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RESUMEN

Estudios previos demuestran que el consumo de Lupinus reduce los niveles de
glucosa en la sangre en personas con diabetes tipo-2. La proteina y-conglutina
ha sido identificada como uno de los posibles principios activos en Lupinus
responsable de la disminucion de la glicemia debido a su funciones
enzimaticas. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia y
medir la expresion del gen y-conglutina en tres variedades andinas de L
mutabilis. La presencia del gen en Lupinus mutabilis se realizé por PCR y la
secuenciacion de los fragmentos amplificados por el método de Sanger
empleando big dye terminator. Se demostrd la presencia del gen y-conglutina
en las tres variedades estudiadas de L. mutabilis y la secuenciacién de los
fragmentos amplificados mostré que existen polimorfismos entre Lupinus
mutabilis y Lupinus angustifolius (especies originadas en la regién
mediterranea en Europa), mas no entre estas variedades andinas. La expresién
génica se realizé mediante RT-qPCR y los datos demostraron que la variedad
V1" tuvo el mayor grado de expresién de y-conglutina. Similar a estudios
previos en variedades de Lupinus de Europa, los actuales resultados
demostraron la presencia del gen y-conglutina y de su expresion en las
variedades de L. mutabilis andinas. No hubo diferencias en las secuencias
amplificadas de las tres variedades andinas estudiadas. La obtencién de la
regién codificante del gen y-conglutina se realizé con la técnica de 3'RACE y
5'RACE, obteniendo la secuencia del cDNA con la cola poli-A correspondiente.
Al alinear los fragmentos amplificados de L. mutabilis con Lupinus albus y
Lupinus angustifolius, se encontraron variaciones en sitios especificos de las
secuencias de DNA y cDNA.
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ABSTRACT

Previous scientific publications have shown that the consumption of Lupinus
reduces levels of blood glucose in people with type 2 diabetes. The conglutin-
gamma protein has been identified as one of the possible active ingredients in
Lupinus responsible for the decrease of blood glucose due to its enzymatic
functions. The objective of this research was to determine the presence of
conglutin-gamma and to measure its gene expression in three Andean varieties
of Lupinus mutabilis (*chocho™). In order to determine the presence of the gene
in Lupinus mutabilis a PCR was performed and subsequently sequenced using
the Sanger sequencing method employing big dye terminator. The presence of
conglutin-gamma gene was shown in the three varieties of L. mutabilis studied.
The sequencing of the amplified fragments showed several polymorphisms
existing between Lupinus mutabilis and Lupinus angustifolius (species
originated in the Mediterranean region of Europe). However this was not seen
between the three Andean varieties. Additionally, gene expression was
performed by RT- qPCR and the data proved that variety "V1" had the highest
degree of expression of conglutin-gamma. Similar to previous studies
performed in varieties of European Lupinus, the current results demonstrate the
presence of conglutin-gamma gene and its expression in Andean varieties of L.
mutabilis. There were no differences between the sequenced fragments of the
three Andean varieties of L. mutabilis. To obtain the entire coding region of
conglutin-gamma 3'RACE and 5'RACE techniques were performed and the
cDNA sequence ending with the poly-A tail was obtained. Several
polymorphisms on specific sites were reported when the conglutin-gamma
cDNA sequence of L. mutabilis was aligned with the sequences of L. albus and

L. angustifolius.
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INTRODUCCION

Antecedentes

La diabetes es una enfermedad en la que el nivel de glucosa en la
sangre es alto para el funcionamiento normal del metabolismo, lo cual afecta
diferentes érganos en las personas que la padecen. Existen dos tipos de
diabetes, tipo 1 y tipo 2, la diabetes tipo 1 es causada por la falta de produccién
de insulina y la diabetes tipo 2 corresponde a la falta de funcién de la insulina
producida. La diabetes tipo 2 es la mas comun. La diabetes es una
enfermedad frecuente en la actualidad, constituye uno de las principales
causas de mortalidad en el mundo y se estima que para el afio 2030
sera la séptima causa de mortalidad a nivel general (Organizacién Mundial de
la Salud, 2012). En el Ecuador, es la segunda causa de mortalidad general
(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2011), por lo tanto es de gran
interés dentro del sistema de salud publica. Segin datos del Anuario de
Nacimientos y Defunciones del Instituto Nacional de Estadistica y Censos
(INEC), durante el afio 2013, se registraron 63 104 defunciones generales,
siendo 4 695 de estas a causa de la Diabetes Mellitus.

En la actualidad el tratamiento de la diabetes tipo 2 (DM2) se ha enfocado en el
uso de diferentes hipoglicemiantes tales como: la metformina entre las
biguanidas, las sulfonilureas como la glibenclamida y distintas clasificaciones
de las tiazolidinedionas, entre otros farmacos (Federacién Intemacional de
Diabetes, 2008). Se ha reportado ademas la existencia de varios compuestos
vegetales que presentan propiedades hipoglicemiantes, uno de ellos son los
pertenecientes al género Lupinus que han demostrado tener propiedades
antidiabéticas (Baldedn, et. al, 2012). Resultados del estudio del efecto de y-
conglutina en un modelo in vitro de mioblastos de ratén muestra funciones
similares a la insulina, lo que demuestra el uso potencial de la proteina como
agente terapeutico para la DM2 (Terruzzi, et. al, 2011, p. 198).



La dieta comuin de la poblacién andina se compone de una variedad de granos
y leguminosas. Una de las especies vegetales andinas mas consumidas
son los granos pertenecientes al género Lupinus. El Lupinus es una
leguminosa herbacea, lefiosa, que posee flores de diferentes colores y vainas
(Porras, 2010, p. 5). Entre sus caracteristicas se destaca la capacidad de
crecer en suelos pobres en minerales y en lugares de bajas temperaturas,
otorgandole una mayor distribucién al poder ser cultivada en varios ambientes
(Porras, 2010, p. 5). Entre las especies del género, Lupinus mutabilis crece en
la regién andina. Los nombres vernaculos de esta especie son altramuz andino,
altramuz perla, altramuz de América del Sur, altramuz, tarwi, tarhui y en
Ecuador se lo conoce como chocho. Es una semilla blanca cuyo contenido
proteico es de aproximadamente el 40% (Jacobsen, 2006). EI chocho se
consume en gran cantidad en la region andina, en el continente europeo
también existen especies de Lupinus igualmente consumibles como el Lupinus
albus. Esta especie se caracteriza por generar frutos de mayor tamafio que el
chocho andino, difiere en el sabor, color y otras caracteristicas organolépticas
(Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14).

En diferentes estudios se ha demostrado que el consumo de variedades
de Lupinus o sus productos derivados reducen los niveles de glucosa en la
sangre por lo que proteinas especificas en el Lupinus podrian interactuar con la
insulina o la glucosa para disminuir la hiperglicemia (Terruzzi, et. al, 2011, p.
198). En el Ecuador existen estudios en los que se evalia el efecto de
consumo de chochos en individuos sanos e individuos que padecen de DM2 o
hiperglicemia. Estos estudios demuestran que el consumo de la leguminosa por
personas con niveles altos de glucosa disminuye los niveles de glucosa e
insulina en sangre (Baldedn, et. al, 2011, p. 425). Ademas el consumo de
chochos por individuos sanos no modifica las concentraciones de glicemia en
estas personas. Por lo indicado el consumo de L. mutabilis corrige las
alteraciones del metabolismo de la glucosa. Evidentemente, el consumo de
chochos causa una mejoria en pacientes con DM2 mientras que no causa
ningun efecto adverso en individuos sanos (Baldedn, et. al, 2012).



Actualmente se conoce que las conglutinas presentes en la especie Lupinus
albus, que se consume en Europa, son de gran importancia. Existen cuatro
tipos de conglutinas en esta leguminosa, o, B,y y 8, siendo la vy-
conglutina la de mayor interés en los estudios relacionados con la
hiperglicemia. La funcién fisiolégica de esta proteina no ha sido determinada
con exactitud; sin embargo, es estructuralmente similar a las proteinas XEGIPs
y TAXI-l, las mismas que actdan como glucosil hidrolasas y se encuentran
en diferentes tipos de hongos. Se ha realizado la identificaciébn de y-
conglutina en L. albus mediante secuenciaciéon del cDNA (Scarafoni, et. al,
2009). Posiblemente la presencia de la proteina y-conglutina sea la
responsable en esta regulacién hipoglicemiante, por lo que la administracion
oral de la proteina si muestra eficacia en la modificacién de la glucosa
(Bertoglio, et. al, 2011, p. 937).

De igual manera, la identificacion de los transcritos para las proteinas de
almacenamiento, tres a-conglutinas, siete B-conglutinas, dos y-conglutinas y
cuatro d-conglutinas, en semillas se realiz6 para Lupinus angustifolius. Los
genes que codifican para este tipo de proteinas fueron caracterizados mediante
secuenciacién de los clones de cDNA derivados de semillas en crecimiento y
se identificaron cuatro familias proteicas principales, entre las cuales se
encuentra la y-conglutina. Se concluyé que la y-conglutina representa el 6% del
contenido proteico en la semilla en Lupinus angustifolius (Foley, et. al, 2011).

Planteamiento del problema

La DM es hoy en dia una de las principales causas de mortalidad en el mundo
(Organizacién Mundial de la Salud, 2012) y durante el afio 2013, el 14% de las
63 104 defunciones generales registradas fueron a causa de la DM (INEC,
2013). El tratamiento convencicnal para la DM2 se basa en la administracion
de farmacos antidiabéticos, siendo las biguadinas los mas comunes. La
metformina es una biguanida de primera eleccién para el tratamiento de DM2,
sin embargo, sus efectos adversos comprometen la salud de los pacientes y al
interactuar con otros compuestos pueden inclusive favorecer la hiperglucemia



(Lorenzo, et. al, 2009, p. 637). En respuesta a esta enfermedad, en la
actualidad no se han desarrollado en el pais, investigaciones para tratamientos
alternativos o complementarios a los tratamientos clasicos para este desorden
metabdlico, que representen una alternativa biolégica para el control de la
enfermedad.

Hipbtesis

El gen y-conglutina esta presente y se expresa en la leguminosa de consumo

ecuatoriano, Lupinus mutabilis, conocida cominmente como chocho.

Alcance

El alcance de este trabajo de titulacion es la identificacidbn y comparacién
del nivel de expresion del gen codificante para la proteina y-conglutina de
tres variedades de Lupinus mutabilis cultivadas en el Ecuador, INIAP 450
Andino (Variedad 1), INIAP 451 “Guaranguito” (Variedad 2) y “Chocho criollo”
(Variedad 3). Se pretendié identificar, mediante qPCR, PCR convencional,
RACE y secuenciacién, la presencia del gen y-conglutina. La presencia de y-
conglutina en variedades de Lupinus andinas podria estar relacionada con el
efecto hipoglicemiante que se ha evidenciado en estudios previos con el
consumo de esta leguminosa en el pais (Baldeén, et. al, 2012).

Ademas, se realiz6 la determinacién y comparacion de la expresién del gen de
las semillas de Lupinus mutabilis con el fin de determinar la variedad que mas

v-conglutina expresa y sugerir una potenciacion en su produccion a futuro.

Dentro de este trabajo de fitulacibn se aplicaron varios conocimientos de
biologia molecular, genética molecular, ingenieria genética, y biomedicina,
los cuales permitieron alcanzar el objetivo planteado y dilucidar la informacion
necesaria para el futuro desarrollo de tratamientos para DM2y otros tipos
de hiperglicemia. La investigacién se realizé en las instalaciones del Centro
de Investigacion Traslacional de la Universidad de las Américas.



Justificaciéon

La falta de estudios puntuales para determinar la presencia del gen y-conglutina
y conocer si este se expresa en las variedades de L. mutabilis hace que el
presente estudio genético en las variedades andinas del Ecuador sea la base
para iniciar futuros estudios de la proteina y-conglutina. La identificacién del
gen y la medicion de la expresion relativa contribuyen a justificar el efecto
hipoglicemiante de L. mutabilis en la diabetes tipo-2 y por esta razén, es
necesaria la realizacion de estos estudios ya que representan un avance
importante en la bisqueda de alternativas para el tratamiento, control y
prevencidn de Diabetes Mellitus; asi también constituye la parte inicial de
un proyecto de investigacion de mucho mayor alcance que pretende
desarrollar una alternativa de tratamiento de facil acceso para combatir esta
enfermedad.

Objetivos de la investigacion

1. Objetivo General

Identificar la presencia del gen vy-conglutina , comparar su nivel de
expresion en tres variedades de Lupinus mutabilis del Ecuador INIAP 450
Andino (Variedad 1), INIAP 451 “Guaranguito” (Variedad 2) y “Chocho criollo”
(Variedad 3), y determinar la presencia de polimorfismos, intra-especie y con
respecto a las secuencias del gen publicadas de Lupinus albus y Lupinus
angustifolius.

2. Objetivos especificos

o Identificar la presencia del gen y-conglutina en las variedades,
INIAP 450 Andino (Variedad 1), INIAP 451 “Guaranguito” (Variedad 2) y
“Chocho criollo” (Variedad 3) de Lupinus mutabilis.

e Determinar la presencia de polimorfismos en comparacion con las
secuencias reportadas de Lupinus albus y Lupinus angustifolius y



la presencia de polimorfismos asociados a la diferencia entre las
variedades andinas de Lupinus mutabilis.

Comparar el nivel de expresion relativa del gen y-conglutina, en
las variedades INIAP 450 Andino (Variedad 1), INIAP 451
“Guaranguito” (Variedad 2) y “Chocho criollo” (Variedad 3) de Lupinus
mutabilis del Ecuador.

Determinar el tamafio de la secuencia de cDNA del gen y-
conglutina de las variedades INIAP 450 Andino (Variedad 1)}, INIAP 451
“Guaranguito” (Variedad 2) y “Chocho criollo” (Variedad 3) de Lupinus
mutabilis del Ecuador.



1. Marco Teérico

1.1. Diabetes

Entre las enfermedades crénicas no transmisibles, la diabetes mellitus (DM) es
una de las enfermedades con mayor numero de casos y de muertes en la
actualidad. En el afio 2013, el 76% de los casos de mortalidad debido a la DM
en personas menores a los 60 afios de edad se registrd en Africa, seguido por
un 55% de defunciones totales en el Sureste de Asia (IDF, 2013). La diabetes
se clasifica en: 1) Diabetes Insulinodependiente o diabetes tipo 1, 2) Diabetes
No Insulinodependiente o diabetes tipo 2 y 3) Diabetes gestacional (IDF, 2013).
Sin embargo, varias clasificaciones denominan al tercer grupo como “Otros
tipos de diabetes” en donde incluyen a algunos subtipos entre los que se
destacan: 3.1) Diabetes gestacional y 3.2) Diabetes del adulto o diabetes
MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young, en inglés) (Colino, s. f). Ademas,
se habla de un grupc denominado también otros tipos de DM o diabetes
especificas, casos que derivan de como consecuencia de otras enfermedades
(Asociacion Latinoamericana de Diabetes, s. f, p. 8). La diabetes mellitus tipo 2
(DM2) ocurre cuando el organismo no uliliza eficientemente la insulina
producida o simplemente no produce lo suficiente de esta hormona (IDF, 2013).

La insulina es una hormona producida por el pancreas y su principal funcién es
la de permitir que las células del organismo transporten la glucosa como
producto del metabolismo de los alimentos. Este transporte a su vez permite
que la glucosa sea utilizada como energia y cuando no ocurre esto de manera
apropiada, grandes cantidades de glucosa quedan libres circulando por el
torrente sanguineo, denominando esta condicién como hiperglicemia (IDF,
2013).

Si bien es cierto que la diabetes afecta al metabolismo de los hidratos de
carbono, las afectaciones son de distinta indole y también afecta al
metabolismo proteico y lipidico del organismo, afectando varios tejidos y



desencadenando complicaciones graves y mortales. Entre las manifestaciones
clinicas evidentes de DM2 estan la pérdida de visidon, complicaciones renales,
afectacién vascular, cardiopatias e inclusive el desarrollo de enfermedades
cerebrales e intestinales graves. La DM2 genera un cuadro clinico tan amplio
que puede empezar por simples desordenes catabdlicos hasta alcanzar
problemas crénicos y en algunos casos mortales (Tébar y Escobar, 2009, p. 1).

1.1.1. Epidemiologia

El incremento de casos de diabetes alrededor del mundo es evidente debido al
exceso de sedentarismo y a la falta de educacién nutricional y buena
alimentacién, entre otros factores de riesgo causados por los cambios en estilo
de vida (Gonzalez, et. al, 2013, p. 4). Para el afio 2011, la OMS califico a la
diabetes como la séptima causa de mortalidad en el mundo. En el 2013, la
International Diabetes Federation (IDF) identific6 mas de 380 millones de
personas diagnosticadas con diabetes alrededor del mundo y ha estimado que
para el 2035 el incrementd sera del 55%, existiendo aun personas no
identificadas y no diagnosticadas. Asimismo, la OMS ha afirmado que la
diabetes es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y se
estima que sera la séptima causa de mortalidad para el afio 2030 (OMS, 2012).
Ademas, los territorios con mayor nimero de casos son el centro y sur de
Africa, y el area comprendida entre el Medio Oriente y el norte de Africa (IDF,
2013).

Respecto a Latinoameérica, el incremento en casos de diabetes para el 2035
sera del 59,8% (IDF, 2013) y la enfermedad sera una de las principales causas
de mortalidad y morbilidad. En el Ecuador, existen mas de 530.000 personas
diagnosticadas con diabetes en el 2013 (MSP, 2013). Ademas, la prevalencia
actual de la enfermedad para la poblacion de 50 a 59 afios es de 10,3% como
se observa en Grafico 1, enfatizando el incremento de casos de la enfermedad
a partir del tercer decenio (ENSANUT, 2013). En la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién se reportd que la prevalencia de diabetes es mayor en el area
urbana con un 3.2% concluyendo que Quito y la Costa urbana son las regiones



que presentan mayor nimero de casos. Cabe recalcar que denitro de esta
encuesta no sa toman en cuenta las perscnas con dlabetes bajo tratamlento
con niveles de glicemia normales al momento de la medicién debido a que no
registra antecedente de la enfermedad (ENSANUT, 2013).

| El mayor niimerg gde cass =)
de |a enfermedad se

presertan entre las edades
50y59

Grupos de edod

Figura 1. Prevalancia de diabetss an poblacksn nacional por grupos de adad
Adaptado de: Freire, st al. en ENSANUT, 2013

Zonas con mayor

prevalgudﬂe glahetes

Flgura 2. Prevalencia de diabstes en poblackin nacional por eubregiin
Adaptado de; Frelre, et. al. an ENSANUT, 2013.

1.1.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 (DM2) o dlabetes no Insullnodependlente {DNID) es el ipo
de dlabatas méas comin con mas del 90% de los casos de DM a nivel mundial
{Cano-Pérez, et. al, s. f, p. 7). Se caracteriza por la no utilizacién eficients de la
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insulina, es decir, implica la resistencia a la accion periférica de la insulina, a
una secrecion defectuosa de la hormona o ambas. La resistencia a la insulina
puede mejorar si llega a existir una reduccién de pesc y/o tratamiento
farmacolégico de la misma, sin embargo, los niveles de insulina nunca llegan a
normalizarse (American Diabetes Association, 2010, p. $64). Existen varios
factores que promueven la DM2 y es frecuente que la mayoria de personas con
diabetes tipo 2 presentan obesidad abdominal, cuya condicion desencadena el
sindrome metabdlico, y por lo tanto, la resistencia a insulina aparece (Tébar y
Escobar, 2009, p. 3). Es importante considerar que el riesgo de aparicioén de la
DM2 aumenta debido a factores como peso, edad, sedentarismo, es muy
comun en personas con hipertension y con dislipidemia, asi como en mujeres
que han padecido diabetes gestacional en el pasado (American Diabetes
Association, 2010, p. S64). Ademas, se cree que existe predisposicidn genética
aunque esto no esta claramente definido (Medical Biochemistry, 2013) e
inclusive esta predisposicion genética es mayor en este tipo de diabetes que en
el subtipo autoinmune de DT1 (American Diabetes Association, 2010, p. S64).

En varios estudios, muchos cientificos han determinado que la diabetes tipo 2
es un padecimiento de factores ambientales y genéticos, siendo una
enfermedad poligenética. Como resultado de estos y otros factores, defectos
de sensibilidad y de secrecidn insulinica coexisten y son las causas de la
fisiopatologia de la DM2 (Conget, 2002).

1.1.2.1. Tratamiento convencional

El tratamiento para el desorden metabdlico de DM siempre depende del tipo de
diabetes que el individuo presente. Un paciente de DM2 requiere
insulinoterapia cuando la persona presenta una descompensacion metabdlica
aguda severa, el tratamiento convencional de la DM2 es la administracion de
hipoglicemiantes orales. De acuerdo a la Guia ALAD para la DM2, el momento
indicado para iniciar un tratamiento con farmacos antidiabéticos es cuando la
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persona que padece DM2 no ha logrado mejoria con cambios terapéuticos en
el estilo de vida, es decir, una reduccién gradual de las glucemias.

Existen varios tipos de antidiabéticos orales que son seleccionados basandose
en su efectividad, mecanismo de accién, potencia, contraindicaciones, efectos
secundarios y costo (Aschner, et. al, s. f, p. 25). Entre los mas comunes estan
las biguanidas, farmacos que actian directamente sobre la resistencia a la
insulina. Para 1960, la metformina, fenformina y buformina pertenecian al grupo
de las biguanidas, sin embargo, las dos Ultimas, debido a su relacién con un
cuadro de acidosis lactica, fueron retiradas del mercado (Cialzeta, 2009, p. 16).
En la actualidad, la metformina es un antidiabético oral de primera linea muy
utilizado. Su principal funcién es de reducir la gluconeogénesis hepatica y en
efecto reducir la absorcién intestinal de la glucosa. Asimismo, a pesar de que
no estimula la secrecién de insulina, si potencia los efectos de la hormona en
tejidos periféricos (Cialzeta, 2009, p. 17).

La absorcién de esta biguanida se da rapidamente en el intestino teniendo una
biodisponibilidad oral que puede alcanzar el 60%. Ademas, no se une a
proteinas plasmaticas y es facilmente excretada de forma activa por el rifién
(Velasquez y col., 2009, p. 636). Sin embargo, existen ciertos efectos
colaterales y contraindicaciones producto de la administracién de metformina
en los que se destacan: trastorno en la absorcion de Vitamina B12,
probabilidad de acidosis lactica, posibles alteraciones como diarrea, nauseas y
vomito. Ademas, se han reportado casos de insuficiencia renal, insuficiencia
hepatica e inclusive descompensacién cardiaca (Ministerio de Salud Publica
del Ecuador, 2011, p. 24). De igual manera, no es recomendable el uso de esta
biguanida durante el embarazo y la lactancia, enfermedades del higado,
alcoholismo, entre otras (Cialzeta, 2009, p. 19).

Otros farmacos utilizados son las sulfonilureas, clasificadas dentro de
generaciones segun las caracteristicas farmaco-dinamicas que presentan sus
principios activos. Por ejemplo, las sulfonilureas de “lltima generacion®, tales
como la Glimepirida y Glicazida, son las preferidas debido a su capacidad de
disminuir en un 1,5% los niveles de hemoglobina glicocilada (HbA1c), ademas
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de sus efectos favorables sobre el sistema cardiovascular, endotelial y sobre
las células B (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2011, p. 24). Sin
embargo, existen ciertos efectos colaterales y contraindicaciones producto de
la administracion de sulfonilureas como: hipoglicemia, reacciones alérgicas,
problemas digestivos, intolerancia al alcohol y muy infrecuentemente, ictericia y
problemas hematolégicos (Ministerio de Salud Pudblica del Ecuador, 2011, p.
26). Ademas, pueden interactuar desfavorablemente con sustancias tales como
el acido acetilsalicilico y los betabloqueantes (Rodelgo, 2012).

1.1.2.2. Nuevas alternativas de tratamiento

, las investigaciones para buscar alternativas y nuevos tratamientos para la
enfermedad se incrementan. Recientemente, el descubrimiento de Ila
segregacion de incretinas, factores que incrementan la respuesta de células B y
suprimen la secrecioén de glucagén, por parte del intestino luego de la ingestién
ha contribuido con el desarrollo de mejores terapias. El estudio de glucagon y
procesos a nivel de rifidn que impiden una reabsorcién adecuada de glucosa
en un individuc con hiperglicemia, han permitidoc que se definan nuevas
alternativas de tratamiento para la DM2 (Piemonte, 2011). Por lo tanto, segun
Bianchi y Del Prato, 2011, los nuevos tratamientos farmacolégicos se clasifican
segun su objetivo en nuevas terapias para:

e Mejoramiento de la funcién de células [3:

Actualmente, los farmacos de mayor interés son agentes que apuntan al
sistema de las incretinas y que estén disefiados para aumentar la disponibilidad
de la hormona GLP-1 (glucagdn-like peptide-1, en inglés) o péptido analogo del
glucagén. Una de las funciones principales de esta hormona intestinal es
potenciar la segregacién de insulina dependiente de glucosa y la supresién de
glucagén; ademas, interviene en la reduccién de la ingesta de alimentos y la
pérdida de peso (Gil-Hernandez, 2010, p. 436). La funcion de interés en el
tema de diabetes es la capacidad de GLP-1 de prevenir la pérdida de células B
en animales que padecen de la enfermedad y favorece al sistema
cardiovascular y reduce la probabilidad de infarto miocardico. Sin embargo,
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GLP-1 en su estado puro es degradada rapidamente en el torrente sanguineo
por la enzima peptidasa DPP-4 y es por esta razbn que las nuevas terapias
buscan el desarrollo de agonistas del receptor de GLP-1 resistentes a DPP-4,
como |la exenatida y liraglutida, y el uso de inhibidores de DPP-4, como la
sitagliptina, linagliptina, alogliptina, entre otros. Es importante considerar que
anteriormente se inyectaban estos farmacos, sin embargo, actualmente se
administran oralmente y aunque no tienen efectos adversos significativos, los
agonistas presentan una intervencion importante en la pérdida de peso
mientras que los inhibidores DPP-4 no. Sin duda, el agonista mas estudiado es
la exenatida, que hoy en dia presenta menores efectos colaterales y se
requiere de su administracidon solo una vez por semana. De igual manera, la
linagliptina es el inhibidor de DPP-4 preferido al mejorar el control glicémico y al
ser el unico que no se excreta mediante el rifidn (Bianchi y Del Prato, 2011, p.
28).

Por otro lado, la glucocinasa es de interés para la secrecién de insulina. Esta
enzima fosforila y regula el metabolismo de la glucosa en las células B del
pancreas justamente para favorecer la liberacion de insulina. Se conoce que
activadores de la glucocinasa mejoran su eficacia y al expresarse también en el
higado, existe mejor consumo de glucosa y deposicion de glucégeno. Sin
embargo, uno de los mayores riesgos de la utilizacion de estos compuestos es
la hipoglicemia (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 29).

e Mejoramiento del metabolismo hepatico de la glucosa:

Generalmente, en personas con DM2, la eficacia del efecto del glucagén de
elevar el nivel de glucosa en la sangre aumenta. Es por esto que para
favorecer al metabolismo hepatico, los nuevos tratamientos se basan en un
efecto anti-glucagén mediante el uso de anticuerpos o antagonistas de los
receptores de glucagén (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 30). Actualmente, el
desarrollo de inhibidores metabdlicos de la glucosa podria ser la principal
alternativa.
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e Mejoramiento de la sensibilidad de la insulina

Para el tratamiento de DM2 existen dos farmacos disponibles en el mercado
que actuan como sensibilizadores de la insulina: metformina y pioglitazona
(agonista de PPAR-gamma, receptor gamma que estimula la proliferacién de
peroxisomas). Como parte de los estudios para el desarrollo de nuevas
terapias, los agonistas PPAR-alpha/gamma o “glitazares”, evolucién de los
“glitazones,” son el foco de atencion debido a que la activacion simultanea de
PPAR-gamma y PPAR-alpha tienen efectos positivos en el metabolismo de
lipidos y glucosa. El agonista de este tipo mas estudiado es el alglitazar, que ya
ha demostrado su intervencién en el mejoramiento del control glicémico. A
pesar de que sigue presentando retencion de fluidos como su principal
desventaja, no se ha reportado ningin caso de falla cardiaca y se considera
mas eficaz y con mejor perfil lipidico que la pioglitazona. Actualmente, alglitazar
se prueba en ensayos clinicos a grande escala para determinar su capacidad
de reducir riesgos cardiovasculares en personas con diabetes y enfermedad
coronaria.

Por otra parte, también se han investigado las PTPs (Protein Tyrosine
Phosphatases, en inglés), reguladores negativos en la cascada de sefializacion
de la insulina que desfosforilan los receptores de insulina, como posibles
alternativas de tratamiento. Por ejemplo, la reduccién de la presencia de la
proteina PTP-1B mejora la sensibilidad de la insulina, el metabolismo de la
glucosa y ademas previene la obesidad en modelos animales que han sido
alimentados desordenadamente. De igual manera, inhibidores selectivos de la
enzima 118-HSD1 (71B8-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1, en inglés,
cataliza la conversién de cortisona inactiva en cortisol activa) se analizan para
el tratamiento de DM2 y otros componentes dentro del sindrome metabdlico ya
que esta enzima puede normalizar el exceso de glucocorticoides en el tejido y
reducir la obesidad, resistencia a la insulina, entre otras. (Bianchi y Del Prato,
2011, p. 31).
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e Reduccién de la toxicidad de la glucosa:

Debido a que un cuadro de hiperglicemia cronica produce un efecto téxico en la
secrecion y accidn de la insulina (Tébar y Escobar, 2008, p. 299), la
disminucién de las concentraciones de glucosa plasmatica es clave para
mantener la homeostasis y evitar futuras complicaciones. Los inhibidores del
co-transportador 2 de glucosa sédica (SGLTP2) hoy en dia estan dentro de la
clase de farmacos reductores de glucosa. La principal funcion de los
inhibidores selectivos de SGLTP2 es incrementar la excrecidon de glucosa a
través de la orina reduciendo asi la concentracion de glucosa plasmatica sin
depender de la insulina, el riesgo de hiperglicemia e inclusive la reduccién de la
presién sanguinea. El inhibidor de este tipo mas estudiado es la dapagliflozina,
que bajo su uso se ha reportado el incremento en la tasa de infecciones
urinarias, sin embargo, su gravedad es practicamente nula al intervenir con
tratamientos comunes, que consisten de un amplio grupo heterogénec de
drogas sintéticas (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 31).

1.2. Leguminosas

Durante muchos afios, las leguminosas al igual que los cereales, frutas y raices
tropicales han conformado la alimentacién humana (CICO, 2009, p. 3), siendo
base fundamental para la evolucién y adaptacion. En la dieta tradicional andino-
ecuatoriana, las leguminosas son componentes infaltables y representan uno
de los rubros agricolas mas importantes de la economia andina. En conjunto
con las oleaginosas, las leguminosas son fuente rica de proteinas y entre las
mas comunes en el Ecuador y en el continente latinoamericano se destacan la
soya, el algodén, y el girasol como oleaginosa, entre otras (Porras, 2010, p. 3).
Varias leguminosas constituyen el grupo de alimentos tradicionales que se
consumen en nuestras poblaciones desde los inicios y en la actualidad, son de
gran interés para la industria alimentaria gracias a sus proteinas altamente

funcionales y beneficiosas para la salud humana.
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La familia Fabaceae o también conocida como Leguminosae se compone de
plantas dicotiledoneas que reune arboles, arbustos y hierbas anuales y
perennes. Se caracterizan porque a su fruto, al igual que su nombre, se lo
denomina legumbre, es decir, un tipo de fruto que crece dentro de vainas;
ademas, sus hojas son compuestas y estipuladas, caracteristica diferenciada
de las leguminosas. En la actualidad, la familia Leguminosae se compone de
tres subfamilias principales, Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoideae,
que a su vez estan constituidas por mas de 700 géneros que incluyen un
sinnamero de especies (Stevens, 2006).

El area geografica donde crecen las leguminosas se ha concluido que depende
de factores importantes tales como la humedad, la temperatura y el cambio
temporal de las condiciones ambientales causante de un cambio prolongado en
el ecosistema (disturbio). En base a estos, varias bibliografias reconocen
cuatro biomas esenciales de las leguminosas: 1) bosques tropicales secos y
matorrales, intolerantes al fuego (disturbio) y semiaridos, 2) bosques tropicales
estacionalmente secos, abiertos y tolerantes al fuego, 3) bosques tropicales
hamedos y 4) climas templados en el hemisferio norte y sur (Grether, 2005, p.
75). Muchos géneros de leguminosas pudieron ser ubicadas en los distintos
biomas mencionadas anteriormente, sin embargo, existen especies que
comparten biomas o se encuentran en medio de dos debido a sus
diversificaciones y adaptaciones que ha desarrollado la planta.

1.3. Lupinus mutabilis

El lupino o chocho como se lo conoce en el Ecuador es un grano perteneciente
al génerc Lupinus que ha servido de alimento durante varios afnos para la
poblacién andina. Lupinus es una leguminosa herbacea, lefiosa, que posee
flores de distintos colores y vainas (Porras, 2010, p. 5). Tiene la capacidad de
crecer en suelos pobres en minerales y en lugares de temperaturas bajas,
otorgandole una mayor distribucién al poder ser cultivada en distintos
ambientes (Porras, 2010, p. 5). La especie propia de la zona andina es Lupinus
mutabilis Sweet y su fruto es conocido como chocho, tarvi, tarhui o tarwi
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(Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14), Su distribuclén comprende los palses
andinos de Ecuador, Pani y &l norta de Bolivia, v solamenis an agtos terriorios
&& han encontrado més de 80 especies del género Lupinus.

En el Ecuador, el chocho es cultivado
como leguminosa andina nativa que
reprasarta un rubme primario al ser
comercialzada ampllamente y ser un
dimento de facll acceso parm las [
distintas poblaciones qua de este |
requieran (FAC, s. f). El Instiuto |
Nacional de Investigaciones
Agropecuarias  (INIAP) tlena una
coleccion vegetal de Lupinus, siendo la
mayoria de especles culivadas en
temritorios  ecuatorianas. Segln  varics
estudios, ka variacién genética de estas |
variedades as dabido al cruce producido .
por los proples agricufiores y por

mutacionas enire culiivares (Falconl,
2M2, p. 12). Adiclonaimente, el :
choche mugstra esta diversidad genélica en base a las diferencias que se
prasantan en aafructura de la plania, tolarancia a distintos suslos, tamparatura,
periodo wegetativo, alceloldes, resistencla a piagas, enire les diferentes
especies (Jacobsan y Mulica, 2008, p. 458).

1.3.1. Caracteristicas genaralea

La especie Lupinug mutabilis generalmente se auto-poliniza, pero también
existen akpunos cases de polinizacdn cruzada, hecho que depande de las
condiclonas acoldglcas v 1a ublcaciin donde la planta crace. (Falcond, 2012, p.
13). 5Sus caracteristicas agrondmicas principales comprenden: su periode
vegetativo comin que dura aproximadaments entre 140 y 233 dlas, dias de
floracikin de 56 a A6 dias, contanido da alcaloides, enire otros (lacobssn y
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Muijica, 2006, p. 460). Generalmente, L. mutabilis puede llegar a medir dos
metros de altura sin ramificaciones notables. En el tallo principal pueden crecer
hasta 18 hojas, siendo las ramificaciones mas maduras las que se encuentran
mas arriba.

Se conoce que dentro de su valor nutricional posee un alto contenido de
aceites y proteinas (35-45%), siendo las especies silvestres mas ricas en
proteinas, y por esta razon, el interés por cultivar el chocho ha ido en
incremento (Jacobsen y Mujica, 2006, p. 462). El rendimiento del grano es de
800 a 2700 kg/ha, aunque se ha reportado un rendimiento de hasta 8000 kg/ha
cuando el cultivo recibe todos los requerimientos necesarios y ha sido
manejado adecuadamente. De igual manera, otro de los intereses de la semilla
de Lupinus es sus beneficios para la salud que incluyen la influencia del grano
en el control glicémico (Hodgson y Ping, 2008).

1.3.2. Contenido proteico

En la actualidad, el interés de cultivar chochos se debe a su significativo valor
nutricional que se encuentra almacenado en sus cotiledones, asi como también
por su rendimiento al alcanzar 765 kg de produccion de proteina por hectarea
(Villacrés, et. al, 2009, p. 6). Es una fuente valiosa de aceites, grasas y
especialmente de proteinas al contener un 35 a 45% de componente proteico,
siendo este mayor en los granos del género Lupinus que en otras leguminosas
como la soya, fréjol y chicaro (Porras, 2010, p. 8) como se observa en la Tabla
2. Justamente, el fitomejoramiento busca aumentar el contenido proteico y por
esta razén es distinto entre las variedades estudiadas. La variedad INIAP 450
Andino, mejorada a partir de ecotipos locales con el objetivo de aumentar su
rendimiento y otorgar a la planta cierta susceptibilidad a plagas, se caracteriza
por poseer un grano seco de color crema y forma redonda que contiene
45.02% de proteina (INIAP, 2010). Asimismo, la variedad INIAP 451
“Guaranguito” modificada para alcanzar tolerancia a enfermedades, y aumento
en el nimero de vainas por planta y granos por vaina, posee un grano de
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tamafio mediano y de color blanco y su contenido proteico es menor a la
variedad INIAP 450 con 42.7% de proteina (INIAP, 2010).

Las proteinas que contiene el chocho son estudiadas a profundidad debido a
ciertas funciones especificas de interés. Entre estas funciones se destaca el
uso del chocho como un alimento saludable rico en acidos grasos favorable
para las personas con sobrepeso crénico (Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14).
De igual manera, destaca la capacidad reguladora del liofilizado proteico de
Lupinus. En relacién con otras leguminosas, la diferencia en contenido proteico
es considerable, siendo rico en lisina (Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14). Se
cree que el consumo constante de chochos mejorara la salud de poblaciones
en condiciones desfavorables no solo por su contenido proteico, sino por los
porcentajes de grasa que permiten nutrir adecuadamente.

Tabla 1. Comparacién de la composicion de L. mutabilis (tarwi) y Glycine max (soya).

Componente Tarwi Soya
Proteina 443 33.4
Grasa 16.5 16.4
Carbohidratos 28.2 35.5
Fibra 71 5.7
Ceniza 3.3 5.5
Humedad 7.7 9.2

Adaptado de: Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14.

La distribucion de las fracciones proteicas presentes en Lupinus consiste de
albuminas y globulinas, siendo las albuminas mas ricas en aminoacidos
esenciales. Las albuminas componen una unidad de proteinas heterogénea al
contar con fracciones de distintos pesos moleculares que forman complejos
con acidos nucleicos y carbohidratos. Por otra parte, las globulinas son
solubles en soluciones salinas y se destacan por su contenido de aminoacidos
y su tamaio. Se conoce que en la variedad de Europa, Lupinus albus, las
globulinas fueron fraccionadas, obteniendo las denominadas conglutinas.
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Mediante electroforesis, se obtuvo cuatro tipos: o, B, 8y v (Porras, 2010, p. 9).
De las conglutinas o« y B se sabe que su funcién principal es la de
almacenamiento y su naturaleza es acida, la cual se mostré6 mediante enfoque
isoeléctrico (Duranti, et. al, 2008). Sin embargo, las tipe a y v tienen funciones
aun desconocidas, a pesar de que se ha descrito en el estudio de Duranti, 2008
la naturaleza béasica de la y-conglutina (Porras, 2010, p. 9).

1.3.2.1. Proteina y-conglutina

La y-conglutina es una glicoproteina homotetrameérica de la semilla de Lupinus
(Scarafoni, et. al, 2010, p. 143). Ademas, compone el 5% de las globulinas
totales de la semilla, y si bien ha sido caracterizada molecularmente, su funcién
fisioldgica es aun desconocida. La proteina estd compuesta por dos
subunidades vinculadas mediante un puente disulfuro derivadas de un
precursor que se sintetiza durante el desarrollo de la semilla y son de
aproximadamente 30 y 17 kDa, respectivamente (Bertoglio, et. al, 2011, p.
934). Entre las funciones de la y-conglutina, se conoce que se une a iones
metalicos divalente como el zinc y el nitrégenc e inclusive a la insulina
(Scarafoni, et. al, 2010, p. 143). A pesar de que no se ha determinado ain una
funcion especifica de la proteina, desde el punto de actividad biolégica, la y-
conglutina pura que ha sido administrada oralmente reduce eficientemente la
glucosa plasmatica en ratas que presentan sobrecara de glucosa y ademas son
dosis-dependiente (Bertoglio, et. al, 2011, p. 934). Esta actividad similar a la de
la insulina también ha sido descrita en un estudio realizado en mioblastos de
ratén (Terruzzi, et. al, 2011, p. 198). De igual manera, el estudio del efecto de
la proteina y-conglutina en humanos se realizé mediante la administracién de
la misma en distintas dosis. La dosis intermedia, correspondiente a 1500 mg,
dic el maximo efecto en reduccion de glicemia durante un periodo de
evaluacion de 180 minutos a partir de la administracién oral (Bertoglio, et. al,
2011, p. 938).
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1.3.3. Factores antinutricionales

Dentro del contenido quimico de los chochos existen sustancias antinutritivas
que amenoran el beneficio nutricional y el consumo del grano. Entren los
factores que se destacan estan las saponinas, estrégenos, cianégenos, fitatos,
oligosacaridos como la rafinosa y los alcaloides (Porras, 2010, p. 10), siendo
este Ultimo el que presenta mayor riesgo al estar en mayor concentracién que
los demas con un 3,7% en la especie L. mutabilis {(Villacrés, 2014). Para el
consumo tradicional del chocho, el grano es cultivado y sufre un proceso de
desamargado para deshacerse del caracter téxico propio del grano (Villacrés,
et. al, 2009, p. 6). Cabe mencionar que para la salud humana estas sustancias
son tdxicas e inclusive teratogénicas, de igual manera para el ganado que se
alimenta de la planta (Zamora-Natera, et. al, 2009, p. 672). Como resultado del
proceso de desamargado, el desecho es una sustancia de color marrén que
son los alcaloides. Los alcaloides en el chocho, de igual manera presentes en
todas las especies del género Lupinus, son de naturaleza basica y de tipo
quinolizidinico al poseer quinolizidina, un heterociclo nitrogenado biciclico.
Generalmente, estos compuestos se encuentran en las ramas y semillas,
aunque se distribuyen en toda la planta (Villacrés, et. al, 2009, p. 6).

En la actualidad, muchos agricultores se benefician de los alcaloides para
combatir plagas y enfermedades que afectan al cultivo {Ortega, et. al, 2010, p.
112). Por esta razdén, son varios los estudios que han logrado obtener el
extracto alcaloideo con el fin de determinar las funciones especificas de cada
componente al fraccionar el extracto completo (Zamora-Natera, et. al, 2009, p.
674). Entre los alcaloides mas comunes se encuentran la afilina, epiafilina,
esparteina y sus distintas isoformas y, lupanina y sus distintas isoformas y en el
caso de los alcaloides provenientes de la especie Lupinus angustifolius, ya se
han determinado sus funciones antibacterianas contra cepas de Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Porras, 2010, p.
10). De la misma forma, en el Ecuador ya se ha comprobade la actividad
antimicrobiana de L. mutabilis contra S. aureus y Escherichia coli (Villacrés, et.
al, 2009, p. 12).
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1.3.4. Otras especies domesticadas del género Lupinus

1.34.1. Lupinus albus

A L. albus también se lo conoce como Lupino Blanco o White Lupin, en inglés.
Es una planta anual que puede llegar a medir de 30 a 120 centimetros de
altura. Como caracteristica definida, la planta posee su corola generalmente de
color blanco, pero también se han observado de color grisaceo o azul claro, y
sus semillas son cuadradas y blancas y estan decoradas por puntos color
salmén y café oscuro (Kurlovich, 2002). A diferencia de nuestro chocho andino,
sus frutos son de mayor tamaro y tienen ciertas diferencias en el sabor.
Ademas, al remover la cascara, el grano es de color anaranjado oscuro,
difiiendo asi de L. mutabilis. Su distribucidon geografica comprende toda la
region mediterranea, pero existen variedades en Egipto, donde la coloracién de
la corola es mas oscura y sus semillas mas pequenas (Kurlovich, 2002).

En cuanto al contenido nutricional de L. albus, estudios han demostrado que
existe una variabilidad intraespecifica del contenido proteico. Generalmente, el
porcentaje de proteinas de la especie es de 33-53,7%, pero en ambientes
himedos subtropicales es de 55% (Kurlovich, 2002).

1.3.4.2. Lupinus angustifolius

Algunos de los nombres comunes de L. angustifolius son Lupino Azul o Lupino
de hoja estrecha, Narrow-leafed Lupin, en inglés. A pesar de que sus
caracteristicas dependen del area donde habite la planta, las variedades
silvestres por lo general poseen vainas estrechas, hojas y semillas mas
pequefias que otras especies y no se la considera una planta de altura. La
coloracién de la semilla varia mucho considerando el area geografica e incluye
una gama de color que va desde el gris oscuro y café grisaceo, fruto de plantas
con flores rosadas, con puntos claros de distinto tamafo hasta gris claro y
blanco, fruto de plantas con flores blancas y lilas (Kurlovich, 2002). L.
angustifolius tiende a crecer en suelos ventilados como el campo, cerca de



23

hierbas, al lado de reservorios e inclusive en arenas aledafias a los perfiles
costeros. Su distribucién geografica comprende los paises de Iran, Turquia,
Grecia, aunque es ampliamente cultivada en el norte de Europa, Sureste de
Estados Unidos y Nueva Zelanda.

Con respecto al contenido nutricional, estudios que se desarrollaron en pollos
determinaron menor valor nutricional de esta especie en comparacioén con L.
albus. Si bien es cierto que L. angustifolius contiene entre 27 y 30% de
proteinas (Rojas y Catrileo, 1998), esta cantidad es inferior a las de otras
especies de Lupinus.

1.3.4.3. Lupinus luteus

L. luteus o también conocida como Altramuz Amarillo, Lupino Amarillo o Lupino
Gelbe es una especie anual, aunque existen especies silvestres cuatrienales y
bienales, que crece hasta 80 centimetros de altura con ramificaciones basales.
Como su nombre lo indica, su corola es de color amarillo brillante, sus vainas
son largas y vellosas y sus semillas son esféricas de coloracion variable, desde
cafés rosados y amarillentos hasta violetas oscuros. Cabe recalcar que estas
caracteristicas dependen de la ubicacién de la planta y se expresan menos que
en la especie L. angustifolius (Kurlovich, 2002). Esta especie prefiere suelos
arenosos y volcanicos, poseyendo una distribucidn geografica amplia que
comprende el area costera de la parte oeste de la Peninsula |bérica,
Marruecos, Tanez, Algeria e Islas y el sur de Italia. Se han encontrado algunas
variedades en Israel, Libano y al norte de Francia, pero principalmente L. luteus
es cultivado en el norte de Eurcpa, Bielorrusia, Ucrania y en menor cantidad en
el oeste de Australia y Sudafrica.

Por otra parte, L. luteus posee alrededor del 37% de proteina total, sin
embargo, dentro de esta medicién se incluye al nitrbgeno no proteico lo que
deja al porcentaje en 26% de proteina verdadera {Gil y Ruiz, 2010, p. 157). A
pesar de que representa un valor nutricional importante, L. mutabilis y ofras
especies domesticadas de Lupinus son mas ricas en proteinas y es por esta
razon la preferencia de cultivar estas otras.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Lugar de desarrollo

Este trabajo de titulacién se lo realizé en el area de biologia molecular del
Centro de Investigacién Traslacional, ubicado en el bloque cinco de la sede
Queri de la Universidad de las Américas. Las extracciones de acidos nucleicos,
reconstitucion de cebadores, reconstitucion de kits comerciales, preparacion de
mezclas para PCR, qPCR, RT-qPCR, y 5RACE y 3’'RACE se realizaron en
camara de flujo laminar clase Il A2 en un medio de trabajo estéril pre tratado
con nucleasas y luz ultravioleta.

La secuenciacién del fragmento de PCR para la identificacién de la presencia
del gen y-conglutina se realizé en el Instituto de Investigaciones Bioméidcas de
la Universidad de las Américas. La secuenciacion de los productos de 3' y 5'
RACE se realizé en el area de biologia molecular de Netlab Laboratorios
Especializados.

2.2. Muestras de Lupinus mutabilis

Las tres variedades de Lupinus mutabilis que formaron parte de este estudio
fueron provistas por la Ing. Elena Villacrés del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, INIAP. La denotada Variedad 1 corresponde al
hibrido INIAP 450 Andino, la Variedad 2 a INIAP 451 “guaranguito®, ambas
cultivadas dentro del Centro de Investigaciones Santa Catalina, y finalmente la
Variedad 3 corresponde al llamado “chocho criollo”, que es la leguminosa
comunmente cultivada por los agricultores en el Ecuador.
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Métodos

2.3.1. Estrategia experimental

En la Figura 4 se ilustra el desarrollo experimental de la investigacion:

PureLink™ Plant

Embriones

3 variedades (INIAP 450 Andino, INIAP 451 “guaranguito”,

“chocho criollo”)

XTerminator™

Total DNA v
Purification Kit — . PureLink™
(Invitrogen) + —®| Extraccion DNA Extraccion (& RNA Mini Kit
DNA Purification RNA (Ambion)
Kit (Qiagen)
DNA RNA total
SsoFast™ y SuperScript®
EvaGreen® qPCR RT-gPCR |¢ Il Platinum®
SuperMix {Bio- SYBR®Green
Rad) One Step
gRT-PCR kit
Primers (188, y- {Invitrogen)
cong)
Andlisis Analisis de PnT_ir:ng)BS'
expresion
3'RACE System
for Rapid
Amplification of ; Lo
cDNA onds + 5 Rapid Amplification
> of cDNA Ends
RACE System (RACE)
for Rapid
Amplification of 3
cDNA ends
{Invitrogen} cDNA del gen de y-
conglutina
Método de i Secuencia
Sanger s completa
empleando  —> Secuenciacion > pendey-
BigDye® conglutina

Flgura 4. Estrategia experimental de la identificacién, medicidén de la expresién relativa y
secuencia codificante del gen y-conglutina.
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2.3.2. Almacenamiento de las muestras

Las semillas secas de las variedades INIAP 450 Andino, INIAP 451
“Guaranguito” y “Chocho criollo” se almacenaron en bolsas con cierre plastico,
a temperatura ambiente, en oscuridad, en el area de laboratorio general

correctamente etiquetadas.

2.3.3. Diseno de cebadores

Se utilizaron dos pares de cebadores para la identificacién y medicion de la
expresion del gen y-conglutina. Un par para el gen 18s y un par para el gen y-
conglutina, denominado “y-cong”, disefiados a partir de la secuencia del gen
Lupinus albus, clon 48, para la proteina y-conglutina, reportada por Scarafoni,
et. al. en el 2005. Se accedi6 a la secuencia en la base de datos de NCBI con
el cédigo de acceso AJ297568.2 y los cebadores fueron escogidos utilizando la
herramienta “Pick Primers” dentro del menu de analisis de la secuencia.

Tabla 2. Cebadores utilizados en este estudio para la identificacion de la presencia y medicién de la
expresién relativa del gen y-conglLutina en L. mutablis.

Nombre del Secuencia en direccién 52> 3 Tamaiio (bp)
cebador
18S F ATG ATA ACT CGA CGG ATC GC 20
18S R CTT GGATGT GGTAGC GCTTT 20
y-cong F AGC CAACTC TCACCATTGCT 20
y-cong R TIGTTT GGG AGACCCTTTTG 20




27

2.3.4. Extraccion de acidos nucleicos

2.34.1. Extraccion de DNA para la identificacién del gen y-conglutina

La extraccion del DNA gendmico de las tres variedades de Lupinus mutabilis se
hizo mezclando los reactivos de dos kits comerciales, PureLink™ Plant Total
DNA Purification Kit de Invitrogen (kit 1) y QlAamp® DNA Mini Kit de Qiagen
(kit 2).

Se partid6 de 100mg de embriones de cada variedad de L. mutabilis, se los
macerd con nitrégeno liquido y la muestra pulverizada se colocé en un tubo
Eppendorf® estéril de 1,5 ml. Se afadieron 250ul de buffer RZ del kit 1, se
agité por vortex hasta homogenizar y se adicionaron 15ul de SDS 20% y 30ul
de RNasa A, se incubd a una temperatura de 55C por 15 minutos.
Posteriormente se anadieron 180ul del buffer ATL del kit 2 y 30ul de proteinasa
K, se mezclé por vortex durante 15 segundos y se incub6 a una temperatura de
56C overnight. El lavado y la elucién se realizaron como lo indica el inserto del
kit QlAamp DNA Mini Kit de Qiagen.

234.2. Extraccion de RNA para la determinacion de la expresion del
gen y-conglutina y RACE

Para la extraccion de RNA se partié de 100 mg de embriones de cada variedad
de L. mutabilis, se los maceré con nitrégeno liquido y la muestra pulverizada se
colocd en un tubo Eppendorf® estéril de 1,5 ml. Se utilizé el kit PureLink® RNA
Mini Kit de Ambion y TRIzol® LS Reagent de Invitrogen seguln lo propuesto en
el protocolo Using TRIzol® Reagent with the PureLink® RNA Mini Kit incluido
en el manual del kit.

2.34.3. Extraccién de DNA para la obtencién de la region codificante del
gen y-conglutina

Para esta extraccién se utilizé el kit High Pure PCR Template Preparation Kit
de Roche. Para el proceso de lisis se maceraron 100mg de embriones de L.
mutabilis con nitrégeno liquido y se afiadieron 800ul de PBS. La muestra se
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colocd en dos tubos Eppendorf® de 1,5ml, 400ul en cada tubo, se ariadié 200
ul de Binding Buffer y 40ul de proteinasa K reconstituida y se incubé por
10minutos a 70°C. Se afadieron 100ul de isopropanol se traspasé la mezcla a
un High Filter Tube incluido en el kit y se centrifugé 1 minuto a 8000 x g,
posteriormente para el lavado y la elucién se procedio como lo indica el manual
del kit. Las muestras fueron almacenadas a -20°C para su cuantificacion y
posterior utilizacion.

2.3.5. Reaccibén en cadena de la polimerasa en tiempo real (JPCR)

2.3.51. gPCR para la identificacion del gen y-conglutina

Para la identificacion del gen y-conglutina en las tres variedades de Lupinus
mutabilis se utiliz6 10ul de SsoFast™ Evagreen® Supermix de Bio-Rad, 1pul de
Platinum Tag® DNA Polymerase de Invitrogen, 1ul de cada cebador, forward y
reverse, del set y-cong (ver seccién 2.3.3.) y agua libre de nucleasas de
Invitrogen para completar el volumen total de reaccion. Por cada variedad se
realizé un duplicado de la reaccién y un control negativo, con un volumen de
5ul de DNA para un volumen total de reaccién de 25ul.

Como control de amplificacién se utilizé el gen RNA ribosomal 18S y se trabajé
los cebadores especificos para este gen (ver seccion 2.3.3.), los demas
reactivos fueron los mismos. Por cada variedad se realizé un duplicado de la
reaccién y un control negativo, con un volumen de 5ul de DNA y 5yl de agua
libre de nucleasas en el caso del control negativo para un volumen total de

reaccion de 25ul.

Para la comprobacién de la presencia de la proteina y-conglutina en las tres
variedades de L. mutabilis se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%
en el que se cargd una mezcla de 2ul de 10X Blueduice™ Gel Loading Buffer
con 8yl del producto de qRT-PCR, a 85 voltios durante 50 minutos.
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2.3.6. Reaccioén en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en
tiempo real (RT-qPCR)

Para la medicion de la expresién relativa del gen y-conglutina de las tres
variedades de Lupinus mutabilis se realizd una RT-gPCR con el kit
SuperScript® 1ll Platinum® SYBR® Green One-Step RT-gPCR Kit: 10pl de 2X
SYBR® Green Reaction Mix y 1pl SuperScript® Il RT/Platinum Taq® Mix. Se
agrego 1ul de cada cebador, forward y reverse, del set y-cong (ver seccién
2.3.3.) y agua libre de nucleasas de Invitrogen para completar el volumen total
de reaccion. Por cada variedad se realizé un duplicado de la reaccién y un
control negativo, con un volumen de 5pl de DNA y bul de agua libre de
nucleasas en el caso del control negativo, para un volumen total de reaccién de
25ul.

Como gen de referencia se utilizd el gen RNA ribosomal 18S de acuerdo a lo
descrito por Scarafoni, et. al. en el 2010 y se trabajé con los cebadores
especificos para este gen (ver seccion 2.3.3.), los demas reactivos fueron los
mismos. Por cada variedad se realizé un duplicado de la reaccién y un control
negativo, con un volumen de Sul de DNA y 5yl de agua libre de nucleasas en el
caso del control negative para un volumen fotal de reaccién de 25l

Se obtuvieron los resultados a partir de los picos de temperatura de melting
arrojados por el analisis de expresion del equipo CFX96 de Bio-Rad.

2.3.7. Secuenciacion para determinacién de la presencia del gen y-
conglutina en tres variedades de Lupinus mutabilis

La secuenciacion para la identificacion de la presencia del gen y-conglutina en
las tres variedades de Lupinus mutabilis se realizd por el métode de Sanger a
partir del producto de la gPCR realizada para las tres variedades (ver seccién
2.3.5.1). Para la purificacién de las muestras se utilizé el kit AMPure™
Purification Kit, se corrid un gel de agarosa al 2% en el que se cargé una
mezcla de 2ul de Blueduice™ Gel Loading Buffer con 8ul del producto
purificade, para comprobar el proceso. Para la PCR de secuenciacién se
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utilizaron los primers y-cong y las muestras ya purificadas, y el BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems®.

La purificacién final se la realizé por el método Agencourt® ClearSEQ® y se
cargd en el plato de secuenciacion del secuenciador ABI 3100 Avant DNA
Sequencer de Applied Biosystems®.

2.3.8. Método RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends — RACE)
2381. 3IRACE

Con el propésito de obtener la secuencia codificante completa del gen y-
conglutina en el L. mutabilis, se utilizd el método de RACE. Este método
consiste en la amplificacién de secuencias de acidos nucleicos a partir de RNA
mensajero 0 RNA total entre un sitio interno especifico y el extremo 3’ 0 5’ del
RNA mensajero. Los productos obtenidos mediante 3' y 5 RACE pueden ser
secuenciados directamente sin ningdn paso de clonacién intermedio y al
combinarlos, se obtiene una secuencia de cDNA completa.

Para la técnica 3'RACE se utilizd el RNA total (ver seccién 2.3.4.2), y un
cebador especifico forward para y-conglutina siguiendo el protocolo detallado
en el manual del kit 3’RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends de
Invitrogen™. En resumen, utilizando como plantilla inicial el RNA total, se
procedié a la sintesis de la primera cadena cDNA utilizando un cebador cuyo
sitio de anclaje es la cola poli-A y con accion de la enzima transcriptasa reversa
se obtuvo el cDNA (ver Figura 5). Subsecuentemente, teniendo como base el
cDNA se realizé la amplificacion usando dos cebadores: cebador gamma
forward, especifico y disefiado para este estudio, el cual se une al sitio de
interés en el cDNA; y el cebador universal AUAP, cuyo blanco es el cDNA
complementario del RNA mensajero al extremo 3 del mismo. Las
modificaciones mas importantes que se realizaron del protocolo establecido fue
el uso de Platinum™ Taqg y no de la Taq polimerasa convencional, para el
aumento de la especificidad de la reaccién.
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Una vez que se obtuvo la secuencia 3' del gen y-conglutina, se procedioé a
identificar el extremo 5. Con este proposito, se disefaron cebadores
especificos a partir de la secuencia obtenida de 3'RACE y se utilizé el protocolo
detallado en el manual del kit 5’RACE System for Rapid Amplification of cDNA
Ends de Invitrogen™. La Tabla 4 muestra la secuencia de los cebadores
especificos que se utilizaron en 5’RACE:

Tabla 4. Cebadores especificos disefiados para 5' RACE.

Nombre del Secuencia en direccién 5> 3 Tamaio
cebador (bp)
GSP1 GCATGTTCACCTTGAAGCCTC 21
GSP2 GTGGTGGTGAATCTGGAGCACTC 23
GSP3 GTTCGCATGTACGTGGGTGG 20

Los 3 cebadores especificos que se utilizaron tenian la direccién reversa en la
plantila de cDNA y se utilizaron como cebadores forward los cebadores
universales AAP y AUAP del kit. La secuencia de los cebadores reverse
correspondieron a sitios diferentes en direccion antisentido de tal manera que
el producto del cebador GSP1 debia contener la secuencia que se amplificaria
con el cebador GSP2, y el producto del cebador GSP2 debia contener la
secuencia amplicadad de GSP3 (Ver Figura 6). Esto pemmitiria verificar la
validez de los productos amplificados.

Para la sintesis de la primera cadena de cDNA empleando RNA total como
plantilla, se utilizé el cebador reverse GSP1 y la enzima transcriptasa inversa.
Se procedid a purificar el cDNA obtenido mediante columnas S.N.A.P del kit
con el fin de separar dNTPs scbrantes, GSP1 y proteinas. Subsecuentemente,
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se afiade una cola homopolimérica al extremo 3’ del cDNA utilizando la enzima
TdT y dCTP, que servira de sitic de anclaje para el cebador universal AAP en la
PCR (Ver Figura 6). Esta estrategia permitié obtener la region 5’ de y-conglutina
comprendida entre la cola poli-C y el cebador GSP1 (Ver Figura 6, seccion
verde). Para la primera amplificacion, se utilizaron los siguientes cebadores:
cebador GSP2 especifico, el cual se une al sitio de interés en el cDNA; y el
primer universal AAP (Ver Figura 6, seccién azul). Finalmente, se realizé una
amplificacion final (“nested” PCR) utilizando el producto entre GSP2 y AAP de
la reacion anterior con los cebadores GSP3 y el cebador universal AUAP (Ver
Figura 6, seccion roja). Esta estrategia permitio amplificar y posteriormente
secuenciar fragmentos de distinto tamafio del cDNA de la y-conglutina de forma
especifica.

Tabla 5. Condiciones de la reaccion 5 RACE PCR y 5’ RACE "Nested” PCR.

Paso Temperatura | Tiempo en minutos | Ciclos
Denaturacién 94°C 1

Annealing 55°C 1 35
Extension 72°C 2

Extension final 72°C 5

Tomado de: Invitrogen™, 2004,

Finalmente para la comprobacién de la amplificaciéon de los distintos
fragmentos del gen y-conglutina se realizaron geles de agarosa al 1% en el que
se cargé una mezcla de 2l de 10X BlueJuice™ Gel Loading Buffer con 18yl
del producto de 3’ RACE o 5’RACE.
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2.3.9. Secuenciacion de la region codificante de y-conglutina

La secuenciacion para la obtencidn de la regidén codificante de y-conglutina en
Lupinus mutabilis se realizé por el método de Sanger a partir de la PCR de 3' y
5" RACE (ver seccion 2.3.8). Para la purificacién de las muestras se utilizé el kit
PureLink™ PCR Purification Kit. Para la PCR de secuenciaciéon se utilizaron
dos grupos de primers, dependiendo los productos a secuenciarse. Para el
fragmento de 3' RACE se utilizé el primer forward y-cong y para 5 RACE se
empled el primer reverse GSP3 disefiado exclusivamente para esta
amplificacion, las muestras ya purificadas y el BigDye® Terminator v3.1 of
Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems®.

La purificacion final se la realizd mediante el kit BigDye® X-Terminator™
Purification Kit y se cargd en el plato de secuenciacioén del secuenciador 3500
Genetic Analyzer de Applied Biosystems®.

2.3.10. Alineamiento de secuencia obtenida mediante RACE en L.
mutabilis con otras especies de Lupinus

El alineamiento de la secuencia de la regién codificante de y-conglutina en L.
mutabilis con las secuencias de cDNA reportadas para L. albus y L.
angustifolius se realiz6 mediante el método de alineamiento del software
Mega6 Explorer con ClustalW. ClustalW es un programa de alineamientos
basado en construccién progresiva al ser capaz de alinear secuencias de forma
muy eficaz, aunque no garantiza el mejor alineamiento posible. EI método de
ClustalW consiste en realizar alineamientos de par en par para construir un
arbol guia y detectar similitudes entre las secuencias que estan siendo
comparadas basandose en la distancia genética (Blanca y Cafiizares, 2014).
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2.3.11. Arbol filogenético

Para obtener el arbol filogenético el alineamientc de todas las secuencias se
realizd mediante el software MEGAG6 Explorer utilizando la configuracion
“default” que contiene los siguientes criterios:

Tabla 6. Criterios configurados para la elaboracién del Arbol filogenético, mostrando el parentesco de
Lupinus mutabilis y otras especies del género: Lupinus albus clon 32, L. albus clon 48 y L. angustifolius.

Analisis

Reconstruccion filogenética

Alcance

Todos los taxones seleccionados

Método estadistico

“Neighbor-joining”

Test filogenético

Prueba de filogenia.

Ninguna

Modelo de sustitucién

Tipo de sustitucion

Nucleotidica

Sustituciones incluidas

Transiciones y transversiones

Tasas y Patrones

Tasas entre sitios

Tasas uniformes

Patrén entre lineajes

Homogeneo

Subconjunto de datos a utilzarse

Delecién completa

Adaptado de: Mega6 Explorer, 2014,
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3. Rasuliacdos

3.1. Determinackin do la presencia dal gen y-conglutina

Con ol propSaito de idantficar la presancia dal gan yconglutina an las
varisdades de L mutabiis, INIAP 450 Anding {(Varedad 1); INIAP 451
‘Guaranguita” (Variedad 2); ¥ “‘Chocho cricllo” (varadad 3), inicialments sa
reallizd |la ampiificacidn da une seccién dal gen a partir de DNA gendmico por
PCR para Io cual se disefiaron cebadores an base a la secuencla del Indicado
gen da L. albua clon 48. La Figura 5 confirma |la presencia del gen y-conglutina
en Lupinus mutabllils mediante la amplificacién de wconglutina ¥ un control
positivo del gan 185. Se obluvo un producto de 246 bp, tamafio esperado para
o gen y-conglutinga. El mlieme resultado se obiuve para las Varedades 2 y 3.
Como contrel positive s uliliod una musestra da DNA que a8 aisléd de L. albus y
se obiuvleron ko mismoe resuliedos {eslos deios no se Indican). No se
obiuvieron productos ampiificados per PCR con los cebadorss reportados por
Scarafoni, st al, 2010.

188 bp

Figura T. idenificackn imgmanio dal gen y-conglutine por PCR ds (w W1 INIAP 450 Andino de L muisbills.

Mota: 1.- Marcador de 100 bp. 2 ¥ 3.- L mutabllie VM DNA gon 185, 4.- Control nogative gan 188, Sy S.- L
rmptabils V1 DMA eebesdors die ln Herptum, 7.- Gorirel negatho gen oabadors o le Henstura {y), B y 9.- L
irmrbiiES V1 DA g cabsidons de dssbe ssriudis, 10.- Gl gt i cebaidors. o ks s,
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Subsecuentemente se procedid a la secuenciacibn de los productos
amplificados de y-conglutina de L. mutabilis. El alineamiento de los fragmentos
amplificados y secuenciados de las 3 variedades Lupinus mutabilis estudiadas
demostré un alineamiento perfecto en el que no se encontraron polimorfismos
intra-especie (Ver Figura 8).

Aok ok ok A A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAdAAAAAAA

-tmsanitievi e BENAREREREGARRERRARARENANARARANNANANARARRE

ctmeanitisvz e EERNERERNEGAGARERNNNCEARNUEARRARANGRAGNART
Leeapili=-va e BENNERERREENENEERNERGENRRNEREERRNRENRENEER

I T I I I O

Ao A oAk A AR AR A AR AR AR AR AR AR A AR AR AR AR A R AR A A AR AAAA R AAAAAA

R T T T T T O O O A O A O A A A A A A A I A A W A A A g 8

B Ay =

Figura 8. Alineamiento de secuencias obtenidag del fragmento del gen y-congluting a partir de las
varedades INIAF 450 Andinc (Varadad 1),(I‘I;IIAP 451 'iGuarangulto' {(Vardadad 2) y "Checho criolic”
ariedad 3).
Nota: El alineamianto se realizd mediants MEGA 6 Explorer con al método Clustaly,

Subsecuentemente se procedié al alineamiento de los fragmentos obtenidos de
las variedades de L. mutabilis con las secuencias de y-conglutina de L. albus
(clon 32 y clon 48) y L. angustifolius, reportadas en NCBI. Ver Figuras 9, 10 y
11. Los datos demostraron que hubo 24 polimorfismos en la fraccidn
amplificada de vy-conglutina entre L. mutabilis y L. albus clon 32, 34
polimorfismos entre L. mutabilis v L. albus clon 48 y 25 polimorfismos entre L.
mutabilis y L. angustifolius.
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L albuss clon 32° Sitio 787 802 812 818 824
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Figura 9. Alinsamiento entre secuancla del fragmento del gen y-conglutina obtenide en L mutabllls y
sacuencia comespondiente en L. albus clon 32 reportada en NCBL.
Nota: El alineamianto se realizd mediants MEGA 6 Explorer con al método Clustalw.




» L. albus clon 48 No. de Accesion AJ297568.2 V.S. L. mutabilis
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Figura 10. Alineamiento antre secusncia del fragmento de y-conglutina obtenido en L. mutabilis y
secuancla comaspondlanta en L. albus clon 48,
Nota: El alineamianto se realizd mediants MEGA 6 Explorer con &l método Clustaly.




» L. angustifolius No. de Accesion L39786.1 V.S. L. mutabilis
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L angustifolius: Sitio 2282 2797 2302 2305 2308
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2. L. mutabilis EEAEEERAREREATERAEAREAARAER
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Flgura 11. Alineamlento sntra sacusancla dal fragmanto de y-conglutina obtenide an L. mutabllls y

sacusncia corraspondierts en L angustifolius complets cds reportada en NCBI.
Nota: El alineamiento se realizd mediants MEGA 6 Explorer con el método Clustalw,
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3.2. Medicion de la expresion relativa del gen y-conglutina

Una vez identificado el gen y-conglutina en L. mutabilis, se procedié a estudiar
su expresion a nivel de RNA por RT-gPCR. Como se observa en el Figura 12,
la V1, INIAP 450 Andino, presenté mayor expresion de y-conglutina que las
variedades V2 y V3. Los niveles de expresion de y-conglutina de V2 y V3
fueron similares. De acuerdo a la prueba “t de student” realizada entre V1 y V2,
y V1 y V3 no existen diferencias significativas debido a que el valor de p es de
0.5.

Expresion Relativa y-conglutina

0.04-
0.03-
& 0.02-

0.014

Figura 12. Expresion relativa de y-conglutina (primers disefiados para este estudio) para las
tres variedades de L. mutabilis estudiadas: INIAP 450 Andino (V1), INIAP 451 “Guaranguito”
{V2), “Chocho cricllo™ (V3).

Nota: La expresién relativa se calculé mediante el método ACt a partir del gen de refarencia
188. El eje y comresponde a Unidades De Expresion Relativa (UER) y el eje x las variedes de
L. Mutabilis utilizadas.

Los datos representan el promedio de seis experimentos.
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Tabla 7. Expresién relativa con respecto a 18s promediada para las fres variedades de L. mutabilis
estudiadas: INIAP 450 Andino {V1), INIAP 451 “Guaranguito® (V2) y “Chocho cricllo” (V3).
Nota: La expresion relativa se calculd mediante el método ACt a partir del gen de referencia 18s.

Variedades L. mutabilis Porcentaje y-conglutina
INIAP 450 Andino V1 1,50%
INIAP 451 “Guaranguito” V2 0,77%
“Chocho criollo”™ V3 0,84%

3.3. 3'y5 RACE

Para determinar la secuencia completa del gen y-conglutina en L. mutabilis, se
utilizé el método de RACE como se describié en la seccion de materiales y
métodos. En las Figuras 10 y 11, se observan las bandas comespondientes a
los fragmentos obtenidos mediante RACE:

~700 bp ~1100 bp

Figura 13. Resultado de 3' RACE para Variedad Flgura 14. Resultado de 5 RACE "nested” PCR

3 de L. mutabilis — Banda de aproximadamente para Variedad 3 de L. mutabilis — Banda de
700 bp. aproximadamente 1100 bp.
Nota: 1.- Marcador de 100 bp, 2.- Producto Nota: 1.- Marcador de 1000 bp, 2.- Producto
F'RACE L. mutablils V3 S’RACE L. mutabllls V3, 3.- Producte 5’RACE L.

mutablis V3 producto “nested” PCR.

Para 3' RACE se logré amplificar un fragmento de aproximadamente 700bp
empleando el cebador forward disefiado utilizado para la identificacion del gen
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y la medicién de su expresidn relativa. La secuencia cbtenida termina en la cola
poli-A del ARN mensajerc. En el caso de § RACE se obluvo el fragmento de
interés de aproximadamente 1100bp empleando los tres cebadors reverse
disefnados para esta amplificacién.

En la Figura 15 se muestra la secusencia codificante del gen yconglutina
obtenida mediante secuenciacién por el método de Sanger de los fragmentos
amplificados en 3' y 5’ RACE:

5

1 CTA ATG GAA AAC AGT GGT GGG TAA CMT GCY TCT AKC AGT AGG GGG 45
46 GGG GGA CCT ACC ATG CTC CAT TTT GCC AGT ACA CAC ATT GCA GTT 90
91  CTG CAA ACA TTC AGC AAT GCT TGA CTT GCA CCG ATC TAACTACGA 135
136 YTT GTC CGG GTT GCC ATG GCT CAT TAT GTG AGT TAT TGT TTAGTA 180
181  ACC CGG TTA CAC AAG AAG GAG GAC TGG GGG AAC TCT AGC ACGATG 225
226  TCG TGG CAC TAC CTC CGA CTT ATG GAA GGA AAC TAG GTATTATGG 270
271  TAA AGG TCG ACG AAT GCC TTT CCT GTT GCG CTG CTGACT TTC TTT 315
316 AAC AAA ACG GGC TGC CGA ACA ACG TIG ACG GCG CCC TGG GCC 360
361 TGG GGC AGG CAC CGA TIC CAA TGC GGA ACC AAT TTT TGG GCC ATT 405
406 TIG GGC TAA AAC GCC CGT TAG GCA CAT GTA AGC TGA TAT TCG GGA 450
451 TCC CCAACG GGG CTGTTIC TGC TAG GGG ATATTG AGG AGC CAG AAA 495
496 ACC CAT CGC GCA TGC GTA ACA GCC TCGATG TGG TGT GIT ATA TGG 540
541 TGT ACA CCC CCG TGC TCA TTA GCT ATC ATG GTG ATT ATT TTA TCC 585
586 ATG TAAATG CCATAC GGG TGA ACA AAC AGT TGG TGATTC CGATGA 630
631 AAAACC CCG CGA TGG TGC CGG GCC CAA SCA ACA CCAACT TAACAT 675
676 GTT GCA GGT AAA ATT GGC GGA GCT CTG ATT ACA ACG ACCTACCCS 720
721 TAA ACC ATA GGG CAG CAC CGG ATT TTT GERAIGTNITIACCICARGIE 765
766  TITIGCCINAGIAAA CTG CCC AAA AAA GCC CAA CTT AAA ACA GTG GGA 810
811  CCC TTT GGG TTT TGC TAT GAA GGT GGT AAA ATT GGG GGA CGG CCT 855
856  CCT AAG TTC GAA ATT GTG ATG GAT AAA GGT GAA TAT GTT TGG GGG 900
901  ATT TAT AGC GAA AAA TTT ATG GTT CAA GCC CAA GAA GGG GTT TGT 945
946 TGG CTG GGG TTT GTG GAT GGG GGG TTG CAT TTC CAG TAA GGG ATT 990
991 TGG TTG GGG GGA CAA AAC ATG GAA GAA AAC GTG GTG GTG TTT GAT 1035
1036 TTG GTT AGT ATG CGC GTA GCA TTT AAC AAC AAT TTA TTG AAACTG 1080
1081 CAT AGT AAA AGA TGA GTT AAT CTC TTT GAT CTC AAC AAA GCG TCA 1125
1126 TCA TAA TTAATA AGC CCA AAG TAA CAA TGAAAT TTTATTTICTIGTIT 1170
1171 AAC ATG GCA TTG ATT TCA GTT TTA GAG AGT GCT TGT TCA AGA TGT 1215
1216 GGC AAC ATT TTT CTA TGT GAA TGA AAT TIT CAC TTT TIT TGC TTA 1260
1261  AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAAA 1282

3
Figura 15. Secuancia de la regién codificante en sentido 5 -2 3' de L. mutabilis, madiante el
método de RACE. En color verde se muestra la sscuencla obtenida por 5 RACE, en color
celaste |a secuancia oblenida medianta 3' RACE. La regitn 3 del gen se ulilizd para

disefiar sebadores especificos que permitieron identificar la regin 5°. El color rosado
comesponda a la sacuancla aus sa supamons al allnear los productos de ambos métodas

Posteriormente, se alineé la secuencia de la regién codificante de Lupinus
mutabilis con las secuencias de cDNA de y-conglutina de las variedades L.
albus {clon 32 y clon 48) y L. angustifolius. Los dates demuestran que hubo 465
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polimorfismos entre L. mutabilis y L. albus clon 32, 465 polimorfismos y 16 gaps
internos con L. albus clon 48, y 424 y 13 gaps intermos con L. angustifolius.

» L. albus clon 32 No. de Accesion AJ297490.1 V.3. L. mutabilis RACE

l. L.albus ¢32 ARARAGER |
2. L.mutabilis RACE ---------=——---=--—oumv e

’ 673 674 680 686 688 G689

o Sl Ll

iiﬂiﬁi”liiiiﬂ’lﬂiiilﬁiﬁiiiéiiiiiﬂlllmﬂmﬂ HH

Flgura 16. Allneamlanto entra sacusncla de reglin codificants de y-conglutina en L. mutabllls y la
secuencia comrespandlente en L. albus clon 32 reportada en NCBI
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Flgura 18. Allneamienio entre sacuencia de regidn codiicante de y-conglutina en L. mutabllls y Ia
secuencia comespordiente en L. albus clon 32 reportada en NCEI
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Flgura 16. Allnsamiento ontra sacuencla de roglin codificants de y-congluting on L. mutabllis y la
secuancia commespendiente en L. albus clon 32 reporiada en NCEI
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Figura 16. Alineariento snire secusncia de rogidn codificants de y-conglutina on L. mutabilis y la
secuencia comrespandlente en L. albus clon 32 reportada en NCBI
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Flgura 16. Allnaamlanto snire secuencla dae regidn codiicants de y-conglutina en L. mutabllls y la
gecuencia comespondiante on L. albus tlon 32 reportada en NCBI
Neta: El alineamlento se reallzd mediante MEGA 6 Explorer con el método ClustalVW. Los puntos rojos
Indiean gaps, los astericos Indican Idantidades y las flachas Indican al sltio del polimorflsme.

» L. albus clon 48 No. de Accesidn AJ297568.2 V.S. L. mutabilis

1. L.albus c48 ! 1] f : !
2. L.mutabilis RACE l-==========rrem e e m e e

CLLERERRE LR BEEEEEELEEEER L DEERELEREELLLGEEEEEEEL LR LR EELLT
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L LLILLLULLL L

309 312 315 324 326-27 330 333 337-342 345 349-350 354 357 363

Ll LU LILLL

Figura 17. Alineamiento erire secuencia de regidn mdlﬁmnta de ronngluhna en L. mutabilis y la
secuencia comrespondiente en L. albus clon 48 reporiada en NCBI.
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Figura 17. Alineamiento entre secuencia de regidn codificante de y-conglutina en L. mutabilis y la
secuencia comespondlente en L. albus clon 48 reportada en NCBI.
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Flgurn 17. Allneamlianto enirs sacuancla dn ruglén codificants de y-congluting en L. mutnbllls Y Ia
gecuencia correspondiente en L. albus clon 48 reportada en NCBI
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Figura 17. Alineamiento entre secuencia da regidn codificante de y-conglutina en L. mutabilis y la
sacuancla comespandients an L. albus clon 48 raportada an NCBI.
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Finalmente se hizo un analisis filogenético del gen g-conglutina entre las
secuencias de L. angustifolius, L. albus y L. mutabilis (Ver Figura 19). Los datos
demuestraron que el gen g-conglutina de L mutabilis tuvo mayor similitud con la
secuencia de L. angustifolius que con el gen de L. albus. Estos datos
cocuerdan con el nimero de polimorfismos entre L. mutabilis y L. angustifolius
y L. albus (Ver Figuras 16, 17 y 18).



59

4. Discusion

Se cree que la proteina y-conglutina posee un efecto hipoglicemiante debido a
sus propiedades fisico-quimicas y su presencia se ha reportado en otras
especies de Lupinus en Europa como Lupinus albus (Scarafoni, et. al., 2010) y
Lupinus angustifolius (Gayler, et. al., 1995). Sin embargo, para la especie
Lupinus mutabilis, originaria de la zona andina, no se habia reportado
informacion alguna. Dentro de este estudio se determind que la especie de
lupino cultivada y consumida en Ecuador, Lupinus mutabilis, cuenta con la
presencia del gen para la proteina y-conglutina que ha sido descrita
previamente en ofras especies de este género (Scarafoni, et. al., 2010) (Gayler,
et. al., 1995). La identificacién de la presencia de este gen en L. mutabilis se
realizé mediante qPCR a partir de DNA gendémico utilizando cebadores
especificos, disenados para este proyecto, en base a la secuencia reportada en
NCBI, para y-conglutina de Lupinus albus, por Scarafoni et. al., en 2010.

Inicialmente se estudié la presencia del gen y-conglutina por PCR y se utilizé
como control positivo DNA de L. albus. Asi se pudo confirmar la regién
amplificada se trataba de y -conglutina, cuando se utilizé DNA de L. mutabilis al
comparar el tamafo de los fragmentos amplificados. Adicionalmente, fue
necesaria la secuenciacion del fragmento obtenido para comprobar que se
trataba de y-conglutina, ya que al no existir informacién alguna de este gen ni
de la proteina en si para Lupinus mutabilis, este era la mejor manera de
comprobar el resultado observado en |a electroforesis. Al alinear la secuencia
del fragmento amplificado del gen para L. mutabilis con la secuencia reportada
de L. albus se encontraron 28 polimorfismos V.S. clon 32 y 34 polimorfismos
V.S. clon 48, los que pueden deberse a la diferencia entre especies y a la
diferencia climatica y de condiciones de cultivo que se da entre los lugares en
que cada una es cultivada.

Para |la medicién de la expresién relativa de y-conglutina para Lupinus
mutabilis se realizé una RT-gPCR. En ambas RT-gPCR hubo amplificacién
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para las tres variedades de Lupinus mutabilis. Fue posible, mediante el
software del equipo CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System, medir
la expresién relativa del gen en las tres variedades de Lupinus mutabilis, datos
que indicaron que la Variedad 1 o INIAP 450 “Andino™, que es una de las
variedades desarrolladas por el instituto, fue la que presenté un mayor nivel de
expresion del gen y-conglutina, las variedades 2 y 3 tuvieron una expresion

similar de y-conglutina.

La diferencia en la expresiéon relativa del gen y-conglutina entre las tres
variedades de Lupinus Mutabilis puede deberse a que ambos hibridos, INIAP
450 e INIAP 451 son variedades fitomejoradas y la variedad 3 o “chocho
criollo” es la variedad que se cultiva fradicionalmente y no ha sido mejorada.
Por ofra parte el nivel de expresion en la variedad 3 puede diferir debido a que
las ofras variedades son cultivadas bajo condiciones controladas (INIAP, 2010)
mientras que el “chocho criollo” es cultivado sin un control especifico de
condiciones.

Como la seleccion genética de la variedad 2, INIAP 451 "guaranguito” se
enfocd principalmente en la mejora de caracteristicas organolépticas, de
resistencia y de produccién (INIAP, 2010) al realizar el fitomejoramiento puede

haberse disminuido la expresién de y-conglutina.

La diferencia de la expresion relativa también puede explicar la diferencia en la
cantidad de proteina total que se encuentra en la composiciéon de cada una de
las variedades estudiadas, esta informacion fue facilitada por el Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuarias, mediante las fichas técnicas
correspondientes a las variedades V1 y V2, las cuales son variedades
desarrolladas por el instituto. De acuerdo a la informacion reportada por INIAP,
la variedad 450 Andino (Variedad 1) estd compuesta por un 45.02% de
proteina, mientras que la variedad 451 “guaranguito” esta compuesta por un
42.7% de proteina, lo que puede relacionarse con la diferencia en la expresion
de y-conglutina, ya que como se menciond anteriormente, se reporté mayor

expresion de la misma para la variedad 1 que para la variedad 2. La expresion
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de y-conglutina podria no ser la Unica responsable de la diferencia en la
cantidad proteica entre las variedades estudiadas, sin embargo el tener un
mayor nivel de expresion resulta en una mayor sintesis proteica por lo que
posible relacionarla directamente con la composicion de la semilla.

Después de la confirmacion de la presencia del gen y-conglutina en las tres
variedades estudiadas de Lupinus mutabilis y la medicion de la expresion
relativa de la misma en las tres variedades cultivadas en el Ecuador, era
indispensable conocer el tamafio aproximado de la region codificante del gen -
conglutina. Para alcanzar este objetivo se utilizd la técnica de Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE), la técnica se divide en dos partes, 3’
RACE y 5 RACE que permiten conocer la secuencia codificante completa de
un gen, asi como su sitio de inicio de transcripciébn como lo menciona Pallas,
2007.

La técnica 3' RACE presenté pocos inconvenientes al realizarla ya que al tener
la cola poli-A propia del mRNA se utiliza un solo cebador especifico para el gen
que se busca conocer, por lo que no existe la generacion de un alto nimero de
fragmentos inespecificos y la secuenciacion del fragmento obtenido se realizé
sin ningan inconveniente. El fragmento secuenciado fue de aproximadamente
500bp incluyendo la cola poly-A, la secuencia obtenida fue un poco menor a la
observada en gel de agarosa, de 700bp aproximadamente, lo que puede
deberse al ruido propio del secuenciador.

Por ofra parte la técnica 5 RACE fue mas compleja debido a que el protocolo
sugerido en kits comerciales propone el uso de dos y hasta tres cebadores
especificos para el gen en estudio, pero al no haber informacion reportada
previamente para el gen y-conglutina de Lupinus mutabilis no fue posible el
disefio de estos cebadores hasta conocer la region obtenida por 3'RACE, ya
que el disefio de los mismos fue a partir de la secuencia obtenida. De 5’RACE
se obtuvo un producto de 1100bp aproximadamente, de acuerdo a lo
observado en gel de agarosa, pero al igual que en 3'RACE al secuenciar el
producto de 5’RACE se obtuvo una secuencia un poco mas corta de lo
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esperado, siendo esta de 800bp aproximadamente, con una pequefia regién
que se superpone con la secuencia obtenida a partir de 3'RACE, lo que puede
deberse al ruido propio del secuenciador y a que el cebador proveido en el kit
de 5’'RACE de Invitrogen™ es un Abridged Universal Adaptor Primer (AUAP),
el cual puede generar inespecificidad en el momento de realizar la PCR de
secuenciacion.

La secuencia completa obtenida de RACE es de 1259bp sin tomar en cuenta la
cola poli-A. El inicio de la regién 5' del cDNA y-conglutina no logré obtenerse
mediante esta técnica y corresponde a unos 240bp aproximadamente, o que
coincide con la diferencia entre el producto de 5’RACE observado en agarosa y
la secuencia obtenida. Sin embargo, al alinear las secuencias publicadas en
NCBI para la regién codificante de y-conglutina de Lupinus albus y Lupinus
angustifolius se observo la regién inicial, faltante en la secuencia obtenida en L.
mutabilis, es una regién conservada y con un corto nimero de polimorfismos.
Por esta razén es posible inferir que el tamafio de la regid faltante es de
aproximadamente 240 bp, y consecuentemente, el tamafio de la regién
codificante de y-conglutina de Lupinus mutabilis es de 1500bp

aproximadamente.

Al alinear la secuencia codificante de y-conglutina obtenida en L. mutabilis con
los clones 32 y 48 de L. albus y la secuencia de L. angustifolius, la secuencia
de y-conglutina de L. mutabilis presenta varios polimorfismos concentrados en
la regién intermedia de la secuencia y varios gaps en los extremos de la misma
en comparacién con L. albus. Sin embargo, al alinearla con la secuencia
correspondiente en L. angustifolius, el nimero de polimorfismos es menor,
existen gaps en el extremo 5’ y un porcentaje alto de similitud en el extremo 3'.
El nimero de polimorfismos identificados entre las secuencias de y-conglutina
reportadas para Lupinus albus y Lupinus angustifolius, en comparacién con la
secuencia encontrada para Lupinus mutabilis se explica no solamente al
tratarse de especies distintas, sino también a la diferencia geografica y
climatica en la que cada especie es cultivada, lo que por motivos de adaptacion

pudo haberse provocado un cambio en las secuencias de y-conglutina. Por otra
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parte al no haber encontrado polimorfismos entre las secuencias obtenidas de
las tres variedades de Lupinus mutabilis que formaron parte de este estudio es
posible deducir que las modificaciones realizadas a las variedades INIAP 450 e
INIAP 451, al menos en la secuencia en si del gen no provocan cambios,
siendo la Unica, pero importante diferencia, el nivel de expresién relativa del
gen que se observé entre las tres variedades.

Al realizar el arbol filogenético fue posible observar, de acuerdo a la secuencia
obtenida para el gen y-conglutina de Lupinus mutabilis, que existe un
parentesco mas cercano entre Lupinus angustifolius y Lupinus mutabilis
mientras que con la especie Lupinus albus tiene una mayor diferencia. Este
resultado se respalda con los alineamientos realizados ya que existe un menor
numero de polimorfismos entre la secuencia de y-conglutina para Lupinus
mutabilis y las de y-conglutina para Lupinus angustifolius y un mayor numero
de polimorfismos entre la secuencia de Lupinus mutabilis y las de Lupinus
albus. De igual manera se pudo evidenciar que existen mas diferencias entre
Lupinus albus y Lupinus angustifolius que entre cada una de estas especies y
Lupinus mutabilis e inclusive se pudo observar al alinear las secuencias que las
dos secuencias reportadas de y-conglutina de Lupinus albus presentan

diferencias entre si.

Con la secuencia codificante del gen vy-conglutina hubiera sido deseable
predecir la secuencia de amino acidos de la proteina. Sin embargo debido a
que no se pudo determinar el inicio del marco de lectura del gen no fue posible

hacer dicha prediccion.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Al confirmar la presencia de la proteina y-conglutina en L. mutabilis, se logré
demostrar que este contiene uno de los posibles agentes responsables de
regular la glucosa en la sangre de pacientes que presentan DM2, permitiendo
asi, que el consumo de “chocho” se convierta en un posible tratamiento
alternativo para esta enfermedad a futuro.

La técnica de RT-gPCR pemitié medir los niveles relativos de expresién del
gen y-conglutina en Lupinus mutabilis, lo que propone que esta técnica puede
ser considerada para mejorar los analisis de contenido proteico de otras
plantas comestibles y realizar comparaciones de ser estas necesarias, asi
como también garantizar la calidad de las nuevas variedades que se
desarrollen a partir distintas plantas en el Ecuador y alrededor del mundo.

La variedad que presentd una mayor expresién relativa de y-conglutina fue la
variedad 1 o INIAP 450 “Andino”. La diferencia en los niveles de expresion
relativa de y-conglutina en las tres variedades estudiadas puede deberse
principalmente a los cambios que han sufrido las variedades desarrolladas por

INIAP, ya que estas corresponden a hibridos obtenidos por fitomejoramiento.

El gran ndmero de polimorfismos encontrados entre especies pueden ser
producto de adaptacion a |las diferentes condiciones geograficas y climaticas en
las que se ha desarrollado cada especie. Al no haber polimorfismos entre las
secuencias de y-conglutina obtenidas de las tres variedades de Lupinus
mutabilis que formaron parte de este estudio es posible concluir que las
modificaciones realizadas a las variedades INIAP 450 e INIAP 451 no
generaron cambios en la region codificante del gen.
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La identificacién de la presencia de y-conglutina en Lupinus mutabilis, siendo
uno de los posibles compuestos que otorgan actividad hipoglicemiante al
consumo de la leguminosa, es de gran importancia ya que en investigaciones
posteriores podria evaluarse la accion de la proteina en modelos animales para
determinar si el efecto hipoglicemiante de los lupinos se debe Unicamente a la

presencia de y-conglutina.

5.2. Recomendaciones

En primer lugar se recomienda disenar primers degenerados para el inicio de la
region codificante para obtener un producto de PCR en el que se encuentren
los 240bp que no pudieron ser obtenidos mediante RACE.

Se recomienda extender el proyecto de investigacién hacia la clonacién en
vectores del gen de la proteina y-conglutina y su posterior expresién en células
procariotas ¢ eucariotas. Asi como también se considera importante el analisis
de la proteina obtenida mediante la expresion y la proteina purificada de las
semillas de Lupinus mutabilis para determinar las caracteristicas de la proteina
como sitios activos, estructura tridimensional, solubilidad y especificidad, para
su futura evaluacién como altemativa a los tratamientos actuales para DM2.
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