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Introduccién

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L) es una planta que pert-
enece a las Malvaceas, cultivada en zonas tropicales,
aprovechada por su fibra, con diversos usos alimenticios
y medicinales, de cuyos cdlices a través de infusion se
obtiene una bebida, refrescante, ligeramente acidulada
(Fennema, 2002), recomendada popularmente como emo-
liente diurético espasmolitico, antibacteriano, antihiperten-
sivo y antiescorbutico (Marquez et al., 2007). Los calices de
esta planta (Figura. 1) son ricos en compuestos fendlicos
en los que se encuentran los flavonoides y las antocianinas
con una marcada actividad fisioldgica (Olatunde, 2003).

Figura1. Caliz de jamaica

Las antocianinas pertenecen al complejo grupo de los
compuestos fendlicos solubles en agua y confieren a frutos,
flores y hojas los calores azul, rojo y violeta (Kong et al.,
2003), se sintetizan a partir de los precursores fenilalanina
y acetato, por medio de la ruta fenilpropanoide (Zhang et
al., 2004), misma que es regulada a nivel génico y esta
altamente influenciada por factores ambientales (Kong et
al., 2003).

Revista Fuente Afio 3 No. 8 Julio - Septiembre 2011

15

Las antocianinas se sintetizan en determinados tejidos
y unicamente durante determinadas etapas de vida de la
planta, las cuales han sido objeto de investigacion gené-
tica y bioquimica, cuyos resultados han permitido conocer
la ruta biosintética de los flavonoides (Boss et al., 1996),
misma que da informacién acerca de las reacciones involu-
cradas Yy sobre algunos genes que son altamente expresa-
dos en estadio de flores y especialmente en las etapas de
maduracion del fruto cuando ocurre el desarrollo del color
(Figura 2).

Fig.2 Ruta Biosintética de Antocianinas

La acumulacion visible de estos compuestos usual-
mente refleja la actividad de las enzimas involucradas en la
ruta biosintética (Jaakola et al., 2002), las cuales, pueden
actuar como complejos multienzimaticos asociados con las
membranas, lo que impacta la regulacion, eficiencia y es-
pecificidad de la via metabdlica (Jeong ef al., 2004).
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Estudios de diferentes especies, como arabidopsis
(Arabidopsis thaliana), maiz (Zea mays), petunia (Petunia
hybrida), tabaco (Nicotiana tabaco) y vid (Vitis vinifera) han
llevado a dilucidar las rutas de la expresion de genes que
codifican a las enzimas, y su interaccion fisica con el reticu-
lo endoplasmatico (RE) (Downey et al., 2003) (Achnine et
al., 2004).

Zhang (2004), menciona que la sintesis de estos pig-
mentos comienza con la conversién de los precursores fe-
nilalanina y acetato. La chalcona sintasa (CHS) condensa
los precursores activos malonil CoA 'y 4-cumaronil CoA para
formar naringenina-chalcona (Wesche, 1999). Asimismo,
indica que en las flores, la flavonona 3-hidroxilasa (F3H),
enzima del tipo citocromo P450 hidroxilasa, cataliza la hi-
droxilacion del carbono 3 del anillo C de naringenina, para
transformarlo en dihidrokaempferol y dirige el flujo de car-
bono a la sintesis de Cianidina, Delfinidina y Peonidina en
menor proporcion (Camire, 2002). Esta etapa es de gran
importancia, ya que los diferentes patrones de hidroxilacion
que se distinguen en las antocianinas generan los colores
caracteristicos que van desde rojo hasta purpura, lo que
determina ademas su capacidad antioxidante (Eder, 1996).

La expresion de los cinco genes que codifican para las
enzimas PAL, CHS, F3H, DFR Y ANS se producen en dos
fases: en la floracion (temprana) y otra cercana al cambio
de color del fruto (tardia) (Boss et al., 1996). Por lo que,
amplificar mediante RT-PCR los cuatro principales genes
F3'H, F3'5'H, DFR y ANS relacionados con la biosintesis
de antocianinas en jamaica (Hibiscus sabdariffa) fue el ob-
jetivo del presente trabajo en virtud de su importancia para
fines alimenticios, terapéuticos y sus propiedades antioxi-
dantes.

Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacién se realizé en el lab-
oratorio de biologia molecular del Centro de Investigacion
de Graduados Agropecuarios del Instituto Tecnolégico de
Tlajomulco de Zufiga Jalisco, ubicado en el municipio de
Tlajomulco de Zuhiga, Jalisco.

En este estudio se emplearon cinco variedades de
jamaica donadas por el Banco de germoplasma del Labo-
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ratorio de Biologia Molecular del Instituto Tecnoldgico de
Tlajomulco las cuales corresponden a: 1) Americana 2) Dia-
mante 3) Colima 4) Guerrero 33 y 5) Guerrero 34 las cuales
son clasificadas y numeradas segun su coloraciéon que van
desde un rojo intenso hasta incoloro.

Los iniciadores de las secuencias gendmicas se dis-
efiaron con base en las  secuencias de proteinas (F3'H,
F3'5’H, DFR y ANS) reportadas en la base de datos del
Gene Bank con acceso en el The National Center of Bio-
technology Information (NCBI) con especies similares a Hi-
biscus sabdariffa seleccionadas con base en la coloracion
de las variedades en estudio (cianidina y delfinidina) se
utilizaron cinco secuencias pertenecientes a las familias ,
Torenia, Ipomea, Petunia hibrida, Rosa hibrida y Genciana.
Las secuencias fueron analizadas mediante el programa
DNASTAR V 4.05 Lasergene 99 para finalmente alinearlas
y editarlas, las regiones codificantes se utilizaron en el
disefio de los primers con el apoyo del software PerlPrim-
er version1.1.10., donde se consideraron las secuencias
homdlogas de las especies diferentes.

Durante la etapa juvenil de la planta de jamaica se
obtuvo el RNA total de la hoja y caliz con el protocolo de
extraccion del Kit TRIZOL (Invitrogen), y por medio de la
transcripcion reversa se sintetizé cDNA usando el kit Su-
perScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invit-
rogen), utilizando hexameros. La reacciéon de PCR se llevd
a cabo en un volumen final de 25 pl, se emplearon 50 ng
de ADN, agua MQ (Sigma); Buffer de Reaccion 1 X, dNTP's
0.2 mM, 0.8 pmol de cada primer y 2.5 U de Tag ADN
polimerasa (Invitrogen) con los primers para cada gen, las
condiciones en el termociclador fueron: temperatura inicial
de desnaturalizacion 94°C por dos minutos seguido de 35
ciclos con desnaturalizacién 94°C por un minuto, alineami-
ento 52°C para F3'H, F3'5’, DFR, y ANS un minuto, dos
minutos de extensién a 72°C y finalmente una extension fi-
nal de 7 minutos a 72°C. Los productos amplificados fueron
analizados en gel de agarosa al 1.2 %, se tifieron con bro-
muro de etidio y se visualizaron en UV (White/2UV).

Resultados y discusion

Los primers obtenidos en las diferentes especies resul-
taron ser homologos en las secuencias de proteinas repor-
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tadas para diferentes especies, éstos presentan entre 20 y
24 nucleétidos y un contenido de GC distribuido de forma
regular, ademas de tener una temperatura de alineamiento
similar con un maximo de 5° C de diferencia entre ellos
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Primers degenerados para RT-PC

en jamaica

GEN OLIGONUCLEOTIDOS
FLA3H-F  ATGAYDMAGAAYTAYGGHCC

F3'H FLA3H-R1 CTTGDAHYTCHAYCCAARRD
FLA3H-R2 GDCCATAWSDTTCRTCCAT
F35H-F GCWARAGCGTTCYTSAAAAC

F3'5’H F35H-R1 CATRCCWRRRTCWATCCCVTGR
F35H-R2 ATAAKCATSAAHAGGKAGSCMW
DFR-F DTTTCAYRTGGCHACDCCTYT

DFR DFR-R1 CAAAYTMCATCCAMCYNGTC
DFR-R2 ACWGGRAYGTCRTRYTCYAT
ANS-F RGAVGCMGCNDTSGANTGGGG

ANS ANS-R1 CNGGRTGAGGYCATTTVGGYT
ANS-R2 AANACNGCCCAHGAAAYTMACC

A través de la técnica de Reaccion de la Cadena de la
Polimerasa en Transcripcion Reversa (RT-PCR) se obtuvi-
eron los resultados para cada gen mostrados en el cuadro
2.

Cuadro 2. Caracteristicas de genes amplificados
por RT-PCR

Gen Primer usado Tamafio amplif.
amplificar pb
f3’h F3'H F/R1 500, 600
f3’5°h F3'5’H F/R2 400, 900
dfr DFR F/R2 no amplifica
ans ANS F/R2 400, 700
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Resultados similares han sido reportados por Toda et
al., (2002) que trabajo con Glycine max para obtener un
fragmento de 590 pb para el gen F3'H (1,034 pb) el cual
utilizé primers degenerados, Mori et al.,(2004) reporto el
gen F3'5'H (1,518 pb) en Vinca major dos fragmentos de
885 pb muy préximos a los obtenidos en jamaica, Fazard et
al.,(2003) reporté que en Viola cornuta se obtuvieron frag-
mentos de genes para ANS (1,188 pb) los cuales fueron
de 405 pb y 783 pb en flores en desarrollo y flores com-
pletamente abiertas, siendo muy parecidos a los de jamaica
tanto en los estadios como en el tamafio del fragmento. La
identidad de las secuencias amplificadas fue en 98% para
F3'H y ANS, para F3'5'H en un 88%, en comparacién con
secuencias previamente reportadas.

Del gen F3'H/R1 y F3'H/R2 (Figura 3) se obtuvieron
dos fragmentos de 500 y 600 pb, utilizando los estadios
de brote rojo donde el fragmento fue débil, en hoja fue un
solo fragmento poco visible y en caliz pequefio fue notable,
resultados similares han sido reportados por Jeong et al.,
(2005).

600 pb
500pb

Figura.3 Amplificacion de F3’H F/R1: de la variedad
americana. M, marcador, 1) brote floral, 2) brote rojo, 3)
hoja, 4) caliz pequeiio,

Para el gen F3'5’H/F y F3'5'H/R2 (Figura 4) en jamaica
se obtuvo un fragmento de 400 pb, utilizando los mismos
estadios, en brote rojo el fragmento fue poco visible, en
hoja fue notable, en caliz pequefio se obtuvieron dos frag-
mentos de 400 pb y 900 pb el fragmento fue débil, estos
resultados son similares a los reportados por Castallarin et
al., (2006).
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900 pb

400 pb

Figura.4 Amplificacion de F3'5’H F/R2: en la variedad
americana. 1) brote floral, 2) brote rojo, 3) hoja, 4) caliz
pequefio, M) marcador

Los resultados obtenidos en jamaica donde en brote
floral no obtenemos banda que indique la presencia de
ANS/F y ANS/ R2, el brote rojo dio un fragmento débil de
400 pb, mientras que en la hoja se obtuvieron tres bandas
de 400, 500 y 700 pb y en caliz pequefio obtuvimos una
banda notable de 400 pb similares a los reportados por
Fazard et al., (2003). (Figura.5).

= 700 pb

—p 400pb

Figura. 5 Amplificacion de ANS F/R2, en la variedad
Americana. 1) brote floral, 2) brote rojo, 3) hoja y 4) caliz
pequefio.
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Conclusiones

Mediante el analisis bioinformatico, se logré el disefio
de los primers especificos para los genes F3'H, F3'5'H,
DFR, ANS, los cuales se amplificaron por PCR en las difer-
entes variedades de jamaica.

Se estandarizé la técnica para el aislamiento de RNA
total de jamaica, el cual se obtuvo de calidad. Se ampli-
ficaron por RT-PCR los fragmentos correspondientes a los
genes f3’h, f3’65°h, y ans.

Con la informacién obtenida se pretende realizar la
manipulacion de la planta de jamaica para el desarrollo de
nuevas variedades mejoradas que produzcan mayor canti-
dad de antocianinas.
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