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RESUMEN: En Ia reduccion del oxigeno se desprende una gran cantidad de energia generando reacciones
quimicas productoras de especies reactivas del mismo, las cuales desencadenan enfermedades coronarias,
neurodegenerativas, entre otras, este proceso es controlado con la proteccion de antioxidantes, manteniendo un
equilibrio constante. Los antioxidantes son ingeridos en la dieta y estudios demuestran la presencia de estos
compuestos en Brassica oleracea var. Italica. Para esto se identifico, se aislo y se realizd un andlisis
bioinformatico al gen Superdxido dismutasa a partir de brécoli, indicando un marco de lectura abierto de 88
nucleotidos.
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ABSTRACT: In the reduction of oxygen a large amount of energy is released generating chemical reactions
producing reactive species thereof, which trigger coronary, neurodegenerative diseases, among others, this
process is controlled with the protection of antioxidants, maintaining a constant balance. Antioxidants are
ingested in the diet and studies show the presence of these compounds in Brassica oleracea var. Italic for this, a
bioinformatic analysis of the superoxide dismutase gene from broccoli was identified, isolated and performed,
indicating an open reading frame of 88 nucleotides.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios se ha generado un gran interés por los problemas relacionados con el estrés
oxidativo, los radicales libres (RL), las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes, debido
a su importante participacion bioguimica y biol6gica en los organismos vivos (Venereo, 2002). El
oxigeno es participe en el metabolismo de los organismos aerobios, este forma parte en diversas
reacciones de oxidacion, de entre las cuales se generan las especies reactivas de oxigeno debido a la
reduccion de este, obteniéndose en su mayoria radicales libres, los cuales si sobrepasan las defensas
antioxidantes se forma un desequilibrio en el organismo generando un estrés oxidativo que se
desencadena en enfermedades neurodegenerativas (Gonzalez, 2000).

Un radical libre (RL) es una especie reactiva de oxigeno (ROS) que presenta un electron desapareado
en su Gltimo orbital lo cual le genera una alta inestabilidad (Mayor-Oxilia, 2010), es por esto que
tiende a asociarse con moléculas organicas de interés, provocando un dafio a nivel celular y tisular, que
desencadena en diversos padecimientos como carcinogénesis, envejecimiento y desordenes de tipo
neurolégico (Gonzélez, 2000).

El radical superdxido es una de las especies reactivas méas dafiinas, su alta toxicidad es debida a su
corta vida (10-9 segundos) y una alta reactividad que le permite interactuar con todo tipo de sustratos
(Montero, 1999). Para hacer frente a la toxicidad de las ROS, las plantas han desarrollado eficientes
mecanismos antioxidantes, al suprimir parcialmente la produccion de ROS o a su eliminacion (Faize et
al., 2013).

Existen mecanismos de defensa antioxidantes en nuestro propio organismo y en la dieta que ingerimos
(Montero, 1999). Los sistemas antioxidantes pueden ser enzimaticos y no enzimaticos (Clapés, 2000).
Los enzimaticos protegen frente a las ROS durante el metabolismo, destacando la superdxido
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dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX). Mientras que los no enzimaticos
estan presentes en la dieta como son verduras y frutas, estas neutralizan un unico radical libre por
molécula y solo actlan en concentraciones elevadas (Montero, 1999).

La SOD es la primera linea de defensa antioxidante catalizando la dismutacion del anion superoxido,
antes de que origine otros agentes toxicos (Garcia et al., 2000). Por su parte los alimentos de origen
vegetal han demostrado un efecto protector ante algunas enfermedades cerebro y cardiovasculares
gracias a la presencia de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante (Padilla, 2008), de la cual
destaca la especie Brassica oleracea var. Italica (Armento, 2004). En 2017 Guanajuato se consolido
como el primer exportador de brécoli en el pais; obteniendo méas del 60% del producto total exportado
a Estados Unidos (SIAP, 2018).

Sin embargo, no se ha profundizado en el estudio de la actividad antioxidante enzimética en brocoli,
por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar, aislar y caracterizar molecularmente el gen
antioxidante que codifica para la enzima SOD de Brocoli (Brassica oleracea var. Italica).

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Se utiliz6 florete fresco de brdcoli (Brassica oleracea) de la variedad Italica, proporcionadas por Mar-
Bran planta Ill, Jaral de Progreso, Guanajuato.

Extraccién de RNA de Brocoli por el Método de TrizolTM Reagent

Para la extraccion de RNA, todo el material de laboratorio se tratd previamente con etanol-DEPC por
un minimo de 3 horas y posteriormente se esteriliz6 a 121°C 15 min a 15 Ib, una vez esterilizados se
mantuvieron a -20°C hasta su uso. La extraccion de RNA se realiz6 empleando el método de Trizol. El
RNA obtenido se analiz6 en gel de agarosa desnaturalizante al 1% tefiido con bromuro de etidio y se
visualizé por luz UV en el fotodocumentador GelDoc System de Bio-Rad.

Sintesis de la Doble Cadena de DNA

La sintesis de cDNA se realizé de acuerdo con lo descrito en el protocolo SMARTTM PCR cDNA
Synthesis Kit User Manual de Clontech (apéndice A). Para la amplificacion se utilizé el termociclador
DUAL de Bio-Rad con las siguientes condiciones de amplificaciéon: un ciclo con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94°C durante 3 minutos, seguido de 34 ciclos con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento de 65°C por 45 segundos y
una de polimerizacion de 72°C por 6 minutos, finalmente se dio un ciclo de extensidn final a 72°C por
7 minutos.

Deteccion y amplificacion de un fragmento de SOD de cDNA Brocoli mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la estandarizacién de las condiciones de amplificacion de una region del gen SOD, se preparé una
mezcla con los siguientes reactivos: 5uL de polimerasa JumpStart®, 1.5uL de cada oligonucledtido
(“directo” y “reverso”) 1.0uL de MgCl2 (25mM) y 1.0uL de cDNA, teniendo un volumen final de
reaccion de 10 pL. La amplificacion se realizé en el termociclador DUAL Bio-Rad, con un ciclo de
temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5:00min seguido de 30 ciclos con una temperatura
de desnaturalizacion de 94°C por 1:00 min, temperatura de alineamiento (Tm) de 58°C por 45
segundos, temperatura de polimerizacién de 72°C por 1:00min y un ciclo de polimerizacion final de
72°C por 7:00min. El producto de PCR amplificado, se analiz6 en gel de agarosa desnaturalizante al
1% y se visualiz6 por la luz UV en el fotodocumentador GelDoc System de Bio-Rad. El producto de
PCR obtenido se secuencio en él Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental
(LANBAMA) de San Luis Potosi

Anadlisis Bioinformatico del Fragmento Gen SOD
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Se obtuvieron las secuencias directa y reversa del fragmento del gen SOD, mismas que se ensamblaron
a partir del software BioEdit. La caracterizacion del fragmento del gen SOD, se realizé en primer plano
con el andlisis bioinformatico de las secuencias en la plataforma bioinformatica de NCBI

Amplificacién Rapida de Extremos de cDNA (RACE) del gen SOD

Para la obtencion de los extremos 57y 3"del gen SOD, se emple6 la técnica de RACE (Amplificacion
Réapida de Extremos de cDNA). En la primera reaccion se utilizé el oligonucledtido SMART Il Ay
SOD “reverso”, este par de oligonucledtidos permitié obtener el extremo 5 del gen SOD (5 RACE-
PCR) realizandose un PCR con un ciclo de temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por
5:00min seguido de 25 ciclos con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C por 0:25 min,
temperatura de alineamiento de 58°C por 45 segundos, temperatura de polimerizacion de 72°C por
1:00min y un ciclo de polimerizacion final de 72°C por 7:00min. El 3> RACE-PCR se obtuvo
utilizando el par de oligonucledtidos SOD “directo” y CDS, realizando un PCR con un ciclo de
temperatura de desnaturalizacién inicial de 94°C por 5:00min seguido de 30 ciclos con una temperatura
de desnaturalizacién de 94°C por 1:00 min, temperatura de alineamiento de 58°C por 45 segundos,
temperatura de polimerizacion de 72°C por 1:00min y un ciclo de polimerizacién final de 72°C por
7:00min. Los fragmentos obtenidos mediante PCR fueron secuenciados en LANBAMA, San Luis
Potosi.

Analisis del Marco de Lectura Abierto (ORF) del Gen SOD

Se realizd el aislamiento y ensamblaje del gen SOD, a partir de un andlisis bioinforméatico de las
secuencias correspondientes a los productos de PCR de los extremos 5" y 3" obtenidos en el RACE.
Las secuencias se ensamblaron con BioEdit para obtener el marco de lectura abierto (ORF).

Caracterizacion Bioinformatica del Gen SOD

Posteriormente la secuencia obtenida mediante el RACE se analizé en la plataforma bioinformaética de
NCBI para la obtencién y caracterizacion de la secuencia completa codificante para el gen SOD de
Brocoli.

RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion de RNA obtenido por el método de
TRIzolTM fue analizado por electroforesis (Figura 1). La
presencia de un barrido en el carril 4, corresponde a los
RNA mensajeros, también se pueden distinguir dos
bandas bien definidas que corresponden a los
ribosomales, 5S y 18S indicando que el método de
TRIzolTM permitié obtener un RNA libre de DNA y de
una excelente calidad. Por su parte en el carril 2 se puede
observar un RNA degradado esto puede ser debido a la
presencia de RNAsa al momento de realizar la extraccion.

El cDNA sintetizado permitid obtener la region que
flanquean los oligonucledtidos Directo y Reverso
utilizados para la amplificacion. En la figura 5 se muestra
el fragmento amplificado del gen de SOD alrededor de las
300 pares de bases obtenido a partir de cDNA. ElI  Figura 1 RNA de Brocoli. Carril 1:
fragmento amplificado es menor al obtenido con DNA ~ Marcador de tamafio molecular de 1kb

. . . . plus, carril 2 muestra de RNA degradada,
suglrl_endo la presencia de intrones en el amplicon Carril 4: Muestra de RNA Total de
obtenido con este ultimo.

Brocoli

La secuenciacion del producto de PCR permitié
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identificar una secuencia de un total de 88 nucle6tidos (Figura 2), con una identidad de 100% con
Brassica oleracea var. Botrytis (Figura 3). Al realizar un alineamiento multiple de secuencias en

BioEdit, comparando el oligonucleétido directo y la reversa complementaria se obtuvo una similitud de
casi el 100% difiriendo en una citosina.

Figura 2 Alineamiento de las secuencias Directo SOD y Reversa complementaria SOD
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RFVFRIA CoMp CCIGRTCE CICACCeTGCACCRGAGGRTGCTARTCATCATCCTGGCRRTC TCATTGTTCCRGATCATGGRACTG
Una vez detectado el gen SOD se realizé una amplificacion rapida de extremos de cDNA con los
oligonucledtidos de SMART Il A y Reverso SOD para el extremo 5, mientras que para el extremo 3
se utilizaron los oligonucleétidos CDS y Directo SOD obteniéndose el marco de lectura abierto (ORF)

del gen SOD. Para el extremo 5 (figura 4) se obtuvo una amplificacion de aproximadamente 600 pares

de bases, mientras que para el extremo 3" (figura 5) se logré una amplificacion alrededor de las 400
pares de bases.

Figura 3 Principales secuencias que contienen un alineamiento significativo comparado con el fragmento
de gen SOD a partir de Brassica oleracea var. Italica
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Figura 4 Amplificacion del extremo Figura 5 Amplificacion del extremo 3'SOD.
5'SOD. Carril 1: marcador de tamafio Carril 1: marcador de tamafio molecular de 1kb
molecular de 1kb plus, Carril 2 plus, Carril 3: amplificacion del extremo 3"SOD
amplificacion del extremo 5°SOD
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Los productos de PCR fueron secuenciados y posteriormente alineados con ayuda del programa
BioEdit. Obteniéndose para el extremo 5  un total de 374 nucle6tidos (Figura 6). Mientras que el
producto de PCR del extremo 3" se debe mejorar para obtener una secuenciacion que permita obtener
el ORF del gen SOD para su caracterizacion bioinformatica.

Figura 6 Extremo completo de 5

Lf[TTTT TR TN T rT YA VU PTET VRO [ VTN UTRTY VPN [ TITL | TRUN VPR [ TITI|TTO

= 10 20 20 40 50 &0 70
ESTREMO 5°' BARRCCCATATATA LOACA -y o 4 .Y ACCARTA
| TrT I Trroow I TrTrn rrvTow I TrrTroow TrTrTn | Trrrow I TrTo | TrT I Trroow I TrTrn TrTTr I Trrooow TrTrTn | Trrrow I TrTo | L
go S0 100 110 120 130 140 150 la0
TTTI|"|'TT||"|'TT|TTTTI"TTTI"TTTITTTTITTTTITTTTI"TT"I"TT"I|'TT|'|TTTTITTT"ITTT"ITTT"ITT
170 180 150 200 210 220 230 240

T TrTvTw | TrTvTw TrTvTw | TrTvTw TrTvTw | TrTvTw TrTvTw | TrTvTw TrTvTw | TrTvTw TrTvTw | TrT T I TTTn I TTTn I TTTn I T

250 260 270 280 250 300 310 320
T Tr oo I TrToru TrroTrow I TrTo TrTT I TrrTroow TT T I Tr oo I TrToru | TrroTrow I T

330 340 350 360 370
BIBLIOGRAFIA

Armento, J. C. (2004). Capacidad antioxidante y contenido en fenoles totales de la berza gallega (Brassica
oleracea). Area de tecnologia de los alimentos, Faculadad de ciencias. Universidad de Vigo. Campus As Lagoas,
1-6.

Clapés, S. (2000). Diabetes Mellitus, estrés oxidativo y embarazo . Cubana Invest Biomed, 19(3):191-5.

Faize et al., M. L.-E. (2013). Cu/Zn superoxide dismutase and ascorbate peroxidase achance in vitro shoot
multiplication in transgenic plum. Jounal of Plant Physiology , 625-632.

Garcia et al., B. O. (2000). Enzimas que participan como barreras fisioldgicas para eliminar los radicales libres: I.
Superéxido dismutasa. Rev Cubana Invest Biomed, 14(1).

Gonzélez, M. B. (2000). Dafio Oxidativo y Antioxidantes. Universiadad Autonoma Metropolitana - Unidad
Iztapalapa, México DF, Revista BIOQUIMICA , 25 (1):1-98.

Mayor-Oxilia, R. (2010). Oxidative Stress and Antioxidant defense system . Instituto de Medicina Tropical,
Asuncién. Paraguay, 5(2):23-29.

Montero, M. (1999). Los radicales libres y las defensas antioxidantes. Departmento de Bioquimica y Biologia
Molecular. Universidad de Santiago de Compostela. Espafia, 57(4):1025-5583.

Padilla, F. A.-R. (2008). Contenido de polifenoles y actividad antioxidante de varias semillas (\Vol. 58). Caracas,
Venezuela: Sociedad Latinoamericana de Nutricion.

SIAP, S. d. (1 de diciembre de 2018). gob.mx. Obtenido de México produjo 567 mil toneladas de brécoli en
2017: https://www.gob.mx/siap/articulos/mexico-produjo-567-mil-toneladas-de-brocoli-en-
2017?idiom=es

Venereo, J. (2002). Dafio oxidativo, radicales libres y antioxidantes. Instituo Superior de Medicina Militar "Dr.
Luis Diaz Soto", Rev Cubana Med Milit, 31(2): 126-33.

Figueroa-Hurtado et al., /Vol. 5 (2020) 98-102 102



