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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 proteína y-conglutina 

ha sido identificada como uno de los posibles principios activos en Lupinus 

responsable de la disminución de la glicemia debido a su funciones 

enzimáticas. El objetivo de esta investigación fue determinar la presencia y 

medir la expresión del gen y-conglutina en tres variedades andinas de L 

mutabilis. La presencia del gen en Lupinus mutabilis se realizó por PCR y la 

secuenciación de los fragmentos amplificados por el método de Sanger 

empleando big dye terminator. Se demostró la presencia del gen y-conglutina 

en las tres variedades estudiadas de L. mutabilis y la secuenciación de los 

fragmentos amplificados mostró que existen polimorfismos entre Lupinus 

mutabilis y Lupinus angustifolius {especies originadas en la región 

mediterránea en Europa), mas no entre estas variedades andinas. La expresión 

génica se realizó mediante RT -qPCR y los datos demostraron que la variedad 

'V1" tuvo el mayor grado de expresión 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 expresión en las 

variedades de L. mutabilis andinas. No hubo diferencias en las secuencias 

amplificadas de las tres variedades andinas estudiadas. La obtención de la 

región codificante del gen y-conglutina se realizó con la técnica de 3'RACE y 

5'RACE, obteniendo la secuencia del cONA 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 específicos de las 

secuencias de ONA y cONA. 
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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 preved 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 

cONA sequence ending with the poly-A tail was obtained. Several 

polymorphisms on specific sites were reported when the conglutin-gamma 

cONA sequence of L. mutabilis was aligned with the sequences of L. albus and 

L. angustifolius. 
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INTRODUCCIÓN 

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 órganos 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 producción 

de insulina y la diabetes tipo 2 corresponde a la falta de función de la insulina 

producida. La diabetes tipo 2 es la más común. 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 año 2030 

será la séptima causa de mortalidad a nivel general {Organización Mundial de 

la Salud, 2012). En el Ecuador, es la segunda causa de mortalidad general 

{Ministerio de Salud Pública del Ecuador, 2011 ), por lo tanto es de gran 

interés dentro del sistema de salud pública. Según datos del Anuario de 

Nacimientos y Defunciones del Instituto Nacional de Estadística y Censos 

{INEC), durante el año 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 fármacos {Federación Internacional de 

Diabetes, 2008). Se ha reportado además 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 {Baldeón, et. al, 2012). Resultados del estudio del efecto de y­

conglutina en un modelo in vitre de mioblastos de ratón muestra funciones 

similares a la insulina, lo que demuestra el uso potencial de la proteína como 

agente terapéutico para la DM2 {Terruzzi, et. al, 2011, p. 198). 
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La dieta común de la población andina se compone de una variedad de granos 

y leguminosas. Una de las especies vegetales andinas más consumidas 

son los granos pertenecientes al género Lupinus. El Lupinus es una 

leguminosa herbácea, leñosa, que posee flores de diferentes colores y vainas 

(Porras, 2010, p. 5). Entre sus características se destaca la capacidad de 

crecer en suelos pobres en minerales y en lugares de bajas temperaturas, 

otorgándole una mayor distribución al poder ser cultivada en varios ambientes 

(Porras, 2010, p. 5). Entre las especies del género, Lupinus mutabilis crece en 

la región andina. Los nombres vernáculos 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). El chocho se 

consume en gran cantidad en la región 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 tamaño que el 

chocho andino, difiere en el sabor, color y otras características 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 proteínas específicas en el Lupinus podrían 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 evalúa 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 (Baldeón, et. al, 2011, p. 425). Además 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 mejoría en pacientes con DM2 mientras que no causa 

ningún efecto adverso en individuos sanos (Baldeón, et. al, 2012). 
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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, a, ¡3, y y 15, siendo la y­

conglutina la de mayor interés en los estudios relacionados con la 

hiperglicemia. La función fisiológica de esta proteína no ha sido determinada 

con exactitud; sin embargo, es estructuralmente similar a las proteínas XEGIPs 

y TAXI-1, las mismas que actúan como glucosil hidrolasas y se encuentran 

en diferentes tipos de hongos. Se ha realizado la identificación de y­

conglutina en L. albus mediante secuenciación del cONA {Scarafoni, et. al, 

2009). Posiblemente la presencia de la proteína y-conglutina sea la 

responsable en esta regulación hipoglicemiante, por lo que la administración 

oral de la proteína sí muestra eficacia en la modificación de la glucosa 

{Bertoglio, et. al, 2011, p. 937). 

De igual manera, la identificación de los transcritos para las proteínas de 

almacenamiento, tres a-conglutinas, siete ¡3-conglutinas, dos y-conglutinas y 

cuatro O-conglutinas, en semillas se realizó para Lupinus angustifolius. Los 

genes que codifican para este tipo de proteínas fueron caracterizados mediante 

secuenciación de los clones de cONA derivados de semillas en crecimiento y 

se identificaron cuatro familias proteicas principales, entre las cuales se 

encuentra la y-conglutina. Se concluyó 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 día una de las principales causas de mortalidad en el mundo 

{Organización Mundial de la Salud, 2012) y durante el año 2013, el14% de las 

63 104 defunciones generales registradas fueron a causa de la DM (INEC, 

2013). El tratamiento convencional para la DM2 se basa en la administración 

de fármacos antidiabéticos, siendo las biguadinas los más comunes. La 

metformina es una biguanida de primera elección 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 
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(Lorenzo, et. al, 2009, p. 637). En respuesta a esta enfermedad, en la 

actualidad no se han desarrollado en el país, investigaciones para tratamientos 

alternativos o complementarios a los tratamientos clásicos para este desorden 

metabólico, que representen una alternativa biológica para el control de la 

enfermedad. 

Hipótesis 

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

ecuatoriano, Lupinus mutabilis, conocida comúnmente como chocho. 

Alcance 

El alcance de este trabajo de titulación es la identificación y comparación 

del nivel de expresión del gen codificante para la proteína 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 pretendió identificar, mediante qPCR, PCR convencional, 

RACE y secuenciación, la presencia del gen y-conglutina. La presencia de y­

conglutina en variedades de Lupinus andinas podría estar relacionada con el 

efecto hipoglicemiante que se ha evidenciado en estudios previos con el 

consumo de esta leguminosa en el país (Baldeón, et. al, 2012). 

Además, se realizó la determinación y comparación de la expresión del gen de 

las semillas de Lupinus mutabilis con el fin de determinar la variedad que más 

y-conglutina expresa y sugerir una potenciación en su producción a futuro. 

Dentro de este trabajo de titulación se aplicaron varios conocimientos de 

biología molecular, genética molecular, ingeniería genética, y biomedicina, 

los cuales permitieron alcanzar el objetivo planteado y dilucidar la información 

necesaria para el futuro desarrollo de tratamientos para DM2 y otros tipos 

de hiperglicemia. La investigación se realizó en las instalaciones del Centro 

de Investigación Traslacional de la Universidad de las Américas. 
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Justificación 

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 proteína y-conglutina. La identificación del 

gen y la medición de la expresión relativa contribuyen a justificar el efecto 

hipoglicemiante de L. mutabilis en la diabetes tipo-2 y por esta razón, es 

necesaria la realización de estos estudios ya que representan un avance 

importante en la búsqueda de alternativas para el tratamiento, control y 

prevención de Diabetes Mellitus; así también constituye la parte inicial de 

un proyecto de investigación de mucho mayor alcance que pretende 

desarrollar una alternativa de tratamiento de fácil acceso para combatir esta 

enfermedad. 

Objetivos de la investigación 

1. Objetivo General 

Identificar la presencia del gen y-conglutina , comparar su nivel de 

expresión 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 específicos 

• 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. 

• Determinar la presencia de polimorfismos en comparación con las 

secuencias reportadas de Lupinus albus y Lupinus angustifolius y 
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la presencia de polimorfismos asociados a la diferencia entre las 

variedades andinas de Lupinus mutabilis. 

• Comparar el nivel de expresión 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 tamaño de la secuencia de cONA 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. 
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1. Marco Teórico 

1.1. Diabetes 

Entre las enfermedades crónicas no transmisibles, la diabetes mellitus (DM) es 

una de las enfermedades con mayor número de casos y de muertes en la 

actualidad. En el año 2013, el 76% de los casos de mortalidad debido a la DM 

en personas menores a los 60 años de edad se registró en África, seguido por 

un 55% de defunciones totales en el Sureste de Asia (IDF, 2013). La diabetes 

se clasifica en: 1) Diabetes lnsulinodependiente o diabetes tipo 1, 2) Diabetes 

No lnsulinodependiente 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). Además, 

se habla de un grupo denominado también otros tipos de DM o diabetes 

específicas, casos que derivan de como consecuencia de otras enfermedades 

(Asociación Latinoamericana de Diabetes, s. f, p. 8). La diabetes mellitus tipo 2 

(DM2) ocurre cuando el organismo no utiliza eficientemente la insulina 

producida o simplemente no produce lo suficiente de esta hormona (IDF, 2013). 

La insulina es una hormona producida por el páncreas y su principal función 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 energía y cuando no ocurre esto de manera 

apropiada, grandes cantidades de glucosa quedan libres circulando por el 

torrente sanguíneo, denominando esta condición como hiperglicemia (IDF, 

2013). 

Si bien es cierto que la diabetes afecta al metabolismo de los hidratos de 

carbono, las afectaciones son de distinta índole y también afecta al 

metabolismo proteico y lipídico del organismo, afectando varios tejidos y 
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desencadenando complicaciones graves y mortales. Entre las manifestaciones 

clínicas evidentes de DM2 están la pérdida de visión, complicaciones renales, 

afectación vascular, cardiopatías e inclusive el desarrollo de enfermedades 

cerebrales e intestinales graves. La DM2 genera un cuadro clínico tan amplio 

que puede empezar por simples desórdenes catabólicos hasta alcanzar 

problemas crónicos y en algunos casos mortales (Tébar y Escobar, 2009, p. 1 ). 

1.1.1. Epidemiología 

El incremento de casos de diabetes alrededor del mundo es evidente debido al 

exceso de sedentarismo y a la falta de educación nutricional y buena 

alimentación, entre otros factores de riesgo causados por los cambios en estilo 

de vida (González, et. al, 2013, p. 4 ). Para el año 2011, la OMS calificó a la 

diabetes como la séptima causa de mortalidad en el mundo. En el 2013, la 

lntemational Diabetes Federation (IDF) identificó más de 380 millones de 

personas diagnosticadas con diabetes alrededor del mundo y ha estimado que 

para el 2035 el incrementó será del 55%, existiendo aún 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 será la séptima causa de mortalidad para el año 2030 (OMS, 2012). 

Además, los territorios con mayor número de casos son el centro y sur de 

África, y el área comprendida entre el Medio Oriente y el norte de África (IDF, 

2013). 

Respecto a Latinoamérica, el incremento en casos de diabetes para el 2035 

será del 59,8% (IDF, 2013) y la enfermedad será una de las principales causas 

de mortalidad y morbilidad. En el Ecuador, existen más de 530.000 personas 

diagnosticadas con diabetes en el 2013 (MSP, 2013). Además, la prevalencia 

actual de la enfermedad para la población de 50 a 59 años es de 10,3% como 

se observa en Gráfico 1 , enfatizando el incremento de casos de la enfermedad 

a partir del tercer decenio (ENSANUT, 2013). En la Encuesta Nacional de 

Salud y Nutrición se reportó que la prevalencia de diabetes es mayor en el área 

urbana con un 3.2% concluyendo que Quito y la Costa urbana son las regiones 
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que presentan mayor número de casos. Cabe recalcar que dentro de esta 

encuesta na se toman en cuenta las personas con diabetes baja tratamiento 

con nivales de glicemia nonnale& al momento de la medición debido a que no 

registra antecedente de la enfennedad (ENSANUT, 2013). 

12 

o •• 
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~ 1. PreYalenda de dlabelea en poblacl6n nadonal por ~pcllll da eded 
Adaptado de: FNil'll, el al. en ENSANUT, 21113. 

Figura 2. PreYalenc:la de dlablt.M en poblacl6n nac:lonal por eub19111i!n 
Adaptado de: Fnllre, lit. al. eni!NSANUT, 2013. 

1.1.2. Dlabetas tipo 2 

La dlabelea tipo 2 (DM2) o diabetes no lnsullnodependlente (DNID) es el tipo 

de diabetes más comlln con más del 90% de loa casos de DM a nivel mundial 

(Cano-Pérvz, et. al, s. f, p. 7). Se caJaCteriza por la no utilización eficiente de la 
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insulina, es decir, implica la resistencia a la acción periférica de la insulina, a 

una secreción defectuosa de la hormona o ambas. La resistencia a la insulina 

puede mejorar si llega a existir una reducción de peso y/o tratamiento 

farmacológico de la misma, sin embargo, los niveles de insulina nunca llegan a 

normalizarse (American Diabetes Association, 2010, p. 564). Existen varios 

factores que promueven la DM2 y es frecuente que la mayoría de personas con 

diabetes tipo 2 presentan obesidad abdominal, cuya condición desencadena el 

síndrome metabólico, y por lo tanto, la resistencia a insulina aparece (Tébar y 

Escobar, 2009, p. 3). Es importante considerar que el riesgo de aparición de la 

DM2 aumenta debido a factores como peso, edad, sedentarismo, es muy 

común en personas con hipertensión y con dislipidemia, así como en mujeres 

que han padecido diabetes gestacional en el pasado (American Diabetes 

Association, 2010, p. 564). Además, se cree que existe predisposición genética 

aunque esto no está claramente definido (Medical Biochemistry, 2013) e 

inclusive esta predisposición genética es mayor en este tipo de diabetes que en 

el subtipo autoinmune de DT1 (American Diabetes Association, 2010, p. 564). 

En varios estudios, muchos científicos 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 secreción insulínica coexisten y son las causas de la 

fisiopatología de la DM2 (Conget, 2002). 

1.1.2.1. Tratamiento convencional 

El tratamiento para el desorden metabólico de DM siempre depende del tipo de 

diabetes que el individuo presente. Un paciente de DM2 requiere 

insulinoterapia cuando la persona presenta una descompensación metabólica 

aguda severa, el tratamiento convencional de la DM2 es la administración de 

hipoglicemiantes orales. De acuerdo a la Guía ALAD para la DM2, el momento 

indicado para iniciar un tratamiento con fármacos antidiabéticos es cuando la 
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persona que padece DM2 no ha logrado mejoría con cambios terapéuticos en 

el estilo de vida, es decir, una reducción gradual de las glucemias. 

Existen varios tipos de antidiabéticos orales que son seleccionados basándose 

en su efectividad, mecanismo de acción, potencia, contraindicaciones, efectos 

secundarios y costo (Aschner, et. al, s. f, p. 25). Entre los más comunes están 

las biguanidas, fármacos que actúan directamente sobre la resistencia a la 

insulina. Para 1960, la metformina, fenformina y buformina pertenecían al grupo 

de las biguanidas, sin embargo, las dos últimas, debido a su relación con un 

cuadro de acidosis láctica, fueron retiradas del mercado (Cialzeta, 2009, p. 16). 

En la actualidad, la metformina es un antidiabético oral de primera línea muy 

utilizado. Su principal función es de reducir la gluconeogénesis hepática y en 

efecto reducir la absorción intestinal de la glucosa. Asimismo, a pesar de que 

no estimula la secreción de insulina, sí potencia los efectos de la hormona en 

tejidos periféricos (Cialzeta, 2009, p. 17). 

La absorción de esta biguanida se da rápidamente en el intestino teniendo una 

biodisponibilidad oral que puede alcanzar el 60%. Además, no se une a 

proteínas plasmáticas y es fácilmente excretada de forma activa por el riñón 

(Velásquez y col., 2009, p. 636). Sin embargo, existen ciertos efectos 

colaterales y contraindicaciones producto de la administración de metformina 

en los que se destacan: trastorno en la absorción de Vitamina B12, 

probabilidad de acidosis láctica, posibles alteraciones como diarrea, náuseas y 

vómito. Además, se han reportado casos de insuficiencia renal, insuficiencia 

hepática e inclusive descompensación cardíaca (Ministerio de Salud Pública 

del Ecuador, 2011, p. 24 ). De igual manera, no es recomendable el uso de esta 

biguanida durante el embarazo y la lactancia, enfermedades del hígado, 

alcoholismo, entre otras (Cialzeta, 2009, p. 19). 

Otros fármacos utilizados son las sulfonilureas, clasificadas dentro de 

generaciones según las características fármaco-dinámicas que presentan sus 

principios activos. Por ejemplo, las sulfonilureas de "última generación", 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), además 
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de sus efectos favorables sobre el sistema cardiovascular, endotelial y sobre 

las células 13 (Ministerio de Salud Pública del Ecuador, 2011, p. 24 ). Sin 

embargo, existen ciertos efectos colaterales y contraindicaciones producto de 

la administración de sulfonilureas como: hipoglicemia, reacciones alérgicas, 

problemas digestivos, intolerancia al alcohol y muy infrecuentemente, ictericia y 

problemas hematológicos (Ministerio de Salud Pública del Ecuador, 2011, p. 

26). Además, pueden interactuar desfavorablemente con sustancias tales como 

el ácido acetilsalicnico 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 la 

segregación de incretinas, factores que incrementan la respuesta de células 13 y 

suprimen la secreción de glucagón, por parte del intestino luego de la ingestión 

ha contribuido con el desarrollo de mejores terapias. El estudio de glucagón y 

procesos a nivel de riñón que impiden una reabsorción adecuada de glucosa 

en un individuo con hiperglicemia, han permitido que se definan nuevas 

alternativas de tratamiento para la DM2 (Piemonte, 2011 ). Por lo tanto, según 

Bianchi y Del Prato, 2011, los nuevos tratamientos farmacológicos se clasifican 

según su objetivo en nuevas terapias para: 

• Mejoramiento de la función de células 13: 

Actualmente, los fármacos de mayor interés son agentes que apuntan al 

sistema de las incretinas y que estén diseñados para aumentar la disponibilidad 

de la hormona GLP-1 (glucagón-like peptide-1, en inglés) o péptido análogo del 

glucagón. Una de las funciones principales de esta hormona intestinal es 

potenciar la segregación de insulina dependiente de glucosa y la supresión de 

glucagón; además, interviene en la reducción de la ingesta de alimentos y la 

pérdida de peso (Gii-Hernández, 201 O, p. 436). La función de interés en el 

tema de diabetes es la capacidad de GLP-1 de prevenir la pérdida de células 13 
en animales que padecen de la enfermedad y favorece al sistema 

cardiovascular y reduce la probabilidad de infarto miocárdico. Sin embargo, 
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GLP-1 en su estado puro es degradada rápidamente en el torrente sanguíneo 

por la enzima peptidasa DPP-4 y es por esta razón 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 fármacos, sin embargo, actualmente se 

administran oralmente y aunque no tienen efectos adversos significativos, los 

agonistas presentan una intervención importante en la pérdida de peso 

mientras que los inhibidores DPP-4 no. Sin duda, el agonista más estudiado es 

la exenatida, que hoy en día presenta menores efectos colaterales y se 

requiere de su administración sólo 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 único que no se excreta mediante el riñón (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 

28). 

Por otro lado, la glucocinasa es de interés para la secreción de insulina. Esta 

enzima fosforila y regula el metabolismo de la glucosa en las células J3 del 

páncreas justamente para favorecer la liberación de insulina. Se conoce que 

activadores de la glucocinasa mejoran su eficacia y al expresarse también en el 

hígado, existe mejor consumo de glucosa y deposición de glucógeno. Sin 

embargo, uno de los mayores riesgos de la utilización de estos compuestos es 

la hipoglicemia (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 29). 

• Mejoramiento del metabolismo hepático de la glucosa: 

Generalmente, en personas con DM2, la eficacia del efecto del glucagón de 

elevar el nivel de glucosa en la sangre aumenta. Es por esto que para 

favorecer al metabolismo hepático, los nuevos tratamientos se basan en un 

efecto anti-glucagón mediante el uso de anticuerpos o antagonistas de los 

receptores de glucagón (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 30). Actualmente, el 

desarrollo de inhibidores metabólicos de la glucosa podría ser la principal 

alternativa. 
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• Mejoramiento de la sensibilidad de la insulina 

Para el tratamiento de DM2 existen dos fármacos disponibles en el mercado 

que actúan como sensibilizadores de la insulina: metformina y pioglitazona 

(agonista de PPAR-gamma, receptor gamma que estimula la proliferación de 

peroxisomas). Como parte de los estudios para el desarrollo de nuevas 

terapias, los agonistas PPAR-alpha/gamma o "glitazares", evolución de los 

"glitazones," son el foco de atención debido a que la activación simultánea de 

PPAR-gamma y PPAR-alpha tienen efectos positivos en el metabolismo de 

lípidos y glucosa. El agonista de este tipo más estudiado es el alglitazar, que ya 

ha demostrado su intervención en el mejoramiento del control glicémico. A 

pesar de que sigue presentando retención de fluidos como su principal 

desventaja, no se ha reportado ningún caso de falla cardíaca y se considera 

más eficaz y con mejor perfillipídico que la pioglitazona. Actualmente, alglitazar 

se prueba en ensayos clínicos 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 señalización 

de la insulina que desfosforilan los receptores de insulina, como posibles 

alternativas de tratamiento. Por ejemplo, la reducción de la presencia de la 

proteína PTP-1 B mejora la sensibilidad de la insulina, el metabolismo de la 

glucosa y además previene la obesidad en modelos animales que han sido 

alimentados desordenadamente. De igual manera, inhibidores selectivos de la 

enzima 1113-HSD1 (11,8-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1, en inglés, 

cataliza la conversión de cortisona inactiva en cortisol activa) se analizan para 

el tratamiento de DM2 y otros componentes dentro del síndrome metabólico 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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• Reducción de la toxicidad de la glucosa: 

Debido a que un cuadro de hiperglicemia crónica produce un efecto tóxico en la 

secreción y acción de la insulina (Tébar y Escobar, 2008, p. 299), la 

disminución de las concentraciones de glucosa plasmática es clave para 

mantener la homeostasis y evitar futuras complicaciones. Los inhibidores del 

ce-transportador 2 de glucosa sódica (SGL TP2) hoy en día están dentro de la 

clase de fármacos reductores de glucosa. La principal función de los 

inhibidores selectivos de SGL TP2 es incrementar la excreción de glucosa a 

través de la orina reduciendo así la concentración de glucosa plasmática sin 

depender de la insulina, el riesgo de hiperglicemia e inclusive la reducción de la 

presión sanguínea. El inhibidor de este tipo más estudiado es la dapagliflozina, 

que bajo su uso se ha reportado el incremento en la tasa de infecciones 

urinarias, sin embargo, su gravedad es prácticamente nula al intervenir con 

tratamientos comunes, que consisten de un amplio grupo heterogéneo de 

drogas sintéticas (Bianchi y Del Prato, 2011, p. 31 ). 

1.2. Leguminosas 

Durante muchos años, las leguminosas al igual que los cereales, frutas y raíces 

tropicales han conformado la alimentación humana (CICO, 2009, p. 3), siendo 

base fundamental para la evolución y adaptación. En la dieta tradicional andino­

ecuatoriana, las leguminosas son componentes infaltables y representan uno 

de los rubros agrícolas más importantes de la economía andina. En conjunto 

con las oleaginosas, las leguminosas son fuente rica de proteínas y entre las 

más comunes en el Ecuador y en el continente latinoamericano se destacan la 

soya, el algodón, y el girasol como oleaginosa, entre otras (Porras, 201 O, 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 proteínas altamente 

funcionales y beneficiosas para la salud humana. 
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La familia Fabaceae o también conocida como Leguminosae se compone de 

plantas dicotiledóneas que reúne árboles, 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; 

además, sus hojas son compuestas y estipuladas, característica diferenciada 

de las leguminosas. En la actualidad, la familia Leguminosae se compone de 

tres subfamilias principales, Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoideae, 

que a su vez están constituidas por más de 700 géneros que incluyen un 

sinnúmero de especies (Stevens, 2006). 

El área geográfica 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 bibliografías reconocen 

cuatro biomas esenciales de las leguminosas: 1) bosques tropicales secos y 

matorrales, intolerantes al fuego (disturbio) y semiáridos, 2) bosques tropicales 

estacionalmente secos, abiertos y tolerantes al fuego, 3) bosques tropicales 

húmedos 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 género Lupinus que ha servido de alimento durante varios años para la 

población andina. Lupinus es una leguminosa herbácea, leñosa, 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, 

otorgándole una mayor distribución al poder ser cultivada en distintos 

ambientes (Porras, 201 O, p. 5). La especie propia de la zona andina es Lupinus 

mutabilis Sweet y su fruto es conocido como chocho, tarvi, tarhui o tarwi 



17 

(Jacallaan y ShiiiWCIOd, 2002, p. 14). Su dla111buclón comPI8nde loa pallles 

andinoa da Ecuador, Penl y el ncrte de Bolivia, y sclemanta en estos teni!Drica 

se han et~conlrado mlls de 80 especies del ~ero Luplnus. 

En el Ecuador, el chocho es cultivado ¡:=:;;;:;;:=::::;;::::;::;;;;:;:= ;::;J 
como leguminosa andina nativa que 

rap1911Bnta un rubiO primario al ser 

comercializada ampliamente y ser un 

allmen1o de fácil ac;c u D para las 

distintas poblacianee qua de aste 

requieran (FAO, s. f). El Instituto 

Nacional de lnves'Veclones 

AQRlP8Cuarlaa (INIAP) tiene una 
c;alacci6n vegetal da LupinWJ, Biando la 

mayoñe de especies cunlvadas en 

tenttortos ecuatorianas. Seglln varios 

eetudioe, la variac:ión genética de salas 

variadadee as debido al CIUCII producido 

por los praplos agdtui!Dres y por 

mutaciones an!Je cultivares (Falcanf, 

2012, p. 12). Adicionalmente, el 

chocho muestra esta divereidad genética en base a las dil'elWicial que ae 

presentan en GS!rudura de la planta, b:llentncla a dlsllntos suelos, temperatura, 

pellodo \&¡f81Bdw, alcaloides, re al ltloola a plagas, en !re la& diferentes 

eepeclaa (Jacoblen y Mujlca, 2006, p. 459). 

1.1.1. Cawlwfatlc:aa a-ralas 

La aspecie Lupinua mutabilil ganeralmanle ae auto-poliniza, pero también 

uiaten a9Jnoa caaoa de polinizadón auzada, hecho que depende de laa 

condlclonu ecológicas y la ublcacl6n dende la planta crece. (Falconf, 2012, p. 

13). Sus caracterlstlcas agronómicas prlnclpala& comprenden: su periodo 

vegeCalivo coman qua dura aproximadamente entre 140 y 233 dfas, dfaa de 

ftoraci6n da 6& a 86 dfas, contanido da alcaloidaa, enlra otras (Jacobaan y 
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Mujica, 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 más maduras las que se encuentran 

más arriba. 

Se conoce que dentro de su valor nutricional posee un alto contenido de 

aceites y proteínas (35-45%), siendo las especies silvestres más ricas en 

proteínas, y por esta razón, 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, así como también 

por su rendimiento al alcanzar 765 kg de producción de proteína por hectárea 

(Villacrés, et. al, 2009, p. 6). Es una fuente valiosa de aceites, grasas y 

especialmente de proteínas 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 chícaro (Porras, 2010, p. 8) como se observa en la Tabla 

2. Justamente, el fitomejoramiento busca aumentar el contenido proteico y por 

esta razón 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 proteína (INIAP, 2010). Asimismo, la variedad INIAP 451 

"Guaranguito" modificada para alcanzar tolerancia a enfermedades, y aumento 

en el número de vainas por planta y granos por vaina, posee un grano de 
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tamaño mediano y de color blanco y su contenido proteico es menor a la 

variedad INIAP 450 con 42.7% de proteína (INIAP, 2010). 

Las proteínas que contiene el chocho son estudiadas a profundidad debido a 

ciertas funciones específicas de interés. Entre estas funciones se destaca el 

uso del chocho como un alimento saludable rico en ácidos grasos favorable 

para las personas con sobrepeso crónico (Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14). 

De igual manera, destaca la capacidad reguladora del liofilizado proteico de 

Lupinus. En relación 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 mejorará 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. Comparación de la composición de L. mutabilis (tarwi) y Glycine max (soya). 

Componente Tarwi Soya 

Proteína 44.3 33.4 

Grasa 16.5 16.4 

Carbohidratos 28.2 35.5 

Fibra 7.1 5.7 

Ceniza 3.3 5.5 

Humedad 7.7 9.2 

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

La distribución de las fracciones proteicas presentes en Lupinus consiste de 

albúminas y globulinas, siendo las albúminas más ricas en aminoácidos 

esenciales. Las albúminas componen una unidad de proteínas heterogénea al 

contar con fracciones de distintos pesos moleculares que forman complejos 

con ácidos nucleicos y carbohidratos. Por otra parte, las globulinas son 

solubles en soluciones salinas y se destacan por su contenido de aminoácidos 

y su tamaño. 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: a, [3, o y y (Porras, 201 O, p. 9). 

De las conglutinas a y 13 se sabe que su función principal es la de 

almacenamiento y su naturaleza es ácida, la cual se mostró mediante enfoque 

isoeléctrico (Duranti, et. al, 2008). Sin embargo, las tipo a y y tienen funciones 

aún desconocidas, a pesar de que se ha descrito en el estudio de Duranti, 2008 

la naturaleza básica de la y-conglutina (Porras, 2010, p. 9). 

1.3.2.1. Proteína y-conglutina 

La y-conglutina es una glicoproteína homotetramérica de la semilla de Lupinus 

(Scarafoni, et. al, 2010, p. 143). Además, compone el 5% de las globulinas 

totales de la semilla, y si bien ha sido caracterizada molecularmente, su función 

fisiológica es aún desconocida. La proteína está 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 

metálicos divalente como el zinc y el nitrógeno e inclusive a la insulina 

(Scarafoni, et. al, 2010, p. 143). A pesar de que no se ha determinado aún una 

función específica de la proteína, desde el punto de actividad biológica, la y­

conglutina pura que ha sido administrada oralmente reduce eficientemente la 

glucosa plasmática en ratas que presentan sobrecara de glucosa y además 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 

ratón (Terruzzi, et. al, 2011, p. 198). De igual manera, el estudio del efecto de 

la proteína y-conglutina en humanos se realizó mediante la administración de 

la misma en distintas dosis. La dosis intermedia, correspondiente a 1500 mg, 

dio el máximo efecto en reducción de glicemia durante un período de 

evaluación de 180 minutos a partir de la administración oral (Bertoglio, et. al, 

2011, p. 938). 
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1.3.3. Factores antinutricionales 

Dentro del contenido químico de los chochos existen sustancias antinutritivas 

que amenoran el beneficio nutricional y el consumo del grano. Entren los 

factores que se destacan están las saponinas, estrógenos, cianógenos, fitatos, 

oligosacáridos como la rafinosa y los alcaloides (Porras, 2010, p. 10), siendo 

este último el que presenta mayor riesgo al estar en mayor concentración que 

los demás 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 carácter tóxico propio del grano (Villacrés, 

et. al, 2009, p. 6). Cabe mencionar que para la salud humana estas sustancias 

son tóxicas 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 marrón que 

son los alcaloides. Los alcaloides en el chocho, de igual manera presentes en 

todas las especies del género Lupinus, son de naturaleza básica y de tipo 

quinolizidínico al poseer quinolizidina, un heterociclo nitrogenado bicíclico. 

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 razón, son varios los estudios que han logrado obtener el 

extracto alcaloideo con el fin de determinar las funciones específicas de cada 

componente al fraccionar el extracto completo (Zamora-Natera, et. al, 2009, p. 

674). Entre los alcaloides más comunes se encuentran la afilina, epiafilina, 

esparteína 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 comprobado 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 

1.3.4.1. 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 centímetros de 

altura. Como característica definida, la planta posee su corola generalmente de 

color blanco, pero también se han observado de color grisáceo o azul claro, y 

sus semillas son cuadradas y blancas y están decoradas por puntos color 

salmón y café oscuro (Kurlovich, 2002). A diferencia de nuestro chocho andino, 

sus frutos son de mayor tamaño y tienen ciertas diferencias en el sabor. 

Además, al remover la cáscara, el grano es de color anaranjado oscuro, 

difiriendo así de L. mutabilis. Su distribución geográfica comprende toda la 

región mediterránea, pero existen variedades en Egipto, donde la coloración de 

la corola es más oscura y sus semillas más pequeñas (Kurlovich, 2002). 

En cuanto al contenido nutricional de L. albus, estudios han demostrado que 

existe una variabilidad intraespecífica del contenido proteico. Generalmente, el 

porcentaje de proteínas de la especie es de 33-53,7%, pero en ambientes 

húmedos 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 

características dependen del área donde habite la planta, las variedades 

silvestres por lo general poseen vainas estrechas, hojas y semillas más 

pequeñas que otras especies y no se la considera una planta de altura. La 

coloración de la semilla varía mucho considerando el área geográfica e incluye 

una gama de color que va desde el gris oscuro y café grisáceo, fruto de plantas 

con flores rosadas, con puntos claros de distinto tamaño 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 
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hierbas, al lado de reservorios e inclusive en arenas aledañas a los perfiles 

costeros. Su distribución geográfica comprende los países de Irán, Turquía, 

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 comparación con L. 

albus. Si bien es cierto que L. angustifolius contiene entre 27 y 30% de 

proteínas (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 centímetros 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 coloración variable, desde 

cafés rosados y amarillentos hasta violetas oscuros. Cabe recalcar que estas 

características dependen de la ubicación de la planta y se expresan menos que 

en la especie L. angustifolius (Kurlovich, 2002). Esta especie prefiere suelos 

arenosos y volcánicos, poseyendo una distribución geográfica amplia que 

comprende el área costera de la parte oeste de la Península Ibérica, 

Marruecos, Túnez, Algeria e Islas y el sur de Italia. Se han encontrado algunas 

variedades en Israel, Líbano y al norte de Francia, pero principalmente L. luteus 

es cultivado en el norte de Europa, Bielorrusia, Ucrania y en menor cantidad en 

el oeste de Australia y Sudáfrica. 

Por otra parte, L. luteus posee alrededor del 37% de proteína total, sin 

embargo, dentro de esta medición se incluye al nitrógeno no proteico lo que 

deja al porcentaje en 26% de proteína verdadera (Gil y Ruiz, 2010, p. 157). A 

pesar de que representa un valor nutricional importante, L. mutabilis y otras 

especies domesticadas de Lupinus son más ricas en proteínas y es por esta 

razón la preferencia de cultivar estas otras. 
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2. Materiales y Métodos 

2.1. Lugar de desarrollo 

Este trabajo de titulación se lo realizó en el área de biología molecular del 

Centro de Investigación Traslacional, ubicado en el bloque cinco de la sede 

Queri de la Universidad de las Américas. Las extracciones de ácidos nucleicos, 

reconstitución de cebadores, reconstitución de kits comerciales, preparación de 

mezclas para PCR, qPCR, RT-qPCR, y 5'RACE y 3'RACE se realizaron en 

cámara de flujo laminar clase 11 A2 en un medio de trabajo estéril pre tratado 

con nucleasas y luz ultravioleta. 

La secuenciación del fragmento de PCR para la identificación de la presencia 

del gen y-conglutina se realizó en el Instituto de Investigaciones Bioméidcas de 

la Universidad de las Américas. La secuenciación de los productos de 3' y 5' 

RACE se realizó en el área de biología 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 lng. Elena Villacrés del Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias, INIAP. La denotada Variedad 1 corresponde al 

híbrido 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 

comúnmente cultivada por los agricultores en el Ecuador. 



2.3. Métodos 

2.3.1. Estrategia experimental 

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

Embriones 
3 variedades (INIAP 450 Andino, INIAP 451 "guaranguito", 

"chocho criollo") 

Purelink™ Plant 
Total DNA 

Purification Kit 
(lnvitrogen} + ---+ 

DNA Purification 
Kit (Qiagen} 

8soFast™ 
EvaGreen® -----+ 

8uperMix (Bio-
Rad) 

Primers (188, y-
cong) 

3'RACE 8ystem 
for Rapid 

Extracción ONA 

ONA 

qPCR 

1 Análisis 1 

PureLink™ - Extracción + RNA Mini Kit 
RNA (Ambion) 

RNAtotal 

8uperScript® 

1 r RT-qPCR 111 Platinum® 
8YBR®Green 

One 8tep 
qRT-PCR kit 
(lnvitrogen) 

Análisis de 
Primers (188, 

expresión 
y-cong) 

Amplification of Rapid Amplification 
cONA ends +.,¡,¡S._' ----+IJII of cONA Ends 
RACE 8ystem (RACE) 

for Rapid 
Amplification of 

cONAends 
(lnvitrogen) • cONA del gen de y-

conglutina 

Método de .! 
8anger Secuenciación 

empleando -+ 
BigOye® 

XTerminatorTM 

Secuencia 
completa 

-+ gen de y­
conglutina 

Figura 4. Estrategia experimental de la identificación, medición de la expresión 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 plástico, 

a temperatura ambiente, en oscuridad, en el área de laboratorio general 

correctamente etiquetadas. 

2.3.3. Diseño de cebadores 

Se utilizaron dos pares de cebadores para la identificación y medición de la 

expresión del gen y-conglutina. Un par para el gen 18s y un par para el gen y­

conglutina, denominado "y-cong", diseñados a partir de la secuencia del gen 

Lupinus albus, clon 48, para la proteína y-conglutina, reportada por Scarafoni, 

et. al. en el 2005. Se accedió a la secuencia en la base de datos de NCBI con 

el código de acceso AJ297568.2 y los cebadores fueron escogidos utilizando la 

herramienta "Pick Primers" dentro del menú de análisis de la secuencia. 

Tabla 2. Cebadores utilizados en este estudio para la identificación de la presencia y medición de la 
expresión relativa del gen y-conglutina en L. mutablis. 

Nombre del Secuencia en dirección 5'~ 3' Tamaño (bp) 

cebador 

188 F ATG ATAACT CGA CGG ATC GC 20 

188 R CTT GGA TGT GGT AGC GCT TT 20 

y-cong F AGC CAA CTC TCA CCA TTG CT 20 

y-cong R TTG TTT GGG AGA CCC TTT TG 20 
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2.3.4. Extracción de ácidos nucleicos 

2.3.4.1. Extracción de DNA para la identificación del gen y-conglutina 

La extracción del DNA genómico de las tres variedades de Lupinus mutabilis se 

hizo mezclando los reactivos de dos kits comerciales, PureLink™ Plant Total 

DNA Purification Kit de lnvitrogen (kit 1) y QIAamp® DNA Mini Kit de Qiagen 

(kit 2). 

Se partió de 1 OOmg de embriones de cada variedad de L. mutabilis, se los 

maceró con nitrógeno líquido y la muestra pulverizada se colocó en un tubo 

Eppendorf® estéril de 1 ,5 mi. Se añadieron 250~1 de buffer R2 del kit 1, se 

agitó por vórtex hasta homogenizar y se adicionaron 15~1 de SOS 20% y 30~1 

de RNasa A, se incubó a una temperatura de 55C por 15 minutos. 

Posteriormente se añadieron 180~1 del buffer ATL del kit 2 y 30~1 de proteinasa 

K, se mezcló por vórtex durante 15 segundos y se incubó a una temperatura de 

56C overnight. El lavado y la elución se realizaron como lo indica el inserto del 

kit QIAamp DNA Mini Kit de Qiagen. 

2.3.4.2. Extracción de RNA para la determinación de la expresión del 
gen y-conglutina y RACE 

Para la extracción de RNA se partió de 1 00 mg de embriones de cada variedad 

de L. mutabilis, se los maceró con nitrógeno líquido y la muestra pulverizada se 

colocó en un tubo Eppendorf® estéril de 1 ,5 mi. Se utilizó el kit PureLink® RNA 

Mini Kit de Ambion y TRizol® LS Reagent de lnvitrogen según lo propuesto en 

el protocolo Using TRizol® Reagent with the PureLink® RNA Mini Kit incluido 

en el manual del kit. 

2.3.4.3. Extracción de DNA para la obtención de la región codificante del 
gen y-conglutina 

Para esta extracción se utilizó el kit High Pure PCR Template Preparation Kit 

de Roche. Para el proceso de lisis se maceraron 100mg de embriones de L. 

mutabilis con nitrógeno líquido y se añadieron 800~1 de PBS. La muestra se 
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colocó en dos tubos Eppendorf® de 1 ,5ml, 4001JI en cada tubo, se añadió 200 

IJI de Binding Buffer y 401JI de proteinasa K reconstituida y se incubó por 

10minutos a 70"C. Se añadieron 1001JI de isopropanol se traspasó la mezcla a 

un High Filter Tube incluido en el kit y se centrifugó 1 minuto a 8000 x g, 

posteriormente para el lavado y la elución se procedió como lo indica el manual 

del kit. Las muestras fueron almacenadas a -20"C para su cuantificación y 

posterior utilización. 

2.3.5. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) 

2.3.5.1. qPCR para la identificación del gen y-conglutina 

Para la identificación del gen y-conglutina en las tres variedades de Lupinus 

mutabilis se utilizó 1 O ¡JI de SsoFast™ Evagreen® Supermix de Bio-Rad, 11JI de 

Platinum Taq® DNA Polymerase de lnvitrogen, 11JI de cada cebador, forward y 

reverse, del set y-cong (ver sección 2.3.3.) y agua libre de nucleasas de 

lnvitrogen para completar el volumen total de reacción. Por cada variedad se 

realizó un duplicado de la reacción y un control negativo, con un volumen de 

51JI de DNA para un volumen total de reacción de 251JI. 

Como control de amplificación se utilizó el gen RNA ribosomal 18S y se trabajó 

los cebadores específicos para este gen (ver sección 2.3.3.), los demás 

reactivos fueron los mismos. Por cada variedad se realizó un duplicado de la 

reacción y un control negativo, con un volumen de 51JI de DNA y 51JI de agua 

libre de nucleasas en el caso del control negativo para un volumen total de 

reacción de 251JI. 

Para la comprobación de la presencia de la proteína y-conglutina en las tres 

variedades de L. mutabilis se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% 

en el que se cargó una mezcla de 21JI de 10X BlueJuice™ Gel Loading Buffer 

con 81JI del producto de qRT-PCR, a 85 voltios durante 50 minutos. 
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2.3.6. Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en 
tiempo real (RT -qPCR) 

Para la medición de la expresión relativa del gen y-conglutina de las tres 

variedades de Lupinus mutabilis se realizó una RT-qPCR con el kit 

SuperScript® 111 Platinum® SYBR® Green One-Step RT-qPCR Kit: 101.11 de 2X 

SYBR® Green Reaction Mix y 11.11 SuperScript® 111 RT/Piatinum Taq® Mix. Se 

agregó 11.11 de cada cebador, forward y reverse, del set y-cong (ver sección 

2.3.3.) y agua libre de nucleasas de lnvitrogen para completar el volumen total 

de reacción. Por cada variedad se realizó un duplicado de la reacción y un 

control negativo, con un volumen de 51JI de DNA y 51JI de agua libre de 

nucleasas en el caso del control negativo, para un volumen total de reacción de 

251.11. 

Como gen de referencia se utilizó el gen RNA ribosomal 18S de acuerdo a lo 

descrito por Scarafoni, et. al. en el 201 O y se trabajó con los cebadores 

específicos para este gen (ver sección 2.3.3.), los demás reactivos fueron los 

mismos. Por cada variedad se realizó un duplicado de la reacción y un control 

negativo, con un volumen de 51JI de DNA y 51JI de agua libre de nucleasas en el 

caso del control negativo para un volumen total de reacción de 251.11. 

Se obtuvieron los resultados a partir de los picos de temperatura de melting 

arrojados por el análisis de expresión del equipo CFX96 de Bio-Rad. 

2.3.7. Secuenciación para determinación de la presencia del gen y­
conglutina en tres variedades de Lupinus mutabilis 

La secuenciación para la identificación de la presencia del gen y-conglutina en 

las tres variedades de Lupinus mutabilis se realizó por el método de Sanger a 

partir del producto de la qPCR realizada para las tres variedades (ver sección 

2.3.5.1 ). Para la purificación de las muestras se utilizó el kit AMPure ™ 

Purification Kit, se corrió un gel de agarosa al 2% en el que se cargó una 

mezcla de 21.11 de BlueJuice TM Gel Loading Buffer con 81.11 del producto 

purificado, para comprobar el proceso. Para la PCR de secuenciación se 
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utilizaron los primers y-cong y las muestras ya purificadas, y el BigOye® 

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems®. 

La purificación final se la realizó por el método Agencourt® ClearSEQ® y se 

cargó en el plato de secuenciación del secuenciador ABI 3100 Avant ONA 

Sequencer de Applied Biosystems®. 

2.3.8. Método RACE (Rapid Amplification of cONA Ends - RACE) 

2.3.8.1. 3'RACE 

Con el propósito de obtener la secuencia codificante completa del gen y­

conglutina en el L. mutabilis, se utilizó el método de RACE. Este método 

consiste en la amplificación de secuencias de ácidos nucleicos a partir de RNA 

mensajero o RNA total entre un sitio interno específico y el extremo 3' o 5' del 

RNA mensajero. Los productos obtenidos mediante 3' y 5' RACE pueden ser 

secuenciados directamente sin ningún paso de clonación intermedio y al 

combinarlos, se obtiene una secuencia de cONA completa. 

Para la técnica 3'RACE se utilizó el RNA total {ver sección 2.3.4.2), y un 

cebador específico forward para y-conglutina siguiendo el protocolo detallado 

en el manual del kit 3'RACE System for Rapid Amplification of cONA Ends de 

lnvitrogen ™. En resumen, utilizando como plantilla inicial el RNA total, se 

procedió a la síntesis de la primera cadena cONA utilizando un cebador cuyo 

sitio de anclaje es la cola poli-A y con acción de la enzima transcriptasa reversa 

se obtuvo el cONA {ver Figura 5). Subsecuentemente, teniendo como base el 

cONA se realizó la amplificación usando dos cebadores: cebador gamma 

forward, específico y diseñado para este estudio, el cual se une al sitio de 

interés en el cONA; y el cebador universal AUAP, cuyo blanco es el cONA 

complementario del RNA mensajero al extremo 3' del mismo. Las 

modificaciones más importantes que se realizaron del protocolo establecido fue 

el uso de Platinum™ Taq y no de la Taq polimerasa convencional, para el 

aumento de la especificidad de la reacción. 
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Una vez que se obtuvo la secuencia 3' del gen y-conglutina, se procedió a 

identificar el extremo 5'. Con este propósito, se diseñaron cebadores 

específicos a partir de la secuencia obtenida de 3'RACE y se utilizó el protocolo 

detallado en el manual del kit S'RACE System for Rapid Amplification of cONA 

Ends de lnvitrogen™. La Tabla 4 muestra la secuencia de los cebadores 

específicos que se utilizaron en S'RACE: 

Tabla 4. Cebadores específicos disenados para 5' RACE. 

Nombre del Secuencia en dirección 5'~ 3' Tamaño 

cebador (bp) 

GSP1 GCATGTTCACCTTGAAGCCTC 21 

GSP2 GTGGTGGTGAATCTGGAGCACTC 23 

GSP3 GTTCGCATGTACGTGGGTGG 20 

Los 3 cebadores específicos que se utilizaron tenían la dirección reversa en la 

plantilla de cONA 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 dirección antisentido de tal manera que 

el producto del cebador GSP1 debía contener la secuencia que se amplificaría 

con el cebador GSP2, y el producto del cebador GSP2 debía contener la 

secuencia amplicadad de GSP3 (Ver Figura 6). Esto permitiría verificar la 

validez de los productos amplificados. 

Para la síntesis de la primera cadena de cONA empleando RNA total como 

plantilla, se utilizó el cebador reverse GSP1 y la enzima transcriptasa inversa. 

Se procedió a purificar el cONA obtenido mediante columnas S.N.A.P del kit 

con el fin de separar dNTPs sobrantes, GSP1 y proteínas. Subsecuentemente, 
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se añade una cola homopolimérica al extremo 3' del cONA utilizando la enzima 

TdT y dCTP, que servirá de sitio de anclaje para el cebador universal AAP en la 

PCR 0fer Figura 6). Esta estrategia permitió obtener la región 5' de y-conglutina 

comprendida entre la cola poli-C y el cebador GSP1 0fer Figura 6, sección 

verde). Para la primera amplificación, se utilizaron los siguientes cebadores: 

cebador GSP2 específico, el cual se une al sitio de interés en el cONA; y el 

primer universal AAP 0fer Figura 6, sección azul). Finalmente, se realizó una 

amplificación final ("nested" PCR) utilizando el producto entre GSP2 y AAP de 

la reación anterior con los cebadores GSP3 y el cebador universal AUAP 0fer 

Figura 6, sección roja). Esta estrategia permitio amplificar y posteriormente 

secuenciar fragmentos de distinto tamaño del cONA de la y-conglutina de forma 

específica. 

Tabla 5. Condiciones de la reacción 5' RACE PCR y 5' RACE "Nested" PCR. 

Paso Temperatura Tiempo en minutos Ciclos 

Oenaturación 94°C 1 

Annealing 55°C 1 35 

Extensión 72°C 2 

Extensión final 72°C 5 

Tomado de: lnvitrogen"', 2004. 

Finalmente para la comprobación de la amplificación de los distintos 

fragmentos del gen y-conglutina se realizaron geles de agarosa al 1% en el que 

se cargó una mezcla de 21JI de 10X BlueJuicem Gel Loading Buffer con 181JI 

del producto de 3' RACE o 5'RACE. 
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2.3.9. Secuenciación de la región codificante de y-conglutina 

La secuenciación para la obtención de la región codificante de y-conglutina en 

Lupinus mutabilis se realizó por el método de Sanger a partir de la PCR de 3' y 

5' RACE (ver sección 2.3.8). Para la purificación de las muestras se utilizó el kit 

PureLink™ PCR Purification Kit. Para la PCR de secuenciación se utilizaron 

dos grupos de primers, dependiendo los productos a secuenciarse. Para el 

fragmento de 3' RACE se utilizó el primer forward y-cong y para 5' RACE se 

empleó el primer reverse GSP3 diseñado exclusivamente para esta 

amplificación, las muestras ya purificadas y el BigDye® Terminator v3.1 of 

Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems®. 

La purificación final se la realizó mediante el kit BigDye® X-Terminator™ 

Purification Kit y se cargó en el plato de secuenciación 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 región codificante de y-conglutina en L. 

mutabilis con las secuencias de cONA reportadas para L. albus y L. 

angustifolius se realizó mediante el método de alineamiento del software 

Mega6 Explorer con ClustaiW. ClustaiW es un programa de alineamientos 

basado en construcción progresiva al ser capaz de alinear secuencias de forma 

muy eficaz, aunque no garantiza el mejor alineamiento posible. El método de 

ClustaiW consiste en realizar alineamientos de par en par para construir un 

árbol guía y detectar similitudes entre las secuencias que están siendo 

comparadas basándose en la distancia genética (Blanca y Cañizares, 2014). 
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2.3.11. Árbol filogenético 

Para obtener el árbol filogenético el alineamiento de todas las secuencias se 

realizó mediante el software MEGA6 Explorar utilizando la configuración 

"default" que contiene los siguientes criterios: 

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

Análisis Reconstrucción filogenética 

Alcance Todos los taxones seleccionados 

Método estadístico "Neighbor-joining" 

Test filogenético 

Prueba de filogenia. Ninguna 

Modelo de sustitución 

Tipo de sustitución Nucleotidica 

Sustituciones incluidas Transiciones y transversiones 

Tasas y Patrones 

Tasas entre sitios Tasas uniformes 

Patrón entre lineajes Homogeneo 

Subconjunto de datos a utilzarse Delación completa 

Adaptado de: Mega6 Explorar, 2014. 
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3.1. Detalllllr.cl6n de 18 pruancl8 dtlgan 'J"'CCIII&IUIIna 

Ccn al prop6sito da iclanlificat la presencia del gan r-c:onglulina an las 

variacladae da L mutabii8, INIAP 450 Andino (Variedad 1 ); INIAP 451 

"Gua.ranguiiD" {Variadad 2); y "Chocho ctiDIIo" (variadad 3), inicialmanta se 

raallz6 la ampllftcac:Mn da una 98CCI6n dll gen a partir da DNA ganómlco por 

PCR para lo cual se dlsellaran cabadorea en bate a la aecuencla del Indicado 

gen da L. albua don 48. La F"VJra 5 CDIIfirma la r- liCia del gan y-cangluliiB 

en Luplnua mutabllls macflante la ampllllcaclc!n da r-conglutlna y un CDIIIrol 

positivo dll gen 18S. Se obtuvo un producto de 246 bp, tamallo esperado pera 

111 gen r-conglutlna. El mismo resullaclo se obtuvo para la& V&lladada& 2 y 3. 

Ccmo COi lb rol positivo sa utilizó una mueslnl da DNA qua sa aisl6 da L. alb111 y 

se obtuodelon los mismo& resultado& (a&lo& dato& no se Indican). No se 

obtuW!ron productos amplflcacloa por PCR con los cebadD1118 raportado& por 

Scarafcni, at. al, 201 O. 

24111 .... 

1SS ltp 

.._ ... r. idlla lh IOUic•ciDHI~r-IIJIIIIraparl'a{clilloV1 ~IAPoCa!AnllnculoL­

Noll: 1.· illlralclorcle 100 ilp. 2 V S.- L núalllil V1 DNA~ 186,4.-Contncli ¡idl¡o ~ 186, S rll· L 
IOWUIIVI DNII Gf~SdQ'Wclil .. lilntll"-7.•Con!rol 1 U "¡¡¡¡8"1 1 1 sclil .. ._..,ra(y),8Jt.•L 

II'IIIINIV1 DNAIMñtth1m•aateaatudo.10.-C:droiftC ti.ODtntth1MdeledteñdO. 



38 

Subsecuentemente se procedió a la secuenciación 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 

demostró un alineamiento perfecto en el que no se encontraron polimorfismos 

intra-especie (Ver Figura 8). 

1. L.~•bil h-Vl_F 

Z. L.:mreabi..LU-~_F 

a. L.~ab' ll:s-va_F 

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 • 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

·, ~ ~ ' ~ •, 

~ ~ '· -." ' 
~ ' ., 

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

11111111 111 
1111 1111111 
1111 1111111 

Figura 8. Alineamiento de aecuenclaa obtenidas del fragmento del gen ~conglutina a partir de ls 
variedades INIAP -460 Andino (Vallaclad 1 ), INIAP 451 "Guarangulto" (Variedad 2) y "Chocho criollo" 

(Variedad 3). 
Nota: El alineamiento ae realizó mediante MEGA 6 Elcploter con el método ClustaiW. 

Subsecuentemente se procedió 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 fracción 

amplificada de y-conglutina entra L. mutabilis y L. albus clon 32, 34 

polimorfismos entre L. mutabilis y L. albus clon 48 y 25 polimorfismos entre L. 

mutabilis y L. angustifolius. 
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• L. albus clon 32 No. de Accesión AJ297490.1 V.S. L. mutabilis 

L albus clon 32 Sitio 797 802 812 818 824 

1. L. al.bu..s conglut:.i.n guau d2 

842 

884 899 905 906 908 914 923 

11111 
11111 

935 936 940 949 960 979 981 984 988 989 

,,444 ~ 4444444 ,4444444444 ,444444444444444444 ' 4 ' 44 , 444 ,, 4 

1008 

................. ! .. 

Figura 9. Alineamiento entre secuencia del fragmento del gen y-conglutina obtenido en L mUiabllla y 
!iilcuencla coiT8Spondlente en L. albus c:lon 321'8p01tada en NCBI. 

Nota: El alineamiento ae realizó mediante MEGA 6 Elcploter con el mét.odo CluataiW. 



• L. albus clon 48 No. de Accesión .AJ297568.2 V.S. L. mutabilis 

L albus clon 48 Siuo 375 379 380 390 396 402 

456 465 486 501 

111111 
1 1111 

11111 111 
11111 111 

1111 111 111 11 
11111111 111111 1 

562 567 sss 590 591 

Figura 1 D. Alineamiento entre secuencia del fragmento de ,..c:onglutina obtenido en L. mutabilia y 
sac:uencla canaspondlanta en L. allus clan 48. 

Nota: El alineamiento ea realizó mediante MEGA 6 Elq)lorer con el método Cluata!IN. 
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• L. angustifolius No. de Accesión L39786.1 V.S. L. mutabilis 

L angushfo/ius. Sit1o 2292 2297 2302 2305 2308 

........ ! .... ! .... ! .. ! .. ! .. 
l. L. angusci!olius conqlucin qamma 

2. L. lllUtabili.s 

2323 2332 2333 2335 

............ ! ........ !!.! •......•.•.....•...••..•... 

2374 

2416 2422 2425 2427 

2471 2474 2479 2492 

1111111 
1111111 

2389 2398 

2450 

2501 2502 

11 
1 

2404 2413 

Figura 11. Alineamiento entre secuencia del fragmento de 'f"CIIIIGiullna cbtllnldo en L. mutabllls y 
aecuencia correspondiente en L. anguati(olius completa cela reportada en NCBI. 

Nota: El alineamiento • realim mediante MEGA 6 Elq)lorer con el método Cluatai'N. 

41 
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3.2. Medición de la expresión relativa del gen y-conglutina 

Una vez identificado el gen y-conglutina en L. mutabilis, se procedió a estudiar 

su expresión a nivel de RNA por RT -qPCR. Como se observa en el Figura 12, 

la V1, INIAP 450 Andino, presentó mayor expresión de y-conglutina que las 

variedades V2 y V3. Los niveles de expresión 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. 

Expresión Relativa y-conglutina 

0.04 

0.03 

0::: 
~ 0.02 

0.01 

0.00 

Figura 12. Expresión relativa de y-conglutina (primers diseñados para este estudio) para las 
tres variedades de L. mutabilis estudiadas: INIAP 450 Andino (VI), INIAP 451 "Guaranguito" 

(V2), "Chocho criollo" (V3). 
Nota: La expresión relativa se calculó mediante el método ACta partir del gen de referencia 
lBS. El eje y corresponde a Unidades De Expresión 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. Expresión relativa con respecto a 18s promediada para las tres variedades de L. mutabilis 
estudiadas: INIAP 450 Andino (V1 ), INIAP 451 "Guaranguito" (V2) y "Chocho criollo" (V3). 

Nota: La expresión relativa se calculó mediante el método Acta partir del gen de referencia 188. 

Variedades L. mutabilis Porcentaje .,..conglutina 

INIAP 450 Andino V1 1,50% 

INIAP 451 "Guaranguito" V2 0,77% 

"Chocho criollo" V3 0,84% 

3.3. 3' y 5' RACE 

Para determinar la secuencia completa del gen y-conglutina en L. mutabilis, se 

utilizó el método de RACE como se describió en la sección de materiales y 

métodos. En las Figuras 1 O y 11, se observan las bandas correspondientes a 

los fragmentos obtenidos mediante RACE: 

... 700bp 

Figura 13. Resultado de 3' RACE para Variedad 
3 de L. mutabilis - Banda de aproximadamente 

700bp. 
Nota: 1.- Marcador de 100 bp, 2.- Producto 

3'RACE L. mutabllls V3 

""1100 bp 

Figura 14. Resultado de 5' RACE "nested" PCR 
para Variedad 3 de L. mutabilis- Banda de 

aproximadamente 1100 bp. 
Nota: 1.- Marcador de 1000 bp, 2.- Producto 

5'RACE L. mutabllls V3, 3.- Producto 5'RACE L. 
mutablis V3 producto "nested" PCR. 

Para 3' RACE se logró amplificar un fragmento de aproximadamente 700bp 

empleando el cebador forward diseñado utilizado para la identificación del gen 
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y la medición de su expresión relativa. La secuencia obtenida tennina en la cola 

poli-A del ARN mensajero. En el caso de 5' RACE se obtuvo el fragmento de 

interés de aproximadamente 11 OObp empleando los tres cebadors reverse 

diseñados para esta amplificación. 

En la Figura 15 se muestra la secuencia codificante del gen y-conglutina 

obtenida mediante secuenciación por el método de Sanger de los fragmentos 

amplificados en 3" y 5' RACE: 

5' 

1 CTAATG GAAAAC 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 ATI GCA GTI 90 
91 CTG CAA ACA TIC AGC AAT GCT TGA CTT GCA CCG ATC TAA CTA CGA 135 
136 YTT GTC CGG GTT GCC ATG GCT CAT TAT GTG AGT TAT TGT TIA GTA 180 
181 ACC CGG TIA CAC AAG AAG GAG GAC TGG GGG AAC TCT AGC ACG ATG 225 
226 TCG TGG CAC TAC CTC CGA CTT ATG GAA GGA AAC TAG GTA TTA TGG 270 
271 TAA AGG TCG ACG AAT GCC TTT CCT GTT GCG CTG CTG ACT TTC TTT 315 
316 AAC AAA ACG GGC TGC CGA ACA ACG TTG ACG GCG CCC TGG GCC 360 
361 TGG GGC AGG CAC CGA TTC CAA TGC GGA ACC AA T TTT TGG GCC A TT 405 
406 TTG GGC TAA AAC GCC CGT TAG GCA CAT GTA AGC TGA TAT TCG GGA 450 
4~ 4% 
496 540 
541 585 
586 630 
631 675 
676 720 
721 
766 
811 
856 
901 
946 
991 
1036 
1081 
1126 
1171 
1216 
1261 

765 
810 
855 
900 
945 
990 

1035 
1080 
1125 
1170 
1215 
1260 
1282 

3' 
Figura 15. Secuencia de la región codilicante en sentido 5' ~ 3' de L. mublbilis, madianla el 
método de RACE. En color verde te mueetra la secuencia obtenida por 5' RACE, en color 

cele8te la eecuencia obtenida mediante 3' RACE. La región 3' del gen ee utiliz:6 para 
di sellar aebadol'llll eapecfficoe que permitieran identificar la región 5'. El oolor rosado 

COrniSDanda a la sac:uancla aua se SUIHIIDOna al alinear los productos da ambos m6fDdos 

Posteriormente, se alineó la secuencia de la región codificante de Lupinus 

mutabilis con las secuencias de cONA de y-conglutina de las variedades L. 

albus {clon 32 y don 48) y L. angustifolius. Los datos 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 internos con L. angustifolius. 

• L. albus clon 32 No. de Accesión AJ297490.1 V.S. L. mutabilis RACE 

1. L.albus c32 
2 . L. mutabilis RACE 

a a : I I IJJ:11 . r. 1 r:r m e 1 • n .u 11 
---------------------8------------------------------------

111111 w:l.J 111 L1 l l ll .l i iJ 1 !J ~1 1 1 1 O J IIII II 
-------------------- R------------------------------------------

673 67 4 680 686 688 689 

1 L .. J ... uL!L 
Figura 16. Alineamiento entre secuencia de reglón codlftcaniD de y-conglutina en L. mutabllls y la 

secuencia conespondlente en L. albus don 32 reportada en NCBI 
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698 703 707 710 713-722 725 731 734 737 743 746 748 

.u ... J .J l!J. !.J. ~!U !!HU! .J .. UJ**LJH ... !. .! . !.u 

T J.ú'líi 1. i.J J ........ L .. ..J JIL l .Jifl'i 
812 815 

824- 836- 842-
826 828-833 840 843 845 847 863 870 

! •• !CT tt* ***t +·l ¡ ****~ t ~ .l.l ...... tt tt t•ttt ! t.tt** ! * 

872 875· 881 884 887· 893 900 906 910 914 918 924- 932 

876 878 l 890 l l 902 l 1 1 926 L. LL.!u .. uu .. nuu *L** ** * •

9

; : .. '* "**"* H ,..,. . .! 

935-939 944 947- 951 954 974- 978- 987-
• 958 962 964 967 971 975 979 983 989 

.. ! L .. J .. ~~ .. l ! ... L . •t•l. ,. lu•t ••H••H•••t ••• ++t ••n 

995 998 1001 1004 1007 1010 1014 1016 1019 1025 1031 1034 1037 1043 1047 1050 1052 

l .. J .. ! .. J .. J .. J ... J.! .. ! .~ ! .. ! ..... ! .. l .. ! ..... ! ... ! .. !.!. 

1054 1062 1067 1068 1069 1070 1079 1082 1090 1091 1094-1096 1099·1100 111 1-111' 

Ul~s; •. . l. ... ¡u l ... .,. ... ¡ .. ¡ ...... ,.u .. !!t .ll u !!++1nr~l+ .1t 

Figura 16. Alineamiento entre secuanda de reglón axllllcante de ~glutlna en L. mutabllls y la 

secuencia C011'88poncliente en L. albua don 32 reportada en NCBI 
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1116-1118 1120-1122 1124 1127 1130 1134 1136·7 1139-1140 1142 1145 1154 1157 1161 1163 1166-1174 

11781180 1184 1187 1190 1196-7 1200·1 12031204 1220·21 1223·25 1229 12331235 1238 

L L .. L.L. L .... 1L JL LL ......... u • • 1!.111 ... l. .. l.L ~ L .. 

1244 1247 1253 1256 1261 1269 1274 1283-84 1292 1295 1297 1298 

~ .l .. L .. l . .l .... L ..... .l ... .l ....... .lL ..... .l . .l.lL ..... . 

1307.()8 1310 1314 1316 1319-23 1326-27 1330 13331335-6 13381341 13-16-1351 1354 1362 

.!l.! .. . l. l. JlllL.lll. ll.LlLL .L .. .lUUL.L .. .... L ..... 

1369 1380 1383-8413861389 13921395-96 1398·1401 1403-41408·10 1413 1419 1422 1428 

l .......... l .. ll .l .. l .. l .. ll .llll.ll ... lll .. l ..... l .. l .... . l .. . 

1440 144647 1452 1456 1461 1465 1471 1473 1479 1482 1491 

........ l; .... ll .... l ... l .... l~ .. l ..... l.l ..... l .. l ........ l. 

1500-1502 1504-1506 1512-13 1515 1518T 1521·23 1529-31 1533 1536·371540 1542 1551-1552 

....... 111 .111 .... . 11 .1 .. 11. 11 ..... 111.1 .. 11 .. 1.1 ........ 11 .. 

Figura 16. Alineamiento entr9 secuencia de reglón codlllcMie de y-conglutina en L. mutabllls y la 
secuencia C011118pondiente en L. albus don 32 reportada en NCBI 
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1557-1559 1567 1569 1574 15761578 1581 1584 1587 1596 1599 1605 1613-1614 

~~ lll ~~~~~~~ l ~ l ~~~~ l ~l ~ l~~ l ~~ l ~~ l ~~~~~~~~ l ~~ l ~~~~~ l ~~~*~~~ ll * 

617-1618 1620 1635 1639 1641 1645-1653 1656 1660-62 1665 1669-70 1674-75 1677-78 

1746-1749 1753 1755 1759-60 1764-1766 1779 1788~9 1793 1795-96 1799 1802-3 1808 1810-

.lll! .. .l.l ... U .. .1!! .... ..... .. . L ...... .l UL! .!L.! .. !! .... . 

1876-771879-81 1883 18871889-90 18931895-98 1900 1905-7 1910-11 1913-14 1920 19241926-28 1933 1935 1939 1941 

U .l!L l. .. L !L J.!!!!.! U !l .. !!.!! .l :9:~1 ... L !!L .. .! .L. U.! 

Figura 16. Alineamiento entre aecuencia de región codificant8 de T"(lOI'Iglutina en L. mutabilia y la 
secuencia conespondlente en L. albus don 32 reportada en NCBI 



Figura 16. Alineamiento 111lre secuencia de raglón axllllcanl& de ~glutlna 111 L. mutabllls y la 
eecuencia coneeponcliente en L. albus clon 32 reportada en NCBI 
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Nota: El alineamiento se realizó mediante MEGA 6 Explorar con el método CluataiW. Los puntos roJos 
Indican los asterlcos Indican Identidades las ftechas Indican el sitio del nnllmntrtl"mo 

• 

11

1. L . albu:s c 48 
2 . L . mutabili:s RACE 

ID 11 L 111 1 1 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 
111 

251-252 258 264 266 273 276 279-281 285 288 291-300 303 306 

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

. .l .. l. . ! ........ l.ll . J . .l ... ! U HL . L . .! L .. L . L .. u L .. o •• 

Figura 17. Alineamiento entre aecuencia de ragión codificante de ~glutina en L. mutabilis y la 
secuencia corraeponclienla en L. albus clon 48 reportada en NCBI. 
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372 375-77 379 381 384-88 390 393 402404 406411 416418 421 425429 

.! . .1UJ J .J!lU .! ~ .! .. u .u .!U .lUU1 n.JU .J ... U U L ... .1 

441 449-450 453-454 456 459 465468 471 477-78480 483-84488490492 496 502 

. ~·· J .. ·~· .. U .. U .LJ ..... U 1L .L .... 1LL .U .. .! .l.! .. .l .... .! 
510 514-516 522 524-25 528-532 536-37 540 542-43 545 549 552-3 556-558 561 565-67 

632 640 645-647 651 657 660 668-69 672 674-75 677-78 682-690 692 694 

1 ....... ! .... 111 ... 1 ..... ! .. 1 ..... .. 11 .. 1 ~ 1! . 1! ... 111111111.1. 

695 698-700 702 705 708 712 714-15717-18720723726 730 732 735 737 741 745-747 752 756 758 
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Figura 17 . .Alineamiento entre aecuencia de región coclificante de T"(lOI'Iglulina en L. mutabilis y la 

sacuenda correspondiente en L. albus don 48 reportada en NCBI. 
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Figura 17. Allnaamlen!D enlre secuencia de reglón codlftcante de y-conglutina en L. mutabllls y la 

secuencia cotre8pondiente en L. albua don 48 reportada en NCBI. 
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Figura 17. Alineamiento entre sec:uencia de región codificante de y-<XJ~VIulina en L. mutabilis y la 
secuencia CDII'IISpondlente en L. albus don 48 reportada en NCBI. 
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Figura 18. Alineamiento enn aeeuencla de reglón codlllcante de L mutabllla y aecuencla 
cotl88pondiente en L. angustifoliua mRNA reportada en NCBI. 
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Figura 18. Alineamiento enlnlsecuencla de reglón codlftcanfB de L. mutabllls y secuencia 
co1T8Spandlenm en L. angustlfollus mRNA reporlada en NCBt 
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Figura 1 B. Alineamiento entre aecueneia de región codificante de L. mutabilia y aecuencia 

c:onaapondiante en L. angustifoliua mRNA rapot1ada en NCBI. 
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Figura 18. Alineamiento entnJ secuencia de19g16n codlftcente de L mutabllls y secuencia 
correspondiente en L. anguetifoliue mRNA reportada en NCBI. 

Nota: El alineamiento ae realizó mediante MEGA 6 Elcplorer con el método CluetaiW. Los puntos rojos 
Indican gape, loa attellco8 Indican ldentldadee y lea trechas Indican el slllo del pollmorllamo. 

3.4. Arbol filogenético 

1 L.angustifolius mRNA 
~------------------------------~ 1 L.angustifohus 1 mRNA -
......_ ________________ L. muta bilis RACE 

1
,.......---- l albos clan 32 

~------------------------~ 1~---------Lal bos don 48 

o. re 
Figura 19. Albo! fllogenélloo para visualizar el pal'lllltesco enlre las espedeB de Luplnua 

conelderadas en este estudio y L mutabllls 
Nota: El &bol filoganético se raalizó con al método de "Neighbor.¡oining",luego de realizar al 

alineamiento mediante MEGA 8 Explorar. con al m6todo cutaiW. 
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Finalmente se hizo un análisis 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 número de polimorfismos entre L. mutabilis y L. angustifolius 

y L. albus (Ver Figuras 16, 17 y 18). 
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4. Discusión 

Se cree que la proteína y-conglutina posee un efecto hipoglicemiante debido a 

sus propiedades físico-químicas 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 había reportado 

información alguna. Dentro de este estudio se determinó que la especie de 

lupino cultivada y consumida en Ecuador, Lupinus mutabilis, cuenta con la 

presencia del gen para la proteína y-conglutina que ha sido descrita 

previamente en otras especies de este género {Scarafoni, et. al., 2010) {Gayler, 

et. al., 1995). La identificación de la presencia de este gen en L. mutabilis se 

realizó mediante qPCR a partir de DNA genómico utilizando cebadores 

específicos, diseñados 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 estudió la presencia del gen y-conglutina por PCR y se utilizó 

como control positivo DNA de L. albus. Así se pudo confirmar la región 

amplificada se trataba de y -conglutina, cuando se utilizó DNA de L. mutabilis al 

comparar el tamaño de los fragmentos amplificados. Adicionalmente, fue 

necesaria la secuenciación del fragmento obtenido para comprobar que se 

trataba de y-conglutina, ya que al no existir información alguna de este gen ni 

de la proteína en sí para Lupinus mutabilis, este era la mejor manera de 

comprobar el resultado observado en la 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 climática y de condiciones de cultivo que se da entre los lugares en 

que cada una es cultivada. 

Para la medición de la expresión relativa de y-conglutina para Lupinus 

mutabilis se realizó una RT-qPCR. En ambas RT-qPCR hubo amplificación 
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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 expresión 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 presentó un mayor nivel de 

expresión del gen y-conglutina, las variedades 2 y 3 tuvieron una expresión 

similar de y-conglutina. 

La diferencia en la expresión relativa del gen y-conglutina entre las tres 

variedades de Lupinus Mutabilis puede deberse a que ambos híbridos, INIAP 

450 e INIAP 451 son variedades fitomejoradas y la variedad 3 o "chocho 

criollo" es la variedad que se cultiva tradicionalmente y no ha sido mejorada. 

Por otra parte el nivel de expresión en la variedad 3 puede diferir debido a que 

las otras variedades son cultivadas bajo condiciones controladas (INIAP, 2010) 

mientras que el "chocho criollo" es cultivado sin un control especifico de 

condiciones. 

Como la selección genética de la variedad 2, INIAP 451 "guaranguito" se 

enfocó principalmente en la mejora de características organolépticas, de 

resistencia y de producción (INIAP, 2010) al realizar el fitomejoramiento puede 

haberse disminuido la expresión de y-conglutina. 

La diferencia de la expresión relativa también puede explicar la diferencia en la 

cantidad de proteína total que se encuentra en la composición de cada una de 

las variedades estudiadas, esta información fue facilitada por el Instituto 

Nacional de Investigación Agropecuarias, mediante las fichas técnicas 

correspondientes a las variedades V1 y V2, las cuales son variedades 

desarrolladas por el instituto. De acuerdo a la información reportada por INIAP, 

la variedad 450 Andino (Variedad 1) está compuesta por un 45.02% de 

proteína, mientras que la variedad 451 "guaranguito" está compuesta por un 

42.7% de proteína, lo que puede relacionarse con la diferencia en la expresión 

de y-conglutina, ya que como se mencionó anteriormente, se reportó mayor 

expresión de la misma para la variedad 1 que para la variedad 2. La expresión 
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de y-conglutina podría no ser la única responsable de la diferencia en la 

cantidad proteica entre las variedades estudiadas, sin embargo el tener un 

mayor nivel de expresión resulta en una mayor síntesis proteica por lo que 

posible relacionarla directamente con la composición de la semilla. 

Después de la confirmación de la presencia del gen y-conglutina en las tres 

variedades estudiadas de Lupinus mutabilis y la medición de la expresión 

relativa de la misma en las tres variedades cultivadas en el Ecuador, era 

indispensable conocer el tamaño aproximado de la región codificante del gen y­

conglutina. Para alcanzar este objetivo se utilizó la técnica de Rapid 

Amplification of cONA Ends (RACE), la técnica se divide en dos partes, 3' 

RACE y 5' RACE que permiten conocer la secuencia codificante completa de 

un gen, así como su sitio de inicio de transcripción como lo menciona Pallás, 

2007. 

La técnica 3' RACE presentó pocos inconvenientes al realizarla ya que al tener 

la cola poli-A propia del mRNA se utiliza un solo cebador específico para el gen 

que se busca conocer, por lo que no existe la generación de un alto número de 

fragmentos inespecíficos y la secuenciación del fragmento obtenido se realizó 

sin ningún 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 otra parte la técnica 5' RACE fue más compleja debido a que el protocolo 

sugerido en kits comerciales propone el uso de dos y hasta tres cebadores 

específicos para el gen en estudio, pero al no haber información reportada 

previamente para el gen y-conglutina de Lupinus mutabilis no fue posible el 

diseño de estos cebadores hasta conocer la región obtenida por 3'RACE, ya 

que el diseño 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 más corta de lo 
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esperado, siendo esta de 800bp aproximadamente, con una pequeña región 

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 proveído en el kit 

de 5'RACE de lnvitrogen™ es un Abridged Universal Adaptor Primer (AUAP), 

el cual puede generar inespecificidad en el momento de realizar la PCR de 

secuenciación. 

La secuencia completa obtenida de RACE es de 1259bp sin tomar en cuenta la 

cola poli-A. El inicio de la región 5' del cONA y-conglutina no logró obtenerse 

mediante esta técnica y corresponde a unos 240bp aproximadamente, lo 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 región codificante de y-conglutina de Lupinus albus y Lupinus 

angustifolius se observó la región inicial, faltante en la secuencia obtenida en L. 

mutabilis, es una región conservada y con un corto número de polimorfismos. 

Por esta razón es posible inferir que el tamaño de la regió faltante es de 

aproximadamente 240 bp, y consecuentemente, el tamaño de la región 

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 región intermedia de la secuencia y varios gaps en los extremos de la misma 

en comparación con L. albus. Sin embargo, al alinearla con la secuencia 

correspondiente en L. angustifolius, el número de polimorfismos es menor, 

existen gaps en el extremo 5' y un porcentaje alto de similitud en el extremo 3'. 

El número de polimorfismos identificados entre las secuencias de y-conglutina 

reportadas para Lupinus albus y Lupinus angustifolius, en comparación con la 

secuencia encontrada para Lupinus mutabilis se explica no solamente al 

tratarse de especies distintas, sino también a la diferencia geográfica y 

climática en la que cada especie es cultivada, lo que por motivos de adaptación 

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 sí del gen no provocan cambios, 

siendo la única, pero importante diferencia, el nivel de expresión relativa del 

gen que se observó entre las tres variedades. 

Al realizar el árbol filogenético fue posible observar, de acuerdo a la secuencia 

obtenida para el gen y-conglutina de Lupinus mutabilis, que existe un 

parentesco más 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 

número de polimorfismos entre la secuencia de y-conglutina para Lupinus 

mutabilis y las de y-conglutina para Lupinus angustifolius y un mayor número 

de polimorfismos entre la secuencia de Lupinus mutabilis y las de Lupinus 

albus. De igual manera se pudo evidenciar que existen más 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 y-conglutina hubiera sido deseable 

predecir la secuencia de amino ácidos de la proteína. Sin embargo debido a 

que no se pudo determinar el inicio del marco de lectura del gen no fue posible 

hacer dicha predicción. 
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5. Conclusiones y Recomendaciones 

5.1. Conclusiones 

Al confirmar la presencia de la proteína y-conglutina en L. mutabilis, se logró 

demostrar que este contiene uno de los posibles agentes responsables de 

regular la glucosa en la sangre de pacientes que presentan DM2, permitiendo 

así, que el consumo de "chocho" se convierta en un posible tratamiento 

alternativo para esta enfermedad a futuro. 

La técnica de RT-qPCR permitió medir los niveles relativos de expresión del 

gen y-conglutina en Lupinus mutabilis, lo que propone que esta técnica puede 

ser considerada para mejorar los análisis de contenido proteico de otras 

plantas comestibles y realizar comparaciones de ser estas necesarias, así 

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 presentó una mayor expresión relativa de y-conglutina fue la 

variedad 1 o INIAP 450 "Andino". La diferencia en los niveles de expresión 

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 híbridos obtenidos porfitomejoramiento. 

El gran número de polimorfismos encontrados entre especies pueden ser 

producto de adaptación a las diferentes condiciones geográficas y climáticas 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 región codificante del gen. 



65 

La identificación 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 podría evaluarse la acción de la proteína en modelos animales para 

determinar si el efecto hipoglicemiante de los lupinos se debe únicamente a la 

presencia de y-conglutina. 

5.2. Recomendaciones 

En primer lugar se recomienda disenar primers degenerados para el inicio de la 

región 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 investigación hacia la clonación en 

vectores del gen de la proteína y-conglutina y su posterior expresión en células 

procariotas o eucariotas. Así como también se considera importante el análisis 

de la proteína obtenida mediante la expresión y la proteína purificada de las 

semillas de Lupinus mutabilis para determinar las características de la proteína 

como sitios activos, estructura tridimensional, solubilidad y especificidad, para 

su futura evaluación como alternativa a los tratamientos actuales para DM2. 
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