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RESUMEN

El tejido placentario de los frutos de Capsicum chinense Jacq. posee la maquinaria
metabdlica para sintetizar no sélo los capsaicinoides, compuestos que le confieren
particulares caracteristicas sensoriales y organolépticas, sino también sus
aminoacidos precursores, valina y fenilalanina. En estudios previos, se demostro
la presencia de los transcritos de los genes de las enzimas involucradas en la
sintesis de estos compuestos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) in situ. Debido a la baja abundancia de los transcritos correspondientes a
estas enzimas en las placentas, es deseable contar métodos mas sensibles de
deteccién, como la amplificacion isotérmica mediada por loops (LAMP por loop-
mediated isothermal amplification of DNA), la cual es entre 10 y 100 veces mas
sensible que la PCR. Su gran sensibilidad y especificidad se deben al uso de al

menos cuatro cebadores que reconocen seis distintas regiones del ADN blanco.

Ademas de las caracteristicas antes mencionadas, en esta técnica no es
necesario el uso de termociclador, ya que la amplificacion se lleva a cabo bajo
condiciones isotérmicas con una gran eficiencia. Adicionalmente, los productos
amplificados pueden ser detectados mediante turbidimetria, electroforesis o su

union a colorantes fluorescentes, como la calceina-Mn.

En el presente trabajo, se desarroll6 y estandariz6 un protocolo para la
amplificacion de secuencias de los genes que codifican para las enzimas
arogenato deshidratasa (ADT) y acetolactato sintasa (ALS) por medio de la técnica
LAMP, abriendo asi el campo de su utilizacion para la deteccion de genes

involucrados en rutas metabdlicas presentes en tejidos vegetales.




ABSTRACT

Placental tissues from Capsicum chinense Jacq. possess the metabolic machinery
to synthesize not only capsaicinoids, compounds that confer peppers their
particular flavor, aroma and pungency, but also of their amino acidic precursors,
valine and phenylalanine. Previous studies have demonstrated that transcripts for
genes coding enzymes involved in their synthesis are present in this tissue through
in situ polymerase chain reaction (PCR).

Since these transcripts are present in minimal quantities in the placentas, it is
necessary to employ sensitive detection methods, such as the loop-mediated
isothermal amplification of DNA (LAMP), whose sensitivity ranges are 10 to 100
times higher than conventional PCR. Its high sensitivity can be ascribed to the use
of at least four primers that recognize six distinct regions in the studied gene.

In addition to the above mentioned characteristics, it can also be said that in order
to amplify the desired sequences, the use of a thermocycler is not required.
Produced fragments can be detected through turbidity, electrophoresis or their
coupling with fluorescent dyes, such as calcein-Mn,

In this work, a protocol for amplification of sequences of genes coding for
arogenate dehydratase (ADT) and acetolactate synthase (ALS) through LAMP was
developed, opening its area of usage to detect genes involved in different
metabolic pathways present in plant tissues.




INTRODUCCION

Las plantas del género Capsicum son conocidas por la produccién de frutos con
caracteristicas organolépticas particulares como el picor, debido al contenido de
un tipo particular de alcaloides en el tejido placentario llamados capsaicinoides.
Existen mas de 20 diferentes tipos de capsaicinoides, entre los cuales la
capsaicina y dihidrocapsaicina representan mas del 90% de su contenido total.
Los diferentes capsaicinoides son producto de la condensacién de dos
intermediarios provenientes de dos rutas metabdlicas diferentes. Por un lado, la
vainillilamina se forma a partir de la fenilalanina, la cual proviene de la ruta de
sintesis de los aminoacidos aromaticos en la que la arogenato deshidratasa (ADT)
constituye un punto de control determinante. Por otra parte, el 8-metil-6-nonenoil-
CoA proviene de la valina, un aminoacido de cadena ramificada. La reaccion de
condensacion del piruvato catalizada por la acetolactato sintasa (ALS) es
fundamental para dirigir la sintesis hacia la formacion de esta familia de
aminoacidos. Se han publicado una cantidad importante de métodos de
amplificacion de secuencias que codifican genes involucrados en la ruta de
sintesis de metabolitos secundarios en plantas, como, por ejemplo: PCR, RT-PCR,
NASBA, SDA, entre otras. La técnica de amplificacién isotérmica mediada por
horquillas (loops) LAMP por su acrénimo en ingles; loop-mediated isothermal
amplification of DNA), reportada por Notomi en el afio 2000, representa una opcidn
diferente para la amplificaciéon y deteccion de secuencias que corresponden a
genes de interés. La técnica LAMP utiliza entre 4 y 6 cebadores por cada
secuencia, lo que le confiere caracteristicas como sensibilidad, especificidad y facil
realizacion que la distiguen de las otras técnicas de amplificacion disponibles. La
sensibilidad de la técnica LAMP puede ser aprovechada para la deteccion de los

transcritos que se encuentran en baja concentracion que codifican para las




enzimas involucradas en la sintesis de los precursores de capsaicina en el tejido

placentario de Capsicum chinense Jacq.
CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 GENERO Capsicum

El género Capsicum incluye plantas que producen frutos picantes y no picantes de
gran importancia economica. Estos frutos poseen distintivas propiedades
sensoriales, como son el aroma, color y sabor (Harishchandra et al., 2012). México
es el pais del mundo que posee la mayor variedad genética de Capsicum; esta
riqueza se debe, en gran parte, a la diversidad de climas y suelos, pero también a
las practicas tradicionales de cultivo que efectuan los pequenos productores, al
utilizar las semillas de los frutos seleccionados de las plantas nativas (Fernandez
et al., 2007). Dada la extension del territorio y la variacion de las condiciones
ambientales, las diferentes regiones han desarrollado sus propias variedades. Por
ejemplo, aun cuando en la peninsula de Yucatan, los cultivares indigenas de C.
annuum estan presentes, el chile habanero (C. chinense) es ampliamente

preferido.

El chile habanero en Yucatan incluye variedades que difieren en color, tamafno y
contenido de capsaicinoides (CAPs) (Castro-Concha et al., 2014). En la ecologia,
una funcion de los CAPs es la de disuadir el ataque de mamiferos a las plantas
gue poducen chiles picantes, pues al unirse estos compuestos a un termoreceptor
localizado en las fibras nerviosas, genera una sensacidn incomoda de calor

excesivo (Mazourek et al., 2009).

Los chiles han sido usados como moneda, especia vegetal, medicina, asi como

para inducir sensaciones espirituales. Ademas, fue utilizado como tributo durante
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el imperio Inca, donde los chiles eran utilizados como moneda de cambio. Su
importancia durante las temporadas de cosecha en la América precolombina se
confirma en las crénicas de Fray Bernardino de Sahagun (1569), donde relata la
venta de una enorme diversidad de frutos en diferentes presentaciones en los

mercados aztecas (DeWitt et al., 1999).

Las investigaciones de los componentes quimicos encontrados en el chile
comenzaron a principios del siglo XIX. En 1846, Thresh cristalizé el ingrediente
activo en los chiles, y lo llamé capsaicina. Nelson y Dawson determinaron la

estructura de la capsaicina a principios del siglo XX (Barceloux et al., 2009).

1.2 Capsicum chinense

El primer registro botanico de la especie en el Caribe aparecié en el libro “A
Gardener’s and Botanist’s Dictionary”, publicado por Phillip Miller en 1768, quien la
identific6 como Capsicum angulofum y describio como un chile del Caribe, con
hojas arrugadas y fruto en forma de gorra o cachucha. Entre 1754 y 1759, el
meédico holandés Nikolaus von Jacquin hizo una expedicién al Caribe con el fin de
recolectar plantas para el emperador Francisco | y presentd una descripcion del C.
chinense en su libro “Hortus Botanicus Vindobonensis”, publicado en 1776. Fue
Jacquin quién le dio la nomenclatura taxonémica de “chinense” o “sinense” a la
especie. En su libro escribié que habia “tomado el nombre de la planta de su sitio
de origen”. La realidad es que Jacquin nunca estuvo en China en una excursion
para recolectar plantas, mientras que su estancia y recoleccion de plantas en el
Caribe esta bien documentada. La nomenclatura “chinense” ha resultado un
enigma en la literatura botanica, ya que no hay una explicacion viable de esta
calificacion (Heiser et al., 1964).




El chile es un producto que distingue a la gastronomia mexicana de las demas,
siendo una hortaliza que nos confiere identidad cultural. Tiene su origen en las
regiones tropicales y subtropicales de América. México es uno de los principales
centros de origen y domesticacion del género Capsicum, en particular de la
especie C. annuum, como lo indican los vestigios arqueoldgicos de semillas
encontradas en el valle de Tehuacan, Puebla, con una antigiedad de 8500 afios.
Se reconocen cinco especies domesticadas del género Capsicum: C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum y C. pubescens, y mas de veinte de tipo
silvestre (Cazares et al., 2005).

1.3 ASPECTOS BOTANICOS

Es una planta herbacea perenne con ciclo anual; su altura es variable, pudiendo
oscilar entre los 75 y 120 cm. Tiene un tallo grueso, erecto y robusto, con
crecimiento semideterminado. Sus hojas son simples, lisas, alternas y de forma
lanceolada, de tamanfo variable, lo mismo que su color, el cual puede presentar
diferentes tonalidades de verde dependiendo de la variedad. Tiene una raiz de tipo
pivotante, que profundiza de 0.40 a 1.20 m, con un sistema radicular bien

desarrollado (Fernandez et al., 2007).

El fruto del chile habanero es una baya hueca en forma de trompo, con entre dos y
ocho hojas modificadas que constituyen el aparato reproductor femenino de la flor.
El fruto es muy picante y aromatico, su color antes de alcanzar la madurez es
verde; sin embargo, cuando el fruto madura presenta tonalidades que pueden ser
de color amarillo, rojo, naranja, morado o café. Las paredes que dividen el interior
del fruto son incompletas y en el extremo inferior, se unen para formar unas

estructuras membranosas, comunmente denominadas venas, las cuales se




insertan en la placenta, la cual posee una apariencia esponjosa de color blanco

amarillento (Heiser et al., 1964).

1.4 CLASIFICACION TAXONOMICA

Al chile habanero le corresponde la siguiente clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta o Angiospermatophyta
Clase: Magnoliopsida o Dicotyledoneae
Subclase: Asteridae

Orden:  Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Especie: Capsicum chinense Jacq.




1.5 METABOLISMO SECUNDARIO

De forma general, los metabolitos secundarios son compuestos de baja masa
molecular que no participan en el crecimiento y desarrollo del organismo que los
produce ya que no tienen papeles fundamentales en los procesos de asimilacion,
respiracion, transporte y diferenciacion. No obstante, tienen importancia ecolégica,
ya que participan en los procesos de adaptacién al entorno. Algunas de estas
interacciones son el establecimiento de simbiosis con otros organismos, como la
atraccion de insectos polinizadores y dispersores de semillas. Otra peculiaridad de
los metabolitos secundarios es la de encontrarse en una sola especie o en un
grupo taxonomico relacionado a ésta, como es, por ejemplo, la capsaicina que se
encuentra unicamente en las plantas del género Capsicum (Taiz et al., 1998). Con
frecuencia, su produccion es limitada, y esto depende principalmente de la especie
que lo sintetiza, asi como del estado fisiologico de la planta. Estos compuestos
poseen un patrén de acumulacion tejido-especifico (Verpoorte et al., 2002).

Algunos de estos metabolitos secundarios tienen caracteristicas estructurales y
actividades bioldgicas particulares, lo que permite su clasificacién en diferentes
grupos. Uno de los grupos mas conocidos son los alcaloides o “compuestos
aparentemente basicos” (“alkali-like”). Estos son comunmente compuestos
aromaticos con nitrégeno heterociclico y con actividad fisiolégica en organismos
diferentes a los que los producen. Los alcaloides son clasificados con base en su
precursor molecular en comun, basandose en la ruta biosintética utilizada para la
sintesis de la molécula. Desde el punto de vista estructural, los alcaloides se
dividen en tres tipos: alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides.

Los alcaloides verdaderos y los protoalcaloides provienen de aminoacidos,




mientras que los pseudoalcaloides no se derivan de estos compuestos (Aniszewski
et al., 2007). Los CAPs se encuentran conectados con las rutas metabdlicas de los
aminoacidos, son derivados de precursores o productos de aminoacidos y pueden

también ser el resultado de reacciones de aminacion y transaminacion.

La formacion de conjugados acilo de vainilllamina o alcoholes vainillinicos con
varios tipos de alquenos y acidos alcanoicos es un rasgo unico en las plantas del
género Capsicum. La vainilllamina, nucleo aromatico de la molécula, proviene de
la fenilalanina (Ochoa-Alejo y Salgado-Garciglia, 1992), mientras que la parte
alifatica, o cadena acil graso, de los aminoacidos valina o leucina (Suzuki et al.,
1981) (Figura 1.1). Los frutos del chile se caracterizan por la presencia de
conjugados vainillinicos del tipo amida, ausente o reemplazados por sus éster-
isosteros no picosos en el caso de los capsinoides en el chile dulce (Fattoruso et
al., 2008).
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Figura 1.1 Ruta propuesta para la biosintesis de los capsaicinoides en el género Capsicum. PAL,

fenilalanina amonio liasa; Ca4H, acido cinamico 4 hidroxilasa; Ca3H, cumarato 3 hidroxilasa;
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cetoacil sintasa; ACL, proteina acarreadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa; DST, desaturasa;

CS, capsaicinoide sintasa. La flecha punteada representa reacciones por caracterizar (Vazquez et

al., 2007).




1.5.1 CAPSAICINOIDES

Quimicamente, la capsaicina y sus analogos pueden definirse como amidas
acidas derivadas de la condensacion de la vainilllamina y una cadena acil graso,
de longitud entre 9 y 11 carbonos (Curry et al., 1999). Aun cuando existen mas de
diez diferentes estructuras de CAPs, la capsaicina y dihidrocapsaicina representan
mas del 90% del contenido total (Cuadro 1.1.). Estos solo difieren en una
instauracién presente en el carbono 9 de la cadena acil graso (Gonzalez et al.,
2010). La biosintesis, asi como la acumulacion de CAPs, estan determinadas por
factores genéticos y ambientales, que dan lugar a diferencias en el grado de picor
(Gonzalez et al., 2010; Monforte et al., 2010). Entre los beneficios reportados en el
consumo de capsaicina resaltan la estimulacion de la actividad metabdlica y el
incremento en la oxidacion de acidos grasos. En humanos, este vanilloide puede
suprimir las sensaciones orexigénicas (apetito-estimulantes). Este compuesto
puede exhibir propiedades antitumorales y funcionar como vasodilatador,
facilitando la dispersion del calor. Estudios de morbilidad sugieren que el consumo
de comidas picantes que contienen chile puede aumentar la longevidad (Smutzer
et al., 2016).




Cuadro 1.1 Principales capsaicinoides encontrados en Capsicum spp. y sus cantidades relativas
(Susuki et al., 1981).

Cantidad
Relativa

Capsaicina 69% \D\/W\/\)\

Dihidrocapsaicina 22% \ODVH\’(\/\/\)\
Nordihidrocapsaicina 7% \ODVHY\/\/\(

Nombre Estructura

Homodihidrocapsaicina 1% \ODVHW/\/\(
Homocapsaicina 1% \OD\/HM

1.6 SINTESIS DE FENILALANINA

La ruta de biosintesis de los aminoacidos aromaticos esta presente en todas las
plantas. La L-fenilalanina (Phe) no es sélo un bloque de construccion para la
sintesis de proteinas, sino también un precursor de mas de 8000 compuestos
fendlicos que constituyen entre 30 y 45% de la materia organica de las plantas y
tiene un profundo impacto en el crecimiento, desarrollo, reproduccion y defensa al
estar incluida en componentes estructurales, que proveen a la planta de soporte
mecanico, barreras contra ataques y otros compuestos con multiples utilidades. A
pesar del importante papel de la Phe en la fisiologia y metabolismo de las plantas,
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el conocimiento de su biosintesis y regulacion continua fragmentado. La Phe se
deriva del corismato, el producto final de la ruta del shikimato. El corismato es
convertido por la corismato mutasa (CM) a prefenato. El prefenato sufre una
transaminacion a arogenato, el cual es luego deshidratado y descarboxilado a Phe
por la arogenato deshidratasa (ADT, EC 4.2.1.91) (Figura 1.2).

En el género Capsicum, la expresion en placenta de los genes de la ruta de los
fenilpropanoides esta correlacionada positivamente con la acumulacion de CAPs,
hecho que fundamenta el origen fenilpropanoide de la fraccién de vainillinamina
(Diaz et al., 2004). Castro-Concha y colaboradores reportaron las actividades de
las enzimas involucradas en la sintesis de Phe, CM y ADT durante el desarrollo
del fruto. Se establecieron dos picos en la actividad de ADT: uno en una etapa
temprana (10-17 DPA) y otro mas en una fase tardia (35-37 DPA) (Castro-Concha
et al., 2016).

Corismato
Antrani/atoV sintasa Corismato| mutasa

\4

Prefenato

Antranilato

¢ Prefenato ¢ aminotransferasa

¢ ArogIenato

Triptofano | sintasa
¢ Arogenato Arogenato

deshidratasa deshidrogenasa
TRIPTOFANO FENILALANINA TIROSINA

Figura 1.2 Ruta biosintética de aminoacidos aromaticos en plantas.
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1.7 SINTESIS DE VALINA

La acetolactato sintasa (ALS o AHAS; EC 2.2.1.6) es la enzima comun en la
sintesis de aminoacidos de cadena ramificada y cataliza dos reacciones paralelas:
la condensacion de dos moles de piruvato para formar acetolactato y la
condensacion de un mol de piruvato con un mol de 2-oxobutirato para formar
acetohidroxibutirato. La ALS esta regulada por retroalimentacion negativa por los
aminoacidos de cadena ramificada: valina (Val), leucina e isoleucina (Eberlein et
al., 1997; Figura 1.3). La cadena lateral acilo (acido 8-metil-6-nonenoico) se forma
a partir de Val. Este aminoacido es inicialmente desaminado por la enzima
transferasa de los aminoacidos ramificados (BCAT, EC 2.6.1.42), dando lugar al a-
cetoisovalerato. Posteriormente, este ultimo se convierte en isobutiril-CoA, por
accion de la isovalerato deshidrogenasa (IVDH, EC 1.3.99.10); el isobutiril-CoA es
procesado por el complejo multienzimatico acido graso sintasa (FAS, EC 2.3.1.85),
que lo convierte en 8-metil-6-nonenoil-CoA. FAS esta compuesto por tres
proteinas: la a-cetoacil sintetasa (KAS, EC 2.3.1.41), que cataliza la condensacion
de grupos malonilo con isobutiril-CoA; una proteina acarreadora de grupos acilo
(ACL, EC 2.3.1.39), que se encarga de transportar los grupos malonilo y una
tioesterasa (FAT, EC 3.1.2.1 y 3.1.2.2), que libera al acido graso sintetizado. En
este proceso se pierde una molécula de CO, en cada ciclo de condensacion de
grupos malonilo y la cadena acil graso es liberada después del tercer ciclo de
condensacion. Inmediatamente, se sintetiza el acido graso 8-metil-6-nonenoil-CoA,
a través de la enzima acil-CoA sintasa, a partir del acido 8-metil-6-nonenoico
(Aluru et al., 2003). Finalmente, de la convergencia de las dos rutas, se obtiene la
capsaicina. El udltimo paso es catalizado por una aciltransferasa llamada

capsaicinoide sintasa (Stewart et al., 2007; Figura 1.1).
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TREONINA
Treonina deshidratasa

Piruvato 2-Cetobutirato
l' Acetolactato sintasa
Acetolactato 2-Aceto-2-hidroxibutirato
Cetoacido reductoisomerasa i
2,3-Dihidroxi-3-isovalerato 2,3-Dihidroxi-3-metilvalerato
l, Deshidroxiacido deshidratasa
2-Oxoisovalerato 2-0Oxo0-3-metilvalerato
l, Aminotransferasa i
3-Carboxi-3-hidroxiisocaproato VALINA ISOLEUCINA
Isopropilmalato
sintasa

3-Carboxi-2-hidroxiisocaproato
Isopropilmalato l, deshidrogenasa

2-Oxoisocaproato
l, Aminotransferasa

LEUCINA

Figura 1.3 Sintesis de aminoacidos de cadena ramificada.

1.8 AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Se han desarrollado muchos métodos para la amplificacién de acidos nucleicos,
entre los que se incluyen a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA), replicacion de
secuencias auto-sustentadas (3SR) y amplificacion por desplazamiento de hebra
(SDA). La reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) es la mas utilizada en
sus diferentes variedades: transcripcion inversa (RT-PCR), PCR anidado (nested
PCR) y PCR multiple (multiplex PCR) (Parida et al., 2008). Debido a su aparente
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simplicidad, se utiliza como una aproximacion estandar en biotecnologia y
laboratorios de diagndstico médico. De cualquier forma, la técnica de PCR posee
desventajas intrinsecas, como el requerimiento de un termociclador, especificidad
insuficiente y una relativa baja eficiencia de amplificacion. Tomando en cuenta
estas desventajas, se han desarrollado nuevas técnicas de amplificacion de acidos

nucleicos (Mori et al., 2001).

La amplificacion isotérmica mediada por horquillas (LAMP) fue reportada por
primera vez en 2000 y desde entonces, ha sido objeto de multiples mejoras. Esta
metodologia utiliza la Bst polimerasa en lugar de la Taq Pol comunmente utilizada
en PCR, ya que puede despalar las hebras del ADN, lo cual le permite generar
productos con estructuras variables en tamafo, asi como la formacién de
estructuras secundarias, producto de la auto-interaccion de los amplicones. Estos
productos pueden ser visualizados de forma directa, ya que al formarse grandes
cantidades de pirofosfato de magnesio se genera turbidez en el tubo de reaccién,
o bien, de forma indirecta por medio de la adicion de calceina unida a manganeso,
la cual cuando se une al magnesio produce un compuesto fluorescente al ser

expuesto a la luz UV.

Los esfuerzos en investigacion y desarrollo de la tecnologia LAMP se han
enfocado en dos grandes areas. Una es su aplicacion practica en el diagnostico
clinico, incluyendo su papel en el mejoramiento de ensayos ya existentes. Han
sido desarrolladas reacciones para detectar una gran diversidad de patdégenos y
su eficiencia ha sido comparada con otras reacciones, como la PCR. La segunda
area es la investigacion sobre una mayor simplificacion del ensayo LAMP. los
esfuerzos actuales de investigacion basica se centran ahora en probar las distintas
caracteristicas de la técnica LAMP debido a su simplicidad y rapidez de uso. es
necesaria una amplia mejorade la tecnologia LAMP para integrar este método en

pruebas genéticas simples que puedan ser utilizadas en el diagnostico en el
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momento y lugar requeridos (Mori et al., 2013). Nagamine y colaboradores
(Nagamine et al., 2002) reportaron la reduccion del tiempo de la reaccion LAMP a
menos de la mitad de la reaccion original, gracias a la adicibn de un par de
cebadores extras (Yang et al., 2009).

En los siguientes apartados se presentan los principales aspectos a considerar
para la aplicacion de esta tecnologia, desde el disefio de cebadores hasta el

montaje de la reaccidn.

1.9 DISENO DE CEBADORES

Los cebadores para las reacciones LAMP pueden ser escogidos para cualquier
secuencia blanco de acidos nucleicos, pudiendo ser altamente especificos
(detectar un solo blanco) o universales (detectando muchas secuencias blanco
relacionadas). El disefio de los cebadores puede ser llevado a cabo manualmente,
pero resulta mas eficiente el uso de los softwares disponibles, como por ejemplo:
PrimerExplorer v4 (Eiken Chemical), LAMP Designer (Primer Biosoft), etc.

El disefio de un conjunto de cebadores altamente sensibles y especificos es
crucial para el desempefio de la amplificacion por LAMP. La seleccién de la
secuencia de interés para el disefo de los cebadores es realizada utilizando la
plataforma Primer Explorer (LAMP primer designing support software program, Net

Laboratory, Japan, http://venus.netlaboratory.com), después de considerar la

composicion de bases, el contenido de GC y la formacion de estructuras

secundarias (Liu et al., 2012).

Existen ciertas caracteristicas que deben ser consideradas en el disefio de los
cebadores para LAMP. Algunas son las siguientes:
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e Los cebadores internos no pueden contener regiones ricas en AT en ambos
extremos terminales.

e El contenido de GC debe ser de entre 50 y 60%.

e En el caso de secuencias ricas en GC, la temperatura de fusién debe ser de
entre 60-65°C. En el caso de secuencias ricas en AT, ésta debe ser de entre
55-60°C.

e Los cebadores disenados no deben formar estructuras de bucle o loops

secundarias.

1.10 Bst POLIMERASA

Esta es un ADN polimerasa termofilica moderada que tiene un intervalo de
temperatura optima entre 37-70°C. Fue aislada por primera vez por Stenesh y Roe
en 1972. Kaboev et al. (1981) purificaron a la Bst ADN polimerasa, que posee una
masa molecular de 76 kD con actividades de exonucleasa 5°-3"y 3°-5. Dado que la
proporcion de actividades exonucleasa/polimerasa es muy baja, se considera que
la actividad de exonucleasa encontrada podria tratarse de una posible

contaminacion (Aliota et al., 1996).

Esta enzima polimeriza cadenas de ADN con la particular capacidad de desplazar
la hebra, es decir la capacidad de separar los enlaces existentes en los
nucleo6tidos que componen la cadena de ADN. Son ejemplos de este tipo de
enzimas la Bst polimerasa y la Bsm polimerasa, aisladas de Bacillus
stearothermophilus y Bacillus smithii, respectivamente. Ambas enzimas tienen la
propiedad unica de desplazamiento de la hebra y catalizan la polimerizacién de
ADN 5°-3°, pero no tiene actividad exonucleasa 5°-3 (Dhama et al., 2014). La
actividad 5°-3 degrada la cadena duplex en el extremo 5°. Esto le permite a la
polimerasa de E. coli remover los cebadores de los segmentos de Okazaki y
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reemplazarlos con ADN. La 5°-3’exonucleasa también permite la escision de
lesiones, como dimeros de timina, durante la reparacion del ADN (Aliota et al.,
1996).

1.11 METODO LAMP

LAMP es un método de amplificacion de acidos nucleicos bajo condiciones
isotérmicas que da lugar a grandes cantidades de ADN que pueden alcanzar mas
de 45 pg de ADN por 50 pL de reaccidn (Nagamine et al., 2001). Este método
puede amplificar secuencias de interés presenten en diez 0 menos copias en un

periodo de una hora (Notomi et al., 2000).

Se fundamenta en la sintesis auto-ciclica por desplazamiento de la hebra de ADN,
realizada por una ADN polimerasa con una alta actividad de desplazamiento de
cadena, y el disefio de un par de cebadores internos y otro par de externos
(Notomi et al., 2000). En los pasos iniciales de la reaccion LAMP, todos los
cebadores son utilizados, pero posteriormente, durante la reaccion de ciclacion,
sélo los internos se emplean para la sintesis por desplazamiento de cadena. Los
cebadores internos (llamados cebador cuesta arriba FIB y cebador cuesta abajo
BIP, respectivamente) estan formados cada uno por dos secuencias distintas,
complementarias a las secuencias en sentido y anti-sentido a la del ADN blanco.
Los cebadores internos FIP estan compuestos por las secuencias F1c y F2,
mientras que los BIP lo estan por las secuencias B1c y B2 (Figura 1.4). Por otro
lado, los cebadores externos son complementarios a la regidn representada como
F3c y B3c, respectivamente. Esta composicion de cebadores permite formar la
estructura inicial para la amplificacion exponencial (Notomi et al, 2000). El
desempeno de la reaccion radica en el disefio de los cebadores, los cuales deben
poseer caracteristicas muy especificas de complementariedad y numero de bases.
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Los cebadores se disefian con base en ocho regiones del gen de interés: F3c,
F2c, F1y FLP en el extremo 3" y el B1, B2, B3 y BLP en el extremo 5°. Ademas de
lo ya mencionado para el disefio de los cebadores es importante considerar que
la distancia entre el final 5" de F2 y B2 debe ser de 120-180 pb, y entre F2 'y F3, es
de 0-20 pb. Lo mismo debe ser considerado para B2 y B3 (Dhama et al., 2014).

La rapida progresion secuencial de la reaccion de amplificacion de LAMP
contribuye a la alta eficiencia de amplificacion. Los productos de amplificacion
poseen una estructura basada en repeticiones invertidas, en donde cadenas
idénticas se encuentran conectadas en direcciones opuestas y estructuras en
forma de coliflor (Asian Pac et al., 2015). Aunado a la resistencia de las enzimas
utilizadas a la presencia de posibles inhibidores de la reaccién de amplificacion en
la muestra, es factible simplificar los procesos de extraccién de acidos nucleicos.
La reaccion LAMP, en general, es relativamente resistente a los efectos de
inhibidores presentes en las especies analizadas. Aun cuando los métodos de
extraccion de acidos nucleicos utilizados son los mismos que se han utilizado en
reportes previos, una simple técnica de procesamiento puede asegurar la
presencia del material genético a analizar (Notomi et. al 2015).

Al combinar aspectos como simplicidad, rapidez y precision, la metodologia LAMP
esta siendo empleada en un rango amplio de aplicaciones clinicas, alimentarias y
ambientales. Estudios evaluando la sensibilidad de LAMP sugieren que ésta es
hasta diez veces mas alta comparada con la técnica de amplificacién convencional
de PCR (Zhou et al. 2014). Aun con los escasos requerimientos y condiciones en
esta metodologia deben ser considerados dos aspectos: primero, debe tenerse
especial cuidado para evitar la contaminacion con productos previamente
amplificados. Se sugiere que este método para la deteccion de genes puede ser
mas accesible no soélo en el campo de la medicina, sino también en otras areas

aun no exploradas, como el monitoreo ambiental, la evaluacién de alimentos y la
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agricultura (Tomita et al., 2008). Dado el alto rango de amplificacion, cualquier
traza de estructuras de ADN/LAMP con forma de multimeros sera facilmente re-
amplificada, llevando a la formacion de falsos positivos, y segundo, todos los
reactivos deben ser mantenidos en hielo durante su manejo previo al tratamiento
de las muestras a 60-75°C, con el fin de evitar un inicio no especifico de la
reaccion y amplificacion multimérica de los cebadores. Por esta razén, seria
importante desarrollar un “hot start” LAMP, los cuales existen para PCR, para

facilitar el proceso de la reaccion en condiciones minimas (Peyrefitte et al., 2008).
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Figura 1.4 Esquema de la disposicion de los diferentes cebadores disefiados para la reaccion
LAMP.
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1.12 RT-LAMP UTILIZANDO TEMPLADO DE ARN

Un beneficio de la técnica LAMP es su inherente compatibilidad con la
transcripcion inversa (RT). Por una parte, el buffer utilizado en la técnica LAMP
contiene una alta concentracion de magnesio optimo para la actividad de retro-
transcriptasa. Asi también los productos de amplificacion de LAMP son cortos
(<200 pb), obviando la necesidad de tiempos prolongados de incubacion para
sintetizar largos segmentos de ADNc. Estos factores hacen innecesario la
desnaturalizacion del ADNc molde, permitiendo una reaccion RT-LAMP en un solo
paso, en donde una mezcla conteniendo ARN molde, transcriptasa inversa, la Bst
polimerasa y los cebadores pueden ser incubada a la temperatura de reaccion
(Notomi et al., 2000). Se ha demostrado que la Bst polimerasa posee actividad de
retro-transcriptasa (RT), aunque esta actividad es variable y mucho menor a la RT
nativa. De cualquier manera, enzimas de tipo Bst modificadas mediante
bioingenieria (ej. Bst 2.0, Bst 3.0, New England Biolabs) han incrementado su
actividad de retro-transcriptasa y pueden ser utilizadas sin la adicion de la enzima
RT. Los cebadores para la RT-LAMP son disefados tomando las mismas
consideraciones tomadas para moldes de ADN (Tanner et al., 2014).
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1.13 DETECCION DE PRODUCTOS

La forma mas comun y simple de detectar los productos amplificados es a simple
vista. En las reacciones LAMP y RT-LAMP, el ADN es sintetizado en grandes
cantidades (>50X el rendimiento de PCR), generando iones pirofosfato (pirofosfato
de magnesio) como un producto alterno insoluble, que da lugar a turbidez en el
tubo de reaccidon (Bhat et al.,, 2013). El grado de turbidez puede ser medido por
diferentes métodos y ofrece determinaciones indirectas para cuantificar los
productos (Mori et al., 2001). Un sistema de deteccion indirecta involucra la
adicién de una forma i6nica de manganeso y calceina al tubo de reaccion, lo cual
produce un complejo fluorescente (Bhat et al., 2013). EI manganeso se une
fuertemente al pirofosfato formado, y el magnesio es liberado para formar un
complejo con la calceina, la cual produce un complejo fluorescente verde brillante,
luego de ser excitado con luz visible o UV (Fischbach et al., 2015). En la luz visible,
el color cambia de naranja a amarillo-verdoso, el cual puede ser visto a simple
vista luego de una amplificacion exitosa. La reaccion de LAMP puede ser
monitoreada en tiempo real mediante fluorescencia, turbidez, luminiscencia o

colorantes sensibles a metales (Tanner et al., 2014).

Una alternativa a las técnicas indirectas son los métodos directos de deteccién de
los productos LAMP mediante el uso de colorantes que se intercalan en las
cadenas dobles de ADN. SYBR Green | emite una débil sefial de fluorescencia en
presencia de una cadena simple de ADN (ssDNA), pero emite una fuerte en
presencia de una doble cadena de ADN (dsDNA) y es por esto, que es un
candidato ideal para ser utilizado como método de deteccion de los productos
amplificados por técnicas LAMP (Fischbach et al., 2015; Keizerweerd et al., 2014).
La presencia del pirofosfato permite de igual manera la evaluacion visual de los
productos de la reaccion en una electroforesis en gel de agarosa (Fukuta et al.,
2003).
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1.14 TOLERANCIA DE LA REACCION LAMP A INHIBIDORES Y SUSTANCIAS
BIOLOGICAS

Desde el desarrollo de la técnica de PCR para la deteccion molecular, han sido
utilizadas y reportadas varias modificaciones, incluyendo el PCR cuantitativo en
tiempo real 6 qPCR. Existen trabajos que estiman los beneficios de LAMP cuando
es comparada con PCR, y se ha encontrado una mayor tolerancia a inhibidores y
sustancias biologicas en la técnica LAMP. Esto sugiere que la extraccion de ADN
podria ser omitida al utilizar la técnica LAMP. Lo anterior supone un ahorro en el
tiempo y costo para la deteccion de secuencias de acidos nucleicos (Kaneko et al.,
2006). De cualquier forma, como cualquier método de amplificacion de acidos
nucleicos es sensible a la presencia de inhibidores en la muestra, como, por
ejemplo, calcio, acidos humicos, y altas cantidades de sangre, suero u orina.
LAMP es una buena opcion para detectar la amplificacion en muestras impuras,
pero deben ser tomadas consideraciones sobre la naturaleza de la muestra. La
extraccion de acidos nucleicos es un paso importante en la mayoria de los
protocolos, y es recomendada para las reacciones LAMP en que se utilizan
muestras clinicas y agrondémicas (Tanner et al., 2014). Se han reportado posibles
variaciones en la temperatura de amplificacion que mantienen resultados
consistentes en un rango de 57 a 67°C, manejando un tiempo de incubacion de 60
minutos, mientras que por debajo de ese rango de temperatura se observo un
decremento en la sensibilidad y se reporta una nula amplificacion a una
temperatura de 48°C (Francois et al., 2011).
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1.15 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

La sensibilidad de la RT-LAMP ha sido evaluada mediante el uso de diluciones
seriadas del ARN de plantas de sandias infectadas con el virus del mosaico verde
moteado del pepino (CGMMYV), en donde se presentaron reacciones positivas
desde diluciones de 7.2 ng/pL. Se establecieron comparaciones entre RT-LAMP y
RT-PCR, indicando que RT-LAMP es 100 veces mas sensible que RT-PCR (Li et
al., 2013). Se han descrito pruebas de especificidad utilizando extractos de ARN
obtenidos de plantas de tomate infectadas con el virus de la clorosis del tomate
(ToCV), comparandolo con aquellos obtenidos de plantas infectadas con otros
virus como el virus del mosaico del pepino (CMV), el virus del mosaico del tabaco
(TMV), el virus Y de la papa (PVY) y el virus del mosaico del tomate (ToMV). Los
productos de la reaccion LAMP fueron digeridos utilizando una enzima de

restriccion para confirmar su especificidad (Zhao et al., 2015).

1.16. RECAPITULACION DE LOS ANTECENDENTES.

De lo anterior se desprende que la LAMP ofrece ventajas para la deteccion de
ARN presentes en un bajo numero de copias como es el caso de los transcritos
involucrados en la ruta de sintesis de los precursores de la capsaicina en C.
chinense. Si bien la abundancia de éstos ya se ha estimado anteriormente, el
empleo de la LAMP permite una menor necesidad de instrumentacion
(termociclador) y su naturaleza isotérmica permite ademas ser potencialmente
mas eficientes y menos agresivas en el caso de posibles trabajos in situ, en los
que se podria prevenir el deterioro del tejido durante el proceso de amplificacion.
Por ello, en este trabajo se propone que la sensibilidad presentada por esta
técnica de amplificacion LAMP representa una excelente alternativa en el caso de
la necesidad de detectar de forma sensible y especifica secuencias relacionadas

en el metabolismo primario y secundario en plantas.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de transcritos de dos enzimas marcadoras de la sintesis de
los aminoacidos precursores de la capsaicina en placentas de C. chinense Jacq.
mediante técnicas de amplificacion isotérmica mediada por horquillas (loops).

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer los parametros 6ptimos para la amplificacion y deteccion de los
transcritos de genes que codifican para las enzimas acetolactato sintasa (ALS) y
arogenato deshidratasa (ADT) en extractos placentarios de Capsicum chinense
Jacq., utilizando la técnica de amplificacion LAMP.

Evaluar la sensibilidad de la técnica de amplificacion LAMP comparandola con la
técnica de amplificacion por PCR.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se muestra en la figura 1.7. En breve, ésta consiste en
la obtencion y seleccion de los frutos, asi como la extraccion del tejido placentario.
A continuacidn, se realizé la extraccion del RNA de este tejido, para ello se utilizd
el protocolo de Rubio-Pifa y Vazquez-Flota. Se sintetizo el ADNc partiendo del
ARN extraido para utilizarlo como molde o templado para las siguientes pruebas
de amplificacion. Se seleccionaron para este analisis los transcritos
correspondientes a las secuencias que corresponden a los genes de ADT y ALS
por ser determinantes en la ruta de sintesis de los precursores de los

capsaicinoides.
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Obtencion de la muestra

Extraccion de ARN

Formacion de cDNA

Amplificacion LAMP PCR Punto final

Deteccidn con calceina Deteccidn por electroforesis

Comparacion de sensibilidad
LAMP vs PCR punto final

Figura 1.7 Estrategia experimental.
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CAPITULOII
MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon frutos de plantas de la variedad naranja crecidas bajo condiciones
de invernadero en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C. Los
chiles se cosecharon de 25 a 30 dias post-antesis (DPA) y fueron trasladados al

laboratorio para su procesamiento.

2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Diseino de cebadores

Se disefiaron cebadores para la amplificacion LAMP con base en las secuencias

reportadas en https://www.ncbi.nlm.nih.gov para la arogenato deshidratasa

(EU616545.1) (Capsicum annuum putative arogenate dehydratase mRNA) y
acetolactato sintasa (EU616547.1) (Capsicum annuum putative acetolactate
synthase mRNA), obteniendo las secuencias de oligonucledtidos presentadas en
el cuadro 2.1.
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Cuadro 2.1 Cebadores disefiados para la reaccién LAMP para las secuencias correspondientes a
los genes que codifican para ADT y ALS con algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Longitud Contenido GC
Gen Cebador Tm (°C) Secuencia

(pb) (%)

5'-CCG GCT GCT GAG AAA CAA CCT CGA GCT GAT TGG

FIP 39 70.3°C 59.0
CAG AGC-3'
5-AAC TGG TGG TGC TGG TGA GAT TTC GGA ACC AGA
BIP 41 68.7°C 51.2
adt4 TCC AGA CT-3'
F3 19 56.1°C 57.9 5-CCG GCG AGT TAC AAC TTC G-3'
B3 19 56.1°C 52.6 5-AGC GGC TTA GGG AGA TTG T-3'
5ATG CAC ACA CCA GGG AAC CCC TGC CAC GTC ATG
FIP 39 71.4°C 59.0
AGC AAG-3'
5-GCT ACG AAT CTC GTT AGC GGG CCC TGA CCC GTA
BIP 42 70.2°C 57.1
als1 ATA GCC ACT-3'
F3 19 55.1°C 52.6 5'-CAG GCA TTG ACT CGT TCG A-3'
B3 19 57.1°C 57.9 5'-ACC AAT CAT CCT CCT CGG C-3'

Los cebadores empleados en la PCR de punto final cuando se comparé la
sensibilidad de este método con el de amplificacién LAMP se disefiaron con base
en las mismas secuencias utilizadas para el diseho de los cebadores LAMP
(Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2 Cebadores disefiados para el PCR de punto final para las secuencias
correspondientes a los genes que codifican para ADT y ALS con algunas de sus caracteristicas

fisicoquimicas.

Gen Cebador Longitud (pb) Tm (°C) Secuencia

F 20 64.5°C 5'-AACCAATAATTCCACGAACG-3'
adt4

R 21 66.6°C 5-CATTTGCATCGTCCACTAGCC-3'

F 22 69.5°C 5'-TGCCATCCCTCCACAATATGCT-3'
als1

R 19 68.3°C 5-TCTTCCAACAGCCGCACCT-3'

F 20 57.6°C 5'- AAGATTTGGCATCATACCTT-3'

Actina
R 21 61.2°C 5'- CTGGCATAAAGAGACAACACC-3'

2.2.2 Extraccion de ARN

Se pulverizé 1 g de tejido congelado con nitrogeno liquido y 250 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) hasta obtener un polvo fino. Se transfirié el polvo a
tubos Eppendorf estériles y se anadieron 5 mL del amortiguador de extraccion
[38% (v/v) fenol, 0.8 M tiocianato de guanidina, 0.4 M tiocianato de amonio, 0.1 M
acetato de sodio pH 5, 5% (v/v) glicerol, 0.1% (p/v) rojo fenol]. Se agitaron
vigorosamente en un vortex y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
min. Se eliminé el material insoluble del homogeneizado por centrifugacion
(14,000 x g durante 10 min a 25°C), se transfirio el sobrenadante resultante a
nuevos tubos estériles y se agregé 1 mL de una mezcla de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1). Se agitdé el tubo vigorosamente durante 15 seg e incubd a

temperatura ambiente durante 2 min.
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Después, se separaron las fases mediante centrifugacion a 14,000 x g durante 10
min a 4°C. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitid la extraccion
con cloroformo: alcohol isoamilico. Posteriormente, se depositd la fase acuosa en
un tubo nuevo y se mezclé con 0.625 volumenes de 8 M LiCl. Se incub6 a 4°C
durante toda la noche. EI ARN total fue separado por centrifugacién a 17,000 x g
durante 30 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante, luego se lavé cuidadosamente
el sedimento, en primer lugar, con 3 mL de 3 M LiCl y luego, con 1 mL de etanol al
70%. Se centrifugd la muestra a 17,000 x g a 4°C durante 10 min. Se elimino el
sobrenadante y se seco el sedimento a temperatura ambiente. El sedimento fue
resuspendido en 300 pL de agua tratada con DEPC.

Una vez separado el ARN por precipitacion, se adicionaron 0.1 volumenes de 3 M
acetato de sodio y 2 volumenes de etanol al 100% e incubd a -80°C durante 1 h.
Se centrifugd la muestra a 17,000 x g a 4°C durante 20 min. Se elimin6 el
sobrenadante y se lavé el precipitado dos veces con 1 mL de etanol al 70% a -
20°C. Se sect el sedimento a temperatura ambiente y se suspendié en 50-100 pL
de agua tratada con DEPC. Se realiz6 un tratamiento con ADNasa | (Rubio-Pifa y
Vazquez-Flota, 2008).

2.2.3 Tratamiento con ADNasall

Con el fin de eliminar el ADN gendmico presente en el extracto de ARN se emple6
el kit DNase |, RNase free (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el proveedor.
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2.2.4 Sintesis de ADNc

El ARN resultante fue utilizado como molde para la generacion de ADNc mediante
transcripcion inversa. Para la sintesis de ADNc, se uso el paquete H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific), conforme a las instrucciones del
proveedor.

2.2.5 Amplificaciéon por PCR

La mezcla de reaccion incluyo 5 yL 10X PCR buffer (Invitrogen) [200 mM Tris-HCI
(pH 8.4) y 500 mM KCI], 1 L 50 mM MgCl; [concentracion final: 2 mM], 1 yL de 10
mM dNTP’s [concentracion final: 0.4 mM], 1 yL cebadores sentido [concentracion
final: 20 pg/uL], 1 yL de cebadores antisentido [concentracidn final: 20 pg/uL], 1 uL
ADNCc, 0.5 yL Taq polimerasa en un volumen total de 25 L, utilizando H,O/DEPC
para completarlo.

2.2.6 Amplificacion LAMP

Una vez obtenidos los ADNc, éstos fueron amplificados mediante la reaccién con
la Bst polimerasa. Se prepararon soluciones de los cebadores principales 40 uM
FIP, 40 uM BIP, 5 yM F3 y 5 uM B3, partiendo de una concentracion inicial de 100
MM.

Para preparar la solucion 25X de los cebadores principales, se diluyen 40 pL de
las soluciones FIP y BIP (100 yM), asi como 5 yL de F3 y B3 (100 pyM) en 10 pL
de H,O/DEPC. Para preparar 100 yL de la solucion 25X de los cebadores loop, se
diluyeron 10 uL de FL y BL (100 pM) en 80 uL H,O/DEPC.
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La mezcla de reaccion se realizé en un tubo de PCR, el cual contenia: 2.5 yL 10X
Isothermal Amplification Buffer Il (20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH4)2SO4, 150 mM
KCl, 2 mM MgSO4, 0.1% Tween®20, pH 8.8@25°C), 2 yL 100 mM MgSO,
[concentracidn final: 8 mM], 2 yL 10 mM dNTP’s [concentracion final: 0.8 mM], 1
pL 40 M cebadores FIP y BIP [concentracion final: 1.6 uM], 1 yL 5 pM cebadores
F3 y B3 [concentracion final: 0.2 yM], 4 uL 5 M betaina [concentracion final: 0.8
mM], 0.25 pL ADNc y 0.25 pyL Bst polimerasa 3.0 [2 U/pL], completando a un
volumen total de 25 pL con H,O/DEPC.

Con la finalidad de obtener una mayor especificidad en la detecciéon de las
secuencias de interés, se establecié como paso previo a la reaccién una etapa de
pre-incubacion de 5 min a 95°C una vez adicionados todos los componentes de la
mezcla de reaccidn con excepcion de la Bst polimerasa. Al terminar este periodo,
el tubo se puso en hielo durante 2 minutos y se agregdé la Bst polimerasa para la

etapa de incubacion.

La mezcla de reaccion fue incubada durante 15 min a 64°C en el caso de ADT y
65°C para ALS. Al finalizar este tiempo, el tubo se incubé durante 10 min a 80°C

para detener la reaccion.

La preparacion de las diferentes soluciones se realiz6 a baja temperatura para
evitar una posible amplificacion no deseada. Es determinante para la ausencia de
falsos negativos que las areas donde se prepararon los reactivos fueran zonas

diferentes a las utilizadas para la preparacion de las mezclas de reaccién LAMP.
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CAPITULO llI
RESULTADOS

Los resultados se han planteado de la siguiente manera: primero la extraccion del
material genético que sera utilizado en ambas pruebas de amplificacion y para
comprobar la especificidad de la reacciéon. Posteriormente se procedio a la
sintesis de ADNCc para utilizar este como molde o templado para la amplificacion
de las secuencias que corresponden a los genes de ADT y ALS. Seguido esto, se
evaluo la eficiencia de los cebadores disefados para estas mismas secuencias,
tanto los internos (FIP-BIP) asi como los externos (F3-B3) para la técnica LAMP
mediante PCR de punto final. Una vez comprobada su funcionalidad se procedio a
la amplificacion de las secuencias que corresponden a los genes de interés de
este trabajo bajo la técnica LAMP. Se realizd la deteccion de los productos
mediante electroforesis y mediante la utilizacion de calceina. Posteriormente se
evaluo la sensibilidad de la técnica LAMP comparandola con la técnica de
amplificacion de PCR de punto final, utilizando cebadores disefiados para esta

técnica para las mismas secuencias.
3.1 EXTRACCION DE ARN

Se realizaron extracciones de ARN a partir de tejido placentario de C. chinense y
de hojas de B. oleracea y se determind, en ambas muestras, tanto su
concentracion como la presencia de contaminantes. Se observo que el ARN, en
los dos casos, se encontraba en una concentracion satisfactoria para poder ser

utilizado como molde para la sintesis de ADNc.

La relacion de absorbancias Agzeo/A2so ¥ Azeo/A230 se utilizan para determinar la
presencia de contaminantes fendlicos o proteicos en una muestra. Los rangos

aceptables son 1.8 y 2.0 para ADN y ARN, respectivamente. La relacién de
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absorbancias Agso/A230 €s generalmente mayor a la de Agso/Azso, por lo que un

resultado menor a estos valores, indica la presencia de contaminantes.

Con base en los datos presentados (Cuadro 3.1), se concluye que las muestras de
ARN extraidos tenian la calidad adecuada para ser utilizados como moldes para la

siguiente fase.

Cuadro 3.1 Concentracion y caracteristicas de los ARN totales extraidos.

Especie Concentracion A260/A280 A260/A230
(ng/uL)

Capsicum chinense 1578.6 2.11 2.13

Brassica oleracea 2058 2.06 2.08

En la Figura 3.1, se constatdé la integridad del ARN, que fue utilizado como
templado para la sintesis de ADNc, después de haber realizado una electroforesis
en un gel de agarosa al 1%. Se observo la presencia de las dos bandas
mayoritarias de ARNr y la ausencia de “barridos” que podria deberse a la hidrdlisis

de esta macromolécula.

Figura 3.1 Integridad de los ARN totales extraidos de placentas de C. chinense (carril 1) y hojas de

B. oleracea (carril 2).
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A partir del material extraido, se procedié a la sintesis de ADNc, el cual fue
utilizado como molde para la realizacion de los experimentos posteriores. En el

Cuadro 3.2, se presentan las concentraciones y caracteristicas de los ADNc

obtenidos.
Cuadro 3.2 Concentracion y caracteristicas de los ADNc sintetizados.
Especie Concentracion A260/A280 A250/A230
(ng/pL)
Capsicum chinense 1190.3 1.68 1.98
Brassica oleracea 988.6 1.94 1.94

3.2 DISENO DE LOS CEBADORES LAMP

Para la generacion de los oligonucledtidos utilizados como cebadores en la técnica
LAMP se utilizaron las secuencias reportadas en NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov) para ADT (EU616545.1:1-1284 Capsicum annuum

putative arogenate dehydratase mRNA, complete cds) y para ALS
(EU616547.1_cds_ACF17639.1_1 [protein=putative acetolactate synthase]). Estas

fueron ingresadas en la plataforma https://primerexplorer.jp para la generacion de

diferentes propuestas, de entre las cuales se escogieron las parejas de cebadores
mas adecuadas, tomando en cuenta el criterio de baja formacion de dimeros
PrimerIDdG/dimmer. Se obtuvieron valores de -1.83 para ADT y -2.27 para ALS, lo
que indica una menor probabilidad de la formacion de dimeros.
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ADT4 EU616545.1

label
F3
B3
FIP

BIP

F2
F1c
B2
B1c

5'pos 3'pos Tm

154
332

193
233
307
264

172
350

210
253
325
285

ALS EU616547.1

label
F3
B3
FIP

BIP

F2
F1c
B2
B1c

60.17
60.28

59.96
64.93
59.2

64.14

5'pos 3'pos Tm

215
378

236
276
359
302

232
395

254
296
377
321

60.49
60.87

60.18
64.34
60.8
65

dimer (minimum) dG=-1.83

GCrate Sequence

0.58
0.53

CCGGCGAGTTACAACTTCG
AGCGGCTTAGGGAGATTGT

CCGGCTGCTGAGAAACAACC-
CGAGCTGATTGGCAGAGC
AACTGGTGGTGCTGGTGAGATT-
TCGGAACCAGATCCAGACT

0.61
0.57
0.53
0.5

CGAGCTGATTGGCAGAGC
CCGGCTGCTGAGAAACAACCT
TCGGAACCAGATCCAGACT
AACTGGTGGTGCTGGTGAGATT

dimer (minimum) dG=-2.27

GCrate Sequence

0.61
0.61

0.53
0.57
0.53
0.65

GTTTTGCCCCTGACGAGC
GCGAATACGCCACCTTGC
GCAAAGACGTCGGTAACCCCT-
GAAAAGGCTGCGACGTTCT
CTGGCGGTGCTTCAGTGGAG-
TCATGACGTGGCAGGACAT
GAAAAGGCTGCGACGTTCT
GCAAAGACGTCGGTAACCCCT
TCATGACGTGGCAGGACAT
CTGGCGGTGCTTCAGTGGAG
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3.3 DETERMINACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS CEBADORES

En primera instancia, se determiné la funcionalidad de los cebadores disefiados
para ADT y ALS. Es por esto, que se utilizaron los cebadores externos F3 y B3 en
una PCR de punto final, utilizando como molde el ADNc de C. chinense (Figura
3.2). En el caso de actina, utilizada como testigo positivo, se encontré la presencia
de una sola banda del tamafio esperado (185 pb). Es de mencionarse que en el
caso de ALS se lograron apreciar dos bandas, una de ellas del tamafio esperado
(202 bp), pero esto no ocurrio para ADT, donde se observaron multiples bandas
entre 180 y 1000 bp))

200 pb e 7 a0

50 pb - ‘ .

Figura 3.2 Sintesis de fragmentos de ADT y ALS utilizando los cebadores externos F3-B3. M)
Marcador 50 pb; 1) Actina (185 pb); 2) ALS (202 pb); 3) ADT (180 pb). Condiciones de
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termociclacion: activacion, 3 min a 94°C; desnaturalizacion, 45 seg a 94°C; alineamiento, 30 seg a
54°C; extension, 30 seg a 72°C; extension final, 10 min a 72°C.

Con base en estos resultados, se decidid enfocarse en la busqueda de las
condiciones Optimas de amplificacion de la secuencia que corresponde al
fragmento F3-B3 de ADT, en especifico a la temperatura de alineamiento y la

concentracion de Mg?".
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200 pb - .-

50 pb

Figura 3.3 Amplificacion de ADT utilizando un gradiente de concentracion de M92+, manteniendo la
temperatura de alineamiento a 54°C con los cebadores F3 y B3. M) Marcador 50 pb; 1) Sin MgCly;
2) 1 mM MgCly; 3) 2 mM MgCly; 4) 3 mM MgCly; 5) 4 mM MgCl,. Condiciones de termociclacion:
activacion, 3 min a 94°C; desnaturalizacion, 45 seg a 94°C; alineamiento, 30 seg a 54°C; extension,

30 seg a 72°C; extension final, 10 min a 72°C.

Se observé una banda con adecuada intensidad y del tamafio esperado de 180

pb, cuando se us6 una concentracion de 4 mM MgCl, (Figura 3.3).
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Otro factor que se vario fue la temperatura de alineamiento para mejorar la
amplificacion de la secuencia, manteniendo fijas las otras variables (cebadores,

molde y concentracion de MgCl,) (Figura 3.4).

Figura 3.4 Amplificaciéon de ADT utilizando diferentes temperaturas de alineamiento, manteniendo
fija la concentracion de Mg2+ y los cebadores F3 y B3. M) Marcador 50 pb; 1) Sin cebadores; 2)
Actina (185 pb); 3) 54°C; 4) 57°C; 5) 60°C. Condiciones de termociclacion: activacion, 3 min a
94°C; desnaturalizacion, 45 seg a 94°C; alineamiento, 30 seg a 54-60°C; extension, 30 seg a 72°C;

extension final, 10 min a 72°C.

No se encontré una mejora en la eliminacion de bandas inespecificas durante la
amplificacion al aumentar la temperatura de alineamiento (Figura 3.4), por lo que
solamente se incremento el tiempo del ciclo de alineamiento de 30 a 40 segundos,

manteniendo las demas variables sin cambios.
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Cuando se realiz6 la amplificacidn empleando los cebadores externos ahora para
ALS vy las condiciones determinadas para ADT, se pudieron observar bandas de
intensidad y tamafo esperados (202 bp). Por lo anterior, se comprueba la
funcionalidad de los cebadores disehados para la deteccion de la secuencia que
corresponde al gen que codifica para ALS, utilizando las mismas condiciones de

amplificacion por PCR de punto final.

En la figura 3.5, se presentan los resultados de las PCR para la amplificacion de

ADT y ALS, usando las condiciones Optimas de amplificacion para cada gen.

Figura 3.5 Amplificacion de ADT y ALS, utilizando cebadores externos F3-B3 en las condiciones
determinadas en los experimentos anteriores. M) Marcador 50 pb; 1) Sin cebadores, 2) Actina (185
pb); 3) ALS (202 pb); 4) ADT (180 pb). Condiciones de termociclacion: activacién, 3 min a 94°C;
desnaturalizacidon, 45 seg a 94°C; alineamiento, 40 seg a 54°C; extension, 30 seg a 72°C;

extension final, 10 min a 72°C.
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Después de considerar los criterios para el calculo de la mejor temperatura de
alineamiento para los cebadores FIP y BIP (cebadores internos), se procedio a
aumentar esta temperatura a 64°C para ADT y 59°C para ALS y asi corroborar su
funcionalidad mediante PCR de punto final. Como puede notarse en la Figura 3.6,
se logré la amplificacion adecuada de las secuencias que corresponden a ADT y
ALS, utilizando los cebadores FIP-BIP.

De estos resultados se puede concluir que tanto los cebadores externos F3-B3
como los internos FIP-BIP funcionan adecuadamente al amplificar segmentos de
longitudes esperadas para ADTy ALS (180 y 202 bp).

200 pb

50 pb - '

Figura 3.6 Amplificacion de ADT vy ALS, utlizando los cebadores internos FIP-BIP
correspondientes. M) Marcador 50 pb; 1) Sin cebadores; 2) Actina (185 pb); 3) ADT (180 pb); 5)
ALS (202 pb). Condiciones de termociclacion: activacion, 3 min a 94°C; desnaturalizacion, 45 seg a
94°C; alineamiento, 40 seg a 64°C para ADT y 59°C para ALS; extensioén, 30 seg a 72°C; extension
final, 10 min a 72°C.
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3.4 AMPLIFICACION LAMP

Una vez evaluada la funcionalidad de los cebadores disefiados para detectar las
secuencias de ADT y ALS, por medio de PCR de punto final, se procedio a realizar
su amplificacion ahora por medio de la técnica de amplificacién mediada por loops
(horquillas), LAMP.

Los productos de esta reaccion, después de ser separados en un gel de agarosa,
se presentan como un barrido caracteristico tipo escalera (Figura 3.7), donde cada
banda corresponde a segmentos de diversos tamafnos, en contraste con las

bandas unicas que podrian esperarse en una PCR de punto final.
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Figura 3.7 Amplificacion LAMP presentada en la evaluacion de cebadores por Notomi et al., 2000

Un aspecto que debe cuidarse es el grado de astringencia en la interaccion de los
cebadores con el molde. Esta caracteristica dependera de la temperatura de

alineamiento, la que evitara las interacciones inespecificas.

La presencia de betaina (N,N,N-trimetilglicina) o sales de tetracil-amonio funcionan

mejorando la capacidad de desplazamiento de hebra de la Bst polimerasa al
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disminuir la Ty, de los productos durante el proceso de amplificacién. Cuando se
evaluaron diferentes concentraciones de betaina para establecer la Optima para
mejorar el funcionamiento de la polimerasa, se encontr6 que la condicidon

recomendable era la adicion de 0.8 M betaina a la reaccion (Figura 3.7).

250 pb

Figura 3.8 Amplificacion LAMP de ADT, cebadores para ADT y 0.8 M betaina. M) Marcador 1 Kb;
1) Sin ADNc de C. chinense y 2) Con ADNc de C. chinense. Temperatura de reaccion: 60°C,

tiempo de incubacion: 15 min.

Con el fin de establecer las condiciones de temperatura optimas para el
funcionamiento de la Bst polimerasa en la amplificacion de ADT, se probaron
temperaturas entre 62 y 66 °C con incrementos de un grado manteniendo fijo el
tiempo de incubacion en 15 minutos. En total fueron cinco condiciones y de los
resultados obtenidos en la Figura 3.8, se eligid la temperatura de 64°C para la

reaccion.
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1kb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 3.9Amplificacion LAMP de ADT a diferentes temperaturas de reaccion, tiempo de
incubacion 15 minutos. M) Marcador 1 kb, 1) Sin ADNc de C. chinense, 62°C; 2) Con ADNc de B.
oleracea, 62°C; 3) Con ADNc de C. chinense, 62°C; 4) con ADNc de C. chinense, 63°C; 5) Con
ADNc de C. chinense, 64°C; 6) Con ADNc de C. chinense, 65°C; 7) con ADNc de C. chinense,
66°C.

Una vez determinadas las condiciones Optimas para el funcionamiento de la Bst
polimerasa en la amplificacion LAMP de la ADT, se ensayo la deteccion cualitativa
de la accion de esta polimerasa mediante el uso de calceina. La presencia de
fluorescencia en este ensayo indicaba que el magnesio se habia liberado del
pirofosfato formado en la reaccion y se habia unido a la calceina, siendo éste un

meétodo indirecto para probar el éxito de la amplificacion.
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En el panel A de la Figura 3.9, se puede observar la amplificacion de ADT por
medio de LAMP en placentas de C. chinense. Los productos de la reaccion fueron
separados por electroforesis en un gel de agarosa (Fig. 3.9 A). En paralelo, se
evalud la respuesta fluorescente en el tubo donde se llevé a cabo la reaccion de
amplificacion, indicando el correcto funcionamiento de la polimerasa (Fig. 3.9 B).

1kb
750 pb
500 pb

250 pb

Figura 3.10Amplificacion LAMP de ADT. Panel A: M) Marcador 1 kb; 1) Sin ADNc de C. chinense;
2) Con ADNc de B. oleracea; 3) Con ADNc de C. chinense. Panel B: Deteccién de la amplificaciéon
con calceina. 1) Sin ADNc de C. chinense; 2) Con ADNc de B. oleracea; 3) Con ADNc de C.

chinense. Temperatura de reaccion: 64°C, tiempo de incubacion: 15 min.
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También se determind la temperatura 6ptima de reaccidén para la polimerasa Bst
utilizando los cebadores para ALS, la cual resultdé ser 65°C (Figura 3.10). Asi
mismo, se comprobd por el método indirecto empleando calceina, la correcta
amplificacion de ALS (Figura 3.11).

1kb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 3.11 Amplificacion LAMP de ALS a diferentes temperaturas de reaccion, tiempo de
incubacion 15 minutos. M) Marcador 1 kb, 1) Sin ADNc de C. chinense, 62°C; 2) Con ADNc de B.
oleracea, 62°C; 3) Con ADNc de C. chinense, 62°C; 4) con ADNc de C. chinense, 63°C; 5) Con
ADNc de C. chinense, 64°C; 6) Con ADNc de C. chinense, 65°C; 7) con ADNc de C. chinense,
66°C.
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Figura 3.12Amplificacion LAMP de ALS. Panel A: M) Marcador 1 kb; 1) Sin ADNc de C. chinense;
2) Con ADNc de B. oleracea; 3) Con ADNc de C. chinense. Panel B: Deteccién de la amplificaciéon
con calceina. 1) Sin ADNc de C. chinense; 2) Con ADNc de B. oleracea; 3) Con ADNc de C.

chinense. Temperatura de reaccion: 65°C, tiempo de incubacion: 15 min.
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3.5 SENSIBILIDAD DE LA AMPLIFICACION LAMP

Una vez que se establecieron las mejores condiciones para realizar la
amplificacion LAMP de ADT y ALS, se procedié a comparar la sensibilidad que se
puede obtener con esta técnica contra la PCR de punto final. Con este fin, se

realizaron diluciones seriadas decrecientes del ADNc de C. chinense (Cuadro 3.2).

."
)

200 pb -

100 pb t

Figura 3.13 Amplificacion por PCR de punto final de ADT (185 pb) empleando diferentes
concentraciones de ADNc de C. chinense. M) Marcador 100 pb; 1) Sin ADNc; 2) Actina (180 pb); 3)
1190.3 ng; 4) 119.0 ng; 5) 11.9 ng; 6) 1.19 ng; 7) 119 pg; 8) 11.9 pg.
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Resulta evidente de los resultados presentados en la Figura 3.12, que la sefal de
ADT se perdié después de las primeras dos diluciones (11.9 ng); esto es, fue
necesaria una concentracion superior a 11.9 ng de ADNc de C. chinense para
obtener una banda en el ensayo de PCR. En contraste, cuando se utilizé la técnica
de LAMP, la seinal se percibe aun con 29.7 pg de ADNc en el ensayo (Figura
3.13), que corrsponde a 400 veces menos cantidad de la cantidad necesaria
presentada con la reaccion de PCR de punto final.

1kb | -
750 pb .

500 pb

250 pb

Figura 3.14 Amplificacion LAMP de ADT empleando diluciones decrecientes de ADNc de C.

chinense. Temperatura de reaccion: 64°C, tiempo de incubacién: 15 min. M) Marcador 100 pb; 1)
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Sin ADNc de C. chinense; 2) Con ADNc de B. oleracea; 3) 297.5 ng; 4) 29.75 ng; 5) 2.97 ng; 6)
0.29 ng; 7) 29.75 pg; 8) 2.97 pg.

200 pb -

100 pb t

Figura 3.15 Amplificacion por PCR de punto final de ALS (202 pb) empleando diferentes
concentraciones de ADNc de C. chinense. M) Marcador 100 pb; 1) Sin ADNc; 2) Actina (180 pb); 3)
1190.3 ng; 4) 119.0 ng; 5) 11.9 ng; 6) 1.19 ng; 7) 119 pg; 8) 11.9 pg.
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En el caso de la ALS, los limites fueron 11.9 ng de ADNc de C. chinense para
obtener una banda en el ensayo de PCR (Figura 3.14) y 2.97 pg en el caso de la
amplificacion LAMP (Figura 3.15).

. —
1kb
750 pb
500 pb
-

Figura 3.16 Amplificacion LAMP de ALS empl.eando diluciones decrecientes de ADNc de C.
chinense. Temperatura de reaccion: 65°C, tiempo de incubacion: 15 min. M) Marcador 100 pb; 1)
Sin ADNc de C. chinense; 2) Con ADNc de B. oleracea; 3) 297.5 ng; 4) 29.75 ng; 5) 2.97 ng; 6)
0.29 ng; 7) 29.75 pg; 8) 2.97 pg.
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CAPITULO IV
DISCUSION

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es la mas utilizada en sus
diferentes variedades: transcripcién inversa (RT-PCR), PCR anidado (nested
PCR) y PCR multiple (multiplex PCR) (Parida et al., 2008). Debido a su aparente
simplicidad, se utiliza como una aproximacion estandar en biotecnologia y
laboratorios de diagndstico médico. De cualquier forma, la técnica de PCR posee
desventajas intrinsecas, como el requerimiento de un termociclador, especificidad
insuficiente y una relativa baja eficiencia de amplificacion. Tomando en cuenta
estas desventajas, se han desarrollado nuevas técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos (Mori et al., 2001).

La técnica de amplificacidén isotérmica mediada por horquillas o loops (LAMP),
reportada por Notomi en el ano 2000, representa una opcidon diferente para la
amplificacion y deteccion de secuencias que corresponden a genes de interés.
LAMP es un método de amplificacion de acidos nucleicos bajo condiciones
isotérmicas que da lugar a grandes cantidades de ADN (Nagamine et al., 2001).
Este método puede amplificar secuencias de interés con un limite de deteccion de

menos de 10 copias en un periodo de una hora (Notomi et al., 2000).

La técnica LAMP se fundamenta en la sintesis auto-ciclica por desplazamiento de
la hebra de ADN, realizada por una ADN polimerasa con una alta actividad de
desplazamiento de cadena, y el disefio de un par de cebadores internos y otro par
de externos (Notomi et al, 2000), lo que le confiere caracteristicas como

sensibilidad, especificidad y facil realizacion.

En este trabajo, se establecieron las condiciones para la amplificaciéon de las
secuencias que codifican para la arogenato deshidratasa (ADT) y la acetolactato
sintasa (ALS), utilizando los cebadores LAMP/F3-B3 y FIP-BIP correspondientes a
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cada enzima. Se logro la amplificacion de los genes que codifican para ADT y ALS

utilizando los cebadores LAMP con la sensibilidad y especificidad esperadas.

Hay diferentes factores que pueden ser ajustados con el objetivo de mejorar la
eficiencia de la reaccion. Por ejemplo, la adicidn de betaina en concentraciones
que van de 0.4 a 1.2 M son utilizadas para mejorar la especificidad; sin embargo,
concentraciones mayores pueden impedir reacciones positivas. Otro de los
parametros para mejorar la especificidad de la reaccion es la temperatura, la cual
puede ser aumentada hasta 70°C en el caso de la Bst polimerasa 3.0.

Disminuir la concentracion de magnesio por debajo de 8 M es otra opcidén para
mejorar la especificidad. Una reduccion de la concentracion de la enzima Bst y el
tiempo de incubacion permite minimizar la incidencia de falsos positivos. Estos son
algunos ejemplos de las variables que pueden manipularse cuando el numero de
copias molde es alto, si hiciera falta aumentar la sensibilidad. Cuando la
amplificacion se da aun con la omision de templado, la estrategia es el redisefio de

los cebadores (Tanner et al., 2014).

Un aspecto que no debe olvidarse del poderoso mecanismo de amplificacion de
LAMP es que mientras éste es un ensayo altamente sensible, al mismo tiempo es
muy susceptible al acarreamiento de contaminantes, en donde productos de ADN
preferentemente amplificados puede ser a su vez utilizados como templado para
un proceso de re-amplificacion llevando a la formacién de falsos positivos (Hsieh
et al., 2014). Es, por esto, que es fundamental para la confiabilidad vy
reproducibilidad de los ensayos el uso de material libre de ADNasas y ARNasas,
asi como extremar los cuidados para evitar el acarreamiento de contaminantes en
el material empleado, como puntas, tubos, etc., o en superficies que se

encuentren en contacto con los reactivos.
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El tiempo de incubacidén es otro factor determinante para evitar la presencia de
falsos positivos, esto posiblemente se deba a la formacion de artefactos, producto
de la interaccion de los cebadores entre si. Esto llevd a reducir el tiempo de
incubacion bajo las condiciones de reaccion establecidas a 15 min, el cual resulté
suficiente para la amplificacion de las secuencias deseadas sin la presencia de

falsos positivos.

Cuando se comparé la sensibilidad del ensayo LAMP versus el de la PCR
convencional se observé una diferencia sustancial de entre 10 y 100 veces mayor,
la cual es similar a la descrita por Li y colaboradores (Li et al., 2013). En el caso de
ADT, en la PCR de punto final se pudo apreciar la banda cuando se utilizaron 11.9
ng de templado (Figura 3.12). En contraste, esta sefial se observo con hasta la
concentracion de 29.7 pg (Figura 3.13). Para ALS, las concentraciones de molde
en donde aun se puede percibir una banda son 11.9 ng y 2.97 pg para PCR de
punto final y PCR, respectivamente (Figuras 3.14 y 3.15).

Este trabajo ha demostrado por primera vez que la sensibilidad de la técnica de
amplificacion mediada por loops (LAMP) puede ser aprovechada para la deteccion
de los transcritos que se encuentran en baja concentracién de genes involucrados

tanto en el metabolismo primario como el especializado en plantas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En este trabajo, se lograron establecer las condiciones Optimas para la
amplificacion y deteccion de las secuencias de los genes que codifican para
enzimas claves en la ruta de sintesis de los precursores de los capsaicinoides, la
arogenato deshidratasa (ADT) y acetolactato sintasa (ALS), en extractos de tejido
placentario de Capsicum chinense Jacq. mediante la técnica de amplificacion
mediada por loops (LAMP).

Al realizar la evaluacion de la sensibilidad de la técnica de amplificacion LAMP
contra aquella de la técnica de amplificacién por PCR, se demostré que la primera

posee una sensibilidad de entre 10 y 100 veces mayor que la segunda.

PERSPECTIVAS

Si bien existen muchas opciones y variantes para la amplificacién y deteccion de
secuencias de acidos nucleicos con diferentes propdsitos, es siempre deseable la
busqueda de nuevas técnicas y aplicaciones que ofrezcan mayores capacidades,
en lo que respecta a la versatilidad, sensibilidad, especificidad, métodos de

deteccion y reduccidn de costos, entre otras muchas otras.

La técnica de amplificacion isotérmica mediada por loops (LAMP) ofrece
actualmente una plétora de oportunidades, en cuanto a su aplicacién con fines
diagndsticos de enfermedades en animales y plantas. Esta ha servido para el
desarrollo de estuches (“kits”) con los componentes liofilizados necesarios para la
deteccion de enfermedades especificas en campo, con un minimo de

requerimientos, asi como del de complejas metodologias propuestas de
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secuenciacion sacando provecho de la caracteristica de desplazamiento de hebra

gue posee la Bst polimerasa.

Es importante encontrar nuevas areas en la investigaciéon en donde puedan ser
explotadas las caracteristicas de esta técnica, como lo es el estudio de genes
relacionados con rutas metabdlicas en plantas, que estan reguladas de manera
estricta a nivel transcripcional. Su sensibilidad resulta ser una ventaja en este tipo
de escenarios, por lo que es necesario contemplar este método de amplificacion
como una herramienta eficaz y util para el estudio de genes involucrados en el

metabolismo primario y secundario en plantas.
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