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Resumen

Actualmente la poblacién enfrenta cada vez con mayor medida problemas de salud originados por el tipo
de vida, mala alimentacion y falta de nutrientes en sus comidas, siendo las mas comunes el cancer,
diabetes e hipertension, dichas enfermedades estan intimamente relacionadas con el estrés oxidativo
producido por el desequilibrio entre radicales libres y antioxidantes. Se ha reportado que existen en las
plantas va variedades de complejos antioxidantes capaces de contrarrestar los efectos producidos por la
oxidacion, por lo que el objetivo de este trabajo consistio en aislar por lo menos un gen antioxidante de
la planta Hyptis suaveolens. La extraccidon de RNAm de la semilla se realizd bajo el método de TRIzol
MR la sintesis de cDNA se obtuvo de acuerdo a lo establecido en el protocolo SMARTer de Clontech, y
finalmente por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se obtuvo un amplicon de
aproximadamente 300 pb perteneciente a Superdxido Dismutasa 3 (Cu/Zn) siendo este resultado de
gran similitud a lo reportado en Amaranto.

Abstract

Currently the population is facing more and more health problems derived from poor diet, lifestyle and
lack of nutrients in their meals, the most common being cancer, diabetes and hypertension, these
diseases are closely related to the oxidative stress produced by the imbalance between free radicals and
antioxidants. It has been reported that there are varieties of antioxidant complexes in plants capable of
counteracting the effects produced by oxidation, so the objective of this work was to isolate an
antioxidant gene from the plant Hyptis suaveolens. The extraction of mMRNA from the seed was carried
out under the TRIzol MR method, the cDNA synthesis was obtained according to the provisions of the
SMARTer protocol of Clontech, and finally by means of the polymerase chain reaction (PCR), an
amplicon of approximately 300 bp belonging to Superoxide Dismutase 3 (Cu / Zn) was obtained, this
result being very similar to that reported in AmaranthEN INGLES (Estilo TEXTO ABSTRACT Arial, 9 pts,
sangria 2 espacios, interlineado sencillo, alineacion izquierda, sin tabulaciones, 1 solo parrafo) Maximo
de 200 palabras, donde se incluye una las secciones: introduccion, materiales y métodos, resaltando los
resultados y discusién-conclusiones.

Palabras Superoxido Dismutasa; Hyptis suaveolens; estrés oxidativo.
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INTRODUCCION

Los seres humanos y la mayoria de los organismos eucariotas necesitan el oxigeno para mantener
una producciéon de energia suficiente para sobrevivir. Sin embargo, el oxigeno es potencialmente
peligroso, principalmente debido a la formacidon de especies reactivas intermedias durante su utilizacion,
las cuales actuan como elementos pro-oxidantes de la célula provocando dafios y por consecuencia
enfermedades. Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su Ultima
capa, lo que les permite reaccionar con un elevado numero de moléculas de todo tipo, primero
oxidandolas y después atacando sus estructuras. Cabe sefalar que la produccién de estas sustancias
también se ve favorecida por diversos factores externos como lo son la exposicion a concentraciones muy
altas de oxigeno o radiaciones, humo de cigarro y a la contaminacién ambiental, etc., [1]. Debido a esto, los
seres vivos han desarrollado de forma natural mecanismos de defensa capaces de contrarrestar las ERO’s
llamados antioxidantes. En las plantas existen dos tipos de antioxidantes segun su clasificacion: los exdgenos
que corresponden principalmente a metabolitos secundarios y los enddgenos o enzimaticos en donde se
ubican la Superoxido Dismutasa (SOD), Ascorbato Peroxidasa (APX), Catalasa (CAT) y S-Adenosil Metionil
Sintetasa (SAMS) las cuales cumplen con una funcion catalizadora de las reacciones de desintoxicacion, es
por ello su importancia [2]. En México existe una gran variedad de plantas con propiedades benéficas para la
salud, sin embargo son pocos los estudios que se tienen al respecto, Hyptis suaveolens mejor conocida como
Chan es una planta que se encuentra en abundancia en diferentes estados de la republica siendo identificada
principalmente por su gran capacidad antioxidante [3]. Las Superoxido Dismutasa son la primera linea de
defensa contra el dafo oxidativo y han sido aisladas de organismos de todos los reinos, esta enzima origina la
dismutacion del anion superdxido en peroxido de hidrogeno y oxigeno vy, se clasifican en base al cofactor que
utiliza Manganeso-SOD, Fierro-SOD y Cobre-Zinc SOD, mientras que CAT, APX Y SAMS convierten el
perdxido de hidrogeno en oxigeno [4]. En el presente trabajo se realizé el aislamiento de un gen antioxidante

presente en la semilla de Hyptis suaveolens.

MATERIALES Y METODOS

La extraccién del gen antioxidante se realizé a partir de la semilla Hyptis suaveolens la cual fue proporcionada
por la Dra. Fabiola Ledn Galvan. El trabajo experimental inicié con la extraccion de DNA gendémico empleando
el método Dellaporta, posterior a esto se hizo un analisis electroforético utilizando como croméforo bromuro
de etidio y agarosa al 2% con un buffer de carga Dye Purple (6X) y, se visualizé en un fotodocumentador
BioRad. Una vez que se confirmo la extraccion de DNA gendmico se prosiguid con la deteccion molecular del
gen constitutivo Actina empleando la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para evaluar la integridad
del DNA extraido. En seguida se realizaron las detecciones moleculares para SOD, CAT, APX y SAMS a
partir de sus respectivos oligonucledétidos forward y reverse previamente disefiados de acuerdo a la base de
datos de la NCBI; a cada tubo se le agregé 5 uL de Taq polimerasa JumpStar, 1 uL de MgClz, 1 uL de la
dilucién 1:30 de DNA y 1.5 uL del correspondiente juego de oligonucleétidos (Cuadro 1). Cada tubo se
introdujo a un termociclador dual BioRad bajo condiciones de amplificacion distintas. Las condiciones de
amplificacion para SOD fueron un ciclo con temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, temperatura de
alineamiento con gradientes de temperatura de 52.5, 55.2, 57.1, 58.7 y 60°C por 45 segundos vy,
polimerizacion de 72°C por 1 minuto, concluidos los 30 ciclos se dio una extension final a 72°C por 7 minutos.
Las condiciones de CAT fueron una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 minutos, seguido
de 30 ciclos a una temperatura de desnaturalizacién inicial de 95°C por 30 segundos, temperatura de
alineamiento con gradientes de 52.5, 57, 58, 59, 60 y 62°C por 1 minuto y, polimerizacion de 72°C por 1:50
minutos con una extension final a 72°C por 7 minutos. Para APX se us6 una temperatura de desnaturalizacion
inicial de 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por
1 minuto, temperatura de alineamiento con gradientes de 53, 55, 58 y 60°C por 1 minuto y, polimerizacion de
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72°C por 1:15 minutos con una extension final a 72°C por 7 minutos. Para SAMS, las condiciones que se
establecieron fueron una temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 4 minutos seguido de 30 ciclos
a una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 45 segundos, un alineamiento a 57°C por 1 minuto, una
polimerizacion de 72°C por 1 minuto, extensién a 72°C por 5 minutos y concluidos los ciclos una extension
final de 72°C por 5 minutos. Posteriormente se hizo una extraccion de RNAm empleando el método de

TRIzoIMR, el cual fue visualizado en el fotodocumentador y a partir de este se realizo la sintesis de primera y

segunda cadena de cDNA haciendo uso del Kit SMARTer PCR cDNA Synthesis de Clontech. Finalmente se
realizé6 nuevamente la identificacion de genes antioxidantes por medio de PCR, cambiando las condiciones
para SOD siendo estas nuevas una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 minutos, seguida
de 35 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion de 95°C por 30 segundos, un gradiente de temperatura
de 42, 58 y 60.8 °C con una extensién de 72°Cpor 2 minutos y una extension final de 2 minutos a 72°C.

Tabla 1: Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la deteccion de los genes SOD, CAT, APX'Y SAMS

Oligonucleétido

Secuencia

SOD 3 Fw
SOD 3 Rv

CAT Fw
CATRv

APX Fw
APXRv

SAMS Fw
SAMS Rv

pb
10000
3000 —»

1000 —»

500

IMAGEN 1: Extraccion de DNA gendmico de
Hyptis suaveolens usando el método
Dellaporta

5 CCTGGNCTYCAYGGVTTYCAYGT 3
5 CCWAGRTCATCRGGATCAGCRTGVAC 3

5 ATGGATCCYTACARGYAYCGSCC 3'
5 GAGWCCRTAHGARATCCATATG 3

5 GSSNTGGCAYKMNGCDGGDAC 3'
5 CHGGDGSYCAYACNHTDGG 3’

5 CNGTNTAAYARGGNCAYCCHG 3
5 GCDGHTAYGGNCAYTTYGG 3

RESULTADOS Y DISCUSION

En la extraccion de DNA gendmico por medio del método
Dellaporta [5] se observé una banda nitida y comparandola con el
marcador de peso molecular GeneRuler ™ DNA Ladder Mix se
pudo apreciar que el tamafo molecular aproximado fue superior a
las 10000 pb tal como se muestra en la imagen 1, lo cual es
correcto ya que el tamafio del DNA total es mayor en comparacién
con el RNAm debido a que cuenta con mayor nimero de proteinas
como las histonas e incluye a los intrones.

Para la identificacion de Actina se emplearon diferentes
temperaturas de alineamiento sin embargo, en las que mejor se
expreso fueron a 55 y 60 °C ubicandose aproximadamente a las
150 pb siendo muy similar a lo expresado en el manual de ACTB
(beta actin) de ThermoFisher SCIENTIFIC [6]. Para los genes de
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CAT, APX y SAMS no se obtuvieron resultados positivos como se observa en la imagen 2, dado que en todos
los casos las bandas que se observaron fueron de peso molecular bajo correspondientes a los
oligonucledtidos usados, los cuales son pequefios fragmentos de DNA de aproximadamente 25 pb. Cabe
sefalar que se realizaron modificaciones en las condiciones de PCR, gradientes de temperatura, diluciones e
incluso nuevas extracciones para intentar su aislamiento sin embargo los resultados fueron negativos. Para el
caso de SOD su identificacién en DNA genémico tampoco fue posible sin embargo se realizé la extraccion de
RNAm y posterior esto una sintesis de cDNA de segunda cadena y de esta forma se logré identificar a través
de la electroforesis, ubicandose este ultimo aproximadamente a las 300 pb tal como se muestra en la imagen
3, siendo muy similar a las 273 pb de SOD3 reportadas en Amaranthus hypochondriacus L.

pb pb

500 —»

300 —»

100 —

1 2 3 1 2
IMAGEN 2. Identificacion de genes mediante PCR usando los IMAGEN 3. Identificacion de SOD por PCR (1) y RNAm usando
oligonucleétidos para 1:CAT; 2:APX, 3:SAMS. el método de TRIzol

CONCLUSIONES

La semilla de Hyptis suaveolens es una fuente natural de antioxidantes endégenos puesto que fue posible la
deteccion molecular y el aislamiento del gen que codifica para la enzima Superdxido dismutasa 3 y aunque no
se encontraron las condiciones adecuadas para identificar la presencia de CAT, APX y SAMS es importante
seguir trabajando en esta area.
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