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RESUMEN

Myrciaria dubia “camu-camu”, es una especie nativa de la Amazonia caracterizada por sus frutos
con alto contenido de &cido L-ascérbico (vitamina C) y otras sustancias bioactivas. Sin embargo, los
estudios moleculares para esta especie aun son muy limitados. Pero, para ampliar nuestros
conocimientos a nivel gendmico, una etapa indispensable es la purificacion del ADN genémico. Por
tanto, los objetivos de este componente del Proyecto fueron: 1) purificar el ADN gendmico a partir
de hojas de M. dubia, 2) secuenciar y ensamblar el genoma cloroplastico de M. dubia. EI ADN se
purificé con un protocolo estandarizado en la Unidad Especializada de Biotecnologia — CIRNA-
UNAP, la calidad y cantidad del ADN se evalu6 mediante analisis espectrofotométrico y
electroforético. En base al ADN obtenido se elaboraron librerias y se procedié a secuenciarlas con la
tecnologia de PacBio. Los ratios de calidad promedio fueron apropiados (Azso/Azz0 = 2.25 * 0.07,
Aoso/Azgo = 1.81 £ 0.01), indicando ausencia de contaminantes como polisacéridos, polifenoles y
proteinas, respectivamente. Asimismo, la alta calidad se corroboré mediante los resultados del
analisis electroforético, el cual muestra integridad de las bandas de ADN y ausencia de ARN. Se ha
generado mas de 6,0 x 10° nucledtidos de data, y al ser ensamblados se generaron 9,092 contigs. En
base a esta informacion se obtuvo el genoma cloroplastico ensamblado y anotado. En conclusién, con
las aproximaciones moleculares y bioinformaticas se ha purificado ADN gendmico de alta calidad y

secuenciado, ensamblado y anotado el genoma cloroplastico de M. dubia.
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INTRODUCCION

Myrciaria dubia “camu-camu” es un frutal nativo de la Amazonia que produce frutos ricos en
diversos compuestos nutracéuticos. Por ejemplo, presentan un alto contenido de acido L-ascérbico
(vitamina C), el cual puede superar los dos gramos por 100 g pulpa [1,2]. Adicionalmente, contiene
antocianinas [3], 1-metil malato [4], fenoles [5], compuestos con propiedades antigenotoxicas [6] y
neuroprotectivas [7]. Aunque reportes recientes basados en el analisis de la expresion de genes [8] y
del transcriptoma [9] han revelado algunos componentes moleculares responsables de la biosintesis
de varios de estos compuestos, ain los conocimientos a nivel molecular son limitados. En ese sentido,
para ampliar los conocimientos moleculares a nivel gendmico, una etapa clave para realizar los

analisis gendmicos es la purificacion del ADN genomico.

El proceso de purificacion de ADN genémico debe caracterizarse por permitirnos obtener ADN de
alta calidad y una cantidad suficiente para todos los analisis moleculares al que sera sometido. La alta
calidad esta directamente relacionada con su integridad (ADN sin degradar) y su pureza. La pureza
nos indica ausencia de proteinas, polifenoles, polisacaridos, ARN y otros compuestos contaminantes
que interfieren con los posteriores analisis, es decir impidiendo que se realice una cuantificacion
exacta o mediante la inhibicion de reacciones enzimaticas como de las endonucleasas de restriccion
y de las ADN polimerasas [10,11]. Finalmente, el protocolo de purificacién también debe

caracterizarse por ser rapido, simple, de bajo costo y no emplear sustancias quimicas toxicas [12].

En la actualidad estan publicados multiples protocolos para purificar el ADN genémico de las plantas
[13-16]. Sin embargo, debido a la complejidad bioquimica que presentan las plantas y aun a nivel de
los tejidos de una misma planta, los protocolos desarrollados no son aplicables a todas las especies.
Aunque, previamente hemos desarrollado un protocolo para purificar el ADN a partir de hojas de M.
dubia [17], en este informe mostramos los resultados obtenidos con el mismo protocolo pero con
algunas modificaciones. Asimismo, para ampliar los conocimientos moleculares a nivel genémico se
ha procedido ha secuenciar y ensamblar el genoma cloroplastico de esta especie. En conjunto estos
resultados, nos permitiran sentar las bases para el futuro mejoramiento genético de M. dubia, pero

con el soporte de la informacion gendmica.



MATERIALES Y METODOS

Material botanico

Las muestras bioldgicas (hojas tiernas) de M. dubia fueron obtenidas de la Coleccion de germoplasma
de Myrciaria dubia “camu-camu”, de la Estacion Experimental “El Dorado” del Instituto Nacional
de Innovacion Agraria (INIA), ubicado a la altura del km 25% de la carretera Iquitos-Nauta. Las
muestras obtenidas fueron transportadas en condiciones de refrigeracion a la Unidad Especializada
de Biotecnologia, Centro de Investigaciones de Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA),
Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), para su almacenamiento y realizar la

purificacion del ADN gendmico.

Purificacion del ADN genomico

Se realizo en base a Castro et al. [17] modificado, que constd de las siguientes etapas: se pesd 150
mg de hojas tiernas y trituré en un mortero, afiadiendo gradualmente 3 mL de tampon de extraccion
(Tris-HCI 300 mM pH 8.0, NaCl 2.0 M, EDTA 50 mM, CTAB 2%, PVP 1%, B— mercaptoetanol
5%). El triturado se homogenizo en el vortex por 30 seg e incub6 a 75 °C por 30 min, mezclando por
inversion cada 10 min. Luego se afiadio 1.0 mL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezclo
en el vortex por 30 seg y centrifugd a 23000 x g a 4 °C por 10 min. Esta etapa se repitio una vez mas.
Al sobrenadante se afiadié igual volumen de isopropanol frio e incub6o a -20 °C por 10 min.
Posteriormente, se centrifugd a 10000 x g a 4 °C por 5 min, se descarto el sobrenadante y el ADN
genoémico se lavo dos veces con etanol al 70%. Después de centrifugar a 10000 x g a 4 °C por 5 min,
el ADN precipitado se seco a 40 °C por 5 min. Luego el ADN se disolvio con 100 uL de tampén TE
(Tris- HCI 10 mM, EDTA 1 mM), se afiadi6 1 U de ARNasa A ¢ incub6 a 37°C por 30 min. La
ARNasa A se elimind mediante extraccién con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), tal como se

describio previamente.

La calidad y cantidad del ADN gendmico purificado se determind de acuerdo a Sambrook et al.[18],
empleando espectrofotometria UV/Vis (con un espectrofotdmetro Spectronic Genesys 6) y
electroforesis en gel de agarosa al 1%. El registro fotogréafico de los geles se hizo con el sistema

BioDocAnalyze System (Biometra, Alemania).

Secuenciamiento y ensamblado del genoma

El genoma fue secuenciado usando la plataforma PacBio® RS Il system [11] y las secuencias fueron
ensambladas de novo en base a secuencias relacionadas de cloroplastos de especies de la familia
Myrtaceae empleando el programa SPADES v3.6.1 (http://bioinf.spbau.ru/spades) y SOAPdenovo?2

(https://sourceforge.net/projects/soapdenovo2/). Los contigs correspondientes a los cloroplastos
3


http://bioinf.spbau.ru/spades

fueron identificados usando el algoritmo de mapeo y ensamblados en Geneious R11

(https://www.geneious.com/). El genoma fue anotado usando Dual Organellar GenoMe Annotator

(DOGMA) (https://dogma.ccbb.utexas.edu/). Finalmente, el mapa circular del genoma cloroplastico

fue generado con el programa Organellar Genome DRAW (https://chlorobox.mpimp-

golm.mpg.de/OGDraw.html).

Analisis de datos

La calidad del ADN genomico purificado se estimdé mediante espectrofotometria con la siguiente
ecuacion: Ratios de calidad: Azso/ Azzo Y AzeolAzso

Para estimar la concentracion del ADN genémico purificado mediante espectrofotometria se

empled la ecuacion: ADN pg/mL = Amago X 50 png/mL x factor de dilucion

Donde, Amgyso: absorbancia de la muestra de ADN a 260 nm

Todos los datos obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva empleando el programa
IBM SPSS Statistic v 21.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacién de ADN gendmico

El protocolo para purificar el ADN gendmico a partir de las hojas de M. dubia fue idéneo. Porque los
ratios de calidad promedio fueron apropiados (Azso/Azzo = 2.25 £ 0.07, Agso/Azso = 1.81 + 0.01)
(Figura 1), indicando ausencia de contaminantes como polisacéridos, polifenoles y proteinas,
respectivamente [13,14,18-20]. Ratios similares fueron obtenidos para M. dubia [17] y otras especies
de plantas tales como Arabidopsis thaliana [21], Mauritia flexuosa [22], Phytolacca dodecandra [23]
y Echinaceae Purpurea [24]. De acuerdo a Porebski [19], los ratios de absorbancia bajos (<1.5)
indican que el ADN gendmico esta contaminado con polifenoles y otros metabolitos secundarios. Por
otra parte, de acuerdo a Castro et al. [17] los ratios mayores de 2.0 pueden sugerirnos que hubo
degradacion del ADN, porque a mayor fragmentacién del ADN mas bases nitrogenadas absorben la
luz ultravioleta a 260 nm, incrementandose la absorcién a esta longitud de onda. Ademas, este

incremento causa una sobreestimacion de la concentracion de esta macromolécula.

Por otra parte, la alta calidad del ADN genomico se corroboré mediante los resultados del anélisis
electroforético, el cual muestra integridad de las bandas de ADN genémico y ausencia de ARN
(Figura 1). Asimismo, la ausencia de polisacaridos se evidencia porque el ADN no es atrapado en los
pocillos del gel. Este problema sucede cuando los polisacaridos co-precipitan con el ADN en la etapa
de precipitacion con alcoholes (etanol o isopropanol), formando complejos insolubles y si esto ocurre
los geles muestran que un grupo de moléculas de ADN gendmico quedan atrapados en los pocillos
[17]. Finalmente, cabe sefialar que el rendimiento promedio del protocolo fue de 350 + 50 ug de ADN
genomico por gramo de hoja, lo cual representa una cantidad de ADN para mdltiples ensayos

moleculares.
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Figura 1. Resultados de los analisis electroforético y espectrofotométrico del ADN
gendmico purificado a partir de hojas de M. dubia. M: marcador de peso molecular,
1y 2 muestras de ADN obtenidas por duplicado.



Secuenciamiento, ensamblado y anotacion del genoma cloropléastico

Se ha secuenciado y pre-ensamblado el genoma de Myrciaria dubia con la tecnologia de
secuenciamiento de PacBio. En total se ha generado 6,602,587,428 nucledtidos de data, los que
fueron ensamblados en un total de 9,092 contigs con una longitud maxima de 276,741 pares de bases.
El Nso de la longitud de los contigs fue de 36,556 (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de las longitudes de las lecturas del ADN gendmico secuenciado de M. dubia
con tecnologias de secuenciamiento masivo.

Asimismo, luego de ensamblar y anotar el genoma cloroplastico de M. dubia, se aprecia que este
circular de aproximadamente 160,000 pb de tamafio y esta dividido en 4 regiones (LSC, SSC, IRA,
IRB) y presenta genes involucrados en fotosintesis, transcripcion, traduccion, etc. Lo cual es una
caracteristica tipica de las Myrtaceae y de otras familias de plantas, que conservan esta estructura
(Figura 3).
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Figura 3. Mapa genético del Genoma Cloroplastico de M. dubia

CONCLUSIONES
Con el protocolo empleado se ha purificado el ADN genomico a partir de hojas de M. dubia “camu
camu”, el cual se caracteriza por su alta calidad y cantidad apropiados para futuros analisis
moleculares. Asimismo, se ha logrado secuenciar, ensamblar y anotar el genoma cloropléstico de M.
dubia, que en un futuro inmediato dara soporte a procesos biotecnoldgicos cloroplésticos.
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