UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS

“CARACTERIZACION DEL GEN PUTATIVO RESPONSABLE DE
LA ACTIVIDAD EXO-HIDROLASA EN ORGANOS
RESERVANTES DE YACON Smallanthus sonchifolius (Poepp. &
Endl.) H. Robinson”

Presentada por:

Mariella Hiromi Uchima Flores

Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Lima- Peru

2018



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

“CARACTERIZACION DEL GEN PUTATIVO RESPONSABLE DE
LA ACTIVIDAD EXO-HIDROLASA EN ORGANOS
RESERVANTES DE YACON Smallanthus sonchifolius (Poepp. &
Endl.) H. Robinson”

Presentada por:

Mariella Hiromi Uchima Flores

Tesis para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado:

Mg.Sc. Rosa Espejo Joya

PRESIDENTE
Dr. Raul Blas Sevillano Mg.Sc. Roberto Mansilla Samaniego
MIEMBRO MIEMBRO
M.Sc. Patricia Moreno Diaz de Saco Blga. Rosa Cabrera Pintado

ASESORA CO-ASESORA



DEDICATORIA

A mis padres y hermanos.



AGRADECIMIENTOS

A mi madre, Elaine, por todos sus esfuerzos, dedicacioén y amor incondicional.

A mi asesora, Prof. Patricia Angélica Moreno por su esfuerzo, tiempo, dedicacion,
apoyo Yy ensefianza durante toda la investigacion.

Al Mg. Roger Christian Torres por su guia, motivacion, continuas ensefianzas y sobre
todo por su amistad brindada.

A mi co-asesora, Rosa Maria Cabrera, por su asesoria y la oportunidad brindada al
hacerme parte de esta investigacion.

Al proyecto PNIA 092 PI: “Variacion del contenido de fructooligosacaridos (FOS) en
las accesiones promisorias de yacon: Caracterizacion, clonamiento y analisis funcional
de un fragmento de ADN complementario de la hidrolasa responsable de su
degradacion”

A mis comparieros del Area de Biologia Molecular, perteneciente al Instituto Nacional
de Innovacién Agraria.



INDICE GENERAL

RESUMEN . ......coooit ittt ettt n sttt en et s st en et en et en e i
ABSTRACT . ..ottt ettt ettt n ettt i
l. INTRODUCCION ..ottt en st en st 1
I REVISION DE LA LITERATURA .....ooitiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
21, ORIGEN Y DISTRIBUCION .......coiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.2.  CLASIFICACION TAXONOMICA. .. .oooieeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e, 4
2.3, DESCRIPCION BOTANICA. .. c.ccoiioieieeeeeeeeeeeee e, 5
24.  NUMERO CROMOSOMICO... ...cooooiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 7
25.  SISTEMA REPRODUCTIVO ......ooiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
2.6. PROPIEDADES MEDICINALES ATRIBUIDAS.........cccooviviieeeereeseeenn, 10
2.7. COMPOSICION QUIMICA. ......covoeeeeeeeetee e en s 13
28.  FRUCTOOLIGOSACARICOS (FOS).....cccvisermriirerssiereeeissesessssessissnen, 14
2.9. CONTENIDO DE FOS EN RAICES TUBEROSAS DE YACON................... 15
2.10. METABOLISMO DE FRUCTOOLIGOSACARICOS.........cccocovvvrerrrrriarann, 16
2.11.  VARIACION EN EL CONTENIDO DE FOS. .....c.ooveveveieiireeeerenenisienenens 17
2.12. DEGRADACION DE FRUCTANOS. .. ...ooviivereeeiirecseeeseeessenesesesensinsnen, 18
2.13. ESTUDIOS PREVIOS PARA LA OBTENCION DE FEHs... ...cccccovvuenaee. 19
2.14. TECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS PARA LA OBTENCION DE
FRAGMENTOS PARCIALES DEL GEN FEHS. .......cccooviiieieeesevecnisen, 20
2.14.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)............ccovvviviiiiininnnn 20
2.14.2. PCR INVEISA. .. w1viieiiiiiieeeeiiiie e et e e e itrre e e st ae e e s sbbae e e s sbbae e e s sbbaeeenne 20
2.14.3. NESEEA PCR......oovvvceeieees ettt tes st en ettt s 21
2.14.4. Amplificacion rapida de extremos de ADNC (RACE)... ......cccceeeveeen. 21
2.15. FAMILIA GLUCOSIL HIDROLASA.... c..ovivoeeeeiereeeeeeseesieenssen s, 22
2.16. CRISTALIZACION ENZIMATICA. .. c.coovoeeeeeeieieeereeeeeeeeeee e, 24
1. MATERIALES Y METODOLOGIA ....c.covieeveeeeeveeee e 25
3.1, MATERIAL VEGETAL..........ouiiiiiiiii e, 25
3.2, METODOLOGIA..... ..o, 25



3.2.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL ..ottt .25
3.2.2. OBTENCION DE AMPLICONES. .......ooiiieeeeeeeeeeee e 26
3.2.2.1.  DISEN0 U PrimETS. .. ...ccoiurieeiiiiieeeeciiiee ettt et e et e e 26
3.2.2.2.  Obtencidn de secuencias de la region codificante. .............ccccoervennenn. .26
3.2.2.3.  Purificacion de productoS PCR ..........cccooiiiiiieiiie e 27
3.2.2.4.  Ligacion de insertos utilizando el vector pGEMT-€asy..........c.cccceuuenee. 28
3.2.2.5.  Clonacién y Seleccion de colonias ............cccevvrrieniiieiieie e .28
3.2.2.6.  Purificacion de PIaSmidos. .. ....cccccvevveiiieiiireiie e 28
3.2.2.7.  Comprobacidn de la insercidn y preparacion para el envio a
SECUCTICIAT . .. 1eeieeeeeeeee e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaans 29
3.2.2.8.  Edicion de secuencias y construccion del arbol filogenético... ........... 29
3.2.3. OBTENCION DE EXTREMOS CORRESPONDIENTE A LAS REGIONES
NO CODIFICANTES DEL GEN FEH.. .....ccooeiiiiiiiiiiiecieeceee e 31
3.2.3. 1. RACE 5 et 31
3.2.3.2. RACE 3 ettt 32
3.2.3.3. IPCR s 33
3.2.3.4. SEMI-NESIEU 5 ..o 34
3.2.35.  SEMI-NESIEU 3 ... 35
3.2.4. MODELAMIENTO POR HOMOLOGIA ESTRUCTURAL .......coccveveverrernee. .36
Iv. RESULTADOS Y DISCUSIONES ........oooiiiiitcie e 37
4.1 EXTRACION DE RNA TOTAL ...ovveeceeeceeeee v es st en s 37
4.2 OBTENCION DE AMPLICONES. .......oovitiieieieieieeeesee s, 40
421 Obtencion de amplicones correspondiente a la secuencia
COAIFICANTE ..o e 41
4.2.2 Purificacion de Productos de PCR ..........ccovviiiiiiiieii e 42
423 SelecCion de COIONIAS .......ccvveiiiiiie it 43
424 Comprobacion de 1a iNSErto. .. .....cvevveirieiiieiie e 44

43  OBTENCION DEL FRAGMENTO CORRESPONDIENTE A LA REGION

3" DEL ARNITL .ottt ettt ne s 44



44 SECUENCIA ENSAMBLADA Y ARBOL FILOGENETICO....................... 45

45 MODELADO ESTRUCTURAL POR HOMOLOGIA.....oooovoeveeeeeeeeeeeees 49
45.1. Dominios y estructura general...........cccoivvereeiiieiiiieiieenee e 49

45.2. SItI0 ACTIVO TENTALIVO ... 52

45.3. Sitio de UNION tENEALIVO ... 58

V. CONCLUSIONES ...ttt 62
VI. RECOMENDACIONES ... oottt 63
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 64
VL ANE XS .ottt 82



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Smallanthus sonchifolius...........ccccoovvvie . 4
Tabla 2. Resultados de cuantificacion de ARN (ng/uL™) total... ...cccoeevvvveeierererernanen, 38

Tabla 3. Lista de Primers que amplificaron una region de la secuencia codificante
correspondiente al gen FEH €N YacOin .........cc.cccvevieiiieiin e 41

Tabla 4. Lista de Primers utilizados en las técnicas RACE 5", RACE 3’e IPCR......... 41



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

INDICE DE FIGURAS

OrQan0S 08 YACON. .. «evevvvverreeecececeeteieeetese s s sesesae e se et s s s s seeaesesese s s s 6

Evolucion hipotética de yacomn. .........ccoueiieiiriieccie e 8
Metabolismo de fructooligosacaridos (FOS) .......ccccceviviieniiiiie e, 17
Electroforesis en gel de agaroSa...........covevveiiieiiieiie e 38
Electroforesis en gel de agaroSa...........covevveiiieiiiiiie i 42
Electroforesis en gel de agaroSa.........c.cveveiiiieiiiiiie i 42
Purificacion de productos PCR ..........cociiiiiiiieiii e 43
SeleCCiON de COLOMIAS. .. c.vvviieiiiiiee e it ctee e e eraee s 44
Comprobacion de la insercion mediante digestion enzimatica.................c...... 45
Obtencion del fragmento correspondiente a la region 3" del ARN. ............... 46

Secuencia de nucleotidos correspondiente a la region codificante y no
codificante (en negrita) del extremo 3" del ARNm de la FEH de yacon......... 47

Secuencia de aminoacidos correspondiente al gen FEH en yacon.................. 47

Construccion del arbol filogenético entre la secuencia FEH de yacon y sus
hoMOIOQOS 1-FEH .......coiiiiiee et 48

Porcentaje de grado de identidad de la secuencia de amino&cidos entre

FEH de yacdn y 1-FEH de especies relacionadas. ..............cccccevvveeiiieeciiineene, 49
Comparacion de estructuras entre la 1-FEH lla en C. intybus y la 1-FEH

de S. SONCNITOIIUS. ... 50
(e) Modelado por homologia estructural de la 1-FEH de S.

sonchifolius obtenida por el programa SWISS MODEL a través

del modelamiento por prediccion de estructura 3D ........ccccceevvveeviieeeciieeeennee, 52
Modelado por homologia de la 1-FEH de S. sonchifolius................cccccoveiene. 57
Modelado por homologia de la 1-FEH de S. sonchifolius...............ccccceoveiene 58

Descripcion general de la probable estructura tridimensional de C. intybus



(L-FEH TIQ).... coooveeeeeeeeeeeeee e en e

Figura 20. Modelado de la estructura cristalina de la 1-FEH de yacén, visualizando

los probables sitios de N-glucosilacion. .. ......ccccveiriveiiiee e



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Extraccion de ARN Total con TRIZol... .....ccooovevieriiiieiiniiennn. 80
Anexo 2. Protocolo de Extraccion de ARN Total empleando LiCl 0,1M...........cccc.c....... 82

Anexo 3. Protocolo de extraccion de RNA total usando el kit RNeasy Mini Kit,

QAT ... oeeeiieie et 84
Anexo 4. Protocolo de extraccion de RNA total utilizando el protocolo CTAB................ 85
Anexo 5. Marcador 1Kb PIus INVItrogen. ..........ccouiiiiiiieiiiiiie e 86

Anexo 6. Vector de clonacion PGEMT-EASY.........coiiiiiieiiiiiie it 87



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la caracterizacion del gen responsable de la
actividad fructano-exohidrolasas a partir de las raices reservantes de yacon (Smallanthus
sonchifolius) obtenidas de la estacion experimental “Bafios del Inca” en Cajamarca,
perteneciente al Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA). La estandarizacion de un
protocolo de extraccion de RNA total a partir de las raices reservantes de yacon se realizd
utilizando el protocolo CTAB, las modificaciones del protocolo se basaron en el aumento
de antioxidantes. El disefio de primers permitié la obtencién de secuencias codificantes
traslapadas del gen FEH mediante la técnica RT-PCR, asi como para obtencion del
extremo 3" del ARNm. Para esta region se utilizo técnicas variantes de PCR como: RACE,
IPCR y semi-Nested, siendo esta dltima esencial para la obtencion del extremo no
codificante 3". El ensamblaje de los fragmentos permitio determinar cerca del 80 por ciento
de la secuencia y la construccion del arbol filogenético establecié que la secuencia en
estudio corresponde a la 1-fructano exohidrolasa (1-FEH) en yacon, presentando un alto
grado de identidad respecto a las 1-FEHSs de: C. intybus (88.5 por ciento), H. tuberosus
(88.2 por ciento), V. herbacea (86.5 por ciento) y A. lappa (85 por ciento). La propuesta de
la estructura de la enzima por homologia, realizada mediante los programas: Swiss Model y
PyMOL mostré similitud estructural respecto a la estructura base de las glicosido hidrolasa
32, asi también la presencia de dos de los tres residuos claves pertenecientes a la triada

catalitica y la ausencia de sitios de N-glucosilacion cerca a la hendidura.

Palabras claves: CTAB, RT- PCR, semi-Nested, 1-FEH.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to characterize the gene responsible for the
fructan-exohydrolases activity from the reservant roots of yacon (Smallanthus
sonchifolius) obtained from the "Bafios del Inca” experimental station in Cajamarca,
belonging to the National Institute of Agrarian Innovation (INIA). The standardization of a
total RNA extraction protocol from yacon reservant roots was carried out using the CTAB
protocol, the modifications of the protocol were based on the increase of antioxidants. The
design of primers allowed obtaining of overlapping coding sequences of the FEH gene by
the RT-PCR technique, as well as for obtaining the 3'-end of the mRNA. For this region,
PCR techniques were used, such as: RACE, IPCR and semi-Nested, the latter being
essential for obtaining the 3'-non-coding end. The assembly of the fragments allowed to
determine about 80 percent of the sequence and the construction of the phylogenetic tree
established that the sequence under study corresponds to 1-fructan exohydrolase (1-FEH)
in yacon, presenting a high degree of identity with respect to the 1-FEHSs of: C. intybus
(88.5 percent), H. tuberosus (88.2 percent), V. herbacea (86.5 percent) and A. lappa (85
percent). The proposal of the structure of the enzyme by homology, carried out through the
programs: Swiss Model and PyMOL showed structural similarity with respect to the base
structure of glycoside hydrolases 32, as well as the presence of two of the three key
residues belonging to the catalytic triad. and the absence of N-glycosylation sites near the
Cleft.

Keywords: CTAB, RT-PCR, semi-Nested, 1-FEH.



. INTRODUCCION

Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson, cominmente denominado yacon
es una planta apreciada por los efectos benéficos para la salud que brindan sus 6rganos
reservantes. A pesar de que el yacon es una raiz originaria de los andes y ha sido
consumida desde la época preincaica no tiene la relevancia de otros cultivos andinos como
la papa o el camote. Es en los ultimos 20 afios que se comienzan a conocer en el Peru sus
efectos prebidticos para la salud y otras propiedades atribuidas (estimulador de la
absorcion de calcio, prevencion del cancer de colon y tratamiento contra la diabetes tipo
dos).

La raiz de yacdn contiene entre 40 a 70 por ciento de fructooligosacaridos (FOS) en base al
peso seco, que corresponden al azlcar no hidrolizable por las enzimas digestivas humanas,
alcanzando la Gltima porcion del intestino grueso sin sufrir alguna modificacion quimica,
ya en el colon los FOS son completamente fermentados por probidticos (Pedreschi et al.
2003) contribuyendo a mejorar la funcidn gastrointestinal y otros efectos (aumentar el
peristaltismo, efecto osmotico y reduccion del tiempo de trénsito intestinal) que pueden

contribuir a prevenir y controlar el estrefiimiento (Chen et al. 2000).

Los diferentes estudios han demostrado que luego de la cosecha las raices empiezan un
rapido proceso de cambio en la composicion quimica de sus azUcares, pues los FOS son
hidrolizados en azucares simples por la accion de una enzima llamada fructano-
exohidrolasa (FEH), que los convierte en fructosa, sacarosa y glucosa. Después de una
semana en almacenamiento a temperatura ambiente, alrededor del 30 a 40 por ciento de los
FOS se habran transformado en azucares simples (Graefe et al. 2004). Es importante

comprender el metabolismo de estos azucares, asi como conocer el contenido de FOS en



las raices tuberosas de diferentes accesiones de yacon, con el fin de lograr progresivamente
mayores cantidades de FOS por plantaciones, disminuyendo la degradacion de FOS en el
tiempo de almacenaje y poder abastecer la demanda nacional de pequefios agricultores, asi

como incentivar el comercio internacional con un alimento funcional de calidad.

Este trabajo pretende contribuir al desarrollo de nuevas investigaciones e innovaciones que
permitan el incremento en la calidad, productividad de esta raiz tuberosa y a la seleccion de

variedades que contengan mayor recuento de fructanos.

El objetivo principal de la presente investigacion fue: Caracterizar el gen responsable de la
actividad fructano exohidrolasa en las raices reservantes de yacon, y como objetivos
especificos se plantearon: (i) Estandarizacion de un protocolo de extraccién de RNA total
a partir de raices reservantes de yacon. (ii) Obtencion de amplicones y ensamblaje de la
secuencia correspondiente al gen con actividad exohidrolasa. (iii) Analisis filogenético del

gen en estudio. (iv) Propuesta de estructura de la FEH por homologia.



Il.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION

El yacén es una planta domesticada en los Andes, la presencia de este cultivo sugiere que
abordo las montafias hiumedas de Per( y Bolivia, y se habria expandido hacia el norte y sur
a lo largo de los declives humedos andinos, valles interandinos secos y la costa peruana.
Seminario et al. (2003), Ledn (1964) y Cardenas (1969) basados en sus propias
observaciones y en exploradores antiguos como Bukasov, indican que el yacon se
encuentra en estado cultivado y silvestre desde Venezuela y Colombia, hasta el norte de
Argentina (Jujuy & Salta), sin embargo; en los Gltimos afios no ha sido reportado su cultivo
en estos dos paises, mientras en Bolivia, Ecuador y Per( se han hecho mas prominentes su

cultivo y variabilidad.

Zardini (1991) sefiala que el cultivo de yacon es escaso en Argentina precisamente en las
provincias de Jujuy como Salta, encontrandose al borde de la extincion. En Bolivia se
cultiva en los departamentos de Tarija, Chuquisaca, Cochabamba y La Paz; sin embargo,
no hay estudios recientes del area cultivada en estas provincias salvo en el departamento de
La Paz, donde probablemente haya la mayor area cultivada y la mayor diversidad de
germoplasma (Grau & Rea, 1997).

En Ecuador se ha recolectado germoplasma en las provincias de Carchi, Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Cafiar, Azuay y Loja (Tapia et al., 1996).

Seminario et al. (2003) sefialan que en el Per( su cultivo se distribuye en el area alto



en 18 departamentos (Ancash, Amazonas, Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cajamarca,
Cusco, Huédnuco, Huancavelica, Junin, Lima, Lambayeque, La Libertad, San Martin, Piura,
Puno y Pasco). Segin Grau y Rea (1997) el sureste de Peru posee la diversidad mas
grande de germoplasma, en los valles alrededor de cusco al este de Puno. Otra region de
diversidad y cultivo generalizado se encuentra en el norte de PerQ, particularmente la

provincia de Cajamarca y el area cercana a la frontera ecuatoriana.

Yacon se cultiva en muchas regiones alrededor de los andes y en la mayoria de los casos
solo unas cuantas plantas son destinadas al consumo familiar y raramente comercializada
a nivel local. Hace mas de 40 afios el yacon dejé de ser un cultivo importante en las
provincias donde mas se comercializaba en la época de verano, siendo desplazado por el
auge de la uva en las comunidades de Socchedon y Chapolan (Cajamarca). En la
comunidad de Hualqui (Cajamarca) el cultivo, comercializacion y trueques son préacticas
muy antiguas y vigentes en la actualidad. Otras comunidades de Cajamarca también se
pueden mencionar como Asuncion, Namora, Matara y San Marcos, asi como en La
Libertad (Otuzco) y Piura (Ayabaca) donde es frecuente la venta local de esta tuberosa y su
produccion para el autoconsumo y las ventas en pequefios mercados locales. A nivel

general se ha aumentado el consumo de yacén en todo el pais.

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

De acuerdo al Internacional Plant Names Index (I.P.N) y Bolivia Checklist (2009), la clasificacion

taxondmica del yacon se representa en la Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Smallanthus sonchifolius.

TAXONOMIA
REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Asterales
FAMILIA Asteraceae
SUBFAMILIA Asteroideae
TRIBU Millerieae
GENERO Smallanthus
S. sonchifolius
ESPECIE | (Poepp. & Endl.) H.
Robinson

FUENTE: Plant Names Index

2.3. DESCRIPCION BOTANICA

Smallanthus sonchifolius (yacén) es una planta perenne, perteneciente a la Familia
Asteraceae, denominada también Compositae. Inicialmente clasificada en el Género
Polymmia por Wells (1965), posteriormente fue reclasificada por Robinson (1972) en el
género Smallanthus, antes propuesto por Mackenzie (1933), el cual se caracteriza por un

patron de estrias presentes en el fruto (Seminario et al., 2003).

La raiz reservante puede variar en forma y tamafo, diversos factores como la variedad, el
tipo de suelo, la localidad, entre otros., pueden influenciar. Su peso promedio comprende
entre los 300 a 600 gramos. Bajo un sistema de produccion poco tecnificado, una planta
produce entre dos a cuatro kilogramos de raices reservantes, aunque con un adecuado

manejo agronomico puede llegar cerca a los seis kilogramos (Amaya, 2002).

La corona es un 6rgano subterrdneo sobre el cual se desarrollan abundantes yemas
vegetativas. Se forma por el engrosamiento de la parte del tallo que se encuentra unida a

las raices. Sus tejidos almacenan sustancias de reservas en forma de carbohidratos simples



y fructooligosacéridos, los cuales posiblemente sirven de alimento a las yemas cuando

estas van a brotar (Seminario et al., 2003).

Presenta hojas grandes, pubescentes en el haz y el envés, poseen forma ovalo-hastadas y
auriculadas en la parte basal y media, Ovalo-lanceoladas en la parte superior y se
distribuyen de forma opuesta y alterna a lo largo del tallo. La parte superior de la hoja es
triangular y hastada, aproximadamente mide 33cm de largo por 22cm de ancho, con borde
dentado, parte inferior con raquis alado y auricolados en la base. Se producen entre 13 a 16
pares de hojas grandes hasta el momento de floracion, al término de ésta solo se producen
hojas pequefas. (Zardini, 1991).

Seminario et al. (2003) mencionan que la rama floral es terminal de ramificacion dicasica,
compuesta de inflorescencias llamadas capitulos, cada rama floral puede presentar entre 20

a 40 capitulos y cada capitulo estad conformado por flores femeninas y masculinas.

Las flores femeninas (zigomorfas) se ubican en el verticilo externo, cuya parte mas vistosa
y coloreada de amarillo es la ligula, abren antes que las flores masculinas posiblemente
para evitar la autopolinizacion y por lo general se marchitan antes que las Gltimas flores
masculinas. Estas ultimas son tubulares y mas pequefias, se ubican en los verticilos

internos del receptéculo.

El involucro es acampanado y hemisférico, con bracteas involucrales de 5 a 6 en una sola
serie envolviendo al receptaculo. Uniendo al capitulo esta el peddnculo que mide unos 35 a
37 cm. cada capitulo presenta entre 14 a 16 flores femeninas y entre 80 a 90 flores
masculinas. La representacion de los drganos de yacon (raices reservantes, hojas, corona e

inflorescencia) se visualizan en la Figura 1.



Figura 1. Organos del yacon. (A) raices reservantes. (B) detalle histologico de la raiz
reservante en corte transversal: x, tejido xilematico; tc, tejidos corticales. (C) cepa o corona. (D)
rama de la inflorescencia. (E) disposicion de las hojas en el tallo.

FUENTE: Seminario et al. (2003).

2.4. NUMERO CROMOSOMICO

Se han realizado diversos estudios en relacion al nimero cromosémico en yacén y cada
vez més detallados. El primer reporte de conteo cromosémico (2n=60) fue publicado por
Heiser (1963), trabajando con material ecuatoriano. Un afio después se reportéd (2n=32)
usando material obtenido en Per( (Ledn, 1964) y luego de dos afios Talledo y Escobar
(1996) reportaron al yacén como un tetraploide (2n=60) trabajando con material peruano.
Sin embargo, segin Grau y Slains (1996) sefialaron la  posibilidad de un estado
alotetraploide que surge con la hibridacion de S. macroscyphus o S. riparius como uno de
los padres putativos. Soto (2012), Salgado Moreno (1996) e Ishiki et al. (1997) realizaron
estudios més detallados trabajando con 14 clones provenientes de Ecuador (uno), Perd

(ocho), Bolivia (cuatro) y argentina (uno) los cuales mostraron que todos menos uno tenia



un nimero cromosomico de 2n=58, este nimero también fue observado por Frias et al.
(1997) en un material proveniente del noreste de Argentina. El clon restante tenia un valor
de 2n=87.

Los estudios de Ishiki et al. (1997) fueron consistentes con la teoria de la alopoliploidia del
yacon (Figura 2.), sugiriendo que el cariotipo del yacon esta compuesto de dos genomas,
ademas proponen un octoploide (6A+2B) como estructura dominante en la mayoria de
clones de yacon 2n=58, mientras que para explicar los clones 2n=87 se propone un
dodecaploide (9A+3B). El yacdén como cultivo clonal puede exhibir una considerable
diversidad en el nimero cromosomico. Ademas, otro aspecto a ser considerado es la
presencia de cromosomas B reportado en otras taxas de Smallanthus, lo cual podria ser un
factor muy importante que afecte los resultados (Ishiki et al., 1997 citado por Soto, 2012).
Todas las premisas mencionadas indican una perspectiva aun borrosa, debido a los
diferentes resultados en cuanto al nimero cromosémico de yacén. Fernandez et al. (2013)
mencionan que el grado de ploidia puede afectar el contenido de FOS y su distribucién

segun el grado de polimerizacion.

Diploid 2A (x=T7) 2B ( x =8)
(2n=14, 16) doubling doubling
Tetraploid 4A X 4B
S. macroscyphus ?
(2n=28, 32) non-reduction reduction S. riparius ?
Hexaploid
and 4A+2B X 4A
Tetraploid
(2n=44, 28) non-reduction l reduction
Octoploid 6A+2B S. sonchifolius
(2n=58)

Figura 2. Evolucion hipotética de yacon. FUENTE: Ishiki et al.1997, modificado por A.
Grau.



2.5. SISTEMA REPRODUCTIVO

Grau & Rea (1997) citado por Seminario et al. (2003) indican que el yacon es una planta
de polinizacién cruzada. Se sabe que el yacdn posee la caracteristica de protoginia, la
apertura y receptividad de las flores femeninas se da antes que las flores masculinas liberen
el polen, siendo un indicador de polinizacion cruzada y que necesita de agentes
polinizadores. Sin embargo, los argumentos mas contundentes para sostener este enunciado
son: la presencia de aculeos (espinas) en la superficie, la viscosidad del grano de polen, la
viscosidad de las flores femeninas y la secrecion de sustancias azucaradas; especialmente
en las flores tubulares que hacen que los capitulos sean visitados por varias especies de
insectos (Seminario et al., 2003). Mansilla et al. (2010) mencionan que el prolongado
inicio de la floracién y la asincrénica formacion de los capitulos en la planta son

argumentos adicionales de una polinizacion cruzada.

La literatura respecto al nivel de reproduccion sexual en yacén aun tiene un panorama
borroso. Segun Grau & Rea (1997) citado por Mansilla et al. (2010) la escasa reproduccion
sexual es un rasgo caracteristico de esta especie cuyo origen no esta claro, y se le atribuye
a factores como: problemas en la meiosis y la inviabilidad de las semillas. Ademas, estos
autores mencionan que se observé alta esterilidad de los granos de polen en diferentes
trabajos de investigacion realizados tanto en Argentina como en clones ecuatorianos
mediante técnicas de coloracion diferencial, lo que explicaria su escasa reproduccién

sexual.

Fisher y Wells (1962), Wells (1971) observaron granos de polen aberrantes en muchas
especies de Smallanthus generados probablemente por los casos de meiosis irregular. Sin
embargo, segun Frias et al. (1997b) la meiosis parece ser normal en yacdn a pesar de su
alto nivel de ploidia y posiblemente su origen hibrido. Por otro lado, Seminario et al.
(2003) citado por Mansilla et al. (2010) sugieren que la reducida reproduccién sexual no es
debido a la esterilidad de los granos de polen, ya que Soto (1997) desarroll6 un material
élite de yacon (Smallantus sonchifolius) mediante técnicas de mejoramiento por tincion
con aceto carmin y encontro una alta viabilidad del polen (Soto, 2012). Los resultados de
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las investigaciones de Meza (1995), Sugiura et al. (2007) y Mansilla et al. (2010) sugieren
que el yacon presenta una escasa o nula produccién de semillas sexuales y viables. Por el
contrario, los resultados reportados por Chicata (1998) sefialan una alta viabilidad (29.1
por ciento) en las semillas colectadas de 67 accesiones que crecieron en Cusco, de las
cuales la viabilidad representa un 64,9 por ciento del total de semillas llenas. Apoyando los
resultados obtenidos por Chicata, Manrique et al. (2014) mencionan que la germinacion y
viabilidad de las semillas llenas es relativamente alta (encima de 38 por ciento), al trabajar
con seis accesiones de yacon cultivadas en el distrito de Ambo (departamento de Huanuco)
y sugiriendo que la produccion de semillas es influenciada por varios factores, entre los
cuales podrian destacar el ambiente (localidad, temperatura, altitud, etc.), la fecha de

siembra de los parentales, la fecha de las polinizaciones y la fecha de cosecha de los frutos.

Cavers et al. (2000) y Gutterman (2000) mencionan que la altitud y las condiciones de
suelo y clima (temperatura y humedad) son factores que influyen en la calidad y cantidad
de semillas producidas en diferentes especies de plantas, ademas la perdida de la viabilidad
en las semillas esta en funcién de la temperatura y condiciones de almacenamiento, entre

otros factores segun Bernal-Lugo et al. (2000).

En cuanto a la propagacion del yacon, es comunmente vegetativa a traves de los rizomas;
esta forma de propagacion permite mantener la estabilidad genética de la planta debido al
alto nivel de ploidia que tiene el yacon, pues la condicion octoploide y dodecaploide
constituye un factor limitante para los cruzamientos en el campo (Svobodova et al., 2013).
Debido a los altos niveles de propagacion vegetativa y la seleccion a largo plazo para
obtener las caracteristicas deseadas, la divergencia genética entre las variedades de yacon

es muy baja.

2.6. PROPIEDADES MEDICINALES ATRIBUIDAS

Las raices reservantes del yacon son consideradas un recurso promisorio, ya que contienen

cantidades significativas de fructooligosacaridos (FOS). La evidencia cientifica disponible
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sustenta el reconocimiento de los FOS como fibra dietética y como prebidticos; al
estimular selectivamente la proliferacion de un grupo de bacterias benéficas en el tracto
digestivo mejorando asi el balance intestinal. Seminario et al. (2003) refieren que evita la
proliferacion de bacterias putrefactivas y nocivas del colon al disminuir el pH, debido a la
fermentacion del polimero que produce acido lactico y &cidos grasos de cadena corta
(butirato, propionato y principalmente acetato). Pedreschi (2003) comprobd la capacidad
de aquellas bacterias probioticas para fermentar los FOS, obteniendo como resultado la
degradacion de 1-kestosa por dos cepas de lactobacilos (L. plantarum NRRL B-4496y L.
acidophilus NRRL B-1910).

Los FOS cumplen con todos los criterios de clasificacion como prebidticos, siendo
fermentados selectivamente por uno o un ndmero limitado de bacterias potencialmente
beneficiosas en el colon (Gibson et al., 1995). Los beneficios reportados de las bacterias
probidticas incluyen inmunopotenciacion, competencia con bacterias putrefactivas y
patdgenas (bacteroides, Escherichia coli y cocos anaerdbicos), produccién de acidos grasos
volatiles que proporcionan energia metabdlica para el huesped, acidificacion del intestino e

inhibicidn del crecimiento de patdgenos (Sghir et al., 1998; Gmeiner et al., 2000).

Estudios realizados con animales de laboratorio (roedores) muestran una fuerte evidencia
que los FOS reducen el nivel de lipidos en la sangre (Delsenne et al., 1993; Delsenne et al.,
1995; Fiordaliso et al., 1995; Kok et al., 1996; Delzenne y Kok, 1999; Andersson et al.,
2001; Grau y rea, 1997 y Foy, 2005). Asi también Collantes (2009) estudio el efecto de
yacon en los niveles séricos de colesterol y triglicéridos plasméticos en pacientes
dislipidémicos, llegando a la conclusion que el consumo diario reduce significativamente
los niveles promedio de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja

densidad (LDL), colesterol total y triglicéridos sin modificar los niveles de HDL colesterol.

Genta et al. (2009) investigaron los efectos del jarabe de yacon sobre la obesidad y la
resistencia a la insulina en mujeres pre-menopausicas obesas con resistencia a la insulina,
obteniendo resultados beneficiosos para la salud como la pérdida de peso corporal, ademas
de la disminucion en los niveles de insulina sérica en ayunas. EI consumo del jarabe de
yacon aument0 la frecuencia de defecacion y la sensacion de saciedad. El efecto

hipolipidémico de las raices de yacon también fue estudiado por Habib (2011) trabajando
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con ratas diabéticas dotandolas de un suplemento dietético a partir de harina de yacon
conteniendo el nivel deseado de FOS, durante el periodo del estudio las ratas no variaron
significativamente su peso corporal, interesantemente hubo una disminucién significativa
en el triglicerol plasmatico en ayunas y una mayor cantidad de células pancreéaticas
positivas a la insulina. Por otro lado, otros estudios dirigidos a obtener los mismos
resultados en el hombre (Davidson et al., 1998; Brighenti et al., 1999; Jackson et al., 1999;
Luo et al., 1996; Ellegard et al., 1997; Pedersen et al., 1997; Alles et al., 1999) no han

demostrado con certeza el efecto significativo en la reduccion de lipidos.

Yamashita et al. (1984) & Russo et al. (2015) han reportado el efecto positivo de los FOS
en las personas diabéticas de tipo dos mejorando significativamente los parametros
sanguineos respecto al nivel de colesterol e indice glicémico. Sin embargo, estos beneficios
han sido cuestionados por Roberfroid (1993) y otros investigadores (Alles et al., 1999; Luo
et al., 2000) quienes mencionan que el consumo de FOS no afecta el nivel de glucosa ni el
nivel de lipidos en estos pacientes. Mayta et al. (2001) reportaron que el consumo de raices
frescas de yacon tiene un efecto hipoglicemiante en sujetos clinicamente sanos y segln
Aybar et al. (2001) el extracto de agua de yacon produce un aumento en la concentracion
de insulina en plasma, resultados obtenidos a través de sus experimentos en ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina. Dada la controversia, no es preciso recomendar su uso en
pacientes hipoglicémicos para mejorar sus condiciones de salud, ya que hacen falta ain

muchos estudios que corroboren este beneficio.

Sousa et al. (2015) reportaron la actividad antioxidante en la harina de yacdn esteéril, siendo
los compuestos fendlicos (acidos clorogenico, ferulico, cafeico y sus derivados)
responsables de esta accion (Mufioz, 2007). Forville et al. (2014) también identificaron una
fuente de compuestos fenolicos y compuestos flavonoides con propiedades antioxidantes
en los extractos de flores de yacon. Los acidos cafeico, clorogénico y ferulico fueron los
primeros en ser determinados por HPLC en un extracto de acetato de etilo de hojas de
yacon, correlacionando el contenido de fenoles con la capacidad antioxidante atribuida a

los extractos de raiz y hojas (Valentova y Ulrichova, 2003; Jirovsky et al., 2003)
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La capacidad antioxidante también es mencionada por Russo et al. (2015) quienes
utilizaron extractos de hojas secas de Smallanthus sonchifolius maceradas en solventes de

polaridad creciente (n-hexano, Cloroformo & metanol).

2.7. COMPOSICION QUIMICA

Entre el 83 a 90 por ciento del peso fresco de las raices de yacdn es agua, a diferencia de
otras raices comestibles. El yacon no almacena material de reserva en forma de almidén,
sino acumula entre el 50 al 70 por ciento de sus carbohidratos en forma de
fructooligosacéridos (FOS) y el resto en forma de sacarosa, fructosa y glucosa (Ohyama et
al., 1990; Asami et al., 1991; Nieto, 1991; Collazos et al., 1993; Hermann et al., 1999).
Las proporciones relativas de oligofructanos y los monosacaridos fluctdan
significativamente durante el ciclo de crecimiento y después de la cosecha (Asami et al.,
1991; Fukai et al., 1995), lo que lleva a un aparente resultado contradictorio segin lo
reportado por Ohyama et al. (1990) que indican que los oligofructanos representan solo el
20 por ciento, en vez del 67 por ciento informado por Asami et al. (1991). Es importante
mencionar que el punto de divergencia de tales resultados podria partir del tiempo en el
uso del material a procesar. Ohyama et al., (1990) usaron material después de mas de tres
meses de almacenamiento en frio, mientras que el equipo de Asami utiliz6 las raices
inmediatamente después de la cosecha. También se reportaron trazas de almidon e inulina
(Grau & Rea, 1997).

Takasugi y Masuda (1996); Yan et al. (1999); Takenaka et al. (2003) mencionan que las
raices reservantes acumulan ademéas cantidades importantes de potasio, compuestos
fenolicos (Simonovska et al., 2003) como acido clorogénico, acido ferulico y acido cafeico
y varias fitoalexinas con actividad fungicida presentes en hojas y raices. Takenaka et al.
(2003) identificaron cinco derivados del acido cafeico en raices de yacon; dos de estos
comprendian el acido clorogénico (acido 3- cafeoilquinico e acido 3,5-dicafeoilquinico) y
el resto son representados por esteres del acido cafeico e altrarico: acido 2,4 o 3,5-
dicafeoilaltrarico; acido 2,5dicafeoilaltrarico; acido 2, 3, 5 o 2, 4, 5-tricafeoilaltréarico.

Valentova & Ulrichova (2003) identificaron, dos compuestos fendélicos citados, quercetina
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y otros dos flavonoides. En comparacion con otras raices o tubérculos, el yacon posee una

elevada cantidad de compuestos fenolicos cerca de 200mg/ 100g™* de materia fresca.

El contenido de proteinas, lipidos, vitaminas y minerales es bastante bajo. Segun Manrique
& Pérraga (2005) el mineral més abundante es el potasio que existe en cantidades
significativas y representa en medida 230mg/100g ‘de materia fresca o entre uno a dos por
ciento del peso seco. En menores cantidades son encontrados el calcio, fésforo, magnesio,
sodio, hierro, zinc, manganeso y cobre. Algunas vitaminas encontradas representan
elementos trazas en la composicion, excepto el &cido ascorbico. Entre ellas: retinol,
caroteno, tiamina, riboflavina y niacina. Otro compuesto significativo es el triptoéfano,

existente en cantidades medias, 14,6 + 7,1ug/g -1.

2.8. FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Los fructooligosacéridos (FOS), también conocidos como oligofructanos u oligofructosa,
pertenecen a una clase particular de azlcares conocidos con el nombre de fructanos. La
estructura fundamental de los fructanos es un esqueleto de unidades de fructosa unidas
entre si mediante enlaces glucosidicos B (2—1) y/o B (2—6). Es frecuente encontrar
adicionalmente una molecula de D-glucosa terminal unida a una fructosa por un enlace o
(2—1) (Niness, 1999). Aunque existen varios tipos de fructanos en la naturaleza bajo el
punto de vista nutricional y comercial se reconoce a los FOS e inulina como los més
importantes, ambos aportan tan solo la cuarta parte del valor calérico de los carbohidratos
comunes, son reconocidos como un tipo de fibra dietética y se emplean como insumos para
la elaboracion de alimentos nutricionales o nutracéuticos (Niness, 1999; Roberfroid, 1999;
Roberfroid, 2000).

La inulina se encuentra en muchas plantas como la cebolla, ajo y platano. En mayores
cantidades en topinambur (Helianthus tuberosus), achicoria (Cichorium intybus) y dalia
(Dahlia sp.); los FOS se encuentran también en estas plantas, pero en cantidades pequefias.
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En yacén en cambio no existe inulina y el azlcar predominante son los FOS y

probablemente sea la planta con el mayor contenido (Seminario et al., 2003).

2.9. CONTENIDO DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS EN LAS RAICES
TUBEROSAS DE YACON

La mayoria de la biomasa de raices tuberosas esta constituida por agua (mas del 70 por
ciento del peso fresco). Los sacaridos, especialmente los oligofructanos forman el 70-80
por ciento de su peso en seco (Lachman, 2004). Las raices de yacon contienen entre 10 a
14 % de materia seca, de la cual el 90 por ciento corresponde a carbohidratos (Manrique &
Parraga, 2005). La mayoria de carbohidratos que son almacenados en plantas tuberosas se
encuentran en forma de almidon, sin embargo, en Smallanthus sonchifolius son
almacenados en forma de fructooligosacaridos (FOS) cuya diferencia respecto a la inulina
reside en el nimero de glucosa en la cadena. En la inulina este nimero varia entre 2 a 60,
en cuanto a los FOS los nameros varian entre 2 a 10. Esto significa que pueden ser
considerados como un subgrupo de la inulina, motivo por el cual algunos autores utilizan

el término FOS de tipo inulina (Seminario & Valderrama, 2003).

Lachman (2004) cultivé cuatro ecotipos de yacon provenientes de Bolivia, Ecuador,
Alemania y Nueva Zelanda obteniendo resultados diferentes en los niveles de FOS y
fructosa libre entre los tubérculos y el rizoma, mientras que los niveles de sacarosa y
glucosa no presentaron diferencias significativas. En tanto a la influencia de las
condiciones climéticas, el nivel de FOS disminuy6 en un 48.7 por ciento durante un
periodo de almacenamiento de 140 dias a 10 °C, aumentd el contenido de monosacéaridos
(fructosa en un 9.97 por ciento, glucosa en un 31.4 por ciento) y el contenido de sacarosa
en 12.9 por ciento. Si bien el contenido de azlcar puede variar por diversas condiciones
ambientales, se puede considerar la siguiente composicion en base seca: 40 a 70 por ciento
de FOS, 5 a 15 por ciento de sacarosa, 5 a 15 por ciento de fructosa y menos de un cinco

por ciento de glucosa (Manrique & Parraga, 2005).
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2.10. METABOLISMO DE FRUCTOOLIGOSACARIDOS

Es importante comprender como la composicion quimica de los FOS varia en los diversos
estados de desarrollo de las raices. Se puede considerar que la concentracion de FOS en las
raices aumenta a medida que la planta madura y posiblemente alcance su maximo valor en
el estadio senescente o un poco antes. Después de la cosecha ocurrira lo contrario, es decir
la concentracion de FOS disminuird progresivamente, mientras que los azucares simples
(glucosa, fructosa y sacarosa) se incrementaran. Los procesos de sintesis y degradacién de

FOS se encuentran bajo control enzimatico (Fukai et al., 1997).

En los primeros dias de desarrollo de las raices la concentracion de azlcares simples es
muy alta y la de los FOS es muy baja, luego intervienen dos enzimas que son las
responsables de la sintesis de los FOS (Figura 3). La primera enzima es la
sacarosa:sacarosa fructosiltransferasa (SST), la cual cataliza la unién de dos moléculas de
sacarosa uniendo el residuo fructosil de una de ellas al residuo fructosil de la otra molécula
generdndose una glucosa y un oligofructésido o trisacarido 1-kestosa, el
fructooligosacarido mas sencillo que existe. Este trisacarido sirve de intermediario para la
sintesis de los FOS de mayor grado de polimerizacion (DP); los mismos que pueden ser
polimerizados por una segunda enzima fructano fructosiltransferasa (FFT) que transfiere
de modo irreversible un fructosil al fructano con el grado de polimerizacién mayor o igual
a tres moléculas de 1-kestosa. De esta manera se llegan a formar todos los tipos de FOS

que existen en las raices de yacon.

Cuando las plantas han terminado el estado de senescencia comienzan a emerger los
nuevos brotes y los FOS comienzan también su conversion en azucares simples.
Rutherford (1981) demostro que el metabolismo de los fructooligosacaridos se encuentra
relacionado con las etapas de dormancia y brotacion en los bulbos de cebollas. Este
proceso es activado por la enzima fructano hidrolasa (FEH) representado en la Figura 3., la
cual actta liberando progresivamente las moléculas de fructosa que se localizan en
posicion terminal dentro de la cadena de los fructooligosacaridos, este mecanismo
enzimatico posiblemente es encendido dentro de la planta con la finalidad de emplear los

fructanos como fuente de energia para el rebrote (Fukai et al., 1997). También podria
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explicar la razon por la cual el contenido de FOS disminuye en las raices después de que
éstas han sido cosechadas y aumentan los fructanos de bajo grado de polimerizacion,

disacéridos y monosacaridos.

A. Sintesis de 1-kestosa
F
SST |
G -F + G—-F — G -F + G
Sacarosa Sacarosa 1-Kestosa Glucosa
B. Sintesis del resto de FOS
F = k= F
1 1 1 1
(F), (F), Fl..s (Fl. s
1 1 FFT 1 1
G—-F + G—-F — G—-F + G—-F
(GF_.) (GF_,.) (GF_,.) (GF_,.)
C. Depolimerizacian de FOS
= F
1 1
(F), (F), .
| Radiacion solar FH |
G -—F + (hwv) — G -—F + =
(GF ) (G F ) Fructosa

Figura 3. Metabolismo de fructooligosacaridos (FOS). (A)Sintesis de 1-kestosa: la enzima
sacarosa:sacarosa fructosil transferasa (SST) cataliza la unién de dos moléculas de sacarosa para
producir una molécula de 1-kestosa mas una molécula de glucosa.(B) sintesis de FOS con més de
dos unidades de fructosa. La enzima fructano: fructano fructosil transferasa (FFT) cataliza la unién
de dos moléculas de 1-kestosa o la unién de otros dos FOS preexistentes, resultando la sintesis de
un oligofructano mas grande. (C) Los FOS sintetizados comienzan a degradarse por accion de la
enzima fructano hidrolasa (FH) que libera selectivamente la molécula de fructosa que se encuentra
en posicién terminal y va dejando las moléculas de fructosa y glucosa libre, las que luego sera
aprovechadas como fuente de energia. FUENTE: Seminario et al., 2003.

2.11. VARIACION EN EL CONTENIDO DE FOS

Aparentemente la conversion de FOS en azlcares simples tiene lugar inmediatamente
después de la cosecha. Los trabajos de Graefe et al. (2002) indican que la velocidad de

conversion es especialmente rapida en los primeros dias de poscosecha.

Asami et al. (1991) reportaron que el contenido de FOS en raices almacenadas a una
temperatura de 5°C fue significativamente mayor al de las raices a 25°C. Estos resultados

sugieren que la velocidad de conversion puede ser mas lenta cuando las raices son
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almacenadas a temperatura de refrigeracion. Sin embargo, aun cuando las raices se
almacenen a 5°C existe una tasa importante de conversion de FOS en azUcares simples que

no puede ser controlada.

El soleado es una costumbre tradicional que consiste en exponer las raices al sol con la
finalidad de que se vuelvan mas dulces para el consumo. Graefe et al. (2002) determinaron
que la concentracion de FOS en las raices soleadas es la misma e incluso ligeramente
mayor que en las raices frescas, ello se debe a que la proporciéon de FOS que se convierte
en azUcares simples es compensada por la deshidratacion de las raices, es decir que una

persona consumiria la misma cantidad de FOS por gramo en raices soleadas o frescas.

2.12. DEGRADACION DE FRUCTANOS

La despolimerizacion de fructanos es llevada por la fructano exo-hidrolasa (FEH), enzima
responsable de la hidrélisis de estos polimeros, por ruptura de los enlaces B (2—1)
produciendo fructosa libre y polisacaridos de cadena corta (Suzuki & Chatterton, 1996). La
defoliacion y baja temperatura son condiciones potenciadoras de esta actividad 1-FEH
(Asega, 2008). La actividad de la FEH se detecta especialmente en fase de brote y
principalmente en la region proximal de los 6rganos (Portes y Carvalho, 2006). Esta
actividad parece presentar una serie de estrategias adaptativas para superar las tensiones de
temperatura, nutricion y agua (Mantovani y Martins, 1988). Varios autores indicaron un
aumento significativo de la actividad FEH al inducir a la brotacion por defoliacion en
plantas como V. herbacea (Asega y Carvalho, 2004; Portes y Carvalho, 2006), Polymnia
sonchifolia (Fukai et al., 1997), Cichorium intybus (De Roover et al., 1999) y Viguiera
discolor (Degasperi et al., 2003). y/o condiciones de frio en V. herbacea (Portes et al.,
2008).

La clonacion en diferentes especies de plantas que acumulan éstos polimeros ha permitido
el estudio y validacion de su rol en el metabolismo de fructanos enddgenos (suministro de

energia, osmorregulacion, tolerancia al estrés) (Bieleski, 1993; Vergauwen et al., 2000 &
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Van den Ende et al., 1996). La presencia de FEH en plantas que no almacenan fructanos
conllevd a la busqueda de otros roles desempefiados por la enzima, de ahi que Van den
Ende et al. (2005) y De Coninck et al. (2005) le han atribuido distintas actividades

(mecanismo de defensa y sefializacion).

2.13. ESTUDIOS PREVIOS PARA LA OBTENCION DE FEHs.

Asega et al. (2008) mencionan la importancia de la clonacion de las FEHs de diversas
especies para comprender la funcion en el metabolismo de fructanos en plantas,
sometiendo a defoliacion (Van den Ende et al., 2001), a recorte (Van den Ende et al.,
2003a), y sefalizacion (Van den Ende et al., 2005; De Conick et al., 2005). Ellos
trabajaron en la clonacién, caracterizacion y analisis funcional de un cDNA de 1-FEH de
V. herbacea siendo uno de sus primeros pasos la verificacion de abundancia de la
transcripcion de FEH en los rizoforos a través del andlisis de transferencia Northern blot y
una sonda del cDNA de FEH de C. intybus. Para la obtencion completa de la secuencia del
cDNA 1-FEH en V. herbacea fue necesario técnicas de PCR y PCR inversa, luego

expresado en Pichia pastoris.

Michiels et al. (2004) trabajaron en el analisis de expresion del gen de una 1-FEH de C.
intybus utilizando hibridacién de transferencia Northern y una sonda marcada para el
RNAr 18S de C. Intybus, ademas se realiz6 la amplificacién gendmica mediante técnicas
de PCR y clonaciéon con el vector pGEMT-easy. Estos métodos para la clonacion y
secuenciamiento de FEHs también han sido descritos por diversos autores como: Tamura
et al. (2011) en el estudio de la 6-FEH1 en Pheum pratense inducido transcripcionalmente
por defoliacion, Van den Ende et al. (2005) en el estudio de clonacion, caracterizacién y
analisis funcional de 6-kestosa exohidrolasas (6-KEHS) del trigo (Triticum aestivum), entre

otros.
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2.14. TECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS PARA LA OBTENCION DE
FRAGMENTOS PARCIALES DEL GEN FEHs

2.14.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica muy comdn hoy en dia e indispensable en los laboratorios de
investigacion y clinico. Saiki et al. (1988) sefialan su uso en trabajos que incluyen la
clonacién de ADN, secuenciacion, clonacion y manipulacién de genes, construccion de
filogenias basadas en ADN o analisis funcional de genes, diagndstico y monitoreo de
enfermedades hereditarias y amplificacion de ADN. Ninfa et al. (2004) lo refieren en
andlisis de huellas digitales genéticas para el perfil de ADN y en deteccién de patdgenos
para el diagnostico de enfermedades infecciosas. La técnica consiste en crear maltiples
copias a partir de una plantilla de replicacion haciendo uso de la enzima ADN polimerasa y
cebadores gque contienen secuencias complementarias a la regién diana permitiendo asi una

amplificacion selectiva.

2.14.2. PCR inversa (IPCR)

La PCR puede simplificar y mejorar la clonacion de ADN, sin embargo, es dificil aislar
copias de ADNc completas a partir de ARNm ya que la base de informacion de la
secuencia es muy limitada y la secuencia desconocida que flanquea al tramo de ADN de
secuencia conocida no puede ser amplificado por el método convencional de PCR (Cheng
y Janes, 2002). EI método de la IPCR permite resolver este problema, ya que la clonacion
del ADN va desde un tramo de secuencia conocida hasta el flanco de la region desconocida
con ayuda de cebadores especifico del gen. (Huang et al., 1990 y Delort et al., 1989). Esta
técnica es rapida, eficiente y permite conocer las regiones flanqueantes de un gen en un
solo protocolo, solamente conociendo una region intermedia del gen y consta de cinco
pasos: transcripcion inversa, sintesis de ADNc de segunda cadena, circularizacion de
ADNCc de doble cadena, corte y linealizacion del circulo de ADN vy la amplificacion del

fragmento de ADN inverso. Es necesario el disefio de un juego de primers especificos en
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sentido inverso para obtener la secuencia de los extremos. Estos al estar finalmente
ubicados entre ambos cebadores ya sea por el uso de enzimas de restriccion o por
tratamiento de desnaturalizacion con NaOH (Cusi et al., 1992 y Lau et al., 1993), se

pueden amplificar facilmente como una PCR convencional.

2.14.3. Nested PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa anidada o Nested PCR, es una modificacion de la
PCR destinada a reducir contaminaciones. Esta PCR no tradicional requiere dos juegos de
cebadores; el primer juego reconoce a las regiones méas extremas del ADNCc de interés y el
segundo juego reconoce una secuencia que se encuentra entre los mas externos y abarca
especificamente la region de interés ubicada dentro del primer producto dado. El segundo
conjunto de cebadores sélo debe amplificar el producto de la primera ronda de
amplificacion y no un producto inespecifico. Esto permite ejecutar un mayor namero de
ciclos y minimizar productos indeseados. La técnica es util para muestras con baja
expresion de ARNm vy, si bien la PCR convencional requiere cebadores complementarios a
los extremos de la secuencia diana del ADN y aumenta exponencialmente los productos de
amplificacion, genera también productos inesperados debido a la inespecificidad de unién

de los primers a las regiones del ADN (Cheng y Janes, 2002).

2.14.4. Amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE)

Existen varias técnicas moleculares para hallar las regiones no codificantes de un gen
como es el sistema RACE. Los obstaculos para obtener estos extremos radican en la
naturaleza de sus secuencias, ya que siendo regiones flanqueantes del gen disponen de
secuencias que no se traducen a proteinas. Las regiones de genes no traducidas (UTR),
incluidos los extremos 5y 3" y los intrones son las principales regiones involucradas en la
regulacion de la expresion (Barrett et al., 2012). Contienen por lo general sitios de union a

proteinas, promotores o potenciadores de la traduccion. La region 5 es sumamente
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importante para la estabilidad de la molécula de ARNm y la modificacion de la eficacia en
el proceso de traduccién (Meyer y Wahle, 2004).

La amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE) denominada también como PCR
anclada (Loh et al., 1989) o PCR unilateral (Ohara et al., 1989) utiliza en el caso del
RACE 5" un cebador que reconoce una parte de la region intermedia conocida en el
proceso de la transcripcion inversa, generando un producto del ADNc monocatenario que
lleva la region flanqueante del extremo 5° de interés, a este cebador se le denomina
cebador especifico de gen (GSP 1) luego se utiliza la enzima desoxinucleotidil transferasa
(TdT)  cuya funcion es agregar  nucleétidos idénticos conocido como “cola
homopolimérica™ al extremo 3" del ADNc. Por ultimo, se lleva a cabo una reaccion de PCR
usando una mezcla de tres cebadores: un cebador especifico del gen (GSP2) y una
combinacién del cebador complementario de anclaje que contiene una region
homopolimérica y un cebador adaptador. La técnica permite la amplificacion de secuencias
desconocidas entre el GSP2 y el extremo 5’ del ARNmM

(https://www.thermofisher.com/pe/en/home/references/protocols/nucleic-acid

amplification-and-expression-profiling/cdna-protocol/5-race-system-for-rapid-

amplification-of-cdna-ends.html.).

Por otro lado, el RACE 3"aprovecha la cola poli A natural que posee el extremo 3" de
todos los RNAm de origen eucariota a través del uso de un cebador oligo dT que se utiliza
en la transcripcion inversa y genera el DNAc monocatenario, ademas agrega una secuencia
adaptadora al extremo 5 'de cada DNAc. La PCR se utiliza para amplificar el ADNc 3 'de
una region conocida usando un GSP y un cebador antisentido complementario a la
secuencia adaptadora, esto permite la captura de secuencias de ARNm 3' desconocidas que

se encuentran entre el exén y el poli (A) (Frohman y Martin, 1989)

2.15. FAMILIA GLUCOSIL HIDROLASA

Las glicosido hidrolasas son un amplio grupo de enzimas responsables de hidrolizar el
enlace glicosidico entre dos 0 mas carbohidratos, o entre un carbohidrato y un resto no
carbohidrato. Se ha demostrado que las glicdsido hidrolasas (GH) desempefian papeles

unicos en diversos procesos bioldgicos como: biosintesis de glicanos, metabolismo de la
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pared celular, defensa de plantas, sefializacion y la movilizacion de reservas de

almacenamiento (Lammes et al., 2009).

Las glicosil hidrolasas de la familia 32 comprenden dos dominios distintos. EI dominio N-
terminal, que forma una hélice beta de cinco palas, y el dominio C-terminal, que forma una
estructura beta tipo sdndwich (Alberto et al., 2004) y comprenden invertasas de tipo acido
(pared celular y tipo vacuolar en plantas), exo-inulinasas bacteriano, levanasas, plantas
exohidrolasas de fructanos (FEH), y enzimas biosintéticas de fructano (FBE) en plantas
mientras, la familia de GH68 incluyen levansucrasas bacterianas, inulosucrasas y algunas 3

fructofuranosidasas.

Las invertasas dividen la sacarosa en glucosa y fructosa por escision del enlace al-B2-
glucosidico. En plantas las invertasas se encuentran separadas en dos familias GH: acido
invertasas (invertasa de pared celular e invertasa vacuolar), asignadas a GH32 mientras que
las invertasas alcalinas / neutrales a GH100, ya que las secuencias de amino&cidos
deducidas de las enzimas GH100 no comparten similitud con las secuencias de acido
invertasas. El pliegue estructural y mecanismo catalitico exacto de los miembros de
GHZ100 adn no se ha dilucidado. Las enzimas acido invertasas hidrolizan preferentemente
sacarosa (con un Km bajo) pero también pueden degradar otros pequefios sustratos
donantes con una cadena principal de sacarosa tal como 1-kestosa, rafinosa y estaquiosa.
Fructanos mas largos como la inulina y levan son sustratos pobres pero la actividad
residual puede ser detectada (De Coninck et al., 2005; Verhaest et al., 2007). Las
invertasas neutras / alcalinas no tienen las caracteristicas tipicas de invertasas acidas de
plantas y la sacarosa parece ser su Unico sustrato (Sturm et al., 1999; citado por Lammes et
al., 2008).

A diferencia de exo-inulinasas microbianas y levanasas, todas las FEH de plantas

caracterizadas hasta la fecha no pueden degradar la sacarosa, ademas este sustrato puede

actuar como un inhibidor de muchas isoformas de FEHs (De Roover et al., 1999; Van Riet

et al., 2008), mientras que ningun efecto inhibitorio de sacarosa se puede observar para

otras isoformas FEH (Claessens et al., 1990; Van Riet et al., 2006). Se postulo que la
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sacarosa regula directamente la actividad de algunos FEH (De Roover et al., 1999).
Ademas, es probable que las FEH de plantas evolucionaron a partir de las invertasas de
pared celular mientras que las FBE de invertasas vacuolares (Van den Ende et al., 2002) y
la sintesis de fructanos se origine en vacuolas de sacarosa por accion de dos 0 mas FBE

diferentes de acuerdo a su aceptor preferencial y sustrato donador.

Las fructosiltransferasas bacterianas (FTF) catalizan dos diferentes reacciones,
dependiendo de la naturaleza del aceptor dando como resultado la transglicosilacion
cuando se usa una cadena de fructano como aceptor o en hidrdlisis cuando el agua se usa
como aceptor (Ozimek et al., 2006). En contraste con las plantas, las especies bacterianas
usan una sola enzima para la biosintesis de fructano. La mayoria de las bacterias producen
fructanos de tipo levano mediante levansucrasas. Estas enzimas producen levanos de alto
DP solubles (20 kDa a varios MDa) y son las fructasiltransferasas bacterianas (FTFs) mas
estudiadas. Levansucrasa es capaz de catalizar la hidrolisis de sacarosa y la polimerizacion
de levano. La sacarosa puede ser utilizada como un Unico sustrato y actuar como donante y
aceptor de fructosilo. La levansucrasa de Bacillus subtilis hidroliza sacarosa en glucosa y
fructosa en concentraciones inferiores de sacarosa (< 250 mM), mientras que la produccion
de levano ocurre a concentraciones mas altas de sacarosa (> 250 mM) (Chambert et al.,
1974; Meng y Futterer, 2003; citado por Lammes et al., 2008).

2.16. CRISTALIZACION ENZIMATICA

La cristalizacién de proteinas es el proceso de formacién de un cristal de proteina, se usa
predominantemente con fines cientificos o industriales, a través de técnicas como:
cristalografia de rayos X y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de
proteinas. Al igual que muchos otros tipos de moléculas, las proteinas pueden inducirse a
formar cristales cuando la solucion en la que se disuelven se sobresatura. En estas
condiciones, las moléculas de proteinas individuales pueden empacarse en una matriz
repetitiva, mantenidas juntas por interacciones no covalentes (Rhodes, 2006). Estos
cristales pueden usarse luego en biologia estructural para estudiar la estructura molecular

de la proteina o para diversos fines industriales o biotecnoldgicos.
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I1l. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. MATERIAL VEGETAL

Las accesiones (PER018283, PER018279) de yacon fueron obtenidas de la estacion
experimental agraria “Bafios del Inca” —Cajamarca, perteneciente al Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA). El estado fenoldgico indico plantas de tamafio adulto con la
presencia de raices tuberosas entre tres a cuatro por planta. La cosecha de raices
reservantes para la extraccion de ARN total se realizé en los meses de enero — marzo de
2016, dénde la temperatura oscil6 entre 26°C a 30°C (La Molina-Lima. Peru), previamente
las plantas fueron inducidas a la expresién de la enzima mediante defoliacion y su
procesamiento para el inicio a la extraccion incluy6 lavado, corte e inmersion de las raices

reservantes en una solucion de &cido ascérbico 0.1 M para evitar su oxidacion.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL

La extraccion de ARN total se realiz6 mediante los protocolos (CTAB, Buffer de lisis LiCl
0.1M, TRIzol & RNeasy Mini Kit-Qiagen; Anexos: 1, 2, 3& 4), siguiendo las pautas y
recomendaciones descritas por sus respectivos autores (Lodhi et al. 1994, Verwoerd et al.
1989, Chomczynski et al.1987, Qiagen. Germany). Se cuantificd el producto de la
extraccion mediante el espectrofotdmetro Epoch™ y se visualizo la integridad del ARN

por electroforesis. Los resultados obtenidos a través de las cuantificaciones permitieron



distinguir entre los protocolos de extraccion utilizados y discriminar aquellos menos

favorables para las caracteristicas putativas de las raices reservantes de yacon.

3.2.2. OBTENCION DE AMPLICONES

Se disefiaron cebadores especificos a partir del alineamiento de fructanos exohidrolasas
de plantas emparentadas con Smallanthus sonchifolius, los cuales fueron utilizados en la
técnica de RT-PCR para la obtencion de secuencias parciales del gen FEH, ademas se
empled un Kit comercial (Qiagen) para su purificacion. Las secuencias ya purificadas se

clonaron utilizando como vector pPGEMT-easy y Se enviaron a secuenciar.

3.2.2.1. Disefio de primers

La estrategia que se utilizo fue la obtencidon de fragmentos traslapados. Su facilidad de
clonacion en el plasmido y la amplificacion de productos PCR de mediano tamafio fueron
ventajas para su seleccion. Los cebadores se disefiaron a partir de alineamientos de
secuencias de fructanos hidrolasas relacionadas con la FEH de yacén, siendo éstas: FEHs
de T. aestivum, denominadas w1l (AJ 516025), w2 (AJ 508387) y w3 (AJ 564996), C.
intybus, denominadas cil (AJ 242538), cilla (AJ 295033) y cillb (AJ 295034), H. vulgare
(hvul) (AJ 605333), B. vulgaris (bvul) (AJ 508534), 1-FEH de H. tuberosus (AJW31156),
V. herbacea (CAJ77148) y A. lappa (BAL73222) . El programa (MEGA 7) permitio la
edicién y alineamiento de las mismas y se complemento con la informacidon de porcentajes

de formacion de hairpins y dimeros proporcionados por el programa PrimerSelect.

3.2.2.2. Obtencion de secuencias de la regién codificante

Se emple6 la técnica de la técnica de RT-PCR, partiendo de la sintesis del ADNc

utilizando: 1pg de ARN total, dNTPs (0.2 mM), en un volumen de 12 pl. Las condiciones
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de la desnaturalizacion fueron de 65°C por el periodo de 5 minutos e inmediatamente a
0°C por 15 minutos, a continuacion se agregdé 4ul del buffer de la enzima RT, 1ul de
transcriptasa reversa (RTasa) de Invitrogen (M-MLV Reverse Transcriptase (200
U/uL)) y se llevdo a un volumen final de 20 pul. Las condiciones de la
transcripcion reversa fueron de 42°C por 50 minutos y luego a una temperatura
de 70°C por 10 minutos. EI ADNc generado se abordé como nuevo molde en la técnica
de PCR utilizdndose 1 pl, asi como también 1 pl de los cebadores forward y reverse
(10pmol), 1 pl dNTPs (10mM), 1 pl de MgCI2 (25Mm) 0.2 pl Tag ADN polimerasa
Kappa y 2 pl de buffer Taq pol, se llevé a un volumen final de 20 pl. Las condiciones de
PCR fueron de 94°C por 5 minutos de la etapa de desnaturalizacién, 40 ciclos de (94°C por
30 segundos, 45°C por 45 segundos y 72° C por 1 minuto), y una temperatura final de
extension de 72°C por 10 minutos. Los productos de PCR fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1por ciento y posteriormente tefiidos con bromuro de

etidio.

3.2.2.3. Purificacion de productos de PCR

Obtenidos los fragmentos acorde a los esperados, fue preciso purificarlos para su uso en
el proceso de clonacion. Se utilizo el kit comercial “QIAquick PCR Purification Kit” de la
Compafia Qiagen, que contiene tres diferentes buffers y un nimero determinado de
columnas de silica; el primer buffer utilizado fue el “Binding Buffer” que provee al ADN
un pH y concentracién de sal adecuado para que el &cido nucleico se absorba y se adhiera a
la membrana de silica que contiene la columna de QIAquick. El siguiente fue el “washing
buffer” (PE) utilizado para limpiar aquellas impurezas no deseadas como: sales, enzimas,
agarosa, tintes, bromuro de etidio, aceites y detergentes que, si bien no se adhieren a la
membrana de silica, si fluyen a través de la columna. El etanol contenido en el buffer PE
remueve con eficiencia estas impurezas. Por ultimo, se aplicod el “elution buffer” que se
utiliza para desprender el ADN de la membrana de silica, ya que este buffer contiene

condiciones basicas y bajas concentraciones de sales.
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3.2.2.4. Ligacion de los insertos utilizando el vector pGEM-T Easy (Promega)

Con el objetivo de lograr la amplificacion de los insertos, se utilizo el sistema pGEM-T
Easy (Promega) como vector de clonamiento y se transformé en E. coli DH5a
aprovechando la condicidn de los salientes T en el sitio de insercién que contiene este
plasmido. Para la ligacion se utilizd 1 ul del vector, 5 pl del inserto o producto de PCR
purificado, 1 pl del buffer de ligacion 10X, 0.5 pl de la enzima T 4 DNA Ligase (5U/ pul),
se llevo a un volumen final de 10 pl e incub6 a 22°C por 1 hora.

3.2.2.5. Clonacion y Seleccion de colonias

Se han reportado varios metodos en la literatura para introducir vectores en celulas
competentes. Estos métodos incluyen tratamientos quimicos, electroporacion, uso de
pistola balistica, polietilenglicol, ultrasonido, microondas e hidrogel. Para facilidad del
estudio se escogid la transformacion por choque térmico, que es una técnica basica en la
biologia molecular para insertar un plasmido o producto de ligacion en células competentes
sometidas a variantes de temperaturas. EI método consistio en una breve incubacion de la
reaccion de ligacion a 0°C agregando una mezcla de bacterias quimicamente competentes,
seguido de una incubacion a 42°C por 45 segundos y luego se dispuso nuevamente a una
temperatura de 0°C, posteriormente se adicion6 medio LB y se incubé a 37°C durante 30
min con agitacion. Para corroborar la eficacia de transformacion se plaqued en un medio
selectivo LB con ampicilina y X-gal (Froger, A. et al., 2007). La eleccion de bacterias
positivas a la insercion del DNA recombinante tuvo en consideracion el namero de
bacterias por placas, la coloracién, tamafio y forma de las colonias. Seleccionadas las

colonias, se procedio a incubarlas en medio liqguido LB méas ampicilina.

3.2.2.6. Purificacion de Plasmidos

Llegado al crecimiento 6ptimo, se sedimentd las células por centrifugacion para la

eliminacion del medio de crecimiento. El sedimento se resuspendi6 en una solucion (I) que
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contenia Tris, EDTA, Glucosa y RNasa, su uso evita que las DNasas dafien el plasmido y
también ayuda a desestabilizar la pared celular bacteriana, luego se adiciond el buffer de
lisis (I1), conteniendo hidréxido de sodio (NaOH) y el detergente Dodecyl lauril sulfato de
sodio (SDS) que ayuda a solubilizar la membrana y por Gltimo el NaOH que ayuda a
romper la pared celular y desnaturalizar el ADN; mas adelante en el proceso se adiciond el
acetato de potasio (solucion Il1) disminuyendo la alcalinidad de la mezcla y en estas
condiciones se restablece el enlace de hidrégeno entre las bases del ADN monocatenario.
Por altimo se lavo y concentr6 el ADN plasmidico para su inmediato uso, ya que en la
solucion se encuentran sales, EDTA, RNasas, restos de proteina y restos celulares.

3.2.2.7. Comprobacion de la insercion y preparacion para su envio a secuenciar

La confirmacion de la presencia de los insertos en el vector de clonacion se efectuo a
través de la digestion enzimatica utilizando la enzima EcoRI que corta al vector (pGEM T-
easy) en dos sitios dentro del sitio de clonacion maltiple. El corte con esta enzima libero al
inserto, lo que permitio la visualizacion de los fragmentos. Una vez digeridos los
plasmidos mediante la enzima de restriccion, se visualizd por electroforesis en gel de
agarosa al 1 por ciento y antes del envio a secuenciar se midio la concentracion en ng/uL
de cada preparacion mediante el uso del espectrofotdmetro Epoch TM. Se enviaron las
preparaciones a la empresa Macrogen (California, USA) utilizando los cebadores que

corresponden a las secuencias de los promotores T7 y Spé.

3.2.2.8. Edicidon de secuencias y construccion del arbol filogenético

Recibida las secuencias, se comprobo si éstas correspondian a un fragmento del gen de
interés FEH en yacon, luego se editaron utilizando el software Segman y Editseq (DNA
Star, Lasergen 11), se alinearon y acoplaron los fragmentos de las secuencias
correspondientes al gen FEH para obtener la secuencia esperada en su mayor porcentaje.
Posteriormente al ensamblaje se analizaron por comparacion de secuencias mediante la
busqueda de secuencias homdlogas de nucledtidos y aminoacidos en la base de datos

EMBL Nucleotide Sequence Database (European Molecular Biology Laboratory),
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utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.,
1990). La secuencia de nucleodtidos fue traducida, utilizando el programa Transeq,
accesible en la pagina web del EMBL, http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/. El

alineamiento maltiple de las secuencias de nucledtidos y aminoécidos, se realizé utilizando
el programa MEGA 7, considerando los parametros predefinidos en el programa. Para el
analisis de nucleotidos, asi como de aminoacidos se considerd el método de la p-distancia,
incluyendo las sustituciones d: transiciones (cambio de una purina por otra purina o de una
pirimidina por otra pirimidina) + transversiones (cambio de una purina por una pirimidina

0 viceversa) y tasas uniformes (Tamura et al., 2007).

La construccion del arbol filogenético basada en el analisis de las secuencias de
nucleotidos se realizd empleando el programa MEGA 7. La eleccion del modelo de
evolucion molecular (Hasegawa-Kishino-Yano model) y la determinacion del valor del
parametro Gama, se hizo utilizando el programa MODELTEST integrado en el MEGA 7
(Hasegawa et al., 1985). Se empled el modelo estadistico de méaxima probabilidad ML,

empleando como modelo de sustitucion WAG (Whelan et al., 2001).

La validacion del arbol filogenético se efectu6 mediante el Método de remuestreo —
Bootstrap (Felsentein, 1981) con 2000 repeticiones (EI método estd basado en técnicas de
remuestreo, de tal forma que a partir de las secuencias originales se generan
pseudoréplicas). Posteriormente se calcula cuantas réplicas agrupan los clusters y esos
valores seran los de confianza del nodo del claster. Los nodos con valores de confianza
bajos (menores al 50 por ciento) se colapsan indicando que la filogenia de dicha rama no

esta clara.
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3.2.3. OBTENCION DE EXTREMOS CORRESPONDIENTE A LAS REGIONES
NO COFICICANTES DEL GEN FEH

Con el avance en la obtencion de la secuencia del gen de la FEH de yacon, la siguiente
etapa fue encontrar los extremos del gen, para ello se recurri6 a la utilizacién de técnicas
moleculares como: RACE, IPCR y PCR Nested.

Para la obtencion de los extremos no codificantes del ARNm se disefid una nueva bateria
de primers siguiendo las pautas anteriormente mencionadas, ademas de la utilizacion de los
kits comerciales RACE 5’ Version 2.0 y RACE 3’ (Invitrogen).

3.23.1. RACEY

Se inicié con la de extraccion del ARN total a partir de raices reservantes de yacon,
mediante el uso del protocolo CTAB (Lodbhi et al., 1994 PMBR 12: 6-13) modificado
por R. Torres A., seguidamente se generd la ADNc con ayuda del kit RACE 5" version
2.0 (Invitrogen) segun el protocolo descrito por el fabricante. La técnica utilizo 5 pg de
ARN total, GSP1 [9B2R2 (20pmol.)], 1 ul DTT, 1 pl dNTP y se completo hasta el
volumen de 20 ul con agua libre de nucleasas (NFW) e incub6 a 65 ° C por 5 minutos
y se llevo a 0°C. A la mezcla se adiciond 6 pl de Buffer RT 5X, 1 ul de la enzima
RTasa y se completd hasta un volumen de 30 pl con NFW e incubd a 42° C por 50

minutos y finalmente se inactivo la enzima por 10 minutos a 70°C.

En el siguiente paso se elimind el ARNm del hibrido ARN: ADN. Se agrego a la
preparacion anterior 1 pl de ARNasa H e incub6 por 30 minutos a 37° C, luego se
inactivd la enzima incubandose por 10 minutos a 70 °C. Para la purificacion se
enrasaron los productos de la transcripcion inversa a 300 pl con NFW y se purifico con
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1) y cloroformo: alcohol isoamilico (24:
1). En la precipitacion se utiliz acetato de amonio 10M y etanol absoluto, se lavo el
pellet con alcohol al 70 % y se dejé secar a temperatura ambiente para posteriormente

resuspender en 52 pl de NFW. EI siguiente paso consistidé en la adicién de la cola
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homopolimérica, para ello se utilizd 30 pl de ADNc (producto purificado de la RT), 9
pl del buffer 5X, 2 pl de dCTP 2mM, 1 ul TdT y 3 pl NFW, se incub6 a 37 °C por 15
minutos e inactivo la enzima a 70 °C por 10 minutos. El buffer de la enzima TdT
contiene Co, como cofactor el cual inhibe reacciones downstream, por ello fue necesario
purificar el ADNc C-Tailed con una extraccién Fenol: cloroformo, alternativamente se
puede usar buffer PCR Y2 X, que contiene Mg, con lo cual; no se hace necesario la
purificacion pudiéndose hacer directamente la PCR.

Para el mix de PCR se utiliz6 10ul del molde purificado anteriormente mencionado; 1l
del primer forward (dG primer adapt), 1pl del primer reverse (9B IPCRRPstl) y 1 ul del
primer adapt; 0,3 pl de Tag ADN pol (5U/ pl), 5 pl del buffer 10X, 4 ul de MgCI2
(25mM), 1 pl de dNTPs (10mM) vy se llevdé a un volumen final de 50 pl. Las
condiciones de PCR fueron: 94°C por 8 minutos, 50°C por 60 segundos, 65°C por 15
minutos; seguido de una segunda ronda de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de (94°C por
40 segundos, 50°C por 60 segundos, 68°C de 2 minutos) y 72°C por 10 minutos.
Finalmente, los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y

posteriormente tefiidos con bromuro de etidio.

3.23.2. RACE Y

Para RACE 3" se partio de la extraccién de RNA total, a partir de las raices de yacon por el
método de CTAB (Lodhi et al., 1994 PMBR 12: 6-13) modificado por R. Torres A., y

seguidamente; la generacion de ADNc obtenido con ayuda del kit RACE 3’ (Invitrogen)

utilizado segun las indicaciones del protocolo descrito por el fabricante. EI procedimiento

fue similar al RACE 5°, cuya diferencia se bas6 en la generacion del ADNc con el dT

primer adaptador, apoyandose en la presencia de la cola poli A natural en el extremo 3’ del
ARNmM. Se utilizé 5 pg del ARN total, GSP1 [dT primer Adapt (20pmol)], 1 ul DTT, 1 pl

dNTP y se complet6 hasta un volumen de 20 pl con NFW e incub6 a 65°C por 5 minutos y

se llevo a 0°C, luego se adiciond a la mezcla 6 pl de Buffer RT 5X, 1 ul de la enzima

RTasa y se completd hasta un volumen de 30 pl con NFW e incub6 a 42°C por 50 minutos
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e inactivo la enzima por 10 minutos a 70°C. Por ultimo fue necesario la purificacion del

ADNCc con fenol: cloroformo.

El producto de la purificacion se us6 como molde para la PCR. El mix de PCR y sus
condiciones no se diferenciaron significativamente del RACE 5, la variacion consistié en
los primers, siendo el primer forward (9B5F1) y primer Adapt, como primer Reverse (dT
primer Adapt). Finalmente, la visualizacién de productos amplificados se realiz6 por
electroforesis en gel al 1 por ciento de agarosa.

3.2.3.3. IPCR

El primer paso para la técnica de IPCR fue la extraccion de ARN total a partir de las
raices de yacon por el método de CTAB (Lodhi et al., 1994 PMBR 12: 6-13),
modificado por R. Torres., seguidamente se gener6 el ADNc, utilizando 5 pg ARN
total, 1 pl del primer reverse dT(18) (20pmol.), 1 pl DTT, 1 pl dNTP (10mM) , se
completo hasta un volumen de 20 ul con agua libre de nucleasas (NFW) e incubo a 65°
C por 5 minutos, luego se llevo a 0°C. A la mezcla se adiciond 6 pl de Buffer RT 5X, 1
pl de la enzima RTasa y se completo hasta el volumen final de 30 ul con NFW dejando
incubar a 42°C por 50 minutos y finalmente se inactivd la enzima a 70° C por 10
minutos. Al término de la RT, se procedio a eliminar el ARN del hibrido ARN: ADN y
se purificd con Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico (25: 24: 1), resuspendiéndose

finalmente en 52 ul de agua libre de nucleasas.

El siguiente paso fue la generacion de ADNds utilizando el producto purificado de la

RT. Se utilizo 30 pl de ADNCc, 10 pul del buffer 10X, 1 ul de enzima E. coli ADN pol I,

2 pl de dNTP (10mM), 2.5 pl de hexameros aleatorizados y se llevé a un volumen final

de 100 pl con NFW e incubd a 15° C por 90 minutos, luego se inactivo la enzima a una

temperatura de 70°C por 10 minutos. Al término de ésta, se agregé 1 pl de T4 ADN

Polimerasa e incub6 a 11° C por 10 minutos y se adicioné 6 pl de EDTA (0.5M) para
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detener la reaccion. Se purifico el ADNds a través del protocolo fenol: cloroformo:

alcohol isoamilico (25: 24: 1) y se resuspendié en 52 pl de agua libre de nucleasas.

Para la ligacion del ADNdSs se utilizé la enzima T4 ADN Ligasa que restituye el enlace
fosfodiéster entre los dos extremos del ADN. La siguiente reaccién utilizé 0.1 pg de
ADNds, 10 pl buffer 10X, 5 pl de T4 ADN ligasa (1U/ pL), se completé hasta el
volumen de 100 pl de NFW e incub6 a 22 °C por 10 min, la inactivacion de la enzima
fue a 70°C por 10 min. Luego se procedié a purificar el ADNds circular utilizando el

protocolo fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1) para su uso en la PCR.

Para la técnica, se prepard una dilucioén 1/10 de la muestra, y se usé 10 pl como molde,
0.4 pl de enzima Taq ADN pol (5U/ pl), 5 pl de buffer 10X, 6 ul MgCI2 (25mM), 01ul
dNTPs (10mM), 1 ul Primer forward (9BIPCRF Sacl), 1 pl Primer reverse (9BIPCRR
Pstl), y se completo hasta 50ul con NFW. Las condiciones de IPCR fueron: 94°C por 8
minutos, 50°C por 60 segundos, 65°C por 25 minutos y una segunda ronda comprendida
por 35 ciclos de (94°C por 40 segundos, 50°C por 60 segundos, 68°C por 2 min) y 72°C
por 10 min. La visualizacion de productos amplificados se realizd por electroforesis en

gel de agarosa al 1 por ciento.

3.2.3.4. Semi -Nested PCR 5

El proceso se inicid con la extraccion de ARN total a partir de raices reservantes de
yacon por el método de CTAB (Lodhi et al., 1994 PMBR 12: 6-13) modificado por R.
Torres A., seguidamente se generé el ADNc utilizando: 5 pug ARN total, 1 pl del
primer dT, 1 pl primer 9B2R2 (20pmol.), 1 ul DTT, 1 pl dNTP y se completd hasta un
volumen de 20 ul con agua libre de nucleasas (NFW), se incubd a 65° C por 5 minutos
y luego a -20°C por 5min, a la mezcla se adiciond 6 ul de Buffer RT 5X, 1 pl de la
enzima RTasa y se completd hasta el volumen final de 30 ul con NFW, se incubd a 42°
C por 50 minutos e inactivé la enzima por 10 minutos a 70° C. Al término de la RT se
procedi6 a eliminar el ARNm del hibrido ARN: ADN y su purificacién con fenol:

cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1).
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El siguiente paso fue la adicion de una cola homopolimérica “Cola C”. Para su adicion
se parti6 de 12,5 pl de ADNc purificado, 5 ul del buffer Tailed 5X, 2,5 ul de dCTP
(2mM) y se completé con NFW hasta un volumen final de 25 pl. La reaccion se llevd a
una temperatura de 94°C por 3 minutos e inmediatamente a -20°C por 5 minutos. Se
adiciond 1 pl de TdT incubando la mezcla a 37°C por 10 minutos e inactivando a 65°C
por 10 minutos. Finalmente se purificaron las muestras con fenol: cloroformo, debido a

la naturaleza del buffer de la enzima TdT y se diluyo 1:5.

Para el mix de PCR se utilizé: 0.3 pl Tag ADN polimerase (5U/ ul), 5 pl Buffer 10X, 3 ul
MgCI2 (25mM), 1ul dNTPs (10mM), 1pl Primer dG Adapt (10pmol), 1.25 pl de Primer
R1 (9BIPCRR, 10pmol), 1.25 pl de Primer R2 (9B4R1, 10pmol), 2 ul muestra y se
completo hasta 50ul con NFW. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo de 94°C por 5
minutos, 40°C por 5minutos, 72°C por 20 minutos y 35ciclos de (94°C por 40 segundos,
51°C por 1minuto, 72°C por 1minuto 45segundos) y 72°C por 10minutos. Al término de la
PCR, los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y posteriormente

teflidos con bromuro de etidio.

3.2.3.5. Semi - Nested PCR 3°

El proceso se inicid con la extraccion de ARN total a partir de raices reservantes de
yacon por el método de CTAB (Lodhi et al., 1994 PMBR 12: 6-13) modificado por R.
Torres. Seguidamente se gener6 el ADNc utilizando el primer dT (Adapt). La reaccion
de RT, la generacion del ADNc y su purificacién fueron similares al proceso descrito

para Semi Nested 5°.

Para el mix de PCR se utiliz6: 0.3 pl Tag ADN polimerase (5U/ ul), 5 ul Buffer 10X, 3 ul

MgCI2 (25mM), 1ul dNTPs (10mM), 1ul Primer Adapt(10pmol), 1.25 ul de Primer F1

(9BgTPCRF, 10pmol), 1.25 ul de Primer F2 (9B5F1, 10pmol), 2 ul muestra y se completd

hasta el volumen de 50ul con NFW. Las condiciones para la PCR fueron: 1 ciclo 94°C por

6 minutos, 50°C por 1minuto, 65°C por 15 minutos y 35ciclos de (94°C por 40 segundos,
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50°C por 1minuto, 68°C por 1minuto 30segundos) y 72°C por 7 minutos. Al término de la
PCR, los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y posteriormente
teflidos con bromuro de etidio.

3.2.4. MODELAMIENTO POR HOMOLOGIA ESTRUCTURAL

Para obtener un modelo por homologia estructural de la FEH en yacén se empled dos
programas moleculares: Swiss Model y PyMOL. El primero de estos programas permitié la
construccion de una plantilla tomando como referencia estructuras cristalinas que se
encuentran disponibles en la base de datos. Swiss Model alined la secuencia de aminoacido
de interés con otras de alta identidad tomando como referente a la estructura cristalizada de
la 1-FEH de C. intybus. Se obtuvo como resultado un probable modelo estructural por
homologia de la molécula en estudio y para su mejor analisis se complementé con el
programa PyMOL que permite hacer mejores acercamientos, seleccionar y sefialar en la

estructura una porcion de secuencia de interés y visualizar orientaciones de aminoacidos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL

Los resultados de los protocolos utilizados en la extraccion de ARN total se visualizan en
la Tabla 2 y la integridad del ARN en la Figura 4.

Tabla 2. Resultados de cuantificacion de ARN (ng/uL™) total. 1,2 & 3 (repeticiones).

Accesion PER018283 PER018279

Protocolo 1 2 3 1 2 3

LiCl 0.1M 525 51 75.75 104.4 34.95 102
CTAB 112.35 193.8 106.35 139.95 55.2 136.8

(InT/iFfr'ggLn) 120.15 36 51 0.315 72.45 105.9

RNeasy

Mini Kit- 153.45 129 100.5 70.2 104.1 289.95
Qiagen

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. Los productos de extraccion se visualizaron en gel de
agarosa al 1 %, en solucién amortiguadora TBE 1X, cuya condicion de electroforesis fue de 120 V



por 60 min a temperatura ambiente (T°. A) y posteriormente tefiidos mediante bromuro de etidio.
Los ARN total visualizados en el gel correspondiente al proceso de extraccion mediante los
protocolos CTAB [(a), (b), (c)] y RNeasy Mini Kit-Qiagen [(d), (e), (F)]. Accesion: PER018279 [(a),
(b), (d), (e)], PER018283 [(c), ()]-

El mayor rendimiento de ARN total se obtuvo con los protocolos RNeasy Mini Kit-Qiagen
y CTAB en comparacion a TRIzol y LiCl 0.1M. Es probable que las diferencias en la
composicion de los reactivos dieran lugar a los diferentes resultados, medidos a través del
rendimiento e integridad del acido nucleico. El kit comercial Mini Kit-Qiagen dispone de
dos diferentes buffers de lisis (RLC y RLT), cuya diferencia se encuentra en su agente
caotropico (clorhidrato de guanidina y tiocianato de guanidina; respectivamente), su
eleccion dependera de la naturaleza del material a trabajar. Las indicaciones del fabricante
hacen referencia a la posible solidificacion de la muestra con altas concentraciones de

metabolitos secundarios al ser trabajados con el buffer de lisis RLT.

Dada la naturaleza mucilaginosa de la muestra y la alta cantidad de compuestos fendlicos
se opto por utilizar el buffer RLC. El uso del Mini Kit-Qiagen facilité en gran medida la
obtencion de ARN de buena calidad y en cantidad suficiente, y disminuyd
considerablemente el tiempo de extraccion, propiedades que hacen de éste protocolo
idoneo para los trabajos de extraccion. Sin embargo, su uso se encuentra limitado por el
namero de membranas de silice que contiene cada Kit y para el fin de optimizacién de un
protocolo de extraccion que se adecue a la muestra, se requiere de numerosos ensayos. Por
otro lado, la extraccion mediante CTAB admite cuantiosas extracciones y los resultados no
difieren significativamente de los obtenidos por Mini Kit-Qiagen. Por lo que, se eligio éste
protocolo para su optimizacion. De acuerdo con Demeke et al. (2009), la técnica de
extraccion CTAB produce mayor cantidad de &cidos nucleicos y en mayor pureza respecto
a otros protocolos (Mini Kit DNeasy Plant y la extraccion de Wizard) sin embargo,
necesita de pequefias modificaciones segun Tiwari et al. (2012), quienes obtuvieron
mejores  resultados agregando  mas  concentraciones de  NaCl, 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y mercaptoetanol, ellos también aumentaron el tiempo y
la temperatura del bafio de agua para una extraccion efectiva.
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Los resultados obtenidos con el protocolo TRIzol no fueron los esperados, es posible que
se deba a factores iniciales como el tiempo de ruptura de la membrana celular, ya que no se
pudo evitar la oxidacion del tejido o a la coprecipitacion de acidos nucleicos por el uso del
agente caotropico en muestras con alto contenido de metabolitos secundarios como el
yacon. La precipitacion también pudo ser un factor del bajo rendimiento de extraccion,
TRIzol (Invitrogen) utiliza isopropanol, que es eficiente para la precipitacion de ARN,
siempre y cuando se use la temperatura y tiempo adecuados para prevenir la precipitacion
de otras sustancias como proteinas y carbohidratos. En el protocolo basado en CTAB se
utiliza LiCl el cual permite hacer una precipitacion diferencial del RNA, su gran utilidad se
ha atribuido a que este reactivo no es eficiente para precipitar sustancias como ADN,
proteinas y carbohidratos, permitiendo una precipitacion eficiente del RNA (Barlow et al.,
1993). A pesar de esto, Chan et al. (2004) asi como Rubio-Pifia y Zapata-Pérez (2011) han
reportado que en algunas ocasiones las altas concentraciones de LiCl pueden contribuir con
un incremento en las cantidades de impurezas (polifenoles y carbohidratos), afectando la

concentracion y calidad del ARN.

La accion de los polifenoles no se pudo evitar, teniendo en cuenta los antioxidantes
utilizados como: B-mercaptoetanol y &cido ascorbico. Durante las extracciones se visualizd
un leve pardeamiento en las muestras post- ruptura mecanica sin distincion de los

protocolos utilizados.

Los protocolos de extraccion que utilizaron el Mini Kit-Qiagen vy el buffer CTAB dieron
los mejores resultados en cuanto a calidad y cantidad del &cido nucleico refieren, ademas
de concentraciones de ARN més uniformes. Se opt6 por trabajar con el protocolo CTAB
ya gue permitié numerosos ensayos de extraccion, resulta mas econémico y representa una
excelente opcidn cuando se necesita hacer la evaluacion de un alto nimero de muestras.
Cabe resaltar que los resultados obtenidos en este trabajo pudieron haber sido
influenciados por el material inicial, tiempo de post-cosecha, tiempo de almacenaje,

estadio de la planta y topologia de la muestra.
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4.2.

Los juegos de primers disefiados manualmente utilizando el

OBTENCION DE AMPLICONES

programa MEGA 7, se

utilizaron en la obtencion de amplicones de la region codificante (Tabla 3) y en la region
5y 3" del ARNm (Tabla 4).

Tabla 3. Lista de Primers que amplificaron una region de la secuencia codificante correspondiente
al gen FEH en yacon.

Nombre Secuencia

9B1F1 GGGARAAYTTYTTGCCRCA

9B1R1 GYTTCATMCTCCAAGCACTCAT
9B1R2 GGTCCRAARCTCTCRATRATYGAGTG
9B2F1 GGCGGCGATCGGGACAACAAC

9B2R1 CCCTCKAYMGGCCAYTGRATYARCTG
9B2R2 CCGRAAHGWCTGAAGVCCVGCCCA

Foward-1(F-1)

AACTGGATGAAYGAYCCWAAYGGWCCAATG

Reverse-1(R-1)

GSGWARAARTCWGGRCAYTCCCA

Tabla 4. Lista de Primers utilizados en las técnicas RACE 5", RACE 3’e IPCR.

Técnica

Primer

secuencia
9B2R2 5> CCGRAAHGWCTGAAGVCCVGCCCA 3°
RACE 57 9B-IPCRRPstl 5> GGGCCTGCAGATGTCTGCTTCTTGGGTCGGGTA 3’
Primer Adaptador 5' GACTCGAGTCGACATCG 3
dT primer adaptador 5' GACTCGAGTCGACATCGA(T17) 3°
9B5F1 5> GGCGTGTTGGCTATGGCGTCT 3’
RACE 3’ Primer adaptador 5 GACTCGAGTCGACATCG 3’
Primer adaptador dT 5> GACTCGAGTCGACATCGA (Ty7) 3’
9B-IPCRF 5’CCATCCTCCCGGGAAACATTS’
IPCR 9B-IPCRFMIul 5’GGCCACGCGTCCATCCTCCCGGGAAACATT3’
9B-IPCRR 5’TACCCGACCCAAGAAGCAGACAT3’
9B-IPCRRPstl 5’GGGGCTCGAGATGTCTGCTTCTTGGGTCGGGTA3’
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4.2.1. Obtencion de fragmentos correspondiente a la secuencia codificante

El primer amplicén obtenido se visualiza en la Figura 5, utilizado como base para el disefio
de los siguientes primers, necesarios para la obtencion de los demas fragmentos

traslapados del gen FEH (Figura 6).

Figura 5. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y
posteriormente tefiidos con bromuro de etidio. La amplificacién de los productos de PCR
utiliz6 el juego de primers F-1 y R-1 para ambos carriles (1) y (2). Y las accesiones:
PER018279 y PER018283 para los carriles (1) y (2) respectivamente

(1) (2) 3y "(9)sui= (%) (10 (11) (12

——

Figura 6. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y posteriormente
teflidos con bromuro de etidio. La amplificacion de productos de PCR se obtuvo a través de los
juegos de primers:(9B2F1 & 9B2R1) correspondiente a los carriles [(1), (2), (3), (4)], (9B2F1 &
9B2R2) correspondiente a los carriles [(5), (6), (7), (8)], (9B1F1&9B1R1) correspondiente a los
carriles [(9), (10), (11), (12)].
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La electroforesis tuvo como resultado la amplificacion de fragmentos en el rango de
tamafnos esperados, siendo el tamafio aproximado de los fragmentos de 800bp
correspondiente al uso de los primers 9B1F1 y 9B1R1, el tamafio aproximado de los
fragmentos de 500 bp generados mediante el uso de los primers 9B2F1 y 9B2R1 vy el
tamafio de 450bp correspondiente al uso de los oligonucledtidos 9B2F1 Y 9B2R2. Los
pesos de los fragmentos parciales se estimaron de la comparacion con el marcador (Anexo
5). En algunos pocillos se visualizaron la presencia de dos fragmentos tenues de diferentes
tamafos, estos resultados podrian deberse a diversos factores como una mala
homogenizacion de la muestra; disminuyendo la eficiencia de la enzima, inespecificidad de

los primers y baja concentracién de ADN.

4.2.2. Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR purificados mediante el uso de un Kit comercial se visualizan en la
Figura 7.

Figura 7. Los productos de Purificacion a través del uso del kit “QIAquick PCR Purification Kit”
(Qiagen) se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y fueron posteriormente tefiidos con
bromuro de etidio. Los carriles: (1), (2), (3) pertenecen al fragmento obtenido mediante el juego de
primers (9B1R1& 9B1R1); (4), (5) al fragmento obtenido mediante el juego de primers (9B2F1&
9B2R1).
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4.2.3. Seleccion de colonias

Se observo el crecimiento de colonias transformadas de color blanco y azul (Figura 8); esta
coloracion permitio discriminar a las colonias recombinantes incapaces de producir la
enzima B-galactosidasa debido a que la regidn que la sintetiza se parte para dar paso a la

secuencia recombinante.

Figura 8. Colonias positivas y negativas para la insercion de ADN recombinante en
colonias inducidas al estado de competencia.

Brown (2006) ha reportado que cualquiera que sea el método de seleccion, la eficiencia
respecto al nimero de colonias recombinantes es relativamente baja, los rangos se
encuentran entre 10°-10" transformantes / pg de ADN y probablemente se deba a la
constitucion genética de la cepa huésped a transformar, la eleccion del método y /o las
condiciones fisioldgicas del huésped. Sin embargo, para nuestro caso, la alta eficiencia de
transformacion no fue critica. Aplicaciones tales como la construccion de bibliotecas

gendmicas y de ADNCc si requiere de ello (Singh et al., 2010).
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4.2.4. Comprobacion del inserto

Los productos de digestiones se visualizan en la Figura 9. La enzima EcoRI corta el

plasmido en dos sitios (Anexo 6), permitiendo la liberacion del inserto.

Figura 9. Los productos de Digestion del ADN recombinante mediante la enzima EcoRI se
visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y posteriormente fueron tefiidos con bromuro de
etidio. Los carriles: (2), (3), (5) corresponden al fragmento de tamafio 800bp, (1) corresponde al
fragmento de tamafio 450bp., (4) corresponde al fragmento de tamafio de 500bp.

4.3. OBTENCION DEL FRAGMENTO CORRESPONDIENTE A LA REGION 3
DEL ARNmM

No se obtuvieron los resultados esperados con el sistema RACE al no visualizar
fragmento alguno al término del procedimiento. Se presume que este resultado se debié a
la baja concentracién del ARNm del gen FEH, ya que no es un gen estructural y su
expresion pudo haber sido baja, influenciada por las altas temperaturas (26-30°C) del

tiempo de colecta y extraccion.

No se obtuvieron resultados utilizando la técnica IPCR, si bien ésta técnica permite
trabajar con cantidades de concentracion relativamente bajas de ADN inicial, es probable

que los numerosos procesos de purificacion llevaran a la pérdida del material inicial en
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algun paso. Por el contrario, el empleo del método semi_Nested o PCR anclada permitié
obtener un producto amplificado para el extremo 3’ (Figura 10), donde inicialmente no se
visualizaron resultados. E| tamafio del fragmento (292pb) fue consistente con su homélogo
en Cichorium intybus FEH I — lla (305 bp.).
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Figura 10. Los productos de PCR-Semi Nested se visualizaron en gel de agarosa al 1 por ciento y
fueron posteriormente tefiidos con bromuro de etidio. El carril (1) corresponde al fragmento de
tamafio 292bp de la regién no codificante del ARNm de la FEH en yacon.

Posteriormente el fragmento fue purificado y transformado en células quimio competentes
de E.coli DH5a, para su secuenciamiento. Hasta fines del presente estudio se sigue
trabajando en la optimizacion de la metodologia para hallar el extremo 5° y poder

completar la totalidad del gen.

4.4, SECUENCIA ENSAMBLADA Y ARBOL FILOGENETICO

La secuencia de nucledtidos de la FEH (Figura 11) se ensambldé manualmente, mientras

que el programa Transeq permitio su traduccion (Figura 12).
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>Yacon_9B

TTATACCAAGGAGTGTATCATTTCTTCTACCAATACAATCCATACGCCGCAACTTTCGGAACCATCGTGT
GGGGCCACGCCGTATCATACGACCTGGTCAACTGGATCCATCTCGACCCGGCAATTTACCCGACCCAAG
AAGCAGACATCAACAGCTGCTGGTCCGGATCCGCCACCATCCTCCCGGGAAACATTCCGGCCATGCTCT
ACACCGGCAGCGACTCAAACTCCCGCCAAGTCCAAGACCTCGCCTGGCCCAAAAACCTCTCCGACCCCT
TCCTCCGGGAATGGGTCAAATACGCCGGAAACCCGATCATAACCCCACCGGCGGGCGTCAAAGACGACT
GCTTCCGCGACCCCAGCACCGCCTGGCTCGGCCCCGACGGCGTGTGGCGGATCGTCGTCGGCGGCGATC
GGGACAACAACGGCATGGCGTTTTTATACCAGAGCACCGATTTTGTAAACTGGACACGGTACGAACAGC
CGCTTGCGTCGGCGGATGCCACCGGAACTTGGGAGTGCCCGGAATTTTTTCCTGTGCCGTTGAACAGTAC
GAACGGGTTGGATACATCGGCGTATAGCGGGAATGTGATGCATGTGATGAAAGCAGGATTTGAAGGGC
ATGATTGGTACACAATCGGGACGTATAGTCCTGATCGTGAGAATTTTTTGCCGCAAAATGGGTTGAAATT
AAGCGGAAGCACGTTGGATTTGCGGTACGATTATGGGCAATTTTATGCATCGAAATCGTTTTATGATGAT
TCGAAGAACAGAAGGGTTTTGTGGGCGTGGGTTCCGGAAACTGATTCTCAAGAAGATGATATTGAAAAG
GGTTGGGCTGGGCTTCAGTCATTTCCTAGGGCAATCTGGATTGATGGAAGTGGGAAGCAGCTGATCCAA
TGGCCGGTGGAGGAGATAGAGTCACTACGTGGAAATGAAGTTAAGCTTCAAAACAAGAAGCTTACATCT
GGTACCGTTGTTGAAATTCAGGGCGTTACTGCTTCTCAGGCGGATGTTACAATTTCGTTCAAATTGGAGG
ATTTGAAAGAGGCTGAGGTTTTGGATACGAGTTCTTCGGTTGATCCGCAAGTGCTTTGTACCGAAAGGG
GTGCATCTAGCAAGGGTGCGTTTGGCCCTTTTGGCGTGTTGGCTATGGCGTCTAAAGACTTGAAGGAAC
AAACCGCAATCTTCTTTAGGGTTTTCCAAAACCAAAATGGACGATACTCTGTGCTCATGTGTAGCGATCT
TAGCAGGTCTACCGTTAGAAGTAACATCGACACAACAAGTTTTGGCGCGTTTGTTGATATAGATCCTCGG
TACAATGAGATCTCACTGAGAAACTTGATAGACCACTCTATTATTGAGAGTTTCGGAGCAGGGGGAAAG
ACATGCACCACAAGTCTGATTTATCCTAAATTTCTTACCTACGAAGATGCTCATCTTTTCGCATTTAACA
ATGGGACTCAAAGTGTCAAAATTTCTCAAATGAGTGCTTGGAGTATGAAAAATGCAGAATTTGTAATTG
ATCAGATCGTAAAAAGTGCGGCTTAAAATGCTAGATGATCTGGATGTTTAAAATAGATAAAGATTAC
TCTTGTTAAAAGGTAAAGTTTACTCTTGTTAAAAGGTAAAGTAGAAGAAACATGGGAGACCGGAA
GAGTTGGTTAGGTAGCTCTTTTGTAAAGGTCATTCTTTGTTGCTTTATTCCTGTACAAAATTTTGGA
GATTGTGGCCATTTTTTAGGCATTTTTAAGTTATTAAGATGTAATATTTCGTGCAAAGCACATGAT
GCCATTGTACCAAATTATTGTTTCATTAATATACTATCAATATTTGAGTAGTCAAAAAAAAAAAAAA
AAAA

Figura 11. Secuencia de nucle6tidos correspondiente a la region codificante y no codificante (en
negrita) del extremo 3" del ARNm de la FEH de yac6n (Smallanthus sonchifolius).

LYQGVYHFFYQYNPYAATFGTIVWGHAVSYDLVNWIHLDPAIYPTQEADINSCWSGSATILPGNIPAMLYT
GSDSNSRQVQDLAWPKNLSDPFLREWVKYAGNPIITPPAGVKDDCFRDPSTAWLGPDGVWRIVVGGDRDN
NGMAFLYQSTDFVNWTRYEQPLASADATGTWECPEFFPVPLNSTNGLDTSAYSGNVMHVMKAGFEGHD
WYTIGTYSPDRENFLPQNGLKLSGSTLDLRYDYGQFYASKSFYDDSKNRRVLWAWVPETDSQEDDIEKGW
AGLQSFPRAIWIDGSGKQLIQWPVEEIESLRGNEVKLQNKKLTSGTVVEIQGVTASQADVTISFKLEDLKEA
EVLDTSSSVDPQVLCTERGASSKGAFGPFGVLAMASKDLKEQTAIFFRVFQNQNGRYSVLMCSDLSRSTVR
SNIDTTSFGAFVDIDPRYNEISLRNLIDHSIHHESFGAGGKTCTTSLIYPKFLTYEDAHLFAFNNGTQSVKISQMS
AWSMKNAEFVIDOIVKSAA*

Figura 12. Secuencia de aminoacidos correspondiente al gen FEH en yacon (Smallanthus

sonchifolius).

La secuencia de la FEH de yacon reveld un alto grado de identidad respecto a las 1-FEHs
de especies emparentadas (Figura 13), siendo estos valores: C. intybus (88.5 por ciento), H.

tuberosus (88.2 por ciento), V. herbacea (86.5 por ciento) y A. lappa (85.0 por ciento). El
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arbol consenso bootstrap obtenido a partir de 2000 réplicas visualizado en la Figura 14,

indico un 89 por ciento de credibilidad del nodo entre las secuencias FEH de S.

sonchifolius y la 1-FEH de H. tuberosus.
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AIP30174.1_fructan_1-exohydrolase lIb_Cichorium_intgbus
9B_YACON 88.48
CAC37922.1 fructan_1-exohydrolase lla_Cichorium_intgbus 96.32| 885
AJW31156.1 fructan_l-exohydrolase Helianthus tuberosus 84.8| 882| 846
pdbl1ST8IA_ Chain_A Fructan 1-exohgdrolase lia 96.32| 885| 100| 846
CAJ77148.1 putative fructan_l-exohydrolase partial Yernonia herbace| 8652| 865| 875| 831 875
BAL73222.1 fructan_1-exohydrolase Arctium_lappa 85.05 85| 848| 80.4| 848 826
K¥H87436.1 Concanavalin_A-like lectinlglucanase superfamily Cynard 848| 853| 846| 808| 846| 833| 939
CAD49079.1 fructan_1-exohydrolase Campanula rapunculoides 66.91] 6598| 67.2| 652| 67.2]| £64.2| 65.7| 65.686
CAD48199.1 fructan_1-exohydrolase Triticum_aestivum 4951] 502| 495| 50.2| 495| 48| 48| 48528| 51.7
CAD48404.1_fructan_6-ezohydrolase Beta_ vulgaris 52.21 51 52| 517 52| 50.2| 515| 51471 54.9] 468
CAA26513.1_levansucrase _Bacillus_subtilis 174] 172] B3] 47| 1639] 162| 159| 15686 159] 145 14

Figura 13. Porcentajes del Grado de Identidad entre la secuencia de aminoacidos de la FEH en

estudio y 1-FEH de especies relacionadas.
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e CAC37922.1 fructan 1-8xohydrolase lla Ciehoium intybus

e 000} 1STHIA Chain A Fructan 1-exohydrolase fia

q e AIPY0174.1 fuctan 1-exohydrolase IIb Cichorium itybus

CAJTT48.1 putativ fructan 1-exohydrolase patial Vemonia herbacea

— B YACN

L AIW3H156.1 fuctan 1-exohydrolase Helianthus tuberosus

e BALT3222.1 fructan 1-exohydrolase Arctium lappa
9

e KVHBT436.1 Concanavalin Adike lectin/glucanase supedamly Cynara cardunculus var. seolymus

CAD49079.1 fructan -exohydrolase Campanula rapunculoides

CADAB404.1 fructan 6-exohydrolase Beta wigans

CAD48199.1 fuctan 1-exohydrolase Trticum aestiwm

CAAZ6513 1 levansucrase Bacilus subtiis

Figura 14. Construccion de arbol filogenético entre la secuencia FEH de S. sonchifolius y sus
homdlogos 1-FEH de C.intybus, V.herbacea, A.lappa, H. tuberosus y C. rapunculoides



4.5. MODELADO ESTRUCTURAL POR HOMOLOGIA

4.5.1. Dominiosy estructura en general

La estructura proteica de la 1-FEH obtenida en yacon fue consistente con la plantilla
estructural encontrada en la base de datos correspondiente a la familia GH32. Consiste en
un dominio N-terminal formado por una B-hélice quintuple, cada una de las cuales consta
de cuatro cadenas bilaterales antiparalelas con la topologia clasica “W” alrededor del eje
central; el dominio C- terminal se encuentra conformado por dos hojas beta de seis
cadenas antiparalelas que forman un pliegue tipo “sandwich” cuya funcion exacta ain no

esta clara y dos alfa hélices (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de estructuras entre la 1-FEH lla en C. intybus y 1-FEH de S.
sonchifolius, (b) composicion de las estructuras en cada dominio y las estructuras de alfa hélice
representadas como dos cilindros (Verhaest et al., 2005). (c, d) Modelado por homologia de la 1-
FEH en S. sonchifolius. FUENTE: Swiss Model y PyMOL.
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La superposicion de estructuras cristalinas con el modelo estructural de S. sonchifolius nos
permitio obtener un panorama general de la secuencia de residuos claves para la actividad
enzimatica, tal como los aminoacidos ubicados en el sitio activo o sitio de unién del
sustrato, asi como los residuos fundamentales para determinar la estabilidad enzimatica,
estabilidad de union o especificidad del sustrato de la 1-FEH en yacén. El sitio de unién al
sustrato es muy probable que se encuentre en la hendidura que forma el sitio de union entre
los dos dominios, esta hendidura segin Le Roy et al. (2007) desemperfia un papel en el

reconocimiento de sustratos tipo fructano cuyo grado de polimerizacion (DP) es mayor.

Por otro lado, para la localizacion del sitio activo en la 1-FEH de yacon se realizo la
superposicién de estructuras con miembros de la familia GH32 y GH68 donde se observo
que los sitios activos se encontraban en el dominio beta propulsor, conformado por
amino&cidos altamente conservados dentro de la familia GH32. Estos amino&cidos en la 1-
FEH lla de C. intybus corresponden a Asp22, Aspl47 y Glu201 'miembros' de las regiones
altamente conservadas denominadas como triada catalitica: NDPNG, FRDP y WECPD,
que por homologia en S. sonchifolius corresponderian a Asp119 y Glu 173 miembros de
las regiones FRDP y WECPE respectivamente (Figura 16), tomando en cuenta la

secuencia de aminoacidos obtenida hasta el final del presente trabajo.
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Figura 16. (e) Modelado por homologia estructural de la 1-FEH de S. sonchifolius obtenida por el
programa SWISS MODEL a través del modelamiento por prediccién de estructura 3D (f).
Alineamiento de secuencia de aminoacidos de la 1-FEH de S. sonchifolius (Model_01) respecto a
la 1-FEH lla de C. intybus (2aey.1.A). FUENTE: Swiss Model.

La probable estructura de 1-FEH en S. sonchifolius es muy similar a la estructura que
encontramos en 1-FEH lla de C. intybus, ambas comparten dos dominios conformados por
hojas beta antiparalelas de diferentes tamafios y dos alfa hélices. La insercion de bucles en
las hojas crea interrupciones en las hebras; tal es el caso de la hebra A de la cuchilla 111 del
residuo 147 a 151 en C. intybus y en los residuos 119 al 123 en S. sonchifolius, siendo la
estructura aminoacidica la “misma en ambas especies”, conformada por los aminoacidos:
DPSTA. Se observd también la interrupcién de un bucle largo en dos filamentos de una
misma cuchilla por una estructura de alfa hélice correspondiente al sitio 298 a 306 de
estructura aminoacidica: "QADDIEK" de la cuchilla VV seguida de una breve hebra beta en
Cichorium. La misma interrupcién fue visualizada en la estructura 3D para S. sonchifolius,
siendo los sitios afectados 270 hasta 278 que conforman la hélice alfa con los
aminoacidos: QEDDIEK Yy la diferencia respecto a la alfa hélice en C. intybus reside en un
Gnico aminoacido GLU372. La segunda alfa hélice presenta el mismo numero de

aminoacidos para ambas especies, diferenciandose en dos residuos: VAL364 y THR367 de
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la estructura PQVLCTE de S. sonchifolius mientras que en C. intybus tenemos ALA391 y
ASN 394 en PQALCNE (Figura 16).

Aunque la estructura 3D y la secuencia aminoacidica presentaron gran similitud, estos
residuos no son totalmente conservados. Las diferencias méas notables se encontraron en
los tamafios de las hebras hélices beta, en las interrupciones en una secuencia y el
acortamiento de hebras, asi como también los cambios puntuales o en méas de un residuo
en comparacion de la hebra homologa. En estas diferencias encontramos ademéas una
estructura de ocho aminoacidos conformada por la secuencia “WIHLDPAI” que parte de
TRP35 hasta ILE42 correspondiente a una hebra de la hélice beta quintuple en el dominio
N-terminal de yacon, mientras que; el alineamiento de la secuencia aminoacidica de C.
intybus indica la presencia de una hebra corta constituida por cuatro aminoacidos que
corresponden a “WIHL” partiendo de TRP63 a LEU66. Los aminoacidos THR157 y
ARG158 en yacdn dieron origen a una hebra beta hélice corta cuya secuencia homdéloga en
C. intybus correspondio a una hebra de gran tamafio conformada desde LY S185 a SER193.
Se encontr6 también una hebra constituida por trece aminoécidos que inicia desde AR310
a LEU321 ubicada en la estructura conformada por dos hojas beta antiparalelas que forman
el pliegue tipo “sandwich” en el dominio C- terminal de yacon. La visualizacion de la
secuencia homdloga en C. intybus indic6 una ruptura de la hebra dando origen a dos hebras
cortas que se encuentran conformadas por ARG338 a VAL342 y GLN345 a LEU349.

4.5.2. Sitio activo tentativo

El mecanismo de reaccion de la glucosil hidrolasa implica la protonacion del oxigeno
glucosidico; seguido por un ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico del sustrato del
azlcar por un grupo carboxilato (Koshland y Stein, 1954). Los aminoacidos altamente
conservados por comparacion aminoacidica de C. intybus son Asp119 y Glu 173 miembros

de las regiones “FRDP” y “WECPE” correspondientemente; regiones conservadas dentro
de la familia GH32.

Experimentos de mutacion en éstas regiones conservadas en proteinas homélogas a 1-FEH
Ila de C. intybus y a la 1-FEH de yacon, indican el papel crucial de estos residuos en el

mecanismo catalizador para la hidrolisis del enlace glucosidico (Batista et al., 1999;
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Reddy y Maley, 1990, 1996). El hecho de que estos aminoacidos se agrupan en un sitio
activo putativo fue consistente con los hallazgos. Por analogia con un estudio de Reddy y
Maley (1996) sobre la levadura invertasa, se identifico el aminodcido homélogo a Asp22
de 1-FEH Ila como el nucleofilo y Glu201 como el catalizador acido / base en C. intybus
que por extrapolaciéon podriamos extender a un ASP aun no hallado en el presente estudio
como nucledfilo de la reaccion y GLU 173 como el catalizador acido/base en yacon. Es asi
que; la simulacion de la reaccion para 1-FEH de yacon seria: un fructano de tipo inulina se
une al sitio activo donde su oxigeno glucosidico es protonado por Glul73. Posteriormente,
se realiza un ataque nucleofilico por el carboxilato de Asp “n” formando un complejo
enzima-fructosa inestable. Finalmente, este intermediario se hidroliza liberando fructosa y

enzima libre.

La reaccion de hidrélisis en general da como resultado dos posibles resultados
estereoquimicos, aquellos asociados ya sea con la inversion o con la retencion de la
configuracién anomérica (Henrissat y Davies, 1997). Ambos mecanismos implican un
estado de transicion similar a un ion oxocarbenio. Hidrolasas como 1-FEH lla, retienen la
configuracion anomérica, usando un intermediario enzimatico-covalente a traves del
mecanismo de doble desplazamiento (Reddy y Maley, 1996), mientras que las enzimas
inversoras liberan productos en un solo paso, utilizando un nucleéfilo que activa una
molécula de agua. La distancia promedio entre el catalizador acido / base y el nucledfilo
refleja la presencia o ausencia de una molécula de agua, siendo 5.5 A ° para retener
enzimas y 10 A ° para las enzimas inversoras (Davies y Henrissat, 1995; McCarther y
Withers, 1994). Sin embargo estos valores no se cumplen en 1-FEH lla (6.9 A° entre los
donante de protones y el nucleéfilo; segiin Verhaest et al., 2005) ni para levansucrasa
(6.82 A ° para la enzima libre; Meng y Fitterer, 2003) e invertasa (6.70 A° para la enzima
libre; Alberto et al., 2004). Por lo tanto, es probable que no haya una relacién funcional
exacta con la distancia entre los residuos cataliticos. Alberto et al. (2004) proponen que las
diferentes posiciones vinculantes de los azucares en el extremo reductor, son los cruciales
en definir los mecanismos cataliticos de las diversas enzimas, en lugar de las distancias

entre los residuos cataliticos.

Numerosos estudios de mutagénesis dirigida al sitio de la triada catalitica han sido

reportados confirmando su funcién esencial en la catélisis (Reddy y Maley, 1990, 1996;
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Batista et al., 1999; Song y Jacques, 1999; Yanase et al., 2002; Meng y Fitterer, 2003;
Ozimek et al., 2004; Altenbach et al., 2005; Ritsema et al., 2005; Le Roy et al., 20072
citado por Lammens et al., 2008). Las metodologias para determinar el rol de los residuos
involucrados en la funcidn de catéalisis utilizan mayormente mutaciones por sustituciones
especificas al sitio, resultando la pérdida parcial o total de la actividad enzimética.
Lammens et al. (2007) mutaron el nucledfilo (D23) y el catalizador acido base (D203) por
Alanina de A. thaliana (AtcwINV1), teniendo como resultado mutantes completamente
inactivos. Por otro lado los datos de mutagénesis dirigida en levansucrasa de B. subtilis al
acido general (Glu342) por Alanina llevaron a la inactividad enzimética en los
experimentos realizados por Meng & Fitterer (2003).

No solo la presencia de estos tres residuos pertenecientes a la triada catalitica son
responsables de la funcion de actividad enzimética, sino también ha sido reportada la
presencia de varios residuos cercanos al sitio activo o a la hendidura entre los dominios
que serian probablemente responsables del Optimo acoplamiento, estabilidad,

especificidad, orientacion y degradacion del sustrato.

Varios autores compararon residuos homaologos claves en FEH Ila de C. intybus, invertasa
de A. thaliana (Atcwinv) y la 6-FEH de B. vulgaris (Bv) a través de mutaciones por
sustitucion tratando de dilucidar los aportes de cada uno de estos residuos en el
acoplamiento enzima-sustrato. Lammens et al. (2008) realizaron diversos estudios con
mutantes de invertasa 1 de pared celular de Arabidopsis thaliana (AtcwINV1), observando
importantes cambios en cuanto a la union y estabilidad de la sacarosa. Ellos refieren
algunos aminoécidos claves no pertenecientes a la triada catalitica, como el aminoécido
conservado Ac. Aspartico 239 (D239); importante para la 6ptima unién de la sacarosa a la
hendidura ya que interactGa con el oxigeno dos y tres del anillo de glucosa. Observaron
ademas que la sustitucion por Alanina (D239A) altera la especificidad del sustrato,
mostrando actividad exohidrolasa en vez de actividad invertasa, y preferencia por el
sustrato 1-kestosa. Los autores mencionan que un equivalente a este residuo se encuentra
en levansucrasa (E340) de B.subtilis / (Q399) de Glucanobacter diazotrophicus, sin
embargo la 1-FEH, Beta fructosidasa y exoinulinasa carecen de este residuo. ¢Podria
entonces (D239A) considerarse parte de una invertasa defectuosa?, ¢Es este el Unico
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residuo la clave para diferenciar invertasas de FEHs?, ¢La introduccion de D239 en las
FEH conduciria al aumento de la actividad invertasa? Los experimentos realizados por Le
Roy et al, (2008) se hicieron en 6-FEH de B. vulgaris en el homdlogo D239 (Fenilalanina,
F233). La mutacion F233D tuvo como resultado el significativo aumento de la actividad
hidrolizante de sacarosa ademas de la disminucion de su actividad general contra levan y
6-kestosa, sin embargo la preferencia por estos sustratos permanecio. EI aminoécido Lisina
242 (K242) se encuentra muy cerca de D239 y es muy probable que lo ayude a mantener
una posicion favorable para la union al sustrato. El residuo tirosina 279 (Y279) que esta
altamente conservado en GH32, se localiza cercano al catalizador acido/base E203 y segln
Lammens et al. (2008) es probable que module el pKa de la cadena lateral de E203.

Los residuos W82, R148, D239 y K242 de AtcwINV1 cumplen un papel importante en la
orientacion de la subunidad de la glucosa. Lammens et al. (2008) mencionan que las
mutaciones en los residuos pertenecientes a la triada catalitica de A. thaliana (D23, E203 y
D149) no tienen ningun efecto en la unién al sustrato pero conduce a la inhibicion de la
actividad enzimética. Los autores refieren que el sustrato se encuentra estabilizado por una
amplia red de enlaces hidrégeno, junto con una zona hidrofébica formada por los
triptéfanos conservados: W20, W47 y W82, a la vez esta red se encuentra constituida por
los residuos vecinos N22, D23, R148, E203, D148 y D239 necesarios para crear un bolsillo

ideal de union a sacarosa.

Los triptofanos 82 (W82) de 1-FEH lla de C. intybus y 54 (W54) de 1-FEH de S.
sonchifolius (Figura 17) se encuentran orientados de manera diferente respecto a sus
homologos W163 (Invertasa) y W82 (levansucrasa). La diferencia en el giro y la distancia
con respecto a sus homdlogos podria ser una causante de la inhibicidn del sustrato sacarosa
acoplandose a la estructura enzimatica en la configuracién del inhibidor. Verhaest et al.
(2007) mencionan que la union de la sacarosa en Cichorium en la configuracion del
inhibidor es determinada por la orientacion de un solo residuo W82 conservado en
WSGSAT; esta orientacion se encuentra establecida  por el pequefio residuo de Ser101
gue permiten que la sacarosa se una en la configuracion alternativa al sustrato en el sitio

activo y no se hidrolice.
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Figura 17. Modelado por homologia de la FEH de yacon. Se observa los residuos: D119 (verde),
E173 (rosa), W54 (amarillo) y S73 (rojo), homdélogos a D147, E201, W82 Y S101 la 1-FEH Il a de
C. intybus correspondientemente. FUENTE: PyMol.

Verhaest et al. (2007) mencionan que el sustrato no podria hidrolizarse debido a la
presencia de los enlaces hidrogenos entre el catalizador acido/base y la fraccion diferencial
del glucosilo orientado hacia la sacarosa que obstaculiza al proton donante en su donacion

de protones al oxigeno glucosilo.
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Figura 18. Modelado por homologia de la FEH de S. sonchifolius, se representa el sitio WSGSAT
(rojo) y el residuo SER73 (blanco) homélogo a Ser101 de C. intybus. FUENTE: Swiss Model.

Le Roy et al., (2008) refieren que otras FEH son débilmente inhibidas por la sacarosa,
estas enzimas presentan residuos hidréfobos como: Leu, Iso y Val dando una orientacion
diferente a W82 y probablemente impida que la sacarosa se acople a una configuracion
diferente a la del sustrato, sin embargo las FEH que contienen una Ser o Gly cerca al sitio
W82 son fuertemente inhibidas por sacarosa, tal sea el caso de la FEH lla de C. intybus o
la FEH de S. sonchifolius que contienen una Ser cerca a este residuo (Figura 17 y Figura
18). Le Roy et al. (2008) realizaron experimentos de mutacion dirigida al sitio en Serina
101 (SER101) en 1-FEH lla de C. intybus sustituyéndolo por Leucina (S101L), un
amino&cido apolar mas grande, obteniendo como resultado la hidrolizacién de la sacarosa,
sin embargo fue necesario elevar tanto la concentracion de enzima como la del sustrato.
Los autores comprobaron que la 1-FEH Ila mutante permitia la union de la sacarosa a la

configuracién del sustrato pero su hidrdlisis era ineficiente.

Dadas las similitudes estructurales como la homologia de residuos en las FEH, invertasas
y levansucrasas; las diferencias estructurales existentes podrian estar relacionadas a la
estabilizacion o especificidad del sustrato. Al respecto, Chambert y Petit-Glatron (1991) y
Yanase et al. (2002) mencionan la importancia de Arg360 (levansucrasa de B. subtilis) en
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el reconocimiento del sustrato y las diferencias estructurales con su homoélogo Glu234
(FEH lla de C. intybus). Las mutaciones puntuales de Arg360 de levansucrasa, asi como
también la mutaciones inducidas en el homdélogo His296 (levansucrosa en Zymomonas
mobilis) mostraron el efecto en la polimerizacion de fructanos, ya que al sustituirlo por
Lys, Ser o Leu resultd en la reduccion de la capacidad de la enzima de formar el trisacarido
kestosa.

Parece ser que la orientacion de los residuos o toda una porcion de secuencia juega un
papel importante en la funcionalidad de la hebra, se tiene el conocimiento que el residuo
Arg360 de levansucrasa se encuentra orientado hacia el sitio activo, mientras que Glu234
de 1-FEH lla se tuerce sobre 180 grados en direccion opuesta. Meng y Futterer (2003)
mencionan que Arg360 forma el sitio de enlace para el residuo aceptor de levano y lo mas
probable es que la orientacidn sea diferente en el residuo homdlogo de FEH o la ausencia
completa en las invertasas. Estos aminoacidos pueden ser fundamentales para la diferencia
estructural de la polimerizacion o degradacion enzimatica, ya que estas Ultimas solo tienen

una pequefia molécula de agua como aceptor.

Otra diferencia estructural en el sitio activo es el Cys174 FEH, Cys202 en 1-FEH lla,
Cys191 en invertasa y el Arg343 correspondiente en levansucrasa. La mutacion por
sustitucién del residuo Cys en invertasa de levadura por Ala mostr6 una disminucion del
70% en la actividad de la enzima, por lo tanto es probable que Cys174 desarrolle un papel
fundamental en el proceso catalitico, posiblemente manteniendo un microambiente

adecuado en el sitio activo o tal vez en union al sustrato. (Verhaest., 2005).

4.5.3. Sitio de Unién tentativo

Una hendidura (Figura 19, linea discontinua) que emerge del sitio activo se observa entre
los dominios N y C terminal de 1-FEH Ila de C. intybus y la 1- FEH de S. sonchifolius. Le
Roy et al. (2008) sefialan que probablemente esta hendidura represente el sitio de union a
inulina basandose en la posicion de 1-kestosa en el sitio activo dénde su glucosa terminal
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se orienta hacia la hendidura, incluyendo varias moléculas de glicerol en ella. Diversos
autores como Verhaest (2005), Tremblay et al. (2006) y Le Roy et al. (2008) destacan la
presencia de glicerol como un buen indicador para sitios de union de alta afinidad al
azlcar, ademas de la ausencia de un sitio putativo de N- glucosilacion (N-X-S/T) cerca a
la hendidura que parece ser una caracteristica general de todas las FEHs capaces de

degradar inulina de mayor DP.

(i) () o

Asp22 N\
(nucicophile)

(transition=state
stabilizer)

G20l
(proton donor/

Figura 19. Descripcién general de la estructura tridimensional de C. intybus fructan 1-exohidrolasa
(1-FEH 11a). (i) presencia de una hendidura (linea punteada) entre los dominios N-terminal (verde)
y C-terminal (azul). El sitio activo esta indicado en rojo. (j) Detalle de 1-kestosa (rosa) en el sitio
activo (rojo) de 1-FEH lla. Los residuos sometidos a mutagénesis estan indicados en naranja. Las
figuras estan preparadas con PyMol (DeLano, 2002).FUENTE: Le Roy et al., 2007. (k) Modelado
estructural de la FEH de yacon, donde se observa los dominios N-terminal (Azul) y C-terminal
(plomo), los residuos que conforman el sitio activo (rojo) y los residuos Gly (verde).

La invertasa de A. thaliana (Atcwinv) y la 6-FEH de B. vulgaris (Bv) si contienen un sitio
putativo de N-glucosilacion cerca al sitio activo y lo méas probable segun Verhaest et al.

(2006) es que se encuentre bloqueando la hendidura en Atcwinvl. Le Roy et al. (2007)
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realizaron experimentos de mutagénesis en 1-FEH lla de C. intybus para verificar el
efecto de glucosilacion cerca a la hendidura, creando un sitio de N- glucosilacion a través
del residuo Prolina 294. De ahi que P294N resultdé en la disminucién general de su
actividad en diez veces la hidrolisis de 1- kestosa respecto al tipo salvaje, por otro lado,
las inulinas de mayor DP no se vieron afectadas. Estos resultados sugieren que la
introduccién de la cadena de glucosilo muy probablemente bloquee la hendidura e impida

la union y degradacion de la inulina (Le Roy et al., 2007).

Verhaest et al., 2006 refieren la presencia de una glucosilacion ligada a Asparagina (N) en
los homdlogos de Pro294 de AtcwINV1 (Asn299) y Bv6-FEH (Asn293) confirmada por la
determinacion de la estructura. Es interesante que estas enzimas son capaces de degradar
1-kestosa de forma limitada pero no inulinas de mayor DP (Van den Ende et al., 2003b; De
Coninck et al., 2005). Le Roy et al. (2007) realizaron experimentos de desglucosilacion de
estos residuos homdélogos a P294 en AtcwINV1 (Asn299) y Bv6-FEH (Asn293), sus
resultados sugieren que probablemente la ausencia de sitios de N-glucosilacién son
necesarios para crear un espacio a la inulina, pero no es suficiente para determinar su

eficiente union y catalisis.

Los resultados de las desglucosilaciones mostraron una fuerte disminucion en la actividad
especifica general en ambas especies, la presencia del glucosilo en A. thaliana podria ser
necesaria para mantener una conformacion estable entre la enzima y el sustrato. Segln
Wyss (1996) las cadenas de glucosil cumplen un papel estabilizador a través de la
presencia de enlaces hidrogeno e interacciones hidrofobicas entre la cadena de
oligosacaridos y la proteina. Por otro lado, los efectos de la desglucosilacion de Bv6-FEH
mostraron que el papel de los sitios de N-glucosilacion podrian afectar al correcto

plegamiento de la proteina ademas de su estabilizacion global.
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Figura 20. Modelado de la estructura cristalina de la 1-FEH de yacon, (1) sitios de N-glucosilacién
(color amarillo) lejanos al sitio activo (color rojo), (m) vista reversa de la estructura. Imagen
obtenida por PYMOL.

El modelado por homologia de la estructura correspondiente a la 1-FEH de S.
sonchifolius reveld tres sitios de N-glucosilacion lejanos al sitio activo (Figura 20), siendo
probable que la enzima en estudio tenga la capacidad de hidrolizar cadenas de mayor grado
de polimerizacién o que presente estos puntos de glucosilacion con fines de estabilizacion

segun lo sugiere Le Roy et al. (2007).
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V. CONCLUSIONES

La estandarizacion del protocolo de extraccion CTAB permitid la obtencion de un
ARN total de buena cantidad y calidad a partir del tejido fresco de raices de yacon
(PER018279). Las modificaciones del protocolo se basaron en el uso de mayor

concentracion de acido ascorbico y B-mercaptoetanol.

El ensamblaje y andlisis de los amplicones obtenidos correspondié con la
estructura parcial de un gen con probable actividad exohidrolasa (1-FEH) en
raices reservantes de yacon. El extremo no codificante del ARNm del gen 1-FEH

correspondiente a la regidon 3’ mostrd un tamafio esperado de 292 bp.

La secuencia 1-FEH de yacon obtenida mostr6 un alto grado de identidad con las
1-FEHSs de otras asteraceas C. intybus (88.5 por ciento), H. tuberosus (88.2 por
ciento), V. herbacea (86.5 por ciento) y A. lappa (85 por ciento).

La simulacién de cristalizacion de la estructura 1-FEH mostr6 similitud con otras
FEH respecto al numero de N- glicosilaciones y residuos claves fuera del sitio

activo involucrados en el correcto funcionamiento de la enzima.

La secuencia de aminoacidos de la 1-FEH en yacon expuso tres probables sitios
de N-glicosilacién y dos de los tres sitios de las regiones consenso del sitio activo

que confirmarian la identidad de 1-FEH.



VI. RECOMENDACIONES

El proceso de extraccion de la enzima se debe iniciar en épocas frias, donde se han

reportado mayores concentraciones de FEH.

Se debe partir con buenas concentraciones de RNA cuando se emplean
metodologias extensas como la clonacién, evitando la pérdida del material de

partida.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de extraccion de ARN Total con TRIzol

Chomczynski et al., 1987

Extraccién y Homogenizado.

Colocar 50 — 100 mg de tejido de raiz en un Eppendorf de 2.0 ml, sobre nitrégeno

liquido.

En una gradilla previamente enfriada en nitrogeno liquido colocar el eppendorf
conteniendo el tejido, seguidamente pulverizar el tejido utilizando un pilon de

pléstico.

Colocar nuevamente el Eppendorf sobre nitrégeno liquido. Agregar 1 ml, de Trizol

— Reagent (Invitrogen) y homogeneizar en un vortex.

Dejar reposar durante 5 min, a T° ambiente.

Separacion

Centrifugar por 10 min, a 12 000 g y 4°C.

Recuperar el sobrenadante en un Eppendorf conteniendo 400 pl de cloroformo, agitar

vigorosamente por 15 segundos, dejar en reposo 15 min, a T° ambiente.

Centrifugar por 15 min, a 12 000 g y 4 °C.

Precipitacion y Lavado

Remover cuidadosamente utilizando un pipetor el sobrenadante, a un Eppendorf y

agregar igual volumen de isopropanol.

Centrifugar por 20 min, a 12 000 g y 4°C.



Eliminar cuidadosamente el sobrenadante para evitar que se desprenda el pellet,

después de eliminar el isopropanol secar el borde del Eppendorf.
Lavar el pellet Adicionando 1 ml de etanol al 70 % y agitando.
Centrifugar por 10 min, a 12 000 g y 4°C.

eliminar el sobrenadante, secar el borde del Eppendorf.

Llevar el pellet a una campana de extraccion durante 30 — 60 min, hasta la total
evaporacion del alcohol. Finalmente, resuspender el pellet en 100 ul de agua

destilada libre de nucleasas y almacenar a -20°C.
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Anexo 2: Protocolo de extraccion de ARN Total empleando LiCl 0,1M
Verwoerd et al., 1989
Pesar 100 mg de raices reservantes y colocarlos en tubos Eppendorf de 2 ml.

Sumergir los tubos Eppendorf conteniendo el tejido en nitrégeno liquido (se pueden

almacenar a — 80°C, hasta su uso).

Colocar los tubos en una gradilla en la que los tubos ajusten perfectamente, para

permitir facilmente triturar el tejido,

Triturar el tejido utilizando un pequefio pilon de pléstico previamente enfriado hasta
obtener un fino polvo (Trabajar rapidamente evitando que el tejido vuelva a hidratarse).

Agregar 500 pl de buffer de extraccion [fenol — 0.1M LiCl, 0.1M Tris HCI pH 8.0,
0.01M EDTA, 1% SDS (1:1)] previamente calentado (80 °C) y homogenizar durante
30 segundos.

Adicionar 250 pl de una mezcla de cloroformo — alcohol isoamilico (24:1) y agitar en

un vortex.

Centrifugar durante 10 minutos a 13 000 r.p.m.
Recuperar el sobrenadante y Repetir pasos 6 - 7
Recuperar el sobrenadante y mezclar con LiCl 4M (1:1).

Precipitar el ARN durante toda la noche a 4°C, colectando el precipitado por

centrifugacion a 13 000 r.p.m. durante 15 minutos
Disolver el Pellet en 250 pul de agua
Agregar 0.1 volimenes de 3M AcONa pH 5.2 y 2.5 volUmenes de etanol.

Centrifugar a 13 000 r.p.m durante 15 minutos y hacer 3 lavados del pellet con etanol
al 70%.

Secar levemente el pellet (dejar secar el pellet demasiado afecta su solubilidad).

Resuspender en 50 — 100 ul de agua bidestilada estéril libre de ARNasa.
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Anexo 3: Protocolo de extraccion de RNA total usando el kit RNeasy Mini Kit,
Qiagen

(RNeasy Mini Kit, Qiagen, Germany)
» Pesar 100 mg de tejido de raiz tuberosa y colocar en un mortero

* Agregar 450 pl de buffer RLC (Guanidina Hidroclorida) y 15 pl de B-
mercaptoetanol.

« Triturar y homogenizar utilizando un mortero estéril y frio.

« Transferir todo el lisado a una columna de color violeta (aproximado 600 pl)
previamente colocado dentro de un tubo colector

» Centrifugar por 30 segundos a 12 000 r.p.m.
» Del tubo colector recuperar el sobrenadante y transferir a un tubo de 1,5 ml.
» Adicionar 0.5 volimenes de etanol absoluto, pipeteando suavemente.

» Agregar la suspension a un tubo de color rosado previamente colocado dentro de un
tubo colector.

+ Centrifugar por 30 segundos a 12 000 r.p.m.
» Eliminar el contenido del tubo colector

« Agregar luego 700 pl de RW1.

+ Centrifugar por 30 segundos a 12 000 r.p.m.
» Agregar luego 700 pl de RLE.

» Centrifugar por 30 segundos a 12 000 r.p.m.
» Eliminar el contenido del tubo colector

» Centrifugar luego por 3 minutos a 12 000 r.p.m., agregando luego 50 pl de agua

libre de nucleasas.

» Centrifugar por 3 minutos a 12 000 r.p.m. y almacenar a -20 °C.
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Anexo 4: Protocolo de extraccion de RNA total utilizando el protocolo CTAB
(Lodhi et al., 1994) modificado por R. Torres A

Colocar 1 gr de raices reservantes en un mortero y agregar 200 pl de pB-
mercaptoetanol, 500 pl de &cido ascérbico y 2 ml de buffer CTAB.

Triturar y macerar utilizando un mortero y un pilon enfriado, afiadiendo otros 7 ml
de buffer CTAB.

Agregar 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1), mezclando
vigorosamente por inversion.

Centrifugar por 10 minutos a 5 000 r.p.m

Recuperar el sobrenadante, repetir el proceso desde la adicion de cloroformo:
alcohol: isoamilico (49; 1).

Precipitar con 1 volumen de 2-propanol, dejando reposar por 2 horas a 4 °C.
Centrifugar por 25 minutos a 5 000 r.p.m.

Resuspender en 600 pl de 100 mM de LiCl, 20 mM de Tris — HClI pH 8 y 1 mM de
EDTA.

Extraer una vez con 1 volumen de cloroformo isoamilico 49:1

Precipitar el RNA con 1 volumen de LiCl 5M, mezclando por inversion y precipitar
durante toda la noche a 4 °C.

Colectar el RNA por centrifugacion a 13 000 r.p.m. por 20 minutos.

Eliminar el sobrenadante

Lavar 2 veces el pellet con 1 ml de etanol al 70 %.

Dejar secar el pellet a temperatura ambiente

Resuspender luego en 50 pl de agua libre de nucleasas

Almacenara-20° C

Buffer CTAB

3% CTAB

100 mM Tris-HCI, pH8.0

20mM EDTA

1.4M NaCl

2.0% PVP-40, previo al uso.
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Anexo 5.

Marcador 1Kb Plus Invitrogen.
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Anexo 6.

Vector pGEMT-easy.
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