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Resumen

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas muy reactivas debido a un electron no
apareado en su ultimo orbital. Los organismos poseen un mecanismo de defensa antioxidante, el cual
es el encargado de mantener un equilibrio adecuado, sin embargo, cuando las ROS sobrepasan los
mecanismos de defensa, se presenta un desequilibrio que es asociado a enfermedades crénico-
degenerativa. El sistema de defensa antioxidante estd compuesto tanto por agentes exdgenos como
enddgenos. Entre los antioxidantes enddgenos, existen enzimas cuya funcién es catalizar reacciones
quimicas que retardan y/o previenen la oxidacion. En muchas semillas se ha reportado la presencia de
algunas de estas enzimas, que contribuyen al sistema de defensa antioxidante, como: superéxido
dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, entre otros. Es por esta razén que en este trabajo se planted
identificar al menos un gen antioxidante en la semilla de Moringa oleifera. Para lo cual se realiz6 una
extraccion de DNA por medio del método Dellaporta, y por medio de la técnica PCR se logro identificar
el gen que codifica para superéxido dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa (APx). Asi mismo, se
realizo la extraccion de RNA por medio del método de TRIzol ® y la sintesis de cDNA de doble cadena.

Abstract

Reactive Oxygen Species (ROS) are very reactive molecules due to an unpaired electron in their last
orbital. The organisms have an antioxidant defense mechanism, which is responsible for maintaining an
adequate balance, however, when ROS exceeds the defense mechanisms, an imbalance that is
associated with chronic degenerative diseases occurs. The antioxidant defense system is composed of
exogenous and endogenous agents. In this classification of endogenous antioxidants, there are enzymes
whose function is to catalyze chemical reactions that retard and prevent oxidation. In many seeds has
been reported the presence of some of these enzymes, which contributes to the antioxidant defense
system, such as superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, and others. It is for this reason
that we seek to identify at least one antioxidant gene in the Moringa oleifera seed. For which DNA
extraction was carried out by Dellaporta's method, and by PCR's technique it was possible to identify the
gene that codes for superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APx). In addition, RNA
extraction was performed using the TRIzol® method and finally, the synthesis of double-stranded cDNA.
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INTRODUCCION

Todos los organismos poseen un mecanismo de defensa antioxidante propio, estos actian ante la presencia
de las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Las especies reactivas de oxigeno son
moléculas muy reactivas debido a un electréon no apareado en el Ultimo orbital (radical libre) [1]. Cuando se
produce un desequilibrio entre las ROS vy los sistemas de defensa antioxidante, se produce un estrés oxidativo
a nivel celular. Esto conlleva a modificaciones quimicas de macromoléculas de relevancia bioldgica (lipidos,
proteinas y acidos nucleicos); y dicho desbalance se asocia con el desarrollo de distintas enfermedades
degenerativas como cancer, enfermedades del sistema nervioso central, entre otras [2].

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos en donde la célula anula la reactividad y/o inhibe
la generacion de radicales libre. Estos mecanismos estan conformados por pequefias moléculas, tanto
endogenas como exdgenas con capacidad antioxidante [3]. Los antioxidantes evitan que otras moléculas se
unan al oxigeno, por lo que buscan reaccionar mas rapido con los radicales libres del oxigeno [4]. Esos son
los antioxidantes endégenos, como la vitamina E; mientras que existen otros, que su funcién es catalizar
reacciones quimicas que utilizan sustratos para reaccionar con los radicales libres y asi retardar o prevenir la
oxidacion; estos son llamados enzimaticos [5]. EI mecanismo de defensa antioxidante esta constituido en
primer lugar por enzimas, como el superoxido dismutasa, SOD, el cual su funcion es captar el radical
superoxido por medio de una dismutacion, y convertirlo en peréxido de hidrégeno, H202. De esta manera las
enzimas catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APx) glutation peroxidasa (GPx) y glutatién reductasa (GR)
logran neutralizar el peréxido de hidrégeno convirtiéndolo en agua, la cual ya no representa un peligro para el
organismo [6]. El superéxido dismutasa se encuentra formado por un grupo de enzimas metaboloides, estas
pueden ser Cu-SOD, Zn-SOD, las cuales se encuentran en el citosol y espacio mitocondrial y Mn-SOD que se
encuentra en la matriz mitocondrial [7].

Sin embargo, como se puede observar, los mecanismos de defensa antioxidante muchas veces no son
suficientes para prevenir el estrés oxidativo y prevenir y/o retardar el envejecimiento celular, lo cual contribuye
al desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas. Por tal razén, se propone alimentos funcionales que
puedan favorecer la dieta diaria con un contenido rico en antioxidantes. Tomando como referencia las
propiedades nutricionales y antioxidantes identificadas en la semilla de Moringa oleifera [8], se propone en el
presente trabajo el aislamiento de al menos un gen antioxidante, para que en un futuro pueda ser incorporado
en alimentos funcionales.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de Moringa oleifera utilizadas para la fase experimental fueron proporcionadas por la Dr. Ma.
Fabiola Leén Galvan del laboratorio de Proteogenémica Funcional de la Divisién de Ciencias de la Vida,
Universidad de Guanajuato.

Se realizé la extraccion de DNA de la semilla de Moringa (Moringa oleifera) utilizando el método Dellaporta [9]
con ligeras modificaciones. Para evaluar la calidad del DNA extraido, se realiz6 un andlisis electroforético con
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. El cual, se pudo visualizar mediante el fotodocumentador
BioRAD. Posteriormente, para corroborar la integridad del DNA, se realizo la identificacién del gen constitutivo
de actina por medio de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Posteriormente, se realiz6 la extraccién del RNA de la semilla de Moringa Oleifera utilizando el método de
TRIzol, previamente se traté todo el material a utilizar con etanol-DEPC al 70%. Se analiz6 la calidad del RNA
extraido por medio de una electroforesis con un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio y se
visualizé por medio de luz UV en el fotodocumentador BioRad.

Para la sintesis de Primera Cadena de cDNA, se realiz6 la reaccion utilizando 3puL del RNA extraido, 1 pL de
3’ Oligonucleétido SMART CDS Primer IIA (10 puM), 1 pL de 5’ Oligonucleétido SMART IIA (10 pM), para un
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volumen total de 5 pL. La mezcla de la reaccion se dejé incubar a 72°C por 2 minutos en el Termociclador
BioRad. Posteriormente se realiz6 una segunda reaccion con los 5 pL de la reaccion anterior y 2.5 yL de
regulador de primera cadena 5X, 1 uL de DTT (20mM), 1 uL dNTP’s 50x (10mM) y 0.05 uL de transcriptasa
reversa Super Scrip I, dando un volumen resultante de 10 pL. Dicha reaccién se incub6 a 42°C durante una
hora en el termociclador, y se afiadié 40 pL de agua Milli Q. Finalmente, el producto de la primera cadena se
incub6 a 72°C por 10 minutos.

Se preparé la reaccion para la sintesis de la segunda cadena: 1.75 pL MgClz2 (256mM), 35.7 pyL de agua
desionizada, 5 pL Buffer Taqg Pol, 1 pL dNTP’s (10nM), 1 pL oligonucle6tidos Primer PCR IIA, 0.5 pL Taq Pol y
5 pL cDNA de primera cadena. Las condiciones para el termociclador BioRAD fueron de una temperatura de
desnaturalizacién de 94°C, 3 minutos; 34 ciclos con 30 segundos; temperatura de alineamiento de 65°C por
45 segundos, temperatura de polimerizacion de 72°C por 6 minutos, y finalizados los ciclos, un ciclo de
extension final de 7 minutos a 72°C. Se verificd la calidad del cDNA de segunda cadena por medio de
electroforesis con gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, y se visualiz6 en por luz UV en
fotodocumentador BioRad.

Una vez identificado el gen de actina, se procedié a identificar el gen Superdxido dismutasa. Se realizé de
igual manera con la técnica de PCR, y las condiciones de amplificacion de 5uL de JumpStart Tag DNA
Polymerase, 1.5uL de oligonucleétido Fw, 1.5 pL Rv, 1.0 pL MgCl> (25mM) y 1.0 uL de DNA de Moringa
Oleifera. Con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, una temperatura de alineamiento de 58°C durante 45 segundos y
temperatura de polimerizacion de 72°C por 1 minuto. Al concluir los 30 ciclos, un ciclo de extension final de
72°C durante 7 minutos, esto en el termociclador BioRAD.

Por ultimo, se realiz6 un PCR para la identificacion del gen Ascorbato peroxidasa, con las mismas condiciones
para la reaccion, utilizando los oligonucleétidos descritos en la Tabla 1 y condiciones para el termociclador
BioRAD de: temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, una temperatura
de alineamiento de 58°C durante 1 minuto y temperatura

! T ! Tabla 1: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados.
de polimerizacién de 72°C por 1 minuto y 15 segundos. Al

concluir los 35 ciclos, un ciclo de extension final de 72°C . " .
Oligonucleétido Secuencia

durante 7 minutos.
. o . SOD Fw CCTGGNCTYCAYGGVTTYCAYGT
Para cada uno de los genes a identificar, se realizé el

andlisis por medio de una electroforesis con gel de | SODRv CCWAGRTCATCRGGATCAGCRTGVAC
agarosa al 2% y bromuro de etidio, visualizando el
resultado en el fotodocumentador BioRad. APXFw e e s

APX Rv CHGGDGSYCAYACNHTDGG

RESULTADOS Y DISCUSION

MPM DNA M.

L

5

Imagen 1. Obtencion de DNA. Carril 1: Imagen 2. Obtencion de RNA. Carril 1: Imagen 3. Sintesis cDNA. Carril 1: Marcador
Marcador de Peso Molecular; Carril 2:  Marcador de Peso Molecular; Carril 2: de Peso Molecular; Carril 2: cDNA de
DNA Moringa Oleifera RNA Moringa Oleifera segunda cadena Moringa oleifera
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Como se puede observar en la Imagen 1., por medio de un analisis electroforético se pudo verificar la calidad
del DNA extraido de la semilla de Moringa oleifera, la banda que puede visualizarse es estrecha y definida, lo
gue indica una buena calidad de DNA [10]. La banda se encuentra muy cercana al pozo, por arriba de los
10,000pb, debido a que es la extraccién del DNA total y su peso molecular sobrepasa los 10,000 pb.

En el carril 2, Imagen 2, se puede observar un barrido correspondiente a la extraccion del RNA de la semilla
de Moringa oleifera, el tipo de barrido indica un RNA de calidad baja debido a la degradacién del mismo. Se
debe tomar en cuenta que el RNA sufrid6 una posible degradacion ya que fue expuesto a temperatura
ambiente al momento de realizar las distintas centrifugaciones que forman parte del método de TRIzol ®, y
éstg debe'ser manejado en temperaturas por debajo de los 4°C para asegurar SU magen 4. Gen constitutivo de
calidad. Sin embargo, la sintesis de cDNA de segunda cadena realizado a partir  actina. Carril 1: Marcador de
de la técnica de PCR, con el RNA mensajero, se puede apreciar en la Imagen 3, Peso Molecular; Carril 2:
donde se observa un barrido uniforme, que es indicador de buena calidad, lo cual Actina.

favorece el aislamiento del gen.

ACTINA M.

A partir del DNA obtenido, se realizé la identificacion de los genes antioxidantes.
En la Imagen 4., se puede observar la identificacién del gen constitutivo de actina
(carril 2), esto es un indicador de la integridad del DNA obtenido de la semilla.

Se identificd el gen que codifica para superéxido dismutasa (SOD), Imagen 5. En 1
el carril 2, se puede observar la banda que indica la presencia del gen, y ésta se S0%0
encuentra entre los 600 y 700 pares de bases. Esto varia con el tamafio de %
molécula esperado que estaba reportado para Amaranto de 459 pb, para dicho  **
juego de oligonucleétidos, debido a que son semillas de diferente familia, segin su e
taxonomia. 2

En la Imagen 6, se puede observar en el carril 2 varios bandeos pertenecientes al
gen ascorbato peroxidasa, sin embargo, la amplificacion de acuerdo con el juego 0
de oligonucleétidos utilizados corresponde a la que se encuentra en 150pb, por lo
gue las demas bandas se deben a posibles inespecificidades en la amplificacion

del gen, y la posible presencia de intrones.
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Imagen 5. Identificacion de SOD. Imagen 6. Identificacion de APx.
Carril 1: Marcador de Peso Molecular; Carril1: Marcador de peso molecular;
Carril 2: SOD Moringa oleifera. Carril 2: APx Moringa oleifera
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CONCLUSIONES

Se logro identificar el gen que codifica para superéxido dismutasa, a partir del DNA total extraido, con una
temperatura de alineamiento de 58°C por medio de la técnica de PCR.

Asi mismo, se identific6 el gen que codifica el ascorbato peroxidasa, APx, con una temperatura de
alineamiento de 58°C por medio de la técnica de PCR.

Por la limitante del tiempo, no se logré aislar dichos genes a partir del cDNA, por lo que queda como una
perspectiva para futuras investigaciones para la semilla de Moringa oleifera.
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