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Los niveles de expresion del gen ZDS por RT-PCR en tiempo real en diferentes estados
de desarrollo del fruto de los morfotipos naranja y rojo, manifestaron una variacién de
acuerdo a la edad. Asi, en el morfotipo naranja, el incremento de los niveles de expresién
del gen ZDS durante los estados de maduracion pudiera conducir a la acumulacién de -8
xantofilas ya que ZDS forma parte del conjunto de genes involucrados. En el morfotipo
rojo, el nivel de expresion de este gen disminuyé en el fruto maduro. Asimismo, en hojas
jovenes de ambos del morfotipos, el nivel de expresién del gen ZDS fue elevado, lo cual

no ha sido reportado para otras especies.

Aunque se logré observar el cambio en la expresion del gen ZDS, es necesario estudiar a
fondo las implicaciones de esto en chile habanero. Asimismo, resulta de suma importancia
el llegar a conocer los patrones de expresion de los genes CCS, B-LCY y ¢-LCY y la
cuantificacién de carotenoides, esto para vislumbrar si existe una correlacién entre estos

dos procesos.







Also in, young leaves of but a orange and red habanero pepper morphotypes, the level of
ZDS gene expression was elevated, which has not been reported for other species.

Although it was possible to observe the change in ZDS gene expression, it is necessary to
study in depth the implications of this in habanero pepper. Also is very important to obtain
information about the CCS, B-LCY and &-LCY gene expression and the quantification of

the carotenoids, to discern whether this correlation exists between these two processes.







INTRODUCCION

De las diferentes especies cultivadas, chile (Capsicum spp.) posee la via biosintética de
carotenoides mas evolucionada refiriéndose al tipo de compuestos ya que aunque la
capsantina y capsorrubina son los elementos claves que le confieren el tipico color rojo al
fruto durante el proces. ie maduracion del chile, muchos otros tipos de carotenoides
pueden acumularse en sus frutos (Deli et al., 2001; Maoka et al., 2001). Los cambios de
color durante la maduracion de los frutos son debidos a alteraciones en la composiciéon de
carotenoides, y diversos colores desde blanco hasta el rojo intenso, también se pueden
encontrar en las diferentes variedades maduras de chile. Los frutos del chile, por lo tanto,
son un excelente modelo para estudiar los mecanismos de regulacion subyacente a la

biosintesis de carotenoides.

Yucatan es reconocido como centro de reserva genética de la especie C. chinense,
debido a la diversidad de formas, aromas, picor, y particularmente, colores que exhiben
sus frutos. Sus colores varian en diferentes tonos, de naranja, rojo, amarillo y morado,
ademas de que en estado inmaduro las tonalidades de los frutos van del verde tenue al
verde intenso, pudiendo observarse morfotipos con frutos de color practicamente blancos
en su estado inmaduro. Por la importancia que tienen los pigmentos para diferentes
industrias (alimenticia, farmaceutica, cosmetolégica, etc.), y tomando en cuenta la
variedad de colores de frutos, presentes en la diversidad de esta especie en la regién, el
propdsito fundamental de este proyecto es deierminar los patrones de expresién de los
genes responsables de la sintesis de carotenocides en dos diferentes morfotipos de chile
habanero (naranja y roja) caracterizadas por sus frutos de colores diferentes vy
contrastantes y que forman parte del germoplasma de esta especie (C. chinense Jacq.)
en el CICY.
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El fruto tiene multiples aplicaciones, desde su utilizacién en la industria de los alimentos
hasta aplicaciones medicinales, pasando por la obtencion de materia prima con fines

artesanales e industriales (Long- Solis, 1998).

Este fruto se utiliza en la industria farmacéutica por su alto contenido de capsaicina la cual
ayuda a inhibir dolores musculares asi como el crecimiento de tumores cancerosos
(Gonzales-Salan, 2004). Externamente se usa como revulsivo en pomadas y linimentos
contra los dolores reumaticos y las neuralgias, por via oral se usa el jugo o tintura del fruto
contra las hemorroides; en este caso puede ser preparado en vinagre como condimento
de comidas; también se recomienda la tintura de los diversos frutos de Capsicum en la

gota, en los reumatismos y en las bronquitis.

En el campo de la defensa personal se ha generado una serie de aerosoles, cuyos
efectos irritantes se deben a productos organicos como la pimienta de cayena, pimiento
rojo u otros picantes similares. Estos productos no cuentan con sustancias téxicas para el
organismo humano ya que incluso su eventual ingesta no presenta peligrosidad para la

salud, generando tan solo efectos irritantes (Pollak y Saukko, 2000).

Los sintomas de ceguera, sofoco y nadusea causados por el contacto de la capsaicina

organicos desaparecen al cabo de 30 minutos sin causar efectos secundarios.

El chile se consume generalmente fresco, en condimento o seco. Los chiles ancho,
mulato, mirasol y pasilla, se secan para destinarse a la industria artesanal del mole.
También se usan para extraer el pigmento rojo que se emplea para colorear embutidos
como chorizo y salami. En la industria avicola se utiliza para preparar mezclas de
alimentos balanceados. Ademas es ampliamente utilizado en la industria dedicada a la

produccion de cosméticos.
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1Cifra reliminares
Fuente: SIAP con informacidn d  is delegaciones estatales de SAGARPA

Figura 1.1 Produccién de chile habanero
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Las semillas son lisas, ovaladas, y pequefas (2.5 a 3.5 mm) tienen testa de color café
claro a café oscuro y su periodo de germinacion varia entre ocho y quince dias. El sabor
picante se debe a la presencia de capsaicina, sustancia muy irritante en estado puro y

cuya mayor concentracion se encuentra en la placenta de las semillas.

Tiene raiz pivotante y un sistema radicular bien desarrollado, cuyo tamafio depende de la
edad de la planta, las caracteristicas del suelo y las practicas de manejo que se le
proporcionen; puede alcanzar longitudes mayores a los 2 m.

Su tallo es grueso, erecto y robusto y generalmente tiene tendencia a formar tres tallos en
la primera ramificacion, la que ocurre entre la décima y duodécima hoja, para después
continuar bifurcandose, con un crecimiento semi-indeterminado; después de la primera

trifurcacién muy raramente las tres ramas alcanzan el mismo desarrolio.

Las hojas son simples, lisas, alternas y de forma lanceolada, de tamario variable lo mismo
que su color, el cual puede presentar diferentes tonos de verde dependiendo de la
variedad. Pueden ser glabras o pubescentes; el grado de pubescencia también depende
de la variedad. Con una nutricion adecuada las hojas pueden alcanzar un tamafo superior

alos 15 cm. de longitud y ancho.

Las flores son de color blanco; su tamafio varia entre 1.5 y 2.5 cm. de diametro de la
corola; estos 6rganos se emiten en cada ramificacion y se pueden presentar racimos
hasta de seis flores, dando lugar a un promedio de tres frutos. El nimero de sepalos y
pétalos también es variable (de cinco a siete) aun dentro de la misma especie, [0 mismo
que la longitud del pedunculo floral.

Los frutos se clasifican como una baya poco carnosa; son huecos y tienen entre tres y
cuatro lébulos; las s. illas se alojan en placentas blancuzcas y secas, que no estan
envueltas por mucosa, y las membranas de los lébulc. generalmente no se prolongan
hasta el centr.. Suelen ser de tamario y forma variables. E! ._lor a la maduracién puede
ser amarillo, rojo, naranja o café y su sabor siempre es picante, aunque el grado de

pungencia depende de la variedad (Tun, 2001).
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al., 2000). En adicion a esas funciones metabdlicas y estructurales, muchos terpenoides
especificos (cominmente las familias C10, C15 y C20) participan en la comunicacion y
defensa celular contra el dafio foto-oxidativo (Mc Garvey y Croteau, 1995).

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40 atomos de carbono, formaimente
derivados del fitoeno. Pueden ser de dos clases: los carotenos, compuestos
hidrocarbonados, y las xantofilas, derivados oxigenados de los carotenos.
Tradicionalmente los carotenoides han sido llamados con nombres triviales, usualmente
refiriéndose a la fuente de la cual se aislaron por primera vez. En la actualidad se ha
establecido un esquema sistematico para denominarlos describiendo su estructura de
acuerdo a las reglas de la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
(Sanchez et al., 1999).

La biosintesis de los carotenoides (fig. 1.1) se inicia por la isomerizacién de moléculas de
isopentenil pirofosfato (IPP), dando lugar a la dimetilalil difosfato (DMAPP), el cual es
sustrato para la geranil difosfato sintetasa, para la produccion de geranil difosfato (GPP), y
este Uitimo actia como sustrato para la geranil-geranil difosfato sintasa, originandose el
geranil geranil difosfato (GGPP). Es a partir del GGPP que se lleva a cabo la biosintesis
del fitoeno, el cual es el primer compuesto de tipo carotenoide (Simkin et al., 2007).

Los carotenoides se originan en los plastidos de las células vegetales y son moléculas de
40 carbonos con dobles enlaces conjugados derivados de la dimerizacion de dos
moléculas de 20 carbonos de GGPP, siendo éste Gltimo el precursor de multiples
isoprenoides de importancia como el tocoferol, clorofila, quinonas y giberelinas (Fraser et
al; 1995).

La relevancia de los carotenoides a nivel biolégico radica en que son los responsables de
proporcionar una gran variedad de colores tanto en animales como en plantas y
microorganismos. Por ejemplo, el color naranja caracteristico de la carne del salmén vy el
rojo de las conchas de las langostas son debidos al ceto-carotenoide astaxantina que

obtienen por su alimentacion a base de algas y mocroorganismos (Grotewold, 2006).
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Fitoeno desaturasa (Tipo
CrtP)

Diapotitoeno desaturasa

z- Caroteno desaturasa

Formacién de b- caroteno y
a- caroteno

Licopeno ciclasa (Tipo Crt-Y)

(Tipo Crt-L)

Formacidn de xantofilas
aciclicas

Hidroxineurosporeno sintasa

Metoxineurosporeno
desaturasa

Hidroxineurosporeno o-
metiltransferasa

criP

PDS

CrtN

crtQ

ZDS

crtY
cril
B-LCY

E-LCY

crtC

crtD

crtF

Algunas bacterias, animales, alga (Pyropia
yezoensis) y planta (Mantoniella squamata).

Algunas plantas superiores, hongos, bacterias y
virus.

Algunas bacterias y alga (Phaeodactylum
tricornutumy.

Algunas bacterias y cianobacterias.

Algunas plantas superiores, hongos y bacterias.

Algunas bacterias y planta (Manihot esculenta).
Algunas bacterias y algas.
Algunas plantas superiores, bacterias y hongos.

Algunas plantas superiores y bacterias.

Algunas bacterias, hongos, animales y planta
(Arabidopsis thaliana).

Algunas plantas superiores, bacterias, animales
y hongos.

Algunas plantas superiores, animales, bacterias
y hongos.
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Los plastidios varian principalmente en numero, tamarfio, forma, contenido y funcién seguin
el tipo celular y el estadio de desarrollo de la célula, y se reproducen por fision, con
independencia del ciclo celular. Son ejemplos de plastidios los cloroplastos, que contienen
los pigmentos verdes clorofila a y b, asi como carotenoides de color anaranjado y
xantofilas amarillas, los aleuroplastos contienen aleurona, los leucoplastos son plastidios
incoloros implicados en la sintesis de monoterpenos, los amiloplastos son los que
acumulan granulos de almidon y los cromoplastos, que son organelos coloreados que
sintetizan y contienen pigmentos de color, como los carotenos y las xantofilas, los cuales
a su vez son el origen de los colores de muchos frutos, flores y hojas. Los cromoplastos
se originan por division a partir de cloroplastos jévenes o de cloroplastos maduros (Alberts
et al.,, 1991).

1.6 Aplicaciones de los carotenoides

En la avicultura se han utilizado durante muchos arios, extractos naturales de zeaxantina,
luteina y cantaxantina, de color amarillo, basicamente en la alimentacién de gallinas de
postura y pollos de engorda para optimizar el color de la yema de huevo y la piel de pollo
(Fletcher, 1992; Marusich y Bauernfeind, 1981).

En acuacultura se usa astaxantina, de color naranja, para pigmentar la piel, piel o
exoesqueleto de salménidos y crustaceos (Nelis y De Leenheer, 1991; Shahaidi et al.,
1998; Simpson et al., 1981).

Otros carotenoides como el B-caroteno y el 8-apocarotenal se utilizan en la produccién de
quesos, mantequilla, jugos, helados y dulces entre otros. Esta bien demostrado que la
ingesta de carotenoides es un factor importante en la salud humana. Algunos de ellos
pueden transformarse en vitamina A, ademas ejercen proteccidbn contra serias
enfermedades degenerativas y recientemente se ha descubierto que estimulan la
respuesta inmune. Algunos carotenoides como el B-caroteno, a-caroteno y criptoxantina
son una importante fuente de vitamina A en mamiferos. En humanos, la deficiencia de
vitamina A es un problema que afecta a nivel mundial, especialmente a los nifios, por lo
que se ha buscado suplementar a” 1entos con carotenoides, particularmente con B-
caroteno (Simmone et al., 1996). King et al., (1995) probaron que el B-caroteno lograba

incrementar el contenido de acetato de vitamina A en la carne de pollos alimentados
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La suplementacién con vitamina E, vitamina C, o B- caroteno no retrasa el deterioro
cognitivo en las mujeres con CVD (enfermedades cardiovasculares) preexistentes o por
factores de riesgo. Un efecto tardio de la vitamina C o un efecto de los suplementos de -
caroteno entre las personas con una baja ingesta de éste en su dieta puede ser
casualidad, pero en el estudio con tratamientos de larga duracion (mayor a 10 afios) esta
garantizado.

La interpretacion clinica y las implicaciones de los estudios realizados concluyen que la
suplementacién con vitamina E, vitamina C, B- caroteno en mujeres mayores que padecen
de enfermedades cardiovasculares es poco probable que reduzcan el riesgo de deterioro

cognitivo (Kang et al., 2009).

Resultados del meta-analisis en canceres primarios y secundarios, no fueron compatibles
con cualquier efecto protector de la suplementacién con B- caroteno en la incidencia de
cancer de pulmoén, de pancreas, colorrectal, de préstata, de mama y de piel, de esta
manera, proporcionan por primera vez pruebas de la ausencia del efecto de la
suplementacién con B- caroteno en el cancer de piel, de prostata y de mama. De igual
manera, no se observé ninguna reduccién del pulmén, del pancreas o de los riesgos de
padecer cancer colorrectal con suplementos de - caroteno. No se encontrd ningun efecto
significativo de la suplementaciéon de p- caroteno en padecimientos de cancer de
estdmago cuando se incluyeron todos los estudios disponibles en el meta-analisis. Esta
evidencia promueve la ingestion de una dieta saludable, que incluya el consumo suficiente
de frutas y verduras que proporcionen dosis nutricionales de diversos antioxidantes y
micronutrientes, en lugar de suplementos dep- caroteno. El meta-andlisis también indicé
que los suplementos de B- caroteno podrian aumentar no solo el riesgo de padecer cancer
de pulmén, sino también el riesgo de cancer estomacal. En general, este estudio apoya la
ausencia de cualquier efecto protector asociado a la suplementacién de p- caroteno contra

el riesgo de cancer primario (Pecollo et al., 2010).
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ya que determinan los colores rojo, naranja y amarillo de los cultivares comerciales de
chile. Por otra parte, los frutos secos del chile son fuentes importantes de pigmentos rojos

naturales para la industria alimentaria y cosmética.

Hasta ahora, muchos genes implicados en la via de biosintesis de carotenoides se han
caracterizado y clonado en chile. Entre algunos trabajos relacionados, se puede
mencionar la purificaci¢.. de la isopentil pirofosfato isomerasa (IPP) y la geranil geranil
pirofosfato sintasa (GGPS) de cromoplastos de Capsicum por cromatografia de afinidad.
De igual manera, el aislamiento y la caracterizacion de una enzima bifuncional que
cataliza la sintesis de fitoeno, la regulaciéon de biosintesis de xantofilas en C. annum, asi
como también el desarrollo y la regulacién de genes de la via de isoprenoides en
condiciones de estrés en frutos de chile. (Dogbo y Camara, 1987; Dogbo et al., 1988;
Hugueney et al., 1992; Kuntz et al., 1992; Rémer et al., 1993; Bouvier et al., 1994,
Hugueney et al., 1995; Bouvier et al., 1996; Hugueney et al., 1996). Sin embargo, la
conexion directa entre estos genes y su expresién fenotipica no pudo establecerse debido
a la falta de mutantes adecuados y a la disponibilidad de técnicas de transformacién en
los chiles. La funciéon de genes aislados se puede postular a través de estudios
bioquimicos o de la introgresién de genes en otros organismos, tales como el tabaco, el

tomate o en bacterias.
1.8 Expresion de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides

En el caso de expresion de genes de biosintesis de carotenoides, en citricos tales como
limén, naranja y mandarina, se observé que la coloracién de las cascaras, caracteristica
del grado de maduracién de estos frutos, estd fuertemente relacionada con la
acumulacion de B-¢ carotenoides en su etapa inmadura (verde) y de B-B carotenoides en
su etapa madura (naranja). En contraste, en los sacos de jugo de la mandarina,
incrementé la expresion de los genes PSY, PDS, ZDS, B-LCY, B-HY Y ZEP, los cuales
participan en la produccién de 8- 8 xantofilas que conducen a la acumulacién de 8-CRY
en esta etapa. Ademas, de manera general, en los sacos de jugo no se observaron
transcritos de ¢-LCY en su etapa verde y naranja por lo que sugieren que la sintesis de
B-¢ carotenoides ocurri en etapas previas, ya que el gen ¢LCY se expreso

exclusivamente en cloroplastos contenidos en tejidos fotosintéticos. (Kato et al., 2004).
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Estos resultados indican que durante el desarrollo de las flores existe una correlacion
entre la acumulacién de carotenoides, la acumulacién de cromoplastos y la induccién de

genes para enzimas que catalizan la sintesis de carotenoides (Zhu et al., 2001).

De igual manera, se encuentran reportes sobre expresion de genes de biosintesis de
carotenoides en lineas transgénicas de Nicotiana tabacum donde no se encontraron
cambios en los niveles de transcritos de los genes de biosintesis de carotenoides
examinados (PSY1, PSY2, PDS, ZDS y 8 - LCY), pero que si hubo una grave disminucién

en la biosintesis de carotenoides (Busch et al., 2002).

Con base a lo anterior, se puede sugerir que existe una fuerte correlaciéon entre la
expresion de genes de biosintesis de carotenoides y la acumulacién de éstos. También,
que la regulacién de la sintesis de carotenoides depende en gran manera de la especie y
del tipo de tejido a analizar ya que en el caso de los frutos se observa que la acumulacion
de carotenoides esta fuertemente relacionada con expresion de genes. De esta manera,
seria interesante conocer el patrén de expresién de genes de sintesis de carotenoides en
la especie C. chinense Jacqg. para entender mejor la regulacién de genes en esta

especie.
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JUSTIFICACION

El chile habanero de la peninsula de Yucatan se distingue internacionalmente por su

elevada pungencia.

La sociedad ha venido mostrando una marcada preferencia por los productos elaborados
a base de colorantes naturales. Existen chiles habaneros naranjas, rojos, amarillos
(pigmentos carotenoides), morados (pigmentos flavonoides), entre otros. Esto permite
inferir que esta especie puede ser una importante fuente de pigmentos, como
carotenoides y antocianinas, los cuales son empleados por diferentes industrias para dar
color a sus productos. En este sentido, el estudio de la expresién diferencial de genes
relacionados con la sintesis de los carotenoides permitira la identificacién de morfotipos
que por un lado pueden tener un alto potencial para la industria de colorantes y por otro

para la seleccién de progenitores para el mejoramiento de chile habanero.
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En el banco de datos dentro del NCBI, se encuentra reportada una secuencia de ARNm
correspondiente a ZDS en C. annuum con un tamafio de 1982 pb y aislada de frutos
maduros de C. annuum cultivar Lamuyo (X89897.1).

De igual manera, para el gen g-LCY, se encuentran varias secuencias reportadas en C.
annuum. Una secuencia de ARNm con un tamario de 1785 pb y aislada de frutos maduros
de C. annuum cultivar Lamuyo (X86221.1). También se encuentran siete secuencias de
ADN gendémico con un tamario de 1497 pb aislados del pericarpio de frutos de C. annuum
cultivar Canary (GU085272.1), C. annuum cultivar Fogo (GU085270.1), C. annuum
cultivar Orange Grande (GU085268.1), C. annuum cultivar Valencia (GU085266.1), C.
annum cultivar Dove (GU085271.1), C. annuum cultivar NuMex Sunset (GU085269.1), C.
annuum cultivar Oriole (GU085267.1).

Para el gen CCS, se encuentran siete secuencias de ADN gendémico con un tamafo de
1494 pb aislados del pericarpio de frutos de C. annuum cultivar Canary (GU122937.1), C.
annuum cultivar Fogo (GU122933.1), C. annuum cultivar Orange Grande (GU122936.1),
C. annuum cultivar Valencia (GU122934.1), C. annum cultivar Dove (GU122939.1), C.
annuum cultivar NuMex Sunset (GU122935.1), C. annuum c¢**ivar Oriole (GU122938.1).
También, existe una secuencia de ARNm rc.aortada en C. annuum cultivar Lamuyo de
1784 pb aislada de frutos maduros (X76165.1), un ecuencia de ADN genémico de 2159
pb aislada de la cepa “Yolo wonder” (X77289.1) y una secuencia de ADN gendémico de
1997 pb aislada de la cepa “Yolo wonder” clona U3 (X78030.1).

No existen secuencias reportadas para el gen &-LCY en el género Capsicum dentro del
banco de datos del NCBI.

Hasta el momento, se sabe que los frutos maduros de chile poseen un rango variado de
coloracion que van desde blanco hasta rojo intenso. Para entender los mecanismos
regulatorios de la biosintesis de los carotenoides y la variacién en los colores de los
frutos, se han analizado diferentes variedades de Capsicum spp. (C. baccatum, C.
annuum, C. pubescensy C. chinense), para esto se midieron los niveles y composicion de
los carotenoides acumulados en estas variedades y se analizaron los patrones de
expresion de genes de la biosintesi: le carotenoides. Se encontré que los chiles rojos

acumulan niveles elevados de carotenoides totales durante su maduracion, mientras que
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material vegetal

Todos los chiles utilizados para este trabajo fueron crecidos y cosechados bajo
condiciones de invernadero. Para el aislamiento del ADNc correspondiente a ZDS se
utilizé el morfotipo de chile habanero rojo en la etapa 5 de maduracién (30 dias después
de la floracién completa) y para el aislamiento del ADNc correspondiente a f-LCY'y -LCY
se utilizo el morfotipo de de chile habanero rojo en la etapa 4 de maduracién (15-17 dias
después de la floracién completa). Se usaron estos chiles para el aislamiento ya que eran
los que estaban disponibles.

Para el aislamiento del ADNc correspondiente a CCS se utilizé el morfotipo de maduro de
chile habanero rojo, es decir, la etapa 6 de maduracién (35-40 dias después de la
floracion compieta) ya que Ha y colaboradores (2007) reportan la expresion del gen CCS

en chiles rojos y maduros.
2.2.2 Extraccion de ARN

Se siguidé la metodologia reportada por Chomczynski y Sacchi (1987), ligeramente
modificada por Gémez-Uc (2006). Todos los pasos de centrifugacion fueron desarrollados
por centrifugacion a 13000 rpm en un rotor Sorvall # 3328 (Sorvall® fresco) a 4 °C.

La muestra (fruto y hoja colectados en el invernadero) se macerd en N; liquido, y se
agrego6 5 mL de Trizol (38% v/v de Fenol, 12.5 mM de tiocianato de guanidina ultrapura,
6.25 mM de tiocianato de amonio, 100 mM de acetato de sodio y 5% de glicerol grado
biologia molecular) por cada 500 mg de muestra, se incubd por 10 min a temperatura
ambiente (TA) y centrifugdé por 15 min, el sobrenadante se deposité en un tubo nuevo,
agregandole 1/5 de volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1). Se agité en un
vortex y se incub6 por 3 min a TA. Luego, se centrifugd 15 min para la separacion de
fases. La fase incolora acuosa (superior) se transfirié6 a un tubo nuevo y se agregé un
volumen igual de isopropanol frio. Se incub6é la muestra a 4 °C toda la noche,
posteriormente se centrifugé por 15 min. La pastilla se lavé con etanol 70% frio y se
centrifugo por 15 min (tres veces). Se lavd con etanol 100% frio y se retiré el etanol por
centrifugacion. La pastilla se dej6é secar a TA y se resuspendié en 35 pL de agua tratada
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2.2.5 Diseiio de cebadores

Para el disefio de los cebadore. le los genes CCS, ZDS, B-LCY y e-LCY se realizé un
alineamiento por medio del programa Clustal 2.0. Se alinearon secuencias de especies de
dicotiledéneas obtenidas del GENBANK banco de datos National Center for Biotechnology

Information (NCBI). Las figuras se presentan en los resultados.
2.2.6 Amplificacion por PCR punto final

Para las reacciones de PCR se utilizaron los siguientes componentes y los programas a

utilizar para los cuatro genes de estudio.

PCR para los genes B-LCYy ¢-LCY

Componente Cantidad (1X)

10 X PCR Buffer (- Mg*") 2yl

50 mM MgCP? 0.6 ul

10 mM dNTPs 0.4 ul

Cebador reverso (20 uM) 2l

Cebador directo (20 uM) 2yl

Taq. polimerasa (5U/ pl) 0.6 pl

ADNc Segun concentracion
H.0O Hasta 20 pl

Volumen final 20 yl
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ADNc Segun concentracion
H.0O Hasta 15 pl
Volumen final 15 ul

Programa de reaccion para el gen CCS

95°C 4 minutos
95°C 30 segundos
60°C 30 segundos
72°C 1:50 segundos
72°C 7 minutos

PCR para el gen ZDS

Componente Cantidad (1X)

10 X PCR Buffer (- Mg**) 1.5 ul

5X GC Rich 1.5 ul

10 mM dNTPs 0.3l

Cebador reverso (10 uM) 1wl

Cebador directo (10 uM) Tl

Taq. Fast Start (5U/ ul) 0.12 I

ADNc Segun concentracion
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2.2.8 Verificacion de la presencia del inserto

Una vez obtenido el ADN plasmidico, se verificé la presencia del fragmento del gen
analizado mediante la restriccion con alguna enzima que flanquee el sitio mdltiple de
clonacion del vector, en este estudio se empled la enzima Eco RI. Se verificé la presencia

de los fragmentos en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
2.2.9 Cuantificacion del plasmido y analisis de la secuencia

La cuantificacién del plasmido se realizé a una relacién de absorbancia a 260/280 nm.
Esta se mandé a secuenciar a la empresa “Macrogen” en Corea del sur. La secuencia
recibida se compard con el banco de datos de “National Center for Biotechnology

Information” (NCBI) dentro del programa Blast para su identificacion y analisis.
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Cuadro 2.2 Combinaciones de los cebadores para los genes CCS, ZDS, B-LCY y e-LCY

Tamano
Combinacion! Forward Reverse esperado Resultados
1 CCS-F1 CCS-R1 450 pb No amplificé
2 CCS-F1 CCS-R2 525 pb No amplifico
3 CCR-F2 CCS-R2 50 pb Tamafio esperado
4 CC. =3 CCS-R2 50 pb Productos de diferente tamafio
Tamarno
Combinaciéon | Forward Reverse esperado Resultados
1 ZDS-F1 ZDS-R1 375 pb No amplifico
2 ZDS-F1 < S-R2 810 pb No amplificé
3 ZDS-F2 ZDS-R2 460 pb Tamano esperado
T=mano
Combinacion | Forward Reverse es _rado Resultados
1 B-LCY-F1 , 3-LCY-R1 330 pb No amplificé
2 B-LCY-F1 | B-LCY-R2 480 pb No amplificd
3 B-LCY-F1 | B-LCY-R3 576 pb No amplificé
4 B-LCY-F1 | B-LCY-R4 735 pb No amplifico
5 B-LCY-F1 | B-LCY-R5 846 pb Productos de diferente tamafio
6 B-LCY-F2 | B-LCY-R2 210 pb Productos de diferente tamafio
7 B-LCY-F2 | B-LCY-R3 276 pb Productos de diferente tamafio
8 B-LCY-F2 | B-LCY-R4 430 pb Productos de diferente tamafio
9 B-LCY-F2 [ B-LCY-R5 520 pb No amplificd
10 B-LCY-F3 | B-LCY-R4 156 pb No amplificé
1 B-LCY-F3 | B-Lu/-R5 246 pb No amplifico
Tamafo
Combinacion | Forward Reverse esperado Resultados
1 e-LCY-F1 | eLCY-R1 8 pb No amplificd
2 e-LCY-F1 | eLCY-R2 243 pb No amplificé
3 e-LCY-F2 | &-LCY-R1 588 nb No amplificé
4 e-LCY-F2 | ¢-LCY-R2 63 b Productos de diferente tamario
5 ¢-LCY-F3 | ¢-LCY-R2 135 pb Productos de diferente tamaro
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De igual manera se realizd el arbol filogenético del gen ZDS mediante el programa MEGA,
en el cual, se puede observar que la secuencia nucleotidica de CchZDS-1 (ZDS
Capsicum chinense Jacq.) es muy cercana evolutivamente a la zeta caroteno/ neusporeno
deshidrogenasa de C. annuum (X89837.1) y que también posee cercania evolutiva con
secuencias de ZDS de S. lycopersicum o L. esculentum y con secuencias de ZDS de V.
vinifera (figura 2.13).

Figura 2.13 Arbol filogenético del gen ZDS. DQ412572.1: Zeta caroteno desaturasa de
Lycopersicon esculentum, NM_001247454.1; Zeta caroteno desaturasa de Solanum lycopersicum,
AF195507.1: Zeta caroteno desaturasa de Lycopersicon esculentum, EF650012.1: Zeta caroteno
desaturasa de Solanum lycopersicum, JF97°5°6.1: Zet=~ caroteno desaturasa de Nicotiana
tabacum cultivar Jiucaiping, X89897.1: Zeta c.....2no| ne__poreno deshidrogenasa de Capsicum
annuum, JQ319636.1: Zeta caroteno desaturasa de Vitis vinifera, XM_002277312.2: Zeta caroteno
desaturasa cloroplastical cromoplastica de Vitis vinifera, FQ381859.1:Clona SS0ABG81YFO1 de
Vitis vinifera.
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Cuadro 2.5 Combinacion

de cebadores para el analisis de ZDS por RT-PCR en tiempo real

Combinacion rward | Reverse Tamano esperado
1 ZDS-F3 ~~S-R3 264 pb
2 ZDS-F5 ZDS-R8 117 pb
3 ZDS-F7 ZDS-R3 128 pb
4 ZDS-F8 ZDS-R8 192 pb

Seguidamente, se probaron por PCR punto final las diferentes combinaciones de los

cebadores de ZDS para encontrar las condiciones optimas de amplificaciéon para ZDS

(Anexo).

2.3.10 Aislamiento, purificacion y clonaciéon del fragmento de ADNc parcial

de CCS

Como oftra estrategia para
Huh et al., 2001 para C.
cebador CCS-useen :..

Cuadro 2.

amplificar a CCS, se emplearon los cebadores reportados por

annuum ya que C. chinense pertenece al mismo género. El

.ra en sentido y CCS-d en antisentido.

.ebadores utilizados para la amplificacion de CCS

Cebador

Sec ia(5-3)

CCS-u

5 CCIITICCATCIC ' TTTATTTTCCATT 3

CCS-d

5, GGCTC. _TATTGCTAGATTGCCCAG 3’

Se realizé la PCR punto final utilizando los cebadores anteriores con un gradiente de

temperatura de 55°C a 65°C y se obtuvo el tamafo esperado del fragmento de 1494 pb

en todas las temperaturas evaluadas (figura 2.15).

72
























CAPITULO Ii

De igual manera se realizé el arbol filogenético del gen CCS mediante el programa
MEGA, en el cual, se puede observar que la secuencia nucleotidica de CchCCS-2 (CCS
Capsicum chinense Jacq.) es muy cercana evolutivamente a otras CCS de diferentes

cultivares de C. annuum (figura 2.20).
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Figura 2.20 Arbol filogenético del gen CCS. GU122939.1: Capsantir = ~apsorubina sintasa de
Capsicum annuum cultivar Dove, GU122938.1: cap 1tina-capsorubii._ sintasa de Capsicum
annuum cultivar Oriole, GU122837.1: Capsantina-cz, orubina sintasa de Capsicum annuum
cultivar Canary, GU122936.1: Capsantina-caps--ibina sintasa de Capsicum annuum cultivar
Orange Grande, GU122935.1: Capsantina-cap ubina sinte -~ de Capsicum annuum cultivar
NuMex Sunset, GU122934.1: Capsantina-caps 1Ibina sintasa de Capsicum annuum cultivar
Valencia, X76165.1: mRNA de capsantina-capsorubina de C.annuum, GU122933.1: Alelo ccs3 de
capsantina-capsorubina sintasa de Capsicum annuum cultivar Fogo, X77289.1: Capsantina-
capsorubina sintasa de C.annuum, X78030.1: Oxido-reductasa cromoplastica de C.annuum (Yolo
Wonder).

De manera general, se pudo observar que los cebadores de CCS reportados para
C.annuum si amplificaron para C. chinense debido a que estas dos especies pertenecen
al mismo género y al analizar sus secuencias se observa que poseen un alto porcentaje

de similitud y una cercania evolutiva muy cercana.
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De igual manera, en plantas ornamentales como /pomoea se ha estudiado la expresién de
varios genes de carotenoides y se encontré que la expresion de ZDS estuvo presente a
diferentes niveles en los cuatro cultivares de /pomoea vy en las cuatro etapas de
desarrollo de los pétalos de la flor (Yamamizo et al., 2010). Por ultimo, en estudios de
expresion de genes de biosintesis de carotenoides realizados en zanahoria, se
observaron diferentes niveles de expresion del gen ZDS en todas las etapas de desarrollo

y en los cuatro cultivares de zanahoria (Clotault et al., 2008).

En general, podemos observar que la expresion de ZDS en las diferentes especies estuvo

presente en todos los tejidos analizados al igual que en C. chinense.

Con las diferentes combinaciones de los cebadores para CCS por PCR punto final se
pudieron observar productos inespecificos, sin embargo, para la combinaciéon 3: CCS-F2 y
CCS-R2 se observé una banda de 50 pb correspondiente al tamafio esperado. Debido a
que esta banda se visualiz6 de manera muy tenue, se decidié repetir la reacciéon de PCR
pero utilizando ADNc de pericarpio de chile habanero en estado maduro ya que Ha Sun-
Hwa y colaboradores (2007) mencionan que los chiles rojos y los chiles maduros
acumulan altos niveles de capsantina y expresiéon del gen CCS. Se logré observar una
banda mas intensa y el producto de PCR purificado de CchCCS-1 correspondiente a un
tamano de 50 pb se secuencié. Los resultados mostraron que no tuvo similitud con otras
CCS de especies diferentes, esto pudiera deberse a que la secuencia fue muy corta y por
ello no presentd similitud con otras secuencias. Por este motivo se decidié aislar un nuevo
fragmento del gen CCS con nuevos cebadores y se logré obtener un tamafio esperado de
1494 pb, este resultado se corroboré con los reportados por Guzman y colaboradores
(2011) en el cual amplificaron un producto de 1495 pb correspondiente a 499 aminoacidos
y que no contiene intrones. Este fragmento se purifico para posteriormente secuenciar y
se obtuvo un 99% de similitud con secuencias reportadas de diferentes especies de C.
annuum. De igual manera, seria recomendable aislar los extremos de la secuencia de

CCS para obtenerla completamente.
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CAPITULO IlI

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material vegetal

Para el analisis por RT-PCR en tiempo real se emple6 el ADNc proveniente del ARN de
los dos morfotipos de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.): rojo y naranja, en sus
seis estados de maduracion identificados de la letra “a” a la “f" correspondientes a 2, 4, 8,
15-17, 30 y 35-40 dias después de la completa floracién y el ADNc de hojas jévenes de
estos dos morfotipos de chile habanero como otro tejido para analizar.

3.2.2. Amplificacion para ZDS

Componente Cantidad (1X)
Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG 12 yl

Cebador directo (10 pM) 0.6 ul
Cebador reverso (10 uM) 0.6 pl

ADNc 1ul

H,O Hasta 18 pl
Volumen final 18 ul

Programa de reaccién para ZDS
50°C 2 minutos
95°C 1 minuto

95°C 30 segundos
35X

62°C 30 segundos

20°C infinito
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CAPITULO Ili

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Obtencidon del material vegetal

Se cosecharon frutos naranjas y rojos de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) en
seis estados de desarrollo. Los frutos de chile habanero del morfotipo naranja del estado
de desarrollo 1 presentaron un color verde intenso y un tamafno de 1cm de largo por 0.5
cm de ancho, los frutos del estado de desarrollo 2 presentaron un color verde intenso y un
tamarfio de 1.5 cm de largo por 1 cm de ancho, los frutos del estado de desarrolio 3
presentaron un color vorde intenso y un tamafio de 2 cm de largo por 1.6 cm de ancho,
los frutos del estado de desarrollo 4 presentaron un color verde bajo y un tamafio de 3 cm
de largo por 2.5 cm de ancho, los frutos del estado de desar...lo 5 presentaron un color
entre verde/ naranja y un tamafio de 4 ¢m de largo por 3 cm de ancho y los frutos del
estado de desarrollo 6 presentaron un color naranja y un tamafo de 4 cm de largo por 3

cm de ancho (figura 3.1).

-

Figura 3.1. Obtencion de frutos del morfotipo naranja de Capsicum chinense Jacq. 1: Chile
habanero de 2 dias después de la completa floracién, 2: Chile habanero de 4 dias después de la
completa floracioén, 3: Chile habanero de 8 dias después de la completa floracién, 4: Chile
habanero de 15-17 dias después de la completa floracién, 5: Chile habanero de 30 diasdespués de
la completa floracion, 6: Chile habanero de 35-40 dias después de la completa floracion.
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CAPITULO 1Il

3.4 DISCUSION

Como pudo observarse en los resultados, la curva de disociacién para ZDS indicé
especificidad de un solo producto amplificado, lo que asegura un buen nivel de
confiabilidad en los datos de cuantificacion.

Por otro lado, se realizé la curva estandar o de e _ 2ncia la cual se recomienda que se
encuentre en un rango entre 95 y 105%. En este trabajo se obtuvo una eficiencia de
amplificacién de 95.1% indicando una eficiente confiabilidad y reproducibilidad de los

resultados.

Anali o de chile
haba raciéon del
fruto ltados se
puec Eriobotrya
Japoi 1ales ellos
anali ncontraba
ZDS racion del
fruto de ellas.
Por niveles de
expr yducir a la

acumuiacCion ue p-p Xdliwiidas yd Yue /o uinia pans uc wwiguine we yeNEes que

producen B-p xantofilas (Kato et al., 2004).

En el morfotipo rojo de chile habanero, el nivel de expresién de ZDS disminuyé en el fruto
maduro por lo que esta baja expresion sugiere que podrian existir elevados niveles de
expresion del gen CCS y por lo tanto una elevada acumulacién de capsantina segln los
reportes realizados en chiles rojos (Bouvier et al., 1994). De igual manera, la expresion de
ZDS en todos los estados de maduracion del fruto pudiera llevar a la acumulacion de -8

carotenoides (B- caroteno, p-criptoxantina, zeaxantina y violaxantina) (Fu et al., 2012).
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CAPITULO Il
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CAPITULO IV

En el morfotipo rojo de chile habanero, el nivel de expresion de ZDS disminuy6 en el fruto
maduro por lo que esta baja expresion sugiere que podrian existir elevados niveles de
expresion del gen CCS y por lo tanto una elevada acumulacién de capsantina segun los
reportes realizados en chiles rojos (Bouvier et al., 1994).

En el caso de las hojas jovenes de chile habanero del morfotipo naranja y rojo, el nivel de
expresion de ZDS fue elevado, lo cual no ha sido reportado para otras especies.

El carotenoide mas abundante en los chiles maduros (etapa 6) rojos fue B- criptoxantina y
B-caroteno, sin embargo, para los chiles maduros naranjas (etapa 6) solo se sabe que hay
un rango variable de otros carotenoides pero no se sabe cuales son. Por otro lado, no se
llevé a cabo la cuantificacidon de los carotenoides en los chiles pertenecientes a los
estados de desarrollo 1 al § por lo que esto limita para hacer un diagrama comparativo
por cada estado de desarrollo.

Se aisl6é un nuevo fragmento del gen CCS con nuevos cebadores y se logré obtener un
tamano esperado de 1495 pb, este resultado se corroboré con los reportados por Guzman
y colaboradores (2011) en el cual amplificaron un producto de 1495 pb correspondiente a

499 aminoacidos y que no contiene intrones.

El fragmento esperado del gen CCS de Capsicum chinense Jacq. fué aislado y el
resultado obtenido de la secuenciacion mostré un 99% de similitud con secuencias

reportadas de diferentes especies de Capsicum annuum.

De forma general, este trabajo aportd informacién sobre los niveles de expresion de ZDS
en frutos de chile habanero naranja y rojo. En el morfotipo naranja, el nivel de expresiéon
de este gen es mayor en los primeros estados de maduracion que en el estado maduro
del fruto, sin embargo, no existe una tendencia uniforme en los niveles de expresién del
gen. Por otro lado, en el morfotipo rojo, existe un bajo nivel de expresiéon de ZDS en los 4
primeros estados de desarrollo mientras que en el estado 5 aumenta notablemente, sin

embargo, en el estado maduro del fruto o estado de desarrolio 6, vuelve a disminuir.

Es muy interesante observar elevados niveles de expresion de ZDS en hojas de chile
habanero de los morfotipos naranja y rojo, por lo que es muy probable que ZDS esté
implicado en la acumulacién de pigmentos fotosintéticos en tejido foliar.
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CAPITULO IV

De igual forma, seria interesante realizar un diagrama que ilustrard en que etapas de
desarrollo del fruto de chile ocurren los cambios en la expresion de los genes ZDS, CCS,
B-LCY y ¢-LCY y la relacién que existe con la acumulacién de los carotenoides, sin
embargo, por ahora este comportamiento no se puede analizar hasta obtener la expresion
de estos cuatro genes y la cuantificacion de carotenoides en las seis etapas de desarrolio

del fruto de chile habanero.

En general, los objetivos del trabajo quedaron inconclusos, quedando por realizar el
aislamiento de los ADNc parciales correpondientes a S-LCY y ¢-LCY para su posterior
clonacion y secuenciacion. De igual manera, falta conocer el patrén de expresion de CCS,

B-LCYy &e-LCY en los dos morfotipos de chile habanero.
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CAPITULO IV

ANEXO

En la figura A.1, se observan los tamafios esperados de los fragmento de ZDS de 264 pb
y 117 pb, con la combinacién 1y 2, respectivamente. Sin embargo con la combinacion 2,

se puede ver otro producto amplificado ademas del esperado.

Figura A.1 Productos obtenidos con las combinaciones de cebadores para ZDS. 1a, 1by 1¢:
Combinacién 1: ZDS-F3 y ZDS-R3 con ADNc de chile habanero amarillo en los estados de
desarrollc 4, 5y 6, respectivamente. TEF: 264 pb. 2a, 2b y 2¢c: Combinacién 2: ZDS-F2 y ZDS-R8
con ADNCc de chile habanero amarillo en los estados de desarrollo 4, 5 y 6, respectivamente. TEF:
117 pb. T éptima: 64°C. C-: Control negativo. C+: Control positivo de ARNr 18S. M: Marcador de
peso molecular 1 Kb.
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