En las plantas existe una amplia variedad de moléculas
polifendlicas que son sustrato para las PPO, entre las que se destacan el
acido clorogénico (el cual es el principal polifenol en manzana madura) y
la (-)-epicatequina. Las PPO catalizan exclusivamente las reacciones de
oxidacion de orto-difenoles a orto-diquinonas (Cary, et al., 1992; Eicken,
et al., 1998). Las quinonas altamente reactivas producidas por la accién
de las PPO sobre sus sustratos fendlicos espontaneamente se
autopolimerizan para formar pigmentos (melaninas) de color café, gris o
negro, fendbmeno conocido como pardeamiento enzimatico, muy comun
en frutas y verduras y que ha sido propuesto como mecanismo de
defensa de la planta contra patégenos e insectos (Dervall, 1961; Mayer, et
al., 1979; Vaughn, et al., 1988). Aunque se pensaba que la capacidad
para oxidar moléculas de naturaleza fenodlica era exclusiva de las
fenoloxidasas, actualmente se sabe que en las hemocianinas de
moluscos y artropodos dicha funcion puede ser activada mediante
protedlisis parcial o por alteracion de la estructura tridimiensional de la
proteina como respuesta al tratamiento con sales o dodecil sulfato de
sodio (Claus y Decker, 2006). Las PPO provenientes de hongos y plantas
pueden también oxidar proteinas y residuos de tirosina unidos a péptidos,
generando entrecruzamientos inter e intramoleculares (Selinheimo, et al.,
2007).

El analisis de la actividad catalitica de las PPO empleando una
serie de buffers a pH y fuerza i6nica comunes indica que la actividad de la
enzima es mucho mayor en presencia de iones citrato y menor en iones
oxalato. La baja actividad en oxalato ha sido atribuida a un efecto
quelante del cobre (en estado de oxidacion +2) mas efectivo por parte del
dianién oxalato. En general, las sales de sodio inhiben la enzima y

aunque se observan pocas diferencias en la inhibicion entre las sales de
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sodio y potasio, el grado y tipo de la inhibicién es ani6n-dependiente
(Malkin, et al., 2001).

La actividad de la enzima es 6ptima a pH = 4, el cual es cercano al
pH de la pulpa de algunas frutas como la manzana. Sin embargo, a pH =
4 la enzima es inestable, razdn por la cual inmediatamente después de un
corte o herida la PPO (por ejemplo la de manzana) es bioquimicamente
funcional pero pierde su actividad de manera muy rapida (Murata, et al.,
1992). EIl control de la actividad PPO en manzana se ha investigado
mediante el uso de &cido ascorbico a diferentes valores de pH,
temperatura y tiempo de incubacion. La enzima es casi totalmente
inactivada a concentraciones de acido ascorbico entre 1 y 1.5%. Una
solucién de acido ascérbico al 1% causa una importante inhibicién que
esta relacionada con el incremento de los valores de acidez hasta pH =
1.0. Un tratamiento consistente en el calentamiento de rebanadas de
manzana sumergidas en soluciones de acido ascoérbico al 1% causa una
reduccion significativa del pardeamiento enzimatico; la temperatura
Optima para la inactivacion estd en el rango entre 60-70 °C.
Incrementando el tiempo de inmersion en acido ascorbico al 1% vy
evaluando diferentes valores de pH, se logra reducir la actividad fenolasa
(el-Shimi, 1993).

Ademas del acido ascorbico, existen otras sustancias naturales
como la N-acetilcisteina y el glutatién que pueden inhibir la actividad PPO.
El tratamiento de rebanadas de manzana recien cortadas con N-
acetilcisteina 1% demostré ser Util para mantener su color durante 14 dias
de almacenamiento, mientras que el uso de acido ascérbico no fue
suficiente para prevenir el deterioro del color desde el primer dia de
almacenamiento. Los agentes antipardeamiento naturales antes referidos
han demostrado ser mas efectivos que el acido ascorbico en el control del
pardeamiento enzimatico de los productos agroindustriales frescos

(Rojas-Grai, et al., 2008). Jeong y colaboradores (2009) identificaron
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doce polifenoles aislados de extractos de Morus ihou (Ser) Koidz que
tienen la propiedad de inhibir a las PPO. Entre los compuestos
estudiados hay cuatro flavanonas, cuatro flavonas y cuatro
fenilbenzofuranos. Se observd que los compuestos que tenian un grupo
resorcinol insustituido fueron inhibidores altamente efectivos de la
actividad monofenolasa; la flavona 5 mostr6 solamente actividad
inhibitoria monofenolasa mientras que la flavanona 1 y el fenilbenzofuran
9 inhibieron de manera significativa tanto la actividad monofenolasa como

la difenolasa.

2.6. Ensayos para la deteccion de PPO

Son muchos los métodos empleados para la deteccién de las PPO;
algunos permiten evidenciar la presencia de las PPO a través de la
medicion de la actividad relativa de la enzima sobre sus substratos
(Hutcheson, et al., 1980), otros miden el consumo de oxigeno molecular
durante el proceso catalitico propiciado por la enzima (Golbeck y
Cammarata, 1981), y otros son de tipo inmunoquimico, los cuales pueden
identificar mas especificamente a estas enzimas que los ensayos de
actividad antes mencionados (Lieberei, et al., 1981). Sin embargo se ha
propuesto el uso de un substrato ideal, el 4-hydroxyanisol, para
determinar la actividad fenolasa de las PPO en frutas y vegetales (Espin,
et al., 1998). El método esta basado en la reaccidén de acoplamiento entre
las quinonas producto de la oxidacion del 4-hydroxyanisol en presencia de
la polifenol oxidasa y el 3-metil-2-benzotiazolinona, para formar un
compuesto detectable mediante métodos espectrofotométricos. Este es
un método mas sensible y preciso que los reportados previamente para la
determinacion de actividad monofenolasa en PPO. Recientemente
Gandia-Herrero y colaboradores (2009) han desarrollado un método
basado en la deteccion de la fluorescencia de los productos derivados de
la actividad PPO para hacer un seguimiento del comportamiento

enzimatico de estas proteinas.
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2.7. Genes que codifican PPO

Las polifenol oxidasas vegetales son enzimas codificadas por
genes nucleares. Las diferencias existentes en la secuencia de
nucledtidos de varios clones de cDNA identificados en haba (Vicia faba L.)
son la evidencia de que los genes que codifican PPO en algunas especies
estan presentes como familias multigénicas (6 miembros en los casos de
papa y trigo, 7 miembros en el caso de tomate y al menos tres en haba)
(Thygesen, et al., 1995; Demeke y Morris, 2002; Newman, et al., 19983;
Cary, et al., 1992;) mientras en otras se ha identificado un solo gen. En
los arroces asiaticos (Oryza sativa L.) de la subespecie indica el
pardeamiento enzimatico es controlado por el gen phri, en el cual las
variaciones genéticas que lo inactivaron surgieron tres veces de manera
independiente (Yu, et al., 2008).

Los genes que codifican PPO son expresados a nivel de raiz, tallo,
hoja, peciolo, flor (érganos reproductivos) y fruto, cada uno exhibiendo
patrones de expresion temporal y espacial especificos (Thipyapong, et al.,
1997; Goldman, et al., 1998). Los mayores niveles de transcripcion de
estos genes se dan en estadios tempranos del desarrollo de los érganos
de la planta; a medida que ocurre el desarrollo los niveles de transcripcion
decrecen hasta ser virtualmente indetectables (Hunt, et al., 1993; Dry y
Robinson, 1994; Boss, et al., 1995).

Es interesante que en el caso de los tubérculos de papa la
expresion de los genes ppo y la actividad enzimatica de la proteina se
mantienen mas alld del desarrollo temprano y a lo largo del desarrollo y
crecimiento del tubérculo. En tomate, el gen p2 codifica un polipéptido de
66.3 kDa que se expresa abundantemente en meristemos florales. Este
polipéptido se acumula en primordios florales y continda siendo
expresado durante el desarrollo de 6rganos florales (Shahar, et al., 1992).
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En trabajos en los que se han empleado librerias de cDNA de hoja
de papa y tomate (Coetzer, et al., 2001; Newman, et al., 1993), se han
identificado genes ppo que presentan tamanos de aproximadamente 2
kpb. De otro lado, cinco de los siete genes ppo en tomate mostraron
secuencias divergentes en sus regiones promotoras. Tales variaciones
pueden regular la expresién diferencial de estos genes. Consistente con
otros reportes sobre la estructura de genes ppo en especies de
dicotiledéneas (Shahar, et al, 1992; Newman, et al, 1993; Dry y
Robinson, 1994), la comparacién de los genes ppo en papa muestra que
estos carecen de intrones. Esto plantea la posibilidad de que los genes
ppo estuvieran originalmente localizados en los cloroplastos y que en
algun momento fueran secuestrados por el nucleo (Thygesen, et al.,
1995). A diferencia de lo que ocurre en dicotiledéneas, los resultados de
la secuenciacion de fragmentos pertenecientes a los genes tappo-d1 y
tappo-at de trigo (Triticum aestivum L.) permitieron confirmar que en cada
uno de ellos hay dos intrones (Chang, et al., 2007).

Todos los genes ppo caracterizados hasta el momento codifican
polipéptidos precursores con tamarnos entre 66 y 71 kDa; tras el clivaje de
un péptido de transito localizado sobre el extremo N-terminal que presenta
un tamano promedio de 90 aminoacidos y que se presume participa en la
importacion de PPO a los plastidios, la proteina madura muestra tamafos
de entre 57 y 62 kDa (Cary, et al., 1992). Estos péptidos de transito son
ricos en Serina, Treonina (aminoacidos hidroxilados), Alanina y Valina
(aminoacidos hidrofébicos) y presentan una carga eléctrica neta positiva,
todas estas caracteristicas propias de este tipo de secuencias (Keegstra,
et al., 1989). Las PPO presentan valores de homologia muy elevados
entre si; al amplificar mediante PCR fragmentos de 681 pb
correspondientes a genes ppo de varias especies frutales se observa que
las secuencias de aminoacidos deducidas presentan niveles de identidad
entre 85.3 y 97.5% (Haruta, et al, 1999). Sin embargo, la mayor

conservacion de secuencias de PPO dentro y entre especies se da
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alrededor de las regiones donde se localizan los residuos de histidina los
cuales estan involucrados en la union de los atomos de cobre a la

proteina (Thygesen, et al., 1995).

En plantas maduras los niveles de transcritos correspondientes a
genes ppo se incrementan sistematicamente en hojas jévenes cuando las
hojas maduras son dafiadas. De otro lado, la acumulacion de mRNA que
codifica PPO en tejidos dafados de plantas de manzana evidencia la

existencia de un control génico a nivel transcripcional (Boss, et al., 1995).

2.8. Clonacion de genes ppo

En general, para clonar fragmentos de DNA que codifiquen PPO se
han utilizados dos tipos de estrategias. La primera consiste en construir
librerias de cDNA. Posteriormente, la secuencia de interés es detectada
mediante el uso de una sonda radiomarcada. La segunda consiste en
amplificar por PCR directamente de DNA gendmico (utilizando una pareja

de iniciadores especificos) el fragmento de interés.

Para la caracterizacion de fragmentos de cDNA que codifican PPO
en manzana (Boss, et al, 1995) y en flor de tabaco (Goldman, et al.,
1998), a partir de la corteza superficial del fruto (variedad Granny Smith) y
de pistilos respectivamente, se extrajo RNA poliadenilado, el cual fue
utilizado como molde para generar (mediante transcripcion reversa) una

coleccion de fragmentos que permitiera construir una libreria de cDNA.

Los fragmentos de cDNA obtenidos de corteza de manzana fueron
insertados en el vector UNI-ZAP XR (derivado del bacteriéfago A), el cual
posee extremos libres portadores de extensiones de poli(T), los que en
virtud de la complementariedad de bases, aparean con las extensiones de
poli (A) de los extremos 3’ de cada cadena, que aparecen como resultado

de la accién de la DNA Polimerasa. El sistema permite la escisién del
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fragmento de interés dentro de plasmidos de regular tamano, muy

apropiados para los procedimientos de secuenciacion.

Las secuencias nucleotidicas de los cDNA de genes ppo en
manzana previamente reportadas fueron empleadas para disefar parejas
de iniciadores con los cuales se logré amplificar por PCR directamente de
DNA gendmico un par de fragmentos que codifican PPO en manzana
japonesa (variedad Fuji). Estos iniciadores fueron disefiados de forma tal
que en sus extremos estuvieran incluidas las secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion con el fin de generar extremos
cohesivos que facilitaran la insercibn del fragmento en el vector
seleccionado. Los productos de tales amplificaciones fueron introducidos
mediante clonacién dirigida en el fagémido pBS (KS-), ampliamente
utilizado en biologia molecular (Haruta, et al., 1998).

2.9. Expresion de genes ppo

Aunque varios genes ppo de plantas han sido clonados, solamente
uno proveniente de manzana ha sido expresado en E. coli. El gen ppo
fue clonado en el plasmido pBS (KS-) y lo expresaron en E. coli para
compararlo con la PPO aislada de manzana. El clon correspondiente a la
proteina precursora (PPO7) y el clon en el que la porcidon que codifica
para el péptido de transito habia sido removida fueron expresados como
productos de fusibn sobre la porcion C-terminal de Glutation-S-
Transferasa (GST). Las proteinas fueron analizadas por Western Blot
utilizando un anticuerpo producido contra la principal PPO en manzana
madura (Murata, et al.,, 1993). La masa molecular aparente de las dos
proteinas una vez liberadas de GST fue 77 y 66 kDa respectivamente. La
proteina madura (66 kDa) mostr6 el mismo tamano que la de extractos
crudos de fruto maduro o inmaduro. Estos resultados sefialan que la

movilidad de la PPO de manzana segun estudios de electroforesis en
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poliacrilamida no corresponde con su masa molecular; ello debido a la
estructura tridimensional de la proteina, determinada en buena medida
por la existencia de varios puentes disulfuro que le confieren a la molécula
un grado de rigidez que precisa una disposicion espacial particular
(Haruta, et al., 1998).

2.10. Localizacion celular de las PPO

Los estudios de fraccionamiento celular, inmunohistoquimica y
modificacion genética o quimica de plastidios indican que las unicas
estructuras con actividad PPO detectable citoquimicamente son
reconocidas como partes del plastidio. En células fotosintéticas sanas las
PPO existen en forma latente en el lumen de los tilacoides y actian como
fenol oxidasas in vivo solamente cuando son liberadas al citoplasma en

células dafnadas o senescentes (como las presentes en frutos maduros).

Las PPO son sintetizadas en los ribosomas citoplasmicos y
después transportadas a través de las membranas del plastidio. Puesto
que ninguna actividad PPO es detectada fuera del plastidio, se postula
que las PPO son procesadas y activadas después de cruzar la membrana
de los mismos (Vaughn y Duke, 1981). Los Unicos casos en los que las
PPO intervienen en el metabolismo fendlico son aquellos en los cuales los
contenidos de plastidio y vacuola interactuan directamente. Estos casos
pueden ser divididos en dos categorias: senescencia y lesion. En el
primer caso, las PPO han sido sefialadas como responsables del
desarrollo de pigmentacion en la oliva negra y otros tejidos vegetales de
color café oscuro o negro, usualmente en estados muy avanzados de
maduracién o muertos. En el segundo caso, la disrupcion de los
plastidios causada por dafo de las estructuras celulares resulta en la
activacion de polifenol oxidasas latentes, las cuales reaccionan con los

fenoles liberados desde la vacuola.

19



Las PPO son enzimas relativamente estables y la liberacion de la
actividad latente puede ocurrir durante largos periodos de tiempo,
resultando en produccion continuada de quinonas a pesar de las
propiedades inhibitorias de los productos finales de la actividad PPO
(Vaughn, et al., 1988). Los estudios sobre importacion, direccionamiento
y procesamiento de la proteina precursora radiomarcada en cloroplastos
aislados revelaron que la proteina es transportada al lumen del tilacoide
en dos pasos: 1) El precursor de 67 kDa importado al estroma del
cloroplasto en forma dependiente de ATP es procesado hasta ser
convertido en un intermediario de 62 kDa. 2) El intermediario es
translocado hacia el lumen de manera dependiente de luz y procesado
hasta generar un polipéptido de tamafo cercano a 59 kD. El polipéptido
maduro es soluble en el lumen y no unido a la cara interna de la
membrana del tilacoide (Sommer, et al., 1994). Otros mecanismos de
direccionamiento diferentes han sido sugeridos pero no hay evidencia de

ellos.

Las PPO se hallan en los plastidios de tejidos en desarrollo
(Vaughn y Duke, 1984) y en algunos casos su producciéon se mantiene
durante estadios posteriores de desarrollo y crecimiento (como en el caso
de tubérculos de papa). Se ha observado que existe alguna correlacién
entre los niveles de compuestos fendlicos y presencia de PPO asi como
correlacién entre bajos niveles de compuestos fenélicos y bajos niveles (o
ausencia) de PPO. Se ha observado que tras el dafo producido por
impacto mecanico hay redistribucion subcelular de PPO, lo que coincide
con la pérdida de la integridad de las membranas celulares (Partington, et
al., 1999). De otro lado, la generacién de heridas es acompanada por la
expresion activa del gen y adicionales sintesis de proteina y reparacion de
tejidos. En manzana madura, donde las vacuolas ocupan la mayor parte
del espacio celular, las PPO han sido detectadas inmunoquimicamente
cerca de las paredes celulares con el uso de anticuerpo anti-PPO de

manzana (Murata, et al., 1997).
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2.11. Localizacion de las PPO en los tejidos

En papa la actividad PPO es alta en flores en desarrollo, hojas en
desarrollo, tubérculos y raices en desarrollo. De otro lado, los niveles mas
altos de mRNA de PPO son encontrados en flores en desarrollo,
tubérculos en desarrollo y hojas jovenes. Esto concuerda con estudios
previos que indicaron que la expresion de genes ppo es mas alta en
tejidos en desarrollo y regiones meristematicas y que los niveles de
expresion declinan en la medida en que transcurre el desarrollo. Para el
caso de papa, los genes pot32 y pot33 son expresados
predominantemente en tubérculo, siendo pot32 la principal forma
detectada en todas las partes del tubérculo y a lo largo de su desarrollo

(también es la principal forma expresada en raiz).

La expresién de pot33 estd confinada a la corteza externa del
tubérculo y también a lo largo del desarrollo del mismo, aunque en menor
grado que pot32. La expresidbn de pot72 es apenas detectable en
tubérculo y parece ser casi exclusivamente expresado en raiz pero a un
nivel mas bajo que pot32. Se podria considerar que los genes pot32,
pot33y pot72 son expresados en tejidos no fotosintéticos.

El gen p1 detectado en hoja de papa mas no en tubérculo muestra
una identidad del 95% con nor333, un gen expresado en tubérculo (Hunt,
et al., 1993). Este ultimo sélo se expresa tempranamente en el desarrollo
del tubérculo y de manera especifica en la corteza exterior. El gen nor333
también es fuertemente expresado en hojas muy jovenes y a medida que
la edad de la hoja aumenta, la expresion decrece. La expresion de
nor333 en flores jévenes es muy elevada frente a la de los demas genes,
justificando su descripcién como un gen floral mas que como gen foliar;
nor333 es fuertemente expresado en brotes de flor pero virtualmente
ausente en flores abiertas, lo que resulta consistente con los reportes

previos. Dentro de la flor, la expresion més alta se detecta en anteras,
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ovario y pétalos; la mas baja en sépalos. Esto es consistente con la
elevada actividad PPO presente en los tejidos reproductivos (Thygesen, et
al., 1995).

2.12. Inactivacion de la expresion de PPO mediante silenciamiento
de genes

El silenciamiento de genes mediante la técnica de RNA antisentido
consiste en insertar en la planta que se pretende modificar un gen de
interés, en sentido contrario al que dicho gen presenta normalmente en el
genoma del cual proviene. Tras el proceso de transcripcidn tanto del gen
que se halla insertado en el genoma como del gen insertado en el vector
plasmidico, se generan moléculas de RNA mensajero que interactian
formando moléculas de mRNA de doble cadena, las cuales generalmente
presentan extremos de cadena sencilla que son degradados por las
nucleasas de la célula. Esta degradacién se produce debido a que la
célula vegetal asume que los mRNA de doble cadena son parte del
mecanismo de infeccion empleado por cierto tipo de virus (Baulcombe,
1996).

Algunos trabajos sefialan que no existen diferencias estadisticas
entre la habilidad de diversos genes ppo en orientacion sentido o
antisentido para suprimir la expresion de PPO en papa, ni tampoco
diferencias con respecto al tamafno de la seccion del gen ppo utilizado
para tal fin en los constructos (Bachem, et al, 1994). Sin embargo,
algunos estudios sobre la disminucion del pardeamiento en plantas de
papa (variedad Russet Burbank) que expresan un gen ppo de tomate
insertado en orientacion sentido y antisentido, indican que el primer caso
es mas efectivo (Coetzer, et al., 2001). De manera contrastante, las
lineas transformadas con el gen ppo de papa en orientacion antisentido

produjeron tubérculos que no mostraron el menor grado de disminucién
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del pardeamiento. Este estudio es el primer reporte de cosupresién de la

expresion de PPO en papa por un RNA heterélogo de tomate.

Bachem y colaboradores (1994) transformaron plantas de papa de
las variedades Diamant y Van Gogh (que se caracterizan por presentar
buenos niveles de resistencia al pardeamiento) con genes ppo de papa en
orientacién antisentido para evaluar si esta aproximacion podia
incrementar la resistencia al fenbmeno antes mencionado. En los
vectores para transformacion que se construyeron, los genes ppo estaban
bajo el control de un promotor fuerte como el 35S de CaMV y de
promotores que dirigen la expresién directamente al tubérculo, como
GBSS y Patatina | Los vectores utilizados como control de
transformaciéon (y a la vez como control negativo respecto al
silenciamiento de la expresién de PPO), portaban el gen reportero GUS
en lugar de gen ppo. En promedio, el 73% de los transformantes
antisentido generados en los estudios realizados mostraron actividad
enzimatica PPO mas baja que los controles transformados con GUS. Sin
embargo, el pardeamiento producido por la accién de las PPO no fue
suprimido totalmente. En brotes de manzana transgénica portadores de
un gen ppo en orientacion antisentido se observé claramente el
decrecimiento en la expresién de la PPO enddgena y una disminucion
importante en la actividad enzimatica medida a través de la cuantificacion
de los productos de reaccién de PPO y también de la cantidad de sustrato

especifico residual en el ensayo (Murata, et al., 2000).

Se ha propuesto que la expresion temprana de genes ppo
enddgenos durante la organogénesis, tomada junto con la larga vida
media de la PPO, pueden permitir que suficiente enzima sea acumulada
durante la formacién del tubérculo para dar una alta actividad promedio en
las lineas antisentido controladas por promotores fuertes (CaMV y GBSS)
en las que se esperaria una ausencia total de pardeamiento enzimatico

(Coetzer, et al., 2001).
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Con el fin de evaluar la funcién de las PPO en las plantas, se ha
utilizado la tecnologia del silenciamiento sentido/antisentido para generar
dos tipos de plantas transgénicas de tomate: plantas en las que la
expresion de PPO ha sido suprimida (gen ppo antisentido) y plantas en
las que PPO se sobreexpresa (gen ppo sentido). Thipyapong y
colaboradores (2007) demostraron que las lineas transgénicas A14-6 y
A19-3 presentaban actividad PPO reducida entre 2 y 40 veces, mientras
que las lineas transgénicas S-18 y S-28 presentaban actividad PPO
incrementada entre 2 y 10 veces. La alteracion de la actividad PPO no
tuvo efecto en el crecimiento y desarrollo de la planta. Los porcentajes de
germinacion, tasas de crecimiento, area foliar total, peso seco de raices y
brotes y numero de semillas por fruto no fueron estadisticamente
diferentes entre los dos tipos de plantas modificadas y los controles no
transformados. Ademas, las plantas transformadas presentaron
morfologia y vigor similares a los controles, lo que significa que bajo
condiciones de crecimiento de invernadero, las PPO no juegan un papel

determinante en el metabolismo, crecimiento o desarrollo de las plantas.

2.13. PPO y resistencia a patogenos

Los trabajos de Thipyapong y Steffens (1997) han proporcionado
evidencia respecto a que la supresidon de la expresion de las PPO
constitutivas e inducibles mediante el uso de genes introducidos en
orientacién antisentido resulta en una hipersusceptibilidad a patdégenos, lo
que sugiere un papel importante de la oxidacién fendlica mediada por
PPO en los mecanismos de defensa. Sin embargo, la naturaleza y el
grado de esta contribucion a la resistencia no son muy claros aun. De
manera concordante, Li y Steffens (2002) desarrollaron plantas
transgénicas de tomate que sobreexpresaban una PPO de papa gracias
al uso de un promotor fuerte como el 35S de CaMV. Estas plantas
expresaron hasta 30 veces mas transcritos de PPO y mostraron

incrementos en la actividad PPO entre 5y 10 veces. La evaluacion de la
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interaccién de algunas de estas lineas transgénicas con el patégeno
Pseudomonas syringae (van Hall) evidencié un gran incremento en la
resistencia al patégeno. Comparadas con los controles, exhibieron menos
severidad en los sintomas de la enfermedad, con 15 veces menos
lesiones y 100 veces menos crecimiento de la bacteria en las hojas
infectadas. Dado que la evidencia experimental demuestra que el
silenciamiento antisentido permite obtener plantas transgénicas que
manifiestan una reduccién en la expresién de PPO (Thipyapong, et al.,
2007) pero susceptibles al ataque de patdégenos (Thipyapong y Steffens,
1997), M. Lobo (comunicacion personal, 15 de mayo, 2009) propone que
para desarrollar variedades de un especie que sean resistentes a
patégenos y que ademas muestren bajos niveles de pardeamiento se
podrian implementar programas de mejoramiento convencional en los que
se utilicen como materiales de partida las lineas transgénicas antes

referidas junto con variedades naturalmente resistentes a enfermedades.

2.14. Pardeamiento enzimatico y su relacion con la agroindustria

El pardeamiento enzimatico es el principal causante del deterioro
del color de la pulpa y la corteza en la gran mayoria de frutas y verduras
de importancia agricola y econdmica, hecho que limita de manera
significativa la posibilidad de comercializacién del producto, ya sea para el
consumo en fresco o para el procesamiento industrial (McEvily, et al.,
1992). Ademas de afectar los productos cosechados, el pardeamiento de
productos procesados como jugos y pulpa requiere del uso de diversos
aditivos quimicos. Aunque el pardeamiento enzimético en papa no se
asocia con dafno visible del tejido, puede ser la causa de enormes
pérdidas en las cosechas durante la clasificacion del producto para
almacenamiento (en fresco) o para la preparacibn de productos
congelados (Gray y Hughes, 1978).
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El método mas ampliamente utilizado para controlar el
pardeamiento enzimatico de los productos alimenticios es la adicién de
agentes quimicos reductores tales como el bisulfito de sodio, compuestos
tidlicos (Martinez y Whitaker, 1995), la tropolona y el acido
salicilhidroxamico (Fuerst, et al, 2006). Estas moléculas actiuan
inhibiendo la actividad de las PPO y reduciendo a sus compuestos
difendlicos originales las quinonas que se producen por la accion de la

enzima.

Los estudios de Fuerst y colaboradores (2006) revelaron que un
nivel substancial de pardeamiento puede ocurrir aun a nivel de actividad
PPO igual a cero; por lo tanto, proponen que el pardeamiento en trigo es
debido a los niveles de actividad PPO especificos de la variedad
analizada y a la presencia de al menos un mecanismo adicional. Sin
embargo los estudios efectuados por la Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) han demostrado que dichas
sustancias representan un riesgo para la salud humana (Timbo, et al.,
2004). Por tal razén, la busqueda de alternativas de naturaleza
biotecnoldgica a éste problema ha cobrado gran importancia a nivel

mundial.

En lulo (Solanum quitoense Lam.) se observa un fenbmeno cuyas
caracteristicas son muy similares a las del pardeamiento enzimatico
estudiado en otras especies vegetales econémicamente importantes. Sin
embargo, hasta la fecha ningun grupo de investigacién nacional o
extranjero ha corroborado que dicho fendémeno sea pardeamiento
enzimatico producido por la accién de polifenol oxidasas ni tampoco ha
reportado la presencia de genes ppo en la especie. El desconocimiento
de la existencia de genes que codifiqguen polifenol oxidasas en lulo se
constituy6 en el principal vacio de conocimiento que se pretendia superar
mediante la realizacién de esta investigacion. Para aislar y caracterizar

desde el punto de vista molecular al menos un gen que codifique una
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polifenol oxidasa en esta especie frutal andina se emplearon
aproximaciones experimentales similares a las reportadas en estudios

previos realizados con papa, tomate, manzana y otros vegetales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

El material vegetal empleado en este estudio se obtuvo de plantas
de lulo (Solanum quitoense Lam., accesion ILS 388) y papa (Solanum
tuberosum L., var. Millenia). Semillas de lulo provenientes del banco de
germoplasma de CORPOICA se sembraron en macetas con turba como
sustrato; tanto la germinacion de las semillas como el desarrollo de las
plantulas se dieron bajo condiciones de invernadero. El material vegetal
de papa se colectd de plantas pertenecientes a la Coleccion Central
Colombiana que se encontraban en el campo. El Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural ha asignado a CORPOICA las tareas de administrar el
banco de germoplasma de la nacién y de realizar investigacion con los
recursos genéticos alli conservados. Por lo anterior, los investigadores de

CORPOICA tienen acceso directo a tales recursos.

3.2. Extraccion y purificacion de DNAs genémicos

3.2.1. DNA de lulo y papa

El DNA gendmico de lulo y papa se aislé a partir de hojas jovenes

empleando el protocolo reportado por Doyle y Doyle (1990) (Anexo 1).

3.2.2. DNA de Escherichia coli (Migula) cepa DH5a

El DNA gendémico de E. coli se aislé empleando el protocolo de
extraccion reportado por Chen y Kuo (1993) (Anexo 2).
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3.3. Evaluacion de la integridad y cuantificacion de los DNAs

genoémicos

Una alicuota de cada uno de los DNAs gendmicos purificados se
sometié a electroforesis en gel de agarosa 1% (buffer TAE 1X, 85 voltios,
40 minutos) con el fin de verificar su integridad. Finalizada la
electroforesis, el gel se tiné con bromuro de etidio (0.5 yg/mL) durante 10
minutos y se observé bajo luz ultravioleta (L.U.V.). Para determinar la
concentracion de los DNAs, alicuotas de cada uno de ellos y de un
marcador de masa molecular (High DNA Mass Ladder, Invitrogen, USA)
se sometieron a electroforesis bajo las condiciones antes referidas, el gel
se fotografi6 con el sistema de documentacién de imagenes InGenius
LHR (Syngene, USA) y la imagen se analiz6 con el programa GeneTools
versioén 4.01 (Syngene, USA).

3.4. Diseno de iniciadores para PCR

Las secuencias de los genes ppo previamente reportadas en
tomate (Solanum lycopersicum L.), papa (Solanum tuberosum L.), tabaco
(Nicotiana tabacum L.), batata (lpomoea batatas (L.) Lam.), durazno
(Prunus persica (L.) Batsch), manzana (Malus pumila Mill.), pera (Pyrus
communis L.) y haba (Vicia faba L.) se alinearon utilizando el programa
ClustalX version 2.0.9 (http://www.clustal.org/download/current/) (Larkin et

al., 2007). Una vez identificadas las regiones (hacia los extremos 5’ y 3’)
en las que habia mayor conservacion en las secuencias, se utilizaron el
gen ppo-F de tomate (como gen de referencia) y el programa Oligo
version 6.71 (http://www.oligo.net/downloads/html) (Rychlik y Rhoads,
1989; Rychlik, et al., 1990) (Molecular Biology Insights, Inc., USA) para
disenar dos parejas de iniciadores. La primera pareja se disefid con el fin

de amplificar un fragmento de entre 915 y 965 pb. (fragmento 1)
correspondiente a la mitad del gen ppo hacia el extremo 5" y la segunda

para amplificar un fragmento de entre 880 y 910 pb. (fragmento 2)
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correspondiente a la mitad del gen hacia el extremo 3°. La especificidad
del anillaje de los iniciadores en los sitios previamente definidos del gen
utilizado como referencia se verific6 mediante analisis con el programa
BLASTN (http:/blast.ncbi.nim.nhi.gov/Blast.cgi) (NCBI, USA).

3.5. Amplificacion por PCR de los fragmentos 1 y 2 del candidato a
gen ppo de lulo

Para determinar las condiciones que permitieran una amplificacion
optima de los fragmentos 1 y 2 del gen ppo de lulo se ensayaron
diferentes concentraciones de iniciadores, sulfato de magnesio (MgSQOy) y
DNA; de otro lado se evaluaron programas de amplificacion con diferentes
temperaturas de anillaje y periodos de extension. Una vez
estandarizadas las condiciones de amplificacién éptimas, los productos de
PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 1% (buffer TAE 1X,
85 voltios, 45 minutos) para verificar el tamafno de los fragmentos y la
especificidad de la amplificacién.

3.6. Purificacion de los fragmentos 1y 2

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron purificados
empleando el sistema Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, USA) y cuantificados siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente.

3.7. Secuenciacion de los fragmentos 1y 2

Los fragmentos 1 y 2 se secuenciaron (Macrogen, USA)
empleando el sistema automatizado ABIPrism 310 (Applied Biosystems,
USA) y el método de terminacion de cadena con dideoxinucleo6tidos
(Sanger, et al.,, 1977). Para tal fin se emplearon los mismos iniciadores

utilizados en la generacion mediante PCR de los fragmentos.
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Los fragmentos se secuenciaron dos veces por ambos extremos

con el fin de corroborar las secuencias obtenidas.

3.8. Determinacion de secuencias consenso para los fragmentos 1y
2 y obtencion de la secuencia parcial del candidato a gen ppo
de lulo

Las secuencias correspondientes tanto a la hebra positiva como a
la negativa de cada fragmento se alinearon empleando el programa
Codon  CodeAligner  version 2.0.4  (http://www.codoncode.com/

aligner/download.htm) (CodonCode Corporation, USA) con el fin de

generar una secuencia consenso para cada fragmento. Posteriormente
las dos secuencias consenso se ensamblaron para generar la secuencia

parcial del gen ppo.

3.9. Analisis de hibridacion Southern

3.9.1. Digestion de los DNAs gendmicos

15 pg de DNA gendmico de lulo, papa y Escherichi coli fueron
sometidos a doble digestibn con combinaciones de las enzimas de
restriccion Bam HI, Xba | y Pst I. El corte de restriccion con cada enzima
se llevd a cabo durante 7 horas, a 37 °C y utilizando 8 unidades de
enzima por cada microgramo de DNA. Los DNA’s digeridos
enzimaticamente fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa
0.8% (buffer TAE 1X, 60 V, 7 horas). Una vez finalizada la electroforesis,
el gel se tifid con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) durante 15 minutos y se
observé bajo luz violeta para verificar la calidad de la digestién del DNA.
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3.9.2. Transferencia Southern

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se traté con una solucién
acida (0.25 N HCI, 25 minutos) para depurinar el DNA y después se lavo
con agua destilada durante 2 minutos. A continuacion, el DNA se
denaturd incubando el gel en una solucién béasica (0.5 M NaOH, 1.5 M
NaCl, 35 minutos); para retirar los excesos de solucion denaturante se
hizo un lavado con agua destilada por 2 minutos. Finalmente el gel se
neutraliz6 empleando una solucién salina (1M Tris/HCI pH=8.0, 1.5 M
NaCl, 35 minutos).

Para el montaje de la transferencia capilar neutra (con flujo hacia
arriba) se utilizé6 una membrana de Nylon Hybond N* (# cat. RPN 225B,
Amersham Life Science, USA) y se siguieron las recomendaciones de
Sambrook y Russell (2001); el procedimiento transcurrié durante 16 horas
y se utiliz6 SSC 20X (pH= 7.0) como solucién de transferencia. Finalizada
la transferencia, la membrana se lavo durante 15 minutos con SSC 20X y
se colocd sobre papel filtro por 15 minutos hasta que se sec6 por
completo. Para fijar el DNA a la membrana, ésta fue irradiada con luz UV

(254 nm) durante 3 minutos por cada lado.

3.9.3. Generacion de una sonda para el analisis Southern

A partir de DNA gendmico de papa y empleando los iniciadores
InfPPO-F y PPO-RVv (disefiados para amplificar el fragmento 2 del gen ppo
de lulo), se generé mediante PCR un fragmento de aproximadamente 920
pb con el fin de utilizarlo como sonda en el analisis de hibridacién
Southern. El producto de PCR fue purificado y cuantificado utilizando los
métodos descritos previamente para los fragmentos 1 y 2 de lulo.
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3.9.4. Marcaje del fragmento de 920 pb con Biotina

160 ng del fragmento generado mediante PCR a partir de DNA
genomico de papa fueron marcados con Biotina utilizando el sistema
Detector Random Primer DNA Biotinylation Kit (KPL, USA) (Anexo 3).

3.9.5. Determinacion de la actividad especifica relativa de la sonda
biotinilada

Para determinar la cantidad de DNA biotinilado que se genero
durante el proceso de marcaje, se prepard una dilucién 1/200 de la sonda
biotinilada y a partir de ésta se prepararon diluciones seriadas 1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512. Sobre una membrana de Nylon
(Immobilon-Ny*, Millipore, USA) se sembré 1 pyL de cada dilucién de la
sonda biotinilada. Para detectar la sonda, se utilizé el sistema Detector
AP Chemiluminescent Blotting Kit (KPL, USA). La membrana se incubd
con el conjugado Alkaline Phosphatase - Streptavidin (AP-SA) diluido
1/10.000, se lavo tres veces con Phosphatase Wash Buffer 1X, 2 veces
con Phosphatase Assay Buffer 1X y enseguida se incub6 durante 5
minutos con CDP Star Chemiluminescent Substrate. Finalmente la
membrana se expuso a la pelicula radiografica durante 5 minutos y se
reveld (Anexo 4).

3.9.6 Hibridacion Southern

La membrana portadora del DNA objetivo se coloco en una botella
de hibridacion, se adicionaron 35 mL de Prehybridization Solution (la cual
contenia DNA de esperma de salmén (100 pg/mL) predenaturado
mediante calentamiento a 95 °C por 5 minutos) y se incubd (1 hora, 42 °C,
agitacion) en el horno de hibridacion. Una vez finalizada la prehibridacion,
se agregdb 1 pL de la sonda biotinilada (predenaturada mediante

calentamiento a 95 °C por 10 minutos) y se incubd (16 horas, 42 °C,
33



agitacion). Con el fin de lograr los resultados mas especificos posibles se
realizaron cuatro lavados poshibridacién en los que se evaluaron
diferentes concentracién de SDS y SSC, temperaturas de incubacion y
tiempos de lavado. Para la deteccidén de la sonda biotinilada se utiliz6 el
sistema Detector AP Chemiluminescent Blotting Kit (KPL, USA) (Anexo 5).

3.10. Analisis de la secuencia determinada en lulo

3.10.1. Similitud de la secuencia nucleotidica de lulo con genes ppo
de otras especies

La comparacion entre la secuencia nucleotidica identificada en lulo
y los genes ppo reportados en otras especies se hizo utilizando el
programa BLASTN (http://blast.ncbi.nIm.nhi.gov/Blast.cgi) (NCBI, USA).

3.10.2. Mapas de restriccion para los genes ppo

La ubicacién de los sitios de corte para enzimas de restriccidon en
los genes ppo de papa, tomate, tabaco, batata, haba, durazno, manzana y
la secuencia identificada en lulo se determiné mediante el uso del

programa Webcutter 2.0 (http:/rna.lundberg.qu.se/cutter2/). Con el fin de

comparar el estado de conservacion de los mismos en todos los genes
analizados, se construyeron mapas de restriccibon mediante el uso del

programa NEBcutter version 2.0 (http:/tools.neb.com/NEBcutter2/

index.php) (Vincze, et al., 2003).

3.10.3. Identificacion de marcos de lectura abiertos

Mediante el uso del programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/gorf/gorf.html) (NCBI, USA) se identificaron los marcos de lectura

abiertos existentes y la secuencia de aminoacidos de las proteinas

hipotéticas deducidas de la secuencia nucleotidica identificada en lulo.
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3.10.4. Similitud de la proteina hipotética deducida del gen ppo de
lulo con proteinas PPO de otras especies

La comparacion entre la proteina hipotética deducida de la
secuencia nucleotidica identificada en lulo con proteinas PPO reportados
en otras especies se hizo utilizando el programa BLASTP
(http://blast.ncbi.nim.nhi.gov/Blast.cgi) (NCBI, USA).

3.10.5. Analisis de relacion filogenética de la proteina PPO hipotética
de lulo con otras PPO

Utilizando el programa Mesquite version 2.5 (http://mesquiteproject.
org/mesquite/mesquite.html) y las secuencias de aminodcidos de las
PPOs previamente reportadas se construyd un cladograma que permitiera
evidenciar el nivel de cercania filogenética de las PPOs existentes en
otras especies con la proteina hipotética deducida de la secuencia de

DNA identificada en lulo.

3.10.6. Identificacion de dominios conservados en la proteina
hipotética de lulo

La presencia en la proteina hipotética deducida de la secuencia
identificada en lulo de moédulos o dominios cuyo origen, estructura o
funcién se encuentren conservados a lo largo de la historia evolutiva de
los organismos se determind mediante el uso del programa CDD
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi) (Marchler-Bauer, et

al., 2007) (NCBI, USA), que permite establecer comparaciones con

proteinas que han sido exhaustivamente caracterizadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Iniciadores para PCR

Los genes ppo previamente identificados en numerosas especies
vegetales presentan un tamafno que oscila entre 1700 y 2000 pares de
bases (Cary, et al, 1992; Boss, et al., 1995; Goldman, et al., 1998;
Haruta, et al., 1998; Demeke y Morris, 2002). Con el fin de amplificar
mediante PCR dos fragmentos de DNA que permitieran cubrir la totalidad
de la secuencia codificante de un gen ppo de lulo y que tuvieran un
tamano apropiado para ser secuenciados, se disefiaron cuatro

oligonucleotidos.

Los trabajos sobre la estructura de los genes ppo en papa (Hunt, et
al., 1993) y tomate (Newman, et al., 1993) revelan que el tamafo de estos
genes varia entre especies y que las secuencias que flanquean los
extremos 5" y 3" muestran un alto grado de divergencia incluso entre
genes pertenecientes a la misma especie. Considerando la variabilidad
existente en los extremos de las regiones que se pretendia amplificar y
buscando iniciadores cuyas caracteristicas permitieran un anillaje
altamente especifico en los sitios previamente determinados, se disefaron

oligonucleotidos con degeneracion en varias posiciones (Tabla 1).

Para amplificar la mitad del gen hacia el extremo 5’ (fragmento 1)
se disenaron los oligonucle6tidos SupPPO-F (directo) (5— CTCCTAY
WCCAYCYCCTGATCT -3’) y SupPPO-L (reverso) (5= CAGAAYTCN
GAGTTCAACCAATC -3’). Para amplificar la mitad del gen hacia el
extremo 3’ (fragmento 2) se disefaron los oligonucleotidos InfPPO-F
(directo) (5—= CAAWTGRTNACTAAKGCTCC -3’) y PPO-Rv (reverso) (5—
TTAACAATCCKCAAGCTTGAT -3’). Teniendo en cuenta las
particularidades de los genes ppo anteriormente referidas, el iniciador

directo SupPPO-F fue disefiado para que anillara aproximadamente a 260
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pares de bases del sitio de inicio de la secuencia codificante (Figura 2). El
diseno de estos iniciadores se basé en la identificacién de las regiones de
secuencia mejor conservadas hacia los extremos 5’ y 3’ de los genes ppo.
Tales regiones fueron determinadas a partir de los alineamientos de
secuencias correspondientes a genes ppo de diversas especies (Figuras
3y4).

Tabla 1. Caracteristicas de los iniciadores disefiados para la amplificacion
de fragmentos de un candidato a gen ppo en lulo.

Iniciador Longitud (pb) Posicion degenerada % GC Tm (°C)*

SupPPO-F 22 nucleétidos 7, 8, 12y 14 45.5 66.6
SupPPO-L 23 nucleotidos 6 y 9 36.4 65.2
InfPPO-F 20 nucleétidos 4, 7,9y 15 36.4 63.5

PPO-Rv 21 nucleoétido 11 38.0 67.0

* Tm tedrico calculado teniendo en cuenta la cantidad total de bases.

El andlisis BLASTN realizado a las dos parejas de iniciadores para
verificar la especificidad del anillaje en las regiones previamente
establecidas del gen ppo-F de tomate (utilizado como referencia) permitio
determinar las posiciones en las cuales estos anillan en genes ppo de
diversas especies y el tamano del producto de PCR que permitirian
generar (Tabla 2).

Region codificante del gen ppo (1700 — 2000 pb) ,

— - S
Region 5’ --> 1 Region 3’
variable Fragmento 1 ' variable

Fragmento 2

Figura 2. Ubicacion de los iniciadores disefiados para amplificar los
fragmentos 1 y 2 del gen ppo de lulo. La linea negra sefala los puntos en los
que inicia y termina la region codificante del gen. Las lineas y las flechas rojas y
verdes representan los fragmentos producto de PCR vy los sitios donde anillan los
iniciadores respectivamente.
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Figura 3. Alineamiento de secuencias de los genes ppo de diversas
especies para el disefo de los iniciadores utilizados en la amplificacion del
fragmento 1. El rectangulo negro sefala la regién sobre la cual anilla el
iniciador.  A. Alineamiento correspondiente a SupPPO-F. B. Alineamiento
correspondiente a SupPPO-L.
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de los genes ppo de diversas
especies para el disefio de los iniciadores utilizados en la amplificacion del
fragmento 2. El rectangulo negro sefala la regién sobre la cual anilla el
iniciador.  A. Alineamiento correspondiente a InfPPO-F. B. Alineamiento
correspondiente a PPO-Ruv.
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El hecho que los iniciadores diseflados para este estudio
encuentren en el DNA de tomate, papa y tabaco entre otras, secuencias
pertenecientes a genes ppo sobre las cuales puedan anillar de manera
muy especifica demuestra que el método utilizado para el disefio de éstos
fue muy efectivo. Aunque la evidencia experimental sugiere que estos
cuatro iniciadores permitieron la amplificacién exclusiva de fragmentos
correspondientes a genes ppo de lulo y surge la posibilidad de que
pudieran ser utilizados con el mismo fin en especies de dicotiledoneas, de

ninguna manera se propone el uso universal de ellos.

Tabla 2. Sitios de anillaje sobre genes ppo de solanaceas y tamano de los
productos de PCR que permitirian generan los iniciadores diseiados para
este estudio.

Especie Gen Sitio anillaje Tamafio Sitio anillaje Tamafo

primers producto primers producto

fragmento 1 PCR (pb.) fragmento 2 PCR (pb.)
Tomate  ppo A 263 - 1180 939 881-1762 901
Tomate  ppoB 263 - 1183 942 884 - 1771 908
Tomate  ppoC 251-1168 939 869 - 1750 901
Tomate  ppoD 251-1168 939 869 - 1756 908
Tomate ppo E 263 - 1159 918 878 - 1744 887
Tomate  ppoF 260 - 1153 915 878 - 1738 881
Papa pot 32 242 - 1186 966 887 -1774 908
Papa pot 33 272 -1192 942 893 - 1780 908
Papa pSP32 ?7?-574 275-1162 908
Papa ppo A 251 - 1147 918 866 - 1732 887
Papa ppo B 266 - 1162 918 881 - 1747 887
Papa  pSRP33 ?7?-574 275-1162 908
Tabaco ppo 271-1176 927 886 - 1761 896
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4.2. Amplificacion por PCR de los fragmentos 1 y 2 del candidato a
gen ppo de lulo

En principio, la manera como fueron disefiados los iniciadores
garantiza la amplificacién altamente especifica de los fragmentos 1y 2 en
lulo. El analisis BLASTN hecho para las dos parejas de iniciadores
permiti6 establecer un rango de tamanos dentro del cual deberian estar
ambos fragmentos. Segun éste, el fragmento 1 deberia presentar un
tamano entre 915 y 966 pb mientras que el fragmento 2 deberia presentar
un tamano entre 880 y 910 pb. EI andlisis de los productos de
amplificacibn mediante electroforesis mostré que los fragmentos 1 y 2

tenian un tamano aproximado de 950 y 920 pb respectivamente.

En las figuras 5 y 6 se observa que tanto los iniciadores SupPPO-F
y SupPPO-L como InfPPO-F y PPO-Rv permitieron amplificar fragmentos
de los mismos tamanos (950 y 920 pb respectivamente) a partir de
genoma de papa. Después de haber evaluado diferentes
concentraciones de magnesio (1.0, 1.5, 2.0, 25 y 3.0 mM) con el
propésito de optimizar la amplificacién de los fragmentos 1 y 2, se
determind que los valores 6ptimos eran 1.5 y 2.0 mM respectivamente
(Tablas 3y 5).

Los ensayos de estandarizacion de la temperatura de anillaje
cubrieron el rango entre 60 y 67°C para los iniciadores SupPPO-F y
SupPPO-L (fragmento 1) y el rango entre 54 y 60°C para los iniciadores
InfPPO-F y PPO-Rv (fragmento 2). Los mejores resultado se obtuvieron
utilizando 65.5 y 58 °C respectivamente (Tablas 4 y 6).
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M.P.M 1 2 3 4

1000 pb

Figura 5. Amplificacion por PCR del fragmento 1 con los iniciadores
SupPPO-F y SupPPO-L a partir de DNA genomico. Las flechas blancas
sefalan las bandas de 950 pb. M.P.M: Marcador de peso molecular; Carril 1:
DNA genoémico de lulo; Carril 2: DNA gendémico de papa (control positivo); Carril
3: DNA gendmico de E. coli (control negativo); Carril 4: Blanco.

Tabla 3. Condiciones de reaccion utilizadas en la amplificacién por PCR del
fragmento 1 del candidato a gen ppo de lulo.

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Volumen/reaccién
Agua - - 13.7 uL
Buffer PCR 10X 1X 2.5uL
MgSQO, 50 mM 1.5 mM 0.75 uL
dNTP’s 2.5mM 0.2mM 2.0 uL
Primer SupPPO-F 10 uM 0.4 uyM 1.0 uL
Primer SupPPO-L 10 uM 0.4 uM 1.0 uL
Taq DNA Polimerasa 5 U/uL - 0.25 yL
Platinum Hi-Fi

DNA 20 ng/puL - 3.8 uL
Volumen final 25.0 pL
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Tabla 4. Programa de ciclaje utilizado para la amplificacion por PCR del
fragmento 1 del candidato a gen ppo de lulo.

Etapa Temperatura / Tiempo # Ciclos
Denaturacién Inicial 94 °C X 3 min. 1
Amplificacion 45

Denaturacion 94 °C X 1 min.

Anillaje 65.5 °C X 45 seg.

Extensién 72 °C X 75 seg.

Extension final 72 °C X 7 min. 1
M.P.M 1 2 3 4

1000 pb

Figura 6. Amplificacion por PCR del fragmento 2 con los iniciadores
InfPPO-F y PPO-Rv a partir de DNA genémico. Las flechas blancas sefialan
las bandas de 920 pb. M.P.M: Marcador de peso molecular; Carril 1: DNA
gendémico de lulo; Carril 2: DNA genomico de papa (control positivo); Carril 3:
DNA gendmico de E. coli (control negativo); Carril 4: Blanco.
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Tabla 5. Condiciones de reaccidn utilizadas en la amplificacion por PCR del
fragmento 2 del candidato a gen ppo de lulo.

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Volumen/reaccién

Agua - - 13.45 yL
Buffer PCR 10X 1X 2.5 uL
MgSO, 50 mM 2 mM 1.0 uL
dNTP’s 2.5 mM 0.2 mM 2.0 uL
Primer InfPPO-F 10 uM 0.4 uM 1.0 uL
Primer PPO-Rv 10 uM 0.4 uyM 1.0 uL
Taq DNA Polimerasa 5 U/uL - 0.25 uL
Platinum Hi-Fi

DNA 20 ng/uL - 3.8 uL
Volumen final 25.0 uL

Tabla 6. Programa de ciclaje utilizado en la amplificacion por PCR del
fragmento 2 del candidato a gen ppo de lulo.

Etapa Temperatura / Tiempo # Ciclos
Denaturacién Inicial 94 °C X 3 min. 1
Amplificacion 45

Denaturacion 94 °C X 1 min.

Anillaje 58 °C X 45 segundos

Extension 72 °C X 75 segundos

Extensién final 72 °C X 7 min. 1

4.3. Analisis de la secuencia del candidato a gen ppo de lulo

La caracterizacién molecular de los fragmentos 1 y 2 amplificados a
partir de DNA genémico de lulo permitié determinar 843 y 800 pares de
bases respectivamente. El ensamblaje de los dos fragmentos produjo una
secuencia de 1430 pb (Figura 7). Teniendo en cuenta la divergencia en la
secuencia del extremo 5" en los genes ppo de tomate, papa, tabaco y
otras especies, el iniciador directo (disefiado con base en la secuencia del
gen ppo-F de tomate) utilizado para amplificar el fragmento 1 se sintetizé
de forma que anillara a 260 pb del sitio de inicio de la secuencia
codificante. El alineamiento de los genes ppo de tomate y papa con el
segmento de 1430 pb identificado en lulo permitié precisar que hacia el
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extremo 5° de éste hay un fragmento de aproximadamente 280 pb cuya
secuencia aun estd por determinar. Este hecho coincide con lo
presupuestado inicialmente en el disefio de los iniciadores. La diferencia
observada puede ser la consecuencia de la inserciéon en el fragmento de
lulo o la delecion en los genes de tomate y papa de 20 pb; todo ello
concuerda con las observaciones sobre la notable variabilidad de la
secuencia en esta region de los genes ppo (Newman, et al, 1993).
Aunque el iniciador PPO-Rv utilizado para secuenciar el fragmento 2 se
disend para que anillara justamente sobre el final de la secuencia
codificante del gen, las primeras 51 pares de bases no se pudieron
determinar con precision dado que la técnica presenta dificultades para la
identificaciéon de fragmentos de DNA muy pequefios al inicio del
procedimiento. Puesto que para determinar la secuencia codificante
completa del candidato a gen ppo encontrado en lulo aun es necesario
identificar alrededor de 330 pb., en el presente estudio se reporta una

secuencia nucleotidica parcial.

1 gattaatctt gtgtaaagcc catataaagc cagatacgga ggtgacatac agttgttgcc ctccgatace
71 cgaagatatc gacagcgttc cttactacaa gttcccttct atgactaaac tccgcatceg gececctget
141 cacgccgtgg atgaggagta tattgccaaa taccaattgg ctactagtcg aatgagggga cttgataaag
211 acccttttga ccctcttggc tttaagcaac aagctaatat tcattgtgct tattgtaatg gtgcttataa

281 agttggtgga aaagagttac aagtgcactt ctcttggctt ttctttcctt ticatagatg gtacttgtac

351 ttctacgaga gaatcttggg atctctcatt aatgatccaa ctitcgcettt gccatactgg aattgggace
421  atccaaaagg catgcgtata cctcccatgt ttgatgttga aggttcatcc ctttacgatg aaaaacgtaa
491 ccaaaatcac cgaaatggaa aaataattga tctcggcttt ttcggtaaag aaacccaaac aactcaactc
561 caaacaatga cgaataactt aactcttatg taccgtcaaa tgataactaa tgctccttgt ccttcgcetgt
631  ttttcggtaa tccttaccct cttggaaccg atccaagtcc aggaatgggc actatcgaaa atattcctca
701  caatgcggtc cacgtctggg tgggtgacce acgacaacca aacggagagg acatgggtaa

761  tttctactca tccggtctag aaccggcttt ctittgccac cactccaatg tggaccgaat gtggaatgaa
831 tggaaagcaa tcggtgggaa aagaagagat ctagccgaca aagattggtt gaacacagaa ttccttttct
901 acgacgaaaa tcgcaagctg titcgcgtga gagtccgaga ctgtttggac agtaagaaaa tgggattcga
971  ttacgcacca atgcccactc catggcgtaa ttttaaacca tcaatcagaa agacaacagc agggaaactg
1041 aataccagtt ccattccacc ggtttccaag gtctttccaa tccctaaact agacagaccg atttcgtttt
1111 ccatcaatag accagcttcg tcaaggactc aagctgagaa aaatgaacaa gaggagatgce

1171 taacattcca caagatacaa cacaatgata gactgtacgt gagatttgat gttticctga atgtggacaa
1241 gactgtgaat gcgttggagce ttgaccagcc agagtticgca gggagctata ctagcttacc gcatgttcat
1311 ggagatgata agcctcatgc tacgagtgct acattatcge tggcgataac agaattgttg gaggataata
1381 acctggaaga tgaagagact attgtggtaa ctctggttcc aaaagtaggt

Figura 7. Secuencia de nucleétidos correspondiente al candidato a gen ppo

identificado en lulo (1430 pb). La informacion aparece registrada en la base de
datos de nucleétidos de GenBank bajo el nimero de accesion FJ573257.
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El fragmento de 1430 pb estd constituido por 428 adeninas
(29.93%), 319 citosinas (22.30%), 303 guaninas (21.20%) y 380 timinas
(26.57%). El contenido de guaninas-citosinas (%GC) para este fragmento
es 43.5%, valor que se encuentra dentro del rango que ha sido
determinado previamente para los genomas de algunas solanaceas, el
cual oscila entre 40 y 45% (Carels, et al., 1998; Rensink, et al., 2005). El
%GC en genes que codifican para ppo (Tabla 7) en tomate y papa oscila
entre 41.83% y 43.64%; en tabaco es 44.80%, valor levemente superior al
mostrado en las dos especies anteriores, y para el caso de especies como
manzana, pera, durazno y batata (las tres primeras pertenecientes a la
familia Rosaceae y la dltima a la familia Convolvulaceae) los valores se
encuentran entre 52.24 y 56.76% respectivamente. El valor mas bajo
encontrado en la comparacion corresponde a haba (37.94%), especie
perteneciente a la familia Fabaceae.

La comparacién de la secuencia de 1430 pb encontrada en lulo con
los genes ppo de otras especies (mediante el uso del programa BLASTN)
reveld valores de identidad elevados no solo con los genes de especies
pertenecientes a la familia Solanaceae sino con los de familias
filogenéticamente distantes (Tabla 8). El porcentaje de identidad que
arroja el analisis BLAST, definido como el grado de invariabilidad que
presentan dos secuencias (de nucleétidos o proteinas) al ser comparadas,
puede ser asumido como una medida de la similitud existente entre las
mismas (Altschul, et al., 1997).

En funcion del grado de semejanza de sus secuencias
nucleotidicas con la secuencia del fragmento de lulo caracterizado, se
identificaron dos grupos de genes ppo. El primero presenté similitudes
que oscilaron entre 78 y 83% mientras que el segundo mostro valores
entre 76 y 63%.
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Tabla 7. Contenido de nucleétidos y porcentaje de guaninas y citosinas
(%GC) en genes ppo de algunas especies.

Especie Gen Tamaiio gen (pb) A C G T % G+C
Lulo 1430 428 319 303 380 43.50
Tomate  ppo-A 1893 530 379 420 564 42.20
Tomate  ppo-B 1791 519 370 399 503 42.94
Tomate  ppo-C 1881 529 365 437 550 42.63
Tomate  ppo-D 1776 513 366 409 488 43.64
Tomate  ppo-E 1764 498 379 374 513 42.69
Tomate ppo-F 1758 491 365 382 520 42.49
Papa pot 32 1794 517 366 401 510 42.75
Papa pot 33 1800 537 376 377 510 41.83
Papa pSP32 1325 375 251 311 388 42.41
Papa ppo-A 1752 501 367 378 506 42.52
Papa ppo-B 1767 507 367 377 516 42.10
Tabaco ppo 1781 491 409 389 492 44.80
Batata ppo 1767 420 523 475 349 56.48
Batata ppo-1 1767 419 525 478 345 56.76
Durazno ppo 1794 485 512 437 360 52.90
Pera ppo 1359 350 351 367 291 52.83
Haba ppo-1 1821 602 353 338 528 37.94
Manzana  ppo-1 1782 463 462 475 382 52.58
Manzana  ppo-2 1782 462 472 459 389 52.24

La secuencia identificada en lulo exhibié similitudes del 83% con
los genes ppo A 'y B de papa y ppo de caqui (Diospyros kaki L.), especie
frutal de la familia Ebenaceae; del 82% con el gen ppo-E de tomate y el
gen ppo del arbusto Dasiphora fruticosa (L.) Rydb., de la familia
Rosaceae; del 81% con el gen ppo de tabaco, el gen ppo-POT33 de papa
y el gen ppo-B de tomate; del 80% con los genes ppo F y D de tomate y
del 78% con los genes ppo de los alamos de California (Populus
trichocarpa Torr. & A. Gray) y Ontario (Populus balsamifera L.), de la
familia Salicaceae (Wang y Constabel, 2004) y el gen ppo del chaparro
(Larrea tridentata (DC.) Coville), especie perteneciente a la familia

Zygophyllaceae. Este ultimo codifica para una PPO que cumple un papel
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central en la biosintesis de lignanos (metabolitos secundarios de las
plantas), sustancias polifendlicas cuyos representantes tales como el
acido nordihidroguaiarético y sus congéneres tienen potentes propiedades
antivirales, anticancerigenas y antioxidantes (Cho, et al., 2003). El
andlisis revel6 que los genes ppo POT 32 y POT 72 de papa, ppo Ay C
de tomate y el gen que codifica para una proteina similar a PPO en
berenjena (Solanum melongena L.) (Nagasawa, et al., 2001) son los
menos parecidos al fragmento encontrado en lulo; sus valores de similitud

se encuentran entre 75 y 71%.

Tabla 8. Niveles de similitud entre la secuencia nucleotidica identificada en
lulo y los genes ppo de otras especies.

Descripcion del gen ValorE % ldentidad
ppo-A papa (Solanum tuberosum) 0.0 83%
ppo-B papa (Solanum tuberosum) 0.0 83%
ppo-E tomate (Solanum lycopersicum) 0.0 82%
ppo caqui (Diospyros kaki) 0.0 83%
ppo tabaco (Nicotiana tabacum) 0.0 81%
ppo-F tomate (Solanum lycopersicum) 0.0 80%
ppo alelo POT33 papa (Solanum tuberosum)  1e-127 81%
ppo-B tomate (Solanum lycopersicum) 7e-126 81%
ppo-D tomate (Solanum lycopersicum) 5e-117 80%
ppo chaparro (Larrea tridentata) 8e-26 78%
ppo alamo California (Populus trichocarpa) 1e-23 78%
ppo alamo de Ontario (Populus balsamifera) 1e-23 78%
ppo Dasiphora fruticosa 2e-16 82%

Dentro de los genes ppo del segundo grupo (similitudes que oscilan entre

76 y 63%) se encuentran los pertenecientes a especies de la familia

Fabaceae como soya (Glycine max (L.) Merr.), haba (Vicia faba L.), alfalfa

(Medicago sativa L.) (que se expresan en las flores y en las vainas en las

que se alojan las semillas) y trébol rojo ( Trifolium pratense L.) (Sullivan, et
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al., 2004); Rosaceae como manzana (Malus pumila Mill.), albaricoque
(Prunus armeniaca L.) (Chevalier, et al., 1999), ciruela del Japdn (Prunus
salicina Lindl.), ciruela mexicana (Prunus mexicana S. Watson) (Potter, et
al., 2007) y pera comun (Pyrus communis L.); Papaveraceae como la
dormidera (Papaver somniferum L.); Vitaceae como la uva (Vitis vinifera
L.); Theaceae como el té (Camellia sinensis (L.) Kuntze); Amaranthaceae
como la espinaca (Spinacia oleracea L.) (Hind, et al.,1995); Rhamnaceae
(Frangula californica (Eschsch.) A. Gray) y Convolvulaceae como la batata
(lIpomoea batatas (L.) Lam.). Chang y colaboradores (2007) reportaron la
existencia de dos intrones en algunos de los miembros de la familia de
genes ppo de trigo (Triticum aestivum L.). Este hallazgo permite explicar
el bajo porcentaje de similitud que existe entre los genes ppo de
solanaceas y otras familias de dicotiledéneas con monocotiledéneas como

el trigo.

En la tabla 8 se observa que los valores E se presentan en orden
numérico ascendente mientras que los porcentajes de identidad se
muestran en desorden. Esto se debe a que el valor E representa el
namero de alineamientos que se puede esperar que ocurran por azar
entre la secuencia en estudio y cualquiera otra de las existentes en una
base de datos. Por lo tanto, entre mas cercano a cero sea el valor E, mas
significativo es el alineamiento entre la secuencia que se analiza y la
secuencia relacionada (Altschul, et al., 1997). Los valores E mas bajos
que arroj6 el analisis BLAST corresponden a los alineamientos con los
genes ppo de papa, tomate y tabaco, especies estrechamente
relacionadas con lulo. Vale la pena destacar que se presentd un valor E
de cero (0.0) para el caqui, especie perteneciente a una familia que hace
parte del orden Ericales. Esto concuerda con la filogenia de las
angiospermas aceptada en la actualidad, en la que el orden Ericales es
mucho mas cercano al orden Solanales (dentro del cual se encuentra la
familia Solanaceae) que a los 6rdenes a los que pertenecen las especies

antes referidas que mostraron similitudes inferiores al 76%.
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4.4 Analisis de hibridacion Southern

En la mayoria de especies vegetales superiores se ha determinado
que los genes ppo se encuentran haciendo parte de familias multigénicas,
como en el caso de tomate (Newman, et al., 1993; Thipyapong, et al.,
1997), papa (Thygesen, et al., 1995), haba (Cary, et al., 1992) y trigo
(Jukanti, et al., 2004) entre otras. Para el analisis de hibridacién Southern
del genoma de lulo, a partir de DNA gendmico de papa se generd por
PCR un fragmento de 920 pb que se utiliz6 como sonda (Tablas 9 y 10).
Este segmento corresponde al extremo 3 de uno de sus genes ppo
(Figura 8).

M.P.M 1

1000 pp ——>
<+——— 920 pb

Figura 8. Producto de PCR utilizado como sonda para el analisis Southern
del genoma de lulo. M.P.M: Marcador de peso molecular; Carril 1: fragmento
de 920 pb obtenido a partir de DNA genémico de papa.

El analisis Southern (Figura 9) revelo la presencia de sefales de
hibridacion de aproximadamente 12 kb en los carriles 2, 3 y 4
correspondientes al DNA gendémico de lulo digerido simultaneamente con
las enzimas de restriccibon BamHI-Pstl, BamHI-Xbal y Xbal-Pstl

respectivamente.
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Tabla 9. Condiciones de reaccién utilizadas para la amplificacion por PCR
del fragmento de 920 bp utilizado como sonda en el analisis de hibridacion
Southern del genoma de lulo.

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Volumen/Reaccion
Agua - - 13.70 yL
Buffer PCR 10X 1X 2.50 uL
MgCl, 50 mM 1.5 mM 0.75 uL
dNTP’s 2.5 mM 0.2 mM 2.0uL
Iniciador InfPPO-F 10 uM 0.4 uyM 1.0 uL
Iniciador PPO-Rv 10 uM 0.4 uM 1.0 uL
Taq DNA Polimerasa 5 U/uL - 0.25 uL
DNA Papa 20 ng/uL - 3.80 uL
Volumen final 25.0 uL

Tabla 10. Programa de ciclaje utilizado para la amplificacion por PCR del
fragmento de 920 bp utilizado como sonda en el analisis de hibridacion
Southern del genoma de lulo.

Etapa Temperatura/Tiempo  # Ciclos
Denaturacién Inicial 94 °C X 4 min. 1
Amplificacion 45

Denaturacién 94 °C X 1 min.
Anillaje 55.5 °C X 45 seg.
Extension 72 °C X 75 seg.
Extension final 72 °C X 7 min. 1

En el carril 5, correspondiente al fragmento generado a partir de
DNA de papa y utilizado como sonda, como era de esperarse se observo
una sefal muy intensa y bien enfocada entre 900 y 1000 pb. Tal como en
el caso del DNA de lulo, se observaron sefiales de hibridacion de
aproximadamente 12 kb en los carriles 7, 8 y 9 correspondientes al DNA
genomico de papa digerido con las enzimas Bam HI - Pst |, Bam HI - Xba
'y Xba | - Pst |. Estos resultados se lograron después de estandarizar las
condiciones de temperatura, tiempo y concentracién de sales para los
lavados posthibridacion (Tabla 11). Los resultados del analisis Southern
coinciden con los observados en flor de tabaco por Goldman y
colaboradores (1998) en el que se obtuvo una sefal de hibridacién de
11.5 kb para el DNA cortado con Bam HI.
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Figura 9. Analisis de hibridaciéon Southern. La flecha negra indica las senales
de hibridacion de aproximadamente 12 kb. Como sonda se utiliz6 un fragmento
de 920 pb amplificado por PCR a partir de DNA gendémico de papa (flecha
blanca). Carril 1: Marcador de peso molecular; Carriles 2, 3 y 4: DNA gendmico
de lulo cortado con las combinaciones de enzimas BamHI-Pstl, BamHI-Xbal y
Xbal-Pstl; Carril 5: Sonda (920 pb); Carril 6: Blanco; Carriles 7, 8 y 9: DNA
gendmico de papa cortado con las mismas combinaciones de enzimas usadas
para lulo.

Tabla 11. Concentracidon de sales, temperatura y tiempo empleados en los
lavados poshibridacion Southern.

Lavado Soluciones de lavado Temperatura Tiempo (min)

1 2X SSC + 0.5% SDS Ambiente 15
2 1X SSC + 0.5% SDS 55°C 15
3 1X SSC + 0.5% SDS 55°C 15
4 0.1X SSC Ambiente 15
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De otro lado, los experimentos de mapeo por RFLPs realizados
para determinar la organizacién de la familia de genes ppo en tomate
revelaron que los genes ppo-E y ppo-F estan localizados juntos dentro de
una regién de 12.4 kb mientras que los genes ppo A, B y D estan
localizados dentro de una segunda regién de 12.4 kb. (Newman, et. al.,
1993). En monocotiledéneas como el trigo se ha observado algo similar:
los seis genes ppo que se conocen en la especie se encuentran
organizados en dos agrupamientos independientes, cada uno cuenta con

tres de estos genes (Jukanti, et al., 2004).

Los cortes de restriccion dobles que se hicieron en este estudio
tenian la finalidad de generar fragmentos de DNA gendmico mucho mas
pequenos que facilitaran la determinacion del numero de copias de la
secuencia aqui reportada existentes en el genoma de lulo; los resultados
obtenidos podrian deberse a que una de las enzimas utilizada para los
cortes dobles del genoma no actué apropiadamente, hecho que generé
fragmentos de DNA de gran tamafno. Puesto que los resultados obtenidos
no permitieron lograr la determinacion propuesta, una primera alternativa
consiste en digerir el genoma de lulo con una serie de enzimas diferentes
que produzcan al menos un corte dentro de la secuecia del candidato a
gen ppo presentado en esta investigacion; esto permitiria que la sonda
hibride con alguno de los dos fragmentos del gen cortado, de manera que
se pueda obtener un patrén de senales de hibridacidbn que permita
establecer con claridad el nimero de genes ppo en la especie.

De otro lado, los resultados anteriormente presentados coinciden
con el siguiente fendmeno: la existencia de genes significativamente
conservados en las especies de solanaceas se encuentra estrechamente
asociada al hecho de que su posicion en el cromosoma y sus relaciones
de posicion con otros genes también lo estdn. Empleando marcadores

moleculares desarrollados a partir de tomate, Bonierbale y colaboradores
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(1988) y Tanksley y colaboradores (1992) demostraron un fuerte grado de
colinealidad entre papa y tomate. Utilizando la misma aproximacion, se
identificaron 18 bloques de ligacién homdlogos entre pimiento y tomate
(Livingstone, et al, 1999). De igual modo, marcadores de tomate
utiizados en berenjena revelaron regiones sinténicas entre estos
(Doganlar, et al., 2002).

4.5 Analisis de conservacion de sitios de restriccion en genes ppo
Las secuencias de los genes ppo de tomate, papa, tabaco, batata,

haba, durazno, manzana y el fragmento de 1430 pb identificado en lulo se
analizaron con el programa Webcutter versiéon 2.0 (http:/rna.lundberqg.

gu.se/cutter2/) para determinar la presencia de sitios de restriccién
comunes a todos ellos (Tabla 12). Se identificaron 50 enzimas que cortan
a todos los genes ppo analizados; 9 que cortan a todos los genes ppo de
las solanaceas consideradas en el estudio; 2 que cortan a todos los
genes ppo de las solaniceas excepto al fragmento identificado en lulo;
21 que cortan a todos los genes analizados excepto al gen ppo de haba;
13 que cortan a los genes ppo de las solanaceas excepto al fragmento de
lulo, a los genes ppo E y F de tomate, A y B de papa y al presente en
tabaco; 5 que dentro del grupo de genes ppo de las solanaceas cortan
solamente al fragmento de lulo, a los genes ppo E y F de tomate y al gen
POT32 de papa; 3 que cortan a todos los genes ppo analizados excepto
el fragmento de lulo; 9 que cortan a todos los genes ppo de solanaceas
excepto el fragmento de lulo y el gen ppo D de tomate; 2 que cortan a
todos los genes analizados excepto al fragmento de lulo y los genes ppo
B de tomate y ppo 1 de batata y finalmente 6 que cortan todos los genes
analizados excepto el fragmento de lulo, los genes ppo Ay B de papa y el
gen de haba.

La notable conservacién (en términos de la presencia y localizacion

en la secuencia) de los sitios de restriccion que se observa en el
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fragmento identificado en lulo, los genes ppo E y F de tomate y Ay B

papa es un claro reflejo del grado de similitud (a nivel de secuencia de

nucledétidos) existente entre ellos, hecho que concuerda con los elevados

Tabla 12. Enzimas de restriccion que cortan a los genes ppo analizados.

Genes que corta

Aci |, AclW [, Afa I, Alu I, Alw |, Bsad |, Bsc4 |, BseD |,
BsiY I, Bsl |, Bsp143 |, BssT1 I, BstDE I, Cac8 |, Cspé |,
CviJd |, Dde I, Dpn I, Dpn Il, Eco130 I, EcoT14 |, Erh |,
Hinf |, Hph |, Hsp92 Il, Kzo9 I, Mae I, Mae IIl, Mbo I,
Mbo II, Mnl I, Mse |, MspR9 I, Mwo |, Nde Il, Nla Ill, Nla
IV, PspN4 |, Rsa |, Sau3A |, ScrF |, Sse9 |, Sty |, Taq |,
Trul |, Tru9 I, Tsp45 I, Tsp509 I, TspE I, TthHBS I.

Acs |, Apo |, Bfa |, Bsp19 I, BstDS I, Dsa I, Mae |, Nco |,

SfaN I.
BsrD I, Fau l.

AspS9 |, Asu |, Ava ll, Bme18 |, Bsel |, BseN |, BseR |,
BsiS |, Bsr I, BsrS |, BstF5 I, Cfr13 |, Eco47 |, Fok I,
Hap I, HgiE I, Hpa Il, Msl I, Msp |, Sau 96 |, Sin I.
AccB7 |, Acc Il, BsaA |, BsaM |, Bsm |.

AccB1 |, Afl lll, Ama87 I, Ava |, Ban |, Bco |, BshN |,
BsoB I, BspLU11 |, Eco64 |, Eco88 |, MspA1 I, NspB II.

BsoF I, Fsp4H [, Ita I.

Ban Ill, Bsc I, BseC |, Bsp106 |, BspD |, BspX |, Bsu15

[, Cla |, Hind III.

Bbv |, Bst71 I.

AspLE |, Cfo I, Hha I, Hin6 |, HinP1 I, HspA I.

Todos los genes
analizados.

Todos los genes de
las solanaceas.

Todos los genes de
las solanaceas
excepto el de lulo.
Todos los genes
analizados  excepto
haba.

Dentro del grupo de
solanaceas cortan
solamente a lulo,
tomate (E y F) y papa
(POT 32).

Todos los genes de
solanaceas excepto
lulo, tomate (E y F),
papa (A y B) y tabaco.
Todos los genes
analizados  excepto
lulo.

Todos los genes de
solanaceas  excepto
lulo y tomate D.

Todos los genes
analizados  excepto
lulo, tomate B y batata
1.

Todo los genes
analizados  excepto
lulo, papa A y B y
haba.
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porcentajes de identidad obtenidos a partir del analisis BLAST en el que
se compar0é la secuencia encontrada en Ilulo con los genes ppo
previamente reportados. Sin embargo, la comparacién de los mapas de
restriccion de los genes ppo de solaniceas evidencié que aunque
numerosos sitios de corte se conservan, en algunos casos la posicion de
los mismos varia (Figura 10). Ello responde al hecho que existen

diferencias en el tamarno de los genes.

4.6 Analisis de la proteina PPO deducida a partir del candidato a
gen ppo de lulo

El programa ORF Finder de NCBI permitié determinar que dentro
de la secuencia nucleotidica identificada hay 10 marcos de lectura: cinco
en la cadena positiva y cinco en la negativa. El mas largo se encontr6 en
la cadena positiva; presenta un tamano de 1422 nucleoétidos, se inicia en
la posicién 9 y se extiende hasta la posicién 1430 (Tabla 13). La proteina
hipotética deducida de este marco de lectura tiene 474 aminoacidos
(Figura 11). EIl analisis BLASTP que permiti6 comparar la secuencia de
aminoacidos deducida del fragmento encontrado en lulo con la base datos
de proteinas mostré resultados que coinciden con lo observado en el
analisis de la secuencia de nucleé6tidos presentado anteriormente. Los
valores E de cero (0.0) corresponden a las proteinas PPO de papa,
tomate y tabaco (Tabla 14). Tal como se observé en el analisis de la
secuencia de nucledtidos, la PPO del caqui present6 un valor E igual al
que mostraron las solanaceas antes referidas. El valor inmediatamente
superior (1x10 %) correspondi6 a la PPO de batata, especie
perteneciente a la familia Convolvulaceae, que estd estrechamente
relacionada con las solanaceas puesto que ambas familias pertenecen al
orden Solanales. Los ordenes Ericales (al cual pertenece la familia del
caqui) y Solanales son filogenéticamente muy cercanos puesto que se
originaron por divergencia de la subclase Asteridae (Soltis, et al., 2008).
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Figura 10. Mapas de restriccion de los genes ppo. Se sefialan los sitios de
corte para enzimas de restriccion que conservan su posicion en la secuencia de

los genes considerados en el analisis.
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Tabla 13. Marcos de lectura identificados en la secuencia de lulo de 1430
pares de bases.

Marco de lectura Pos. Inicio  Pos. Finalizacién  Longitud Aminoéacidos

+3 9 1430 1422 474
+2 830 955 126 41

+1 268 516 249 82

+1 610 780 171 56
+1 1249 1359 111 36
-3 682 993 312 103
-2 971 1114 144 47
-2 1325 1429 105 34
-1 3 254 252 83
-1 297 422 126 41

1 LCKAHIKPDTEVTYSCCPPIPEDIDSVPYYKFPSMTKLRIRPPAHAVDEEYIAK
55 YQLATSRMRGLDKDPFDPLGFKQQANIHCAYCNGAYKVGGKELQVHFSW
104 LFFPFHRWYLYFYERILGSLINDPTFALPYWNWDHPKGMRIPPMFDVEGS
154 SLYDEKRNQNHRNGKIIDLGFFGKETQTTQLQTMTNNLTLMYRQMITNAP
204 CPSLFFGNPYPLGTDPSPGMGTIENIPHNAVHVWVGDPRQPNGEDMGN
252 FYSSGLEPAFFCHHSNVDRMWNEWKAIGGKRRDLADKDWLNTEFLFYD
300 ENRKLFRVRVRDCLDSKKMGFDYAPMPTPWRNFKPSIRKTTAGKLNTSS
349 IPPVSKVFPIPKLDRPISFSINRPASSRTQAEKNEQEEMLTFHKIQHNDRLY
401 VRFDVFLNVDKTVNALELDQPEFAGSYTSLPHVHGDDKPHATSATLSLAIT
452 ELLEDNNLEDEETIVVTLVPKVG

Figura 11. Secuencia de aminoacidos deducida del fragmento identificado
en lulo (474 a.a). Numero de accesion en GeneBank: ACN78382.

De las PPO con las cuales la proteina deducida de la secuencia
identificada en lulo mostré similitud, un nimero considerable corresponde
a especies de la familia Rosaceae y otras pertenecen a especies de las
familias Salicaceae, Fabaceae, Vitaceae, Theaceae, Zygophyllaceae,
Asteraceae, Juglandaceae, Scrophulariaceae y Phytolaccaceae. Vale la
pena destacar que la comparacion permiti6 encontrar similitudes con las
PPO de pifa (Ananas comosus (L.) Merr.), arroz (Oryza sativa L., Oryza
alta Swallen, Oryza rufipogon Giriffiths y Oryza nivara S.D. Sharma &
Shastry) y trigo (Tritcum monococcum L., Triticum urartu Thumanian ex
Gandilyan, Triticum turgidum L. y Triticum aestivum L.) (He, et al., 2007),
monocotiledéneas de la familia Bromeliaceae (en el primer caso) y
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Poaceae (en los casos restantes) que guardan una considerable relacion

dado que las dos familias pertenecen al orden Poales.

La gran mayoria de las PPO que presentaron similitud con la
proteina hipotética derivada de la secuencia nucleotidica identificada en
lulo se localizan en tejidos fotosintéticos donde los plastidios estan en
forma de cloroplastos; las Unicas dos excepciones son la aureusidin
sintasa homologa a PPO de Antirrhinum majus L. (Scrophulariaceae) la
cual es expresada en pétalos y la proteina similar a PPO de berenjena
(Solanum melongena L.), expresada en ovario y fruto.

Tabla 14. Valores de identidad de la proteina hipotética deducida del
fragmento identificado en lulo respecto a las PPO de otras especies
vegetales.

Especie Proteina Localizacion Valor E % ldentidad
S. lycopersicum PPO - E Cloroplasto 0.0 83
S. tuberosum PPO - B Cloroplasto 0.0 82
S. tuberosum PPO - A 0.0 82
N. tabacum PPO 0.0 81
S. lycopersicum PPO - F Cloroplasto 0.0 80
S. tuberosum PPO POT 33 0.0 72
S. lycopersicum PPO -B Cloroplasto 0.0 71
D. kaki PPO 0.0 83
S. tuberosum PPO POT 32 0.0 68
S. lycopersicum PPO-D Cloroplasto 0.0 68
S. lycopersicum PPO - A Cloroplasto 0.0 68
S. lycopersicum PPO-C Cloroplasto 0.0 67
I. batatas PPO -1 Cloroplasto 1e-126 49
C. nitidissima PPO 8e-126 47
C. oblonga PPO 4e-125 48
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4.7. Conservacion del dominio funcional de las Tirosinasas en la PPO
hipotética de lulo

Los dominios pueden ser definidos como unidades estructurales
y/o funcionales distintas en una proteina. A menudo se observa que la
region de una determinada cadena polipeptidica que muestra un
plegamiento particular también ejecuta una funcion especifica. Desde el
punto de vista de la naturaleza de su secuencia, los dominios se definen
como regiones altamente conservadas evolutivamente que adquieren
mayor relevancia si son descritos como modulos moviles, es decir,
presentes en diferentes familias de proteinas con arquitectura diversa
(Marchler-Bauer, et al., 2007).

Los dominios conservados contienen patrones de secuencia
conservados o motivos, los cuales permiten su deteccién en la secuencia
de polipéptidos. Sin embargo, la distincién entre dominio y motivo no es
clara, especialmente en el caso de las unidades repetitivas cortas. Los
motivos funcionales también estan presentes fuera del alcance de los
dominios conservados estructuralmente (Marchler-Bauer, et al., 2007). El
analisis realizado con la herramienta CDD revelé que la proteina deducida
de la secuencia nucleotidica encontrada en lulo posee un dominio que es
caracteristico de las tirosinasas, familia de proteinas dentro de la cual se
encuentran las polifenol oxidasas de las plantas y que esta estrechamente
relacionada con la familia de las hemocianinas presentes en moluscos y
artropodos. Las tirosinasas poseen dos iones de cobre (denominados
CuA y CuB) cada uno de los cuales se encuentra asociado a la proteina
gracias a la presencia de tres residuos de histidina (Jackman, et al.,
1991). La regidon de la PPO hipotética de lulo en la que se ubicaria el
dominio comun a todas las tirosinasas se extiende desde la Prolina 72
hasta la Isoleucina 278 (Figura 12). Como era de esperarse, los seis
residuos de histidina involucrados en la coordinacion con los dos iones de

cobre se encuentran dentro del dominio conservado.
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( Tyrosinase superfamily )

Figura 12. Localizacion del dominio funcional de las tirosinasas en la PPO
hipotética de lulo (rectangulo rojo). Se extiende desde la Prolina 72 hasta la
Isoleucina 278.

Halaouli y colaboradores (2006) sostienen que se puede asumir que el
dominio central que comparten todos los miembros de la familia de las
tirosinasas (tirosinasas, hemocianinas y polifenoloxidasas) presenta
rasgos estructurales y funcionales similares considerando las siguientes
caracteristicas estudiadas en muchas de ellas: 1) valencia y cambio
conformacional comparable durante el proceso de unién del oxigeno, 2)
propiedades espectroscopicas comparables, y 3) similitud en la secuencia
primaria. Los aminoacidos involucrados en la coordinacién con los iones
de cobre denominados Ha1, Ha2  Has (para el cobre A) y Hg1, Hgz, Hgs (para
el cobre B) siguen la regla general Ha1 - X(n) - Haz - X(8) - Haz y Hg1 - X(3) -
Hgo - x(n) - Hgs respectivamente, donde n es un numero variable de
aminoacidos (Garcia-Borrén y Solano, 2002). Las histidinas que
interactuarian con los dos iones de cobre identificadas por comparacion
de secuencias en la PPO deducida de la secuencia encontrada en lulo se
ajustan a esta distribucion. En el caso del sitio de cobre A, entre los
residuos primero y segundo (His 82 e His 100) hay 17 amino&cidos y
entre el segundo y el tercero (His 100 e His 109) hay 8. Para el caso del
sitio de cobre B, entre los residuos primero y segundo (His 231 e His 235)
hay 3 residuos mientras que entre el segundo y el tercero (His 235 e His
265) hay 29 (Figuras 13Ay 13B).

Garcia-Borrén y Solano (2002) describieron el sitio activo de las
tirosinasas como una esfera hidrofilica delimitada por un haz de cuatro
hélices alfa en el que se encuentran incluidas las seis histidinas. Esta
esfera hidrofilica estaria localizada dentro de un caparazén hidrofébico
formado por aminoacidos aromaticos y constituido por residuos altamente
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conservados. Las fuerzas de union no covalentes que mantienen la
estructura del sitio activo de la proteina son el resultado de interacciones
entre varios residuos localizados en la proximidad del centro de dicobre.
La estructura que ellos proponen es la siguiente: ®rar7), Arg Haz+1),
D Haz+3), PHA3+7), GlU (HAz+8), ASP (HB3-7), ASP (HB3+4), PHB3+7) Y TIP (HB3+10) (P
representa un residuo aromatico). La comparacién de la estructura
primaria de las tirosinasas en hongos mostrdé la conservacion de los
siguientes aminoacidos: ®na1-7) (P corresponde a Phe o Tyr), Arg az+1),
®PHazsa) (P corresponde a Tyr), Glu Hasss), ASP (HB3-7), ASP (HB3+4) Y TIP
He3+10)- La PPO hipotética de lulo conserva los siguientes residuos: ®ai-
7) (P corresponde a Phe), Arg mas:1), PrHas«s) (P corresponde a Tyr),
®PHazs7) (P corresponde a Tyr), Glu (Hazss), ASP (HB3+4), PHe3+7) (P
corresponde a Trp) y Trp He3+10)- La posicion Asp gs.7) conservada en las
demds especies de solanaceas consideradas en la comparacion se
encuentra substituida por Glu gs.7(cambio conservativo) (Figuras 14 Ay
14 B). Respecto a las PPO en plantas, las tirosinasas de hongos no

conservan las posiciones ®Haz.7) Y P(He3+7)-

Otro rasgo que distingue al centro de dicobre propio de las
tirosinasas de hongos es la presencia de un residuo de cisteina (Caz-2))
altamente conservado, el cual esta involucrado en una unién covalente
tioéter con la segunda histidina conservada del sitio de cobre A. En las
PPO de solanaceas esta cisteina (Cys 86) también esta muy bien
conservada. Klabunde y colaboradores (1998) sugieren la posibilidad que
esta estructura (el puente tioéter) optimice el potencial redox del centro de
dicobre para la oxidacion hasta orto-difenol, teniendo en cuenta una
rapida transferencia de electrones en el proceso.
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A

*: * :* '* * k% :******* . L2 :*** *khkkhtkhkt ki
Tomate A MKDLDKTQPDNPIGFKQQAN-JHEAYCNG- ---GYSIDGKVLOVHI
Tomate C MKDLDKTQPDNP IGFKQQAN-JHCAYCHNG--—-GYSIDGKVLQ
Tomate D MRDLDKTQPLNPIGFKQQAN-JHCAYCHNG--——AYRIGGKELQ
Papa POT 32 MKDLDKTQPLNPIGFKQQAN-JH{AYCNG----AYRIGGKELQ
Tomate B MRDLDKTEPLNPLGFKQQAN-THCAYCHNG--—-AYIIGGKELQ
Papa POT 33 MKDLDKTDPLNPLGFKQQAN-JH{AYCNG----AYIIGGKELQ
Papa A MRELDKD-SFDPLGFKQQAN- JTHCAYCNG----AYKVGGKELQVH
Papa B MRELDKD-SFDPLGFKQQAN- JTHCAYCNG----AYKVGGKELQVH
Tomate E MRELDKD-PFDPLGFKQQAN- JTHCAYCHNG----AYKVGGKELQVH
Tomate P2  MRELDKD-PFDPLGFKQQAN-JHCAYCHNG----AYKVGGKELQVH
Tomate F MRELDKD-PFDPLGFKQQAN- JTHCAYCHNG----AYKIGGKELQVH
Tabaco MRELDKD-PFDPLGFKQQAN- JTHCAYCHNG----AYKIGGKELQVH
Batata MKALPAD---DPRNFYQQAL-VHCAYCHNGG-YDQVNFPDOEIQ
Lulo MRGLDKD-PFDPLGFKQQAN-JH{AYCNG----AYKVGGKELQYH!
His 82 Cys 86 His 100 His 109
B
*eck_ kk ok K K s kekkokek - ko kk_wk
Tomate A DAGTVENIHHEPVHIWVGTRRGSVLPVGKISNGEDMGNFYSAGLDP--LFYCHHENV
Tomate C DAGTVENIHHSPVH[WVGTRRGSVLPVGKISNGEDMGNFYSAGLDP--LFYCHHENV
Tomate D SPGTIENIHHEPVHIWSGTVRGSTLPNGAISKRGEYGHFYSAGLDP--VFFCHHENV
Papa POT 32 LPGTIENIEHGEPYH[WSGTVRGSTLPNGAISNGENMGHFYSAGLDP--VEFCHHENV
Tomate B APGTIETIHH[PVH[WAGTVRGSKFPNGDVSYGEDMGNFYSAGLDP--VFYCHHG
Papa POT 33 APGTIENIHEHIPVH[WAGTVRGSTFPNGDTSYGEDMGNFYSAGLDP--VFYCHHE
Papa A GQGTIENIBHTPVH[WTGDK-—————— PROKNGENMGNFYSAGLDP--LEYCHHANV
Papa B GMGTIENIBHTPVH[WTGDS——————— PROKNGENMGNFYSAGLDP--IFYCHHANV
Tomate E GOGTIENIEHTPVH[WTGDK-—-———— PROKNGEDMGNFYSAGLDP--IFYCHHANV
Tomate P2 GQGTIENIBHTPVH[WTGDK—-—————— PROKNGEDMGNFYSAGLDP--IFYCHHANV
Tomate F GMGTIENIBHTPVH[WTGDS——————— PRQGHGEDMGNFYSAGLDP--LFYCHHANV
Tabaco GMGTIENIEHTPVH[WVGSRPDE----NNVKHGEDMGNFYSAGLDP--LFYSHHANV
Batata GAGSIETSHH[PIHRWVGDP-——————— RNTNNEDMGNFYSAGRDI--AFYCHHS
Lulo GMGT IENTHHNAY EWVGD ———————— PRQPNGEDMGNFYSSGLEP--AFFCHHS
His 231 His 235 His 265

Figura 13. Conservacion de las histidinas involucradas en la coordinacion
con los atomos de cobre A y B de la PPO hipotética de lulo. Tanto para el
sitio de cobre A como para el B las histidinas siguen la regla de distribucion
establecida por Garcia-Borron y Solano (2002). A. Histidinas coordinadas
con el sitio de cobre A. B. Histidinas coordinadas con el sitio de cobre B.
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A

sk ok kkk skkkkkkk . skkk kkkhkhkhkhkhkhkhhkhhdk . ok *
Tomate A PDNPIGFKQQAN-IHCAYCNG----GYSIDGKVLQVHNSWLFFPFHRWYLYEYERILG
Tomate C PDNPICFKQQAN-IHCAYCNG----GYSIDGKVLQVHNSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Tomate D PLNPIGFKQQAN-IHCAYCNG----AYRIGGKELQVHNSWLFFPFHRAYLYEYESNAG
Papa POT 32 PLNPIGFKQQAN-IHCAYCNG----AYRIGGKELQVHNSWLFFPFHRAYLYEHERIVG
Tomate B PLNPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYIIGGKELQVHNSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Papa POT 33 PLNPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYIIGGKELQVHNSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Papa A SFDPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKVGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Papa B SFDPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKVGGKELQVHF SWLFFPFHRAYLYEYERILG
Tomate E PFDPLGFKQQAN-THCAYCNG----AYKVGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYFYERILG
Tomate P2  PFDPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKVGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Tomate F PFDPLCGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKIGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Tabaco PFDPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKIGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Batata --DPRNFYQQAL-VHCAYCNGG-YDQVNFPDQEIQVHNSWLFFPFHRAYLYEYERILG
Lulo PFDPLGFKQQAN-IHCAYCNG----AYKVGGKELQVHFSWLFFPFHRAYLYEYERILG
B

hekkk ok o ke  kk Ahkkhkhk * . LRk

Tomate A MGNFYSAGLDP--LFYCHHSNVDRMWNEWKATGGK

Tomate C MGNFYSAGLDP--LFYCHHSNVDRMWNEWKATGGK

Tomate D YGHFYSAGLDP--VFFCHHSNVDRMWSEWKATGGK

Papa POT 32 MGHFYSAGLDP--VFFCHHSNVDRMWSEWKATGGK

Tomate B MGNFYSAGLDP--VFYCHHGNVDRMWNEWKAIGGK

Papa POT 33  MGNFYSAGLDP--VFYCHHGNVDRMWNEWKAIGGK

Papa A MGNFYSAGLDP--LFYCHHANVDRMWDEWKLIGGK

Papa B MGNFYSAGLDP--IFYCHHANVDRMWDEWKLIGGK

Tomate E MGNFYSAGLDP--IFYCHHANVDRMWNEWKLIGGK

Tomate P2 MGNFYSAGLDP--IFYCHHANVDRMWNEWKLIGGK

Tomate F MGNFYSAGLDP--LFYCHHANVDRMWNEWKLIGGK

Tabaco MGNFYSAGLDP--LFYSHHANVDRMWSEWKALGGK

Batata MGNFYSAGRDI--AFYCHHSNVDRMWT INQQLAGK

Lulo MGNFYSSGLEP--AFFCHHSNVDRMWNEWKAIGGK

Figura 14. Conservaciéon de aminoacidos en la periferia del sitio activo de la
PPO hipotética de lulo. Las regiones cercanas tanto al sitio de cobre A como al
B presentan aminoacidos conservados que siguen la regla de distribucion
establecida por Garcia-Borréon y Solano (2002). A. Residuos conservados en la

region cercana al sitio de cobre A. B. Residuos conservados en la regién

cercana al sitio de cobre B.
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Todas las PPO poseen un péptido senal ubicado hacia el extremo
N terminal, cuya funciéon es transportar la proteina hacia el lumen del
tilacoide. Estos péptidos sefial en las PPO de tomate presentan tamarnos
que oscilan entre 83 y 87 aminoacidos. El alineamiento de las PPO de
tomate con la proteina derivada de la secuencia de lulo hecho con el
programa Clustal W permitié determinar que ésta ultima no presenta la
secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido sefal ni los 10
primeros residuos correspondientes a la parte N-terminal de la proteina
madura. Esto era previsible puesto que el iniciador directo utilizado para
amplificar el fragmento 1 anillé a 280 pares de bases del sitio de inicio de

la secuencia codificante.

Las regiones de la proteina que interactian con los atomos de
cobre muestran un alto grado de conservacién. El alineamiento de las
PPO de tomate, papa, tabaco y batata con la proteina hipotética derivada
del fragmento encontrado en lulo permitié identificar por similitud de
secuencias dichos sitios. El sitio de cobre A estaria ubicado entre la
histidina 100 y el triptofano 136. En la posicién 101 la proteina hipotética
de lulo posee una fenilalanina que también se encuentra en las proteinas
PPO-E y PPO-F de tomate, PPO-A y PPO-B de papa y PPO de tabaco
mientras que en las proteinas PPO-A, PPO-B, PPO-C, PPO-D de tomate
y las PPO POT32 y POT33 de papa hay una asparagina (substitucion no
conservativa). En la posicién 116 todas las PPO comparten una tirosina
excepto la PPO POT32 de papa, que tiene una histidina (substitucion
conservativa). En las posiciones 118, 119 y 120 en donde todas
muestran arginina, isoleucina y leucina respectivamente, la PPO-D de
tomate presenta serina, asparagina y alanina mientras que la PPO POT32
conserva las posiciones 118 y 119 pero en la posicién 120 tiene una
valina (substituciébn no conservativa). En la posicion 122 la mayoria
comparte la presencia de una serina mientras que las PPO POT32 y
POT33 de papa y las PPO-B y PPO-D de tomate presentan una lisina

(substitucion conservativa). En la posicion 123 todas muestran una lisina
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excepto la PPO POT32 de papa que posee una fenilalanina (substitucién
conservativa). En la posicion 125 la PPO de lulo tiene una asparagina
que en las PPO A, B, C y D en tomate y en POT32 y POT33 de papa ha
sido substituida por aspartato (substitucion conservativa). En la posicién
130 la alanina ha sido substituida por glicina en la PPO de tabaco y en las
PPO A y C de tomate (substitucion conservativa). La tirosina de la
posicion 133 ha sido reemplazada por fenilalanina en las PPO Ay C de
tomate (substitucion conservativa). Esta comparacién muestra que el sitio
de cobre A en la PPO hipotética de lulo (deducido por similitud de
secuencias) es mas parecido al de las PPO E y F de tomate y PPO Ay B
de papa que a las demas proteinas consideradas en la comparacion.

En la PPO hipotética de lulo el sitio de cobre B estaria localizado
entre la histidina 231 y el aspartato 284. El alineamiento muestra que
este es mucho menos conservado que el sitio de cobre A. En la posicion
232 la PPO de lulo tiene una asparagina mientras que en las demas hay
treonina, serina, glicina o isoleucina. En la posicién 233 todas las PPO
incluidas en la comparacion presentan una prolina excepto la PPO de lulo
que posee una alanina (substitucion conservativa). El aspartato 240 se
conserva en la PPO de lulo, las PPO Ay B de papa y las PPO E y F de
tomate, mientras que en la PPO de tabaco hay una serina y en las demas
hay una treonina. Los residuos en las posiciones 241 a 249 son
conservados en la PPO de lulo, las PPO Ay B de papay las PPO Ey F
de tomate. La asparagina 251 se conserva en todas las PPO excepto en
la PPO-D de tomate y la PPO POT 32 de papa, en las que hay una
histidina. La alanina 255 conservada en todas las PPO se ha substituido
por una serina en la proteina de lulo. Con el aspartato 258 ocurre algo
muy similar, en la proteina de lulo se observa una substitucion por
glutamato. La tirosina 262 ha sido substituida por fenilalanina en la PPO
de lulo, PPO-D de tomate y en la PPO POT32 de papa. La arginina 283
ha sido substituida por treonina en las PPO A, C y D de tomate y en la

PPO POT32 de papa.
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Tal como en el caso del sitio de unién a cobre A, el sitio de union a
cobre B de la proteina hipotética de lulo es mas parecido al observado en

las PPO E y F de tomate y en las PPO Ay B de papa.

Los estudios que permitieron determinar la estructura
tridimensional de la PPO de batata revelaron que cada uno de los dos
sitios de unién a cobre esta coordinado por tres residuos de histidina
localizados en las cuatro hélices que conforman esa regién de la proteina.
El sitio de cobre A esta coordinado con His 88, His 109 e His 118. El sitio
de cobre B esta coordinado con His 240, His 244 e His 274 (Klabunde, et
al.,, 1998). El alineamiento de las PPO pertenecientes a especies de la
familia Solanaceae (incluida la de lulo) mostré que las seis histidinas
antes mencionadas se encuentran perfectamente conservadas en todas
ellas. Para el caso de la PPO de lulo, el atomo de cobre del sitio A estaria
coordinado con His 82, His 100 e His 109 mientras que el atomo de cobre
del sitio B estaria coordinado con His 231, His 235 e His 265. En la PPO
de batata existe una union covalente entre el carbono épsilon de la His

109 y el &tomo de azufre perteneciente a la Cys 92.

Los andlisis cristalograficos de esta proteina revelaron que dicho
enlace covalente confiere restricciones estructurales adicionales a la
region de la molécula que conforma el centro de cobre A (Klabunde, et al.,
1998). Al igual que las histidinas antes referidas, esta cisteina se
encuentra perfectamente conservada en todas las PPO de solanaceas; en
la PPO de lulo ocupa la posicién 86 (Cys 86). La diferencia en la posicion
de las histidinas que intervienen en la coordinacién con los atomos de
cobre se puede explicar en funcién de la diferencia en la longitud de estas
dos proteinas; mientras que la PPO de batata utilizada para los estudios
de espectroscopia realizados por Eicken y colaboradores (1998) tiene 496
aminoacidos, la PPO deducida del fragmento de DNA de lulo tiene 474

aminoacidos.

69



Tal como ocurre en las polifenol oxidasas previamente estudiadas,
las regiones de la PPO hipotética de lulo en las que se acoplarian los dos
atomos de cobre son asimétricas en términos de constitucion de
aminoacidos. De manera contrastante, en las hemocianinas ocurre lo
contrario; los dos iones de cobre se coordinan en regiones que presentan
secuencias idénticas (Eicken, et al., 1998).

4.8. Andlisis filogenético de la PPO hipotética deducida de Ila
secuencia identificada en lulo

Con el propésito de determinar el nivel de cercania filogenética de la
PPO hipotética deducida de la secuencia encontrada en lulo con otras
PPOs ya estudiadas, las secuencias de aminoacidos de las PPOs
reportadas en las bases de datos fueron utilizadas para construir un

cladograma empleando el programa Mesquite (Figura 15).

El analisis de relacion filogenética produjo un cladograma en el que
se observan dos grandes grupos: en el primero se encuentran las PPOs
de monocotiledéneas y en el segundo las PPOs de dicotiledéneas. En
este Ultimo se identific6 un grupo en el que estan reunidas las PPOs
pertenecientes a las especies de la familia Solanaceae (papa, tomate,
tabaco y berenjena) incluyendo a la PPO deducida de la secuencia
nucleotidica de lulo. Tal como lo habian mostrado los andlisis de similitud
de nucleétidos y de aminoéacidos, la PPO hipotética de lulo es muy
cercana a las PPO E y F de tomate, a las PPO Ay B de papa y a la PPO
de tabaco. En este clado se encuentra incluida la PPO pertenciente a
caqui (D. kaki L.), especie perteneciente a la familia Ebenaceae, del orden

Ericales.
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Figura 15. Relacion filogenética entre las PPO de diversas especies
vegetales. Se presenta la seccion del cladograma correspondiente a las familias
de dicotiledéneas. Cuadro verde: Clado de las fabaceas; Cuadro rojo: Clado de
las convolvulaceas; Cuadro azul: Clado de las solanaceas; 1.Lulo; 2.Tabaco;
3.Tomate (F); 4.Tomate (E); 5.Caqui; 6. Papa (A); 7. Papa (B).
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Inmediatamente en seguida del grupo descrito anteriormente se
encuentra el conjunto de las PPO de batata, especie perteneciente a la
familia Convolvulaceae. La cercania de estos dos grupos se puede
explicar en funcién de la estrecha relacién existente entre solanaceas y
convolvulaceas; las dos familias pertenecen al orden de las solanales.
Enseguida se sitian las PPOs pertenecientes a las especies de la familia

Fabaceae tales como trébol, alfalfa y haba.

Aunque en el cladograma se observa también un agrupamiento
correspondiente a las PPOs de rosaceas, y a pesar de la cercania
existente entre rosaceas y fabaceas, dado que hacen parte de los
ordenes Rosales y Fabales respectivamente que en la actualidad son
considerados grupos “hermanos” que surgieron tras la diversificacion de la
subclase Rosidae, dichos clados no son consecutivos; entre ellos se ubicé
el grupo de las PPOs de musgos como Physcomitrella patens (Hedw.)
Bruch & Schimp., de la familia Funariaceae. El cladograma sugiere que
las PPO de estos briéfitos serian mas cercanas a las PPOs de algunas
familias de dicotiledéneas que a las de monocotiledéneas. Finalmente se
observa al grupo de las monocotiledoneas, que se hallan representadas

por especies de la familia Poaceae (gramineas).
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5. CONCLUSIONES

Los oligonucleétidos para PCR disefiados en este estudio
permitieron amplificar de manera especifica fragmentos de una secuencia
candidata a gen ppo de lulo. Los analisis realizados a estos iniciadores
sugieren que podrian ser utilizados para amplificar fragmentos de genes

ppo en otras especies de dicotiledéneas.

El contenido de guaninas-citosinas, los significativos niveles de
similitud con los genes ppo de papa, tomate y tabaco y la notable
conservacion de los sitios de corte para las enzimas de restriccion que
comparte con los genes antes mencionados son evidencia de que el

fragmento de DNA analizado pertenece a la familia de genes ppo .

Los valores de similitud considerablemente elevados de la PPO
hipotética deducida de la secuencia nucleotidica encontrada en lulo con
las PPO de tomate, papa y tabaco, la presencia de el dominio funcional
caracteristico de las tirosinasas y la significativa conservacién de las
regiones de la proteina hipotética en la que se encuentran los
aminoacidos clave para la conformacién de los sitios de unién a cobre son
evidencia de que el fragmento aislado y caracterizado puede codificar
para una PPO.

El analisis de relacién filogenética ubicé a la PPO hipotética de lulo
en el mismo grupo en el que se encuentran las PPOs de las solanaceas,
muy cerca de las PPO E y F de tomate, A y B de papa y PPO de tabaco,
hecho que concuerda con los analisis de similitud de nucleétidos y de
proteinas antes mencionados.

73



Todas las anteriores evidencias, derivadas de la fase experimental
y del analisis de resultados de este trabajo permiten postular al fragmento
de 1430 pb aqui reportado como candidato a gen ppo en lulo, el cual
podria ser de gran utilidad en estudios de silenciamiento de la expresion
de las PPO en los que se pretenda emplear la técnica de RNA
antisentido.
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6. RECOMENDACIONES

Para continuar con el trabajo de busqueda y caracterizacion de
genes ppo en lulo y otras especies potencialmente importantes para el
pais y utilizarlos como materia prima para la implementacién de
estrategias que permitan el silenciamiento de la expresion de las polifenol

oxidasas, se propone:

Aislar y caracterizar el extremo 5 del candidato a gen ppo de lulo para
completar toda la secuencia codificante y ademas buscar otros genes ppo
en la especie. Hay dos aproximaciones experimentales que permitirian
lograr tal objetivo: la primera consiste en construir una libreria genémica
de lulo y someterla a screening utilizando como sonda un segmento de la
secuencia de 1430 pb caracterizada en este trabajo para posteriormente
aislar los clones portadores de los genes ppo y determinar su secuencia.
La segunda consiste en aislar el RNAm a partir de hojas de lulo jévenes
(en las que se expresan mayoritariamente los genes ppo) y utilizarlo como
molde en la produccion de moléculas de cDNA que puedan ser
secuenciadas para obtener la informacién de toda la region codificante de
los genes ppo.

Expresar en bacterias o levaduras soélo la region del fragmento de 1430
pb reportado en este estudio que codifica para el dominio funcional de la
PPO, purificar el fragmento de proteina y evaluar su actividad sobre
sustratos especificos con el fin de confirmar de manera definitiva su

funcion como polifenol oxidasa.
Utilizar un segmento de éste candidato a gen ppo para clonarlo en un

vector que permita insertarlo en el genoma de plantas de lulo y evaluar su
efecto en el silenciamiento de los genes ppo de la planta.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para la extraccion y purificacion de DNA
genomico de lulo y papa.

1. Macerar el tejido vegetal con nitrégeno liquido en morteros previamente

enfriados y transferirlo a un tubo estéril de 50 mL pre-enfriado.

2. Pesar 100 mg. de material vegetal macerado y transferirlo a un tubo de

1.5 mL pre-enfriado. Adicionar 700 pL de solucion CTAB 2X y 5 uL de B-

Mercaptoetanol. Homogeneizar la mezcla mediante vortex.

3. Incubar a 65 °C durante 45 minutos agitando mediante vortex cada 15

minutos.

4. Enfriar las muestras a temperatura ambiente durante 3 minutos. Afadir

700 uL de Fenol-Cloroformo (1:1) y aplicar vortex.

5. Centrifugar (14.000 rpm., temperatura ambiente, 5 minutos) y transferir

el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL limpio. Evite absorber la interfase.

6. Adicionar 8 uL de RNAsa (10 mg/mL) e incubar a 37 °C durante 1 hora.

7. Adicionar 700 pyL de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y agitar

mediante vortex.

8. Centrifugar (14.000 rpm., temperatura ambiente, 5 minutos) y transferir

el sobrenadante a un tubo limpio. Evite absorber la interfase.

9. Adicionar 50 uL de CTAB 10% e incubar a 65 °C durante 3 — 5 minutos

(agitando por inversion) hasta obtener una mezcla uniforme.

10. Repetir los pasos 7 y 8 dos veces.

11. Adicionar 1 mL de isopropanol absoluto frio y mezclar por inversion

hasta que aparezca el precipitado de DNA.

12. Decantar el precipitado de DNA y retirar el isopropanol.

13. Adicionar 1 mL de etanol 70% y agitar por inversibn suavemente

varias veces. Decantar el precipitado de DNA vy retirar el etanol. Repetir

este lavado una vez mas.

14. Secar el precipitado de DNA al vacio durante 3 minutos o a

temperatura ambiente durante 2-3 horas. Resuspender el DNA en 50 uL
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de agua (si es necesario, incubar a 55-60 °C durante periodos de 3-5
minutos).
15. AlImacenar el DNA a —20 °C.
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Anexo 2. Protocolo para la extraccion y purificacion de DNA
genomico de Escherichia coli

1. Centrifugar (12.000 rpm., temperatura ambiente, 5 minutos) 1.5 mL de
cultivo bacteriano crecido durante la noche anterior. Descartar el
sobrenadante.

2. Resuspender el pellet bacteriano en 200 pL de solucién de lisis
aplicando vortex.

3. Adicionar 66 yL de 5M NaCl y agitar aplicando vértex.

4. Centrifugar (12.000 rpm., 4 °C, 10 minutos) y transferir el sobrenadante
a un tubo limpio.

5. Adicionar 5 uL de RNAsa (10 mg/mL) e incubar a 37 °C durante 1 hora.

6. Adicionar un volumen de Cloroformo — Alcohol Isoamilico (24:1) y agitar
aplicando vortex hasta obtener una emulsién blanca.

7. Centrifugar (12.000 rpm., 4 °C, 5 minutos) y transferir el sobrenadante a
un tubo limpio. Repetir los pasos 6y 7.

8. Adicionar 1 mL de etanol absoluto frio y mezclar por inversion varias
veces.

9. Centrifugar (12.000 rpm., 4 °C, 5 minutos) y descartar el sobrenadante
(etanol).

10. Adicionar 1 mL de etanol 70% y agitar mediante voértex. Centrifugar tal
como en el paso anterior y descartar el sobrenadante. Repetir el lavado
una vez mas.

11. Secar al vacio durante 3 minutos o a temperatura ambiente durante 2-
3 horas. Resuspender el precipitado de DNA en 50 yL de agua (si es
necesario, incubar a 55-60 °C durante periodos de 3-5 minutos).

12. Almacenar el DNA a —20 °C.
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Anexo 3. Protocolo para el marcaje de sondas con Biotina

Para marcar la sonda se utiliza el sistema Detector Random Primer DNA
Biotinylation Kit (KPL, USA).

1. Disolver 50-300 ng del DNA a marcar en un volumen final de 24 pL de
agua tratada con DEPC.

2. Anadir 20 pL de Random Primer Solution 2.5 X.

3. Desnaturalizar la solucién de DNA calentando a 95 °C por 5 minutos.
Enfriar la muestra inmediatamente en hielo.

4. Adicionar 5 yL de 10X dNTP’s y 1 uL de Polimerasa Klenow para
completar un volumen total de 50 pL. Mezclar suavemente.

5. Incubar a 37 °C durante toda la noche.

6.Adicionar 5 yL de Stop Buffer y mezclar.
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Anexo 4. Protocolo para la determinacion de la actividad especifica
relativa de sondas biotiniladas

Para la deteccién de la sonda biotinilada se utiliza el sistema Detector AP
Chemiluminescent Blotting Kit (KPL, USA).

1. Preparar una dilucion 1/200 de la sonda marcada (en solucion 2X
SSC+0.1% SDS). Partiendo de la dilucion 1/200 inicial, preparar 50 pyL de
las diluciones 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512
(utilizando la misma solucién diluyente).

2. Sembrar 1 pL de cada diluciobn de la sonda biotinilada en una
membrana de Nylon (Immobilon-Ny*, Millipore, USA) previamente tratada
con solucién 5X SSC y dejar secar durante 10 minutos. Para fijar el DNA a
la membrana, someterla a luz UV (254 nm) durante 2 minutos por cada
lado.

3. Sumergir la membrana con las muestras de la sonda diluida en 8 mL de
Detector Blocking Solution 1X + 0.2% Detector Block Powder. Incubar (37
°C, 30 minutos, agitacion).

4. Descartar la solucién de bloqueo, agregar 8 mL de Detector Blocking
Solution 1X + 0.2% Detector Block Powder con conjugado Alkaline
Phosphatase-Streptavidin (AP-SA) diluido 1/10.000 e incubar (37 °C, 30
minutos, agitacion).

5. Lavar la membrana con 15 mL de Phosphatase Wash Buffer 1X tres
veces (5 minutos cada lavado) a temperatura ambiente.

6. Lavar la membrana 2 veces (2 minutos cada lavado) con Phosphatase
Assay Buffer 1X (agitacion suave, temperatura ambiente). Descartar la
solucion.

7. Agregar 3 mL de CDP Star Chemiluminescent Substrate e incubar
durante 5 minutos.

8. Exponer la membrana a la pelicula radiografica durante 5 minutos y

revelar.
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9. Para determinar la actividad especifica relativa de la sonda marcada se
utiliza el DNA standard biotinilado para cuantificacion incluido en el kit de

marcaje. Seguir las recomendaciones del fabricante.
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Anexo 5. Protocolo para la deteccion de sondas biotiniladas
hibridadas con DNA genémico de lulo

1. Una vez finalizados los lavados post-hibridacion, incubar la membrana

de Nylon en 20 mL de Detector Blocking Solution 1X + 0.2% Detector

Block Powder (45 minutos, 20 °C, agitacién).

4. Descartar la solucion de bloqueo, agregar 20 mL de Detector Blocking

Solution 1X + 0.2% Detector Block Powder con conjugado Alkaline-

Phosphatase - Streptavidin (AP-SA) diluido 1/10.000 e incubar (45

minutos, 20 °C, agitacion).

5. Lavar la membrana con 20 mL de Phosphatase Wash Buffer 1X tres

veces (5 minutos cada lavado) a temperatura ambiente.

6. Lavar la membrana 2 veces (2 minutos cada lavado) con Phosphatase

Assay Buffer 1X (agitaciéon suave, temperatura ambiente). Descartar la

solucion.

7. Agregar 6 mL de CDP Star Chemiluminescent Substrate e incubar

durante 5 minutos.

8. Exponer la membrana a la pelicula radiografica durante 75 minutos y

revelar.
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