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Resumen  
 

Los polimorfismos genéticos son los responsables de la gran variabilidad que existe en 

los individuos de una misma especie, su expresión en el fenotipo puede llegar a 

determinar la altura en humanos, los colores en la concha de un caracol o la 

característica pungente que presenta el fruto de Capsicum (chile o pimiento) como es el 

caso del objeto de estudio de este proyecto. 

En el gen SB2-66, implicado en la síntesis de capsaicinoides, se ha detectado un 

polimorfismo que parece tener una influencia directa en la característica pungente de las 

variedades de Capsicum, el cambio de guanina por timina en la posición 200 de la 

secuencia del gen lo identifica como el polimorfismo G/T-200. 

Para la evaluación de la presencia del polimorfismo y su influencia en el carácter 

pungente de la especie Capsicum se analizaron 20 muestras: 10 pertenecientes a 

Capsicum annuum (chile Morrón) y 10 pertenecientes a Capsicum chinense (chile 

Habanero), las cuales fueron adquiridas en diferentes puntos del Estado de México y la 

Ciudad de México. El material genético fue extraído de las semillas y sus germinados, 

fue sometido a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente a una 

digestión enzimática RFLP. 

Los resultados obtenidos mostraron que el polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 no está 

relacionado con la presencia de pungencia o acritud en  Capsicum annuum (Morrón) y 

Capsicum chinense (Habanero) ya que las 20 muestras no exhibieron el polimorfismo y 

menos de la mitad de los organismos resultaron ser heterocigotos sin haber relación 

alguna con su característica acre, es decir, si eran pungentes no. 
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Introducción 
 

El fruto Capsicum spp. es conocido por su nombre común chile, pimiento o ají tiene una 

larga tradición cultural en México y es, desde la época prehispánica, parte importante de 

nuestra dieta diaria (Mendoza, 2006). La sensación de calor está dada por compuestos 

llamados capsaicinoides, que son un grupo de metabolitos secundarios (Collins, Mayer 

Wasmund, & Bosland, 1995) compuestos de amidas de ácidos aromáticos derivados de 

la fenilalanina y la leucina o valina (Paran I., A. Ben-Chaim, K. Byoung-Cheorl, & Jahn, 

2006). El uso principal de Capsicum spp. es en el área gastronómica de muchos países 

del mundo. En la industria alimentaria se elaboran una amplia variedad de productos 

debido a su alta demanda (Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural [SAGARPA], 

2017). Aunque la relevancia del chile se reconoce también medicinalmente ya que los 

capsaicinoides tienen muchos beneficios para la salud de los seres humanos: inhibiendo 

el crecimiento del cáncer, la artritis y otros padecimientos, reducen el apetito y 

promueven la pérdida de peso (Kim et al., 2014). 

 

A nivel económico, México se encuentra en segundo lugar a nivel mundial como 

productor de chile (Capsicum) ya que en el año 2015 la SAGARPA reportó que es el 8° 

cultivo de mayor valor en el país generando hasta 720 mdd al año actividad en la que 

participan más de 12 mil productores y 144 mil hectáreas. 

 

Las mutaciones que dan lugar a cambios que no afectan sustancialmente a la secuencia 

de la proteína se conocen como polimorfismos (Mota Caparrós, Cuenca Pardo, & Sipán 

Sarrion, 2016) tienen muchas y diversas aplicaciones, entre ellas la correlación de 

fenotipos con genotipos y la identificación entre estructura y funciones de los productos 

codificados por los genes, son responsables de la gran variabilidad existente entre los 

individuos de una misma especie (Torrades, 2002) como son el color del fruto, el 

crecimiento del mismo o como en este caso, la pungencia, la cual se ha documentado 

anteriormente que se ubica en el segundo exón del gen SB2-66 que tiene una longitud 

de 383 pb y se ha relacionado a  la síntesis de capsaicinoides (Garcés-Claver, Moore 

Fellman, Gil-Ortega, Jahn, & Arnedo-Andrés, 2007).   
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La técnica de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) es una reacción enzimática 

que permite replicar cientos de miles y millones de veces en cuestión de horas e in vitro 

una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia 

blanco o también llamada diana, es copiada fielmente (Tamay de Dios , Ibarra , & 

Velasquillo , 2013).  
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Capítulo 1. Antecedentes 
 

1.1 El género Capsicum 
 

1.1.1 Historia 

 

El fruto de Capsicum spp. conocido como chile, ají o pimiento, fue originalmente un 

cultivo de los habitantes de América precolombina y era el equivalente de la pimenta 

para los asiáticos y europeos (Mendoza, 2006), este tiene una larga tradición cultural en 

México y es, desde la época prehispánica, parte importante de la dieta regional. La 

sensación de calor creada por compuestos llamados capsaicinoidde los cuales se 

hablará posteriormente, es un aspecto tan característico de este cultivo que el nombre 

de género Capsicum proviene del griego “kapto”, que significa "morder" (Kim et al., 2014). 

Este cultivo constituye uno de los primeros domesticados por el hombre, los genetistas 

coinciden en que la región andina es el origen de Capsicum spp. pudiéndose considerar 

México como otro centro de origen secundario (Bartolomé García, Coleto Martínez, & 

Velázquez Otero, 2015).  En México, el chile fue uno de los productos tributarios más 

comunes en la poca prehispánica, cada zona de la república contribuía con las especies 

más comunes de la localidad (Pérez- Castañeda, Castañón Najera, Ramírez Meraz, & 

Mayek Pérez, 2015). Las diversas culturas prehispánicas, inmortalizaron su imagen en 

códices y glifos hechos sobre piedra  siendo Capsicum annuum es la especie más 

ampliamente distribuida en México (Instituto Nacional de Antropología e Historia [INAH], 

2013).  

Su difusión se dio desde siglo XVI a partir de su llegada a España por Cristóbal Colón y  

a Portugal debido a su poder y dominio en el océano Índico establecieron contacto 

marítimo entre Europa y la India, gracias a esto se dio la expansión de chile hacia toda 

Europa, India y Asia, y finalmente África por la colonización europea (Long, 1998). En 

algunas de estas regiones ya se conocían algunos tipos de pimiento. 
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1.1.2 Taxonomía 

 

Las plantas se clasifican por la posesión o ausencia de varios caracteres o relaciones 

comunes; por lo tanto, su reconocimiento suele depender de la combinación de los 

mismos (Long, 1998). El género Capsicum, miembro de la familia Solanaceae, posee 

más de treinta variedades de su especie de las cuales solo cinco han sido domesticadas: 

Capsicum annuum a la que pertenecen la mayoría de las variedades de pimientos 

dulces, agridulces y algunos picantes cultivados en el mundo, particularmente en Europa 

y América del Norte; Capsicum frutescens que comprende la mayoría de las variedades 

picantes cultivadas en América y Asia y, en menor medida en Europa, y Capsicum 

chínense, Capsicum baccatum y Capsicum pubescens cultivadas casi exclusivamente 

en México (C. chínense) y en Los Andes (C.baccatum y C. pubescens) (Bartolomé et al., 

2015). 

La clasificación taxonómica aceptada por la Comisión Nacional para el Conocimiento y 

Uso de la Biodiversidad (CONABIO, 2009) se muestra en el Cuadro 1: 

Cuadro 1. Clasificación general por jerarquías taxonómicas para Capsicum CONABIO (2009) 

Jerarquía  

Reino Plantae 

Subreino Traqueobionta  

División Magnoliophya 

Clase Manoliopsida  

Subclase Asteridae 

Orden Solanales 

Familia  Solanáceae 

Género  Capsicum  

 

Los análisis de ADN indican jerarquías taxonómicas como, por ejemplo, el ADNc extraído 

de cloroplastos indican que el género Capsicum pertenece a la familia de las Solanáceas 

(Pérez et al., 2015). 
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1.1.3 Morfología y composición química 

 

Como habíamos mencionado, el género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae e 

incluye diferentes variantes de chiles que se reconocen fácilmente por su tamaño, forma, 

color y grado de pungencia, pero los estudios morfológicos se han restringido a ciertas 

especies, subespecies, variedades y morfotipos (Pérez et al., 2015). El conocimiento de 

las variaciones antes mencionadas, además de su distribución geográfica es de 

considerable interés para entender la evolución de las especies y trabajar en su 

conservación. Entre los factores geográficos influyen en la diferenciación de las 

poblaciones están el clima, la latitud y la altitud. 

Actualmente, se utilizan los descriptores de Capsicum publicados por el Instituto 

Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI, 1995) y, con base en éstos, se han 

descrito diferentes tipos y variedades de chile en el mundo. Algunas de estas 

características son: 

 

Tallo: Erecto de hasta 2m o más de altura. Es anguloso y provisto de 

ramificaciones dicotómicas. Son ricas en estomas. 

 

Hojas: Son alternas, brillantes con lámina ovada o elíptica y margen entero. La 

expansión de las láminas foliares está en relación a las dimensiones de los frutos.  

 

Flores: Son hermafroditas. La antesis floral dura 2-3 días en cada flor, pero en 

toda la planta es escalonada y, en algunos cultivares y en condiciones favorables por 

varios meses. 

 

Frutos: De bayas carnosas que van desde pequeñas (<10g) en algunas 

variedades, hasta grandes (>500g). La forma que puede ser elongada, casi redonda, 

triangular. Se evalúan el color en una etapa intermedia del cultivo y ya maduro, así como 

el largo, ancho y peso del fruto además del grosor de la piel. Las partes internas del fruto 

se muestran en la figura 1. 
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Figura 1. Corte transversal de un fruto de chile habanero (C. chinense Jacq.), en el que se aprecian las estructuras 

internas. Fuente (Martínez Estevez, Manuel, Ruiz-Lau, & Medina Lara, 2011) 

 

Semillas: Las semillas (0,25% en peso del fruto) son reniformes aplastadas, de 

color marrón claro y son levemente pungentes. La viabilidad dura tres o cuatro años, 

según las condiciones de humedad y temperatura durante su almacenamiento. No 

presenta dormición, por lo que para germinar solo necesitan agua, oxígeno y 

temperatura. 

 

El valor nutrimental del chile es mayor que el de muchas hortalizas, a continuación, en el 

Cuadro 2 se muestra la composición química del pimiento verde: 

 

Cuadro 2. Composición química pimiento verde. Fuente: (Gebhardt & Thomas, 2002). 

Componente Cantidad Componente Cantidad 

Agua (%) 88 Potasio (mg) 153 

Calorías (kcal) 18 Sodio (mg) 3 

Proteína (g) 1 Vitamina A (UI)* 347 

Lípidos (g) Traza Vitamina A (RE)** 35 

Carbohidratos (g) 4 Tiamina (mg) 0.04 

Fibra (g) 0.7 Riboflavina (mg) 0.04 

Calcio (mg) 8 Niacina (mg) 0.4 

Hierro (mg) 0.5 Ácido ascórbico (mg) 109 

*(UI) Unidades internacionales 

**(RE) Equivalente de retinol. 



 

 
8 

 

INGENIERÍA EN ALIMENTOS 

Se puede observar que el género Capsicum es rico principalmente en vitamina A, tiamina 

(vitamina B1) y ácido ascórbico (vitamina C).  

1.1.4 Capsaicinoides y capsaicina 

 

La sensación típica de ardor causada por los chiles es la pungencia y se debe a la 

presencia de capsaicinoides, un grupo de amidas de ácidos aromáticos derivados de la 

fenilalanina y la leucina o valina (Paran I. et al., 2006). Los capsaicinoides se producen 

solo dentro del género Capsicum y su presencia ha impulsado la domesticación de varias 

especies (Stewart, Mazourek, Stellari, O’Connell, & Jahn, 2007).  

La capsaicina y la dihidrocapsaicina (Figura 2) constituyen los capsaicinoides primarios, 

que se producen exclusivamente en las glándulas de la placenta de la fruta (Kim et al., 

2014). Estos son metabolitos secundarios y tanto la acumulación de capsaicinoides como 

la actividad de sus enzimas de biosíntesis son sensibles a las condiciones ambientales 

(Mendoza, 2013). Muchas enzimas están involucradas en la biosíntesis de 

capsaicinoides, pero su vía metabólica sigue sin ser propiamente caracterizada. Con más 

de 22 capsaicinoides aislados, este cultivo proporciona un excelente ejemplo para 

explorar la evolución de metabolitos secundarios en plantas. 

 

Figura 2. Estructuras químicas de la capsaicina y la dihidrocapsaicina. Recuperado de (Pimientos picantes: acciones 

farmacológicas y propiedades terapéuticas, 2016) 
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En la Figura 3 se muestra la ruta propuesta para la biosíntesis de los capsaicinoides en 

el género Capsicum: PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, ácido cinámico 4 hidroxilasa; 

Ca3H cumarato 3 hidroxilasa; COMT, ácido cafeico O-metiltransferasa; pAMT, presunta 

aminotransferasa de la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los aminoácidos 

ramificados, IvDH∝isovalerato deshidrogenasa; Kas β-cetoacil sintasa; ACL, proteína 

acarreadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa; DST, desaturasa; CS capsaicinoide 

sintasa. La flecha punteada representa a reacciones por caracterizar (Vázquez et al., 

2007). 

Estos compuestos pueden ser cuantificados, actualmente el análisis de capsaicinoides 

se realiza mediante espectrofotometría, cromatografía de gases y cromatografía líquida 

de alta resolución (HPLC). Estudios confirman que las técnicas que utilizan HPLC 

proporcionan análisis precisos y eficientes del contenido de capsaicinoides presentes en 

una muestra de chile (Collins et al., 1995). 
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Figura 3. Ruta propuesta para la biosíntesis de los capsaicinoides en el género Capsicum. Fuente (Vázquez et al., 

2007) 
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1.1.5 Características organolépticas 

 

Las propiedades organolépticas son todas aquellas descripciones de las características 

físicas que tiene un alimento y que se perciben por medio de los sentidos; por ejemplo: 

su sabor, textura, olor, color. Su estudio es importante en las ramas de la ciencia en que 

es habitual evaluar inicialmente las características de la materia sin la ayuda de 

instrumentos científicos (Narvaez, 2013) sin embargo existen escalas o niveles para 

estandarizarlas.  En este caso las sustancias transportadas por aire pueden estimular 

tanto el nervio olfativo como el trigeminal en la nariz dando lugar a sensaciones de olor 

y pungencia (irritante), este último también se identifica por el sentido del gusto (Cain, 

Abraham, & Cometto-Muñiz, 1998) . 

 

1.1.6 Pungencia: niveles y clasificación (Escala Scoville) 

 

La pungencia del chile picante se debe a la acumulación de capsaicinoides, un grupo de 

alcaloides que son únicos del género Capsicum y se pueden clasificar por su grado de 

picor (Kim et al., 2014).  

La primera medida confiable reportada de la pungencia del chile es la Prueba 

Organoléptica de Scoville también conocido como el método Estándar Internacional (ISO 

3513-1977) para la aplicación en extractos o productos de Capsicum para evaluar su 

grado de pungencia. Esta prueba usa un panel de degustación de cinco personas que 

evalúan una muestra de chile y luego registran el nivel de sabor pungente. 

Posteriormente se diluye una muestra hasta que ya no se pueda detectar la acritud. Esta 

dilución se conoce como la Unidad de Calor de Scoville (Collins, 1995). 

Para determinar el Valor de Pungencia en Unidades Scoville (SHU), en cada muestra es 

necesario multiplicar la concentración de Capsaicina presente (g/g) por el SHU del 

compuesto puro, al añadir este valor se obtiene un valor total de SHU 

En este sentido se cumple la igualdad: 
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1 ppm Capsaicina = 15 unidades Scoville = 1 unidad ASTA 

El rango de unidades Scoville (SHU) aceptado internacionalmente para chiles frescos. 

Utilizando la equivalencia para convertir a unidades Scoville en el Cuadro 3 se muestran 

algunas variedades de chile. 

Cuadro 3. Escala Scoville y las principales especies/variedades de Capsicum spp. Fuente: (Yánez, Balseca, & 

Rivadeneira, 2015). 

 

La medición precisa de la pungencia se ha vuelto importante debido a la mayor demanda 

de los consumidores de alimentos picantes alrededor del mundo, además, también se 

necesita una determinación precisa de los niveles de diversos capsaicinoides debido a 

su mayor uso en productos farmacéuticos. Por otro lado, en la industria alimentaria 

también necesitan procedimientos analíticos fiables, seguros y estándar que sean útiles 

para comparar los niveles de punción entre diferentes muestras (Collins et al., 1995). 

 

1.1.7 Usos y productos 

 

El uso principal es como saborizante en la cocina mundial, pueden comerse frescos, 

cocidos o como condimentos en platillos típicos. En la industria se elabora una gran 

variedad de productos: chiles congelados, deshidratados, encurtidos y enlatados; se les 

encuentra en pastas y en una infinita variedad de salsas, aunque la relevancia del chile 

se reconoce también medicinalmente (SAGARPA, 2017). Se ha encontrado que los 
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capsaicinoides en la naturaleza tienen propiedades antifúngicas y antibacterianas, que 

actúan como un elemento disuasivo de la depredación de los animales cuando se 

ingieren y que tienen propiedades inherentes que ayudan a la dispersión de las semillas 

de las aves. Así mismo se han realizado estudios que comprueban muchos beneficios 

para la salud de los seres humanos: son efectivos para inhibir el crecimiento de varias 

formas de cáncer, son un analgésico para la artritis y otros dolores, reducen el apetito y 

promueven la pérdida de peso (Kim et al., 2014). 

El consumo y cultivo del chile se ha incrementado debido a que es rico en vitaminas A, 

C y B6, antioxidantes, β-carotenos, flavonoides, pigmentos, útil como saborizante, 

aceites fijos y volátiles y oleorresinas (Pérez et al., 2015).  

También se usa en ungüentos, lociones y cremas para tratar externamente problemas 

de dolor crónico relacionado con artritis, gota, neuralgias y cicatrices quirúrgicas. Del 

chile habanero se extraen oleorresinas, cuya aplicación, además de la industria 

alimentaria, se extiende a la industria química para la elaboración de pinturas y barnices, 

gases lacrimógenos, etcétera (Martínez Estevez, Manuel, Ruiz-Lau, & Medina Lara, 

2011). 

 

1.1.8 Consumo en México 

 

El chile en cualquiera de sus presentaciones, verde o seco, solo o combinado con otros 

ingredientes, al natural o procesado, representa un papel central en la cultura alimenticia 

de México. Datos de la SAGARPA reportan que en el 2017 el consumo per cápita de 

chile verde en México es de 16 kilogramos al año, un kilo más de lo reportado hace 10 

años. 

El chile más consumido por el mexicano es el jalapeño, también conocido como 

cuaresmeño cuando aún está verde, y llamado chipotle en seco. Ya que somos uno de 

los países que más lo consume a nivel mundial y posee la mayor variedad gracias a sus 

distintas condiciones climáticas y geográficas, que permiten que prácticamente en todos 

los rincones de la república se pueda cultivar una especie (INAH, 2013). 
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El consumo de este producto es tan recurrente en México debido a que produce cierto 

placer al comer, pues se liberan dopaminas que son hormonas o sustancias que ayudan 

al disfrute, por ello es fácil comprender por qué 90% de los platillos lo contienen (INAH, 

2013). 

 

1.1.9 Producción nacional 

 

El grupo de chiles y pimientos que se producen en México está constituido principalmente 

por los cultivos de Capsicum annuum (chile de árbol, chile ancho y chile anaheim) y 

Capsicum chinense (chile habanero y chile bell). Con una producción anual de 3.2 

millones de toneladas y crecimiento anual promedio de 4.82% en el periodo 2003-2016, 

estos productos mostraron una participación creciente y estable en la oferta nacional 

(SAGARPA. 2017).  

Este cultivo es producido en las 32 entidades del país, las cinco principales son 

Chihuahua, Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosí y Michoacán, las cuales aportan el 77.1 

por ciento de la producción nacional. La superficie dedicada al cultivo en el país es de 

150 mil hectáreas, con un valor de la producción de 22 mil 585 millones de pesos según 

lo reportados por el Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2010). 

Actualmente, son cultivos importantes de exportación, ya que 29.71% de la producción 

total se destina al mercado internacional. En particular, las exportaciones mexicanas 

representaron un porcentaje muy significativo de las importaciones de chiles y pimientos 

que hacen los países de Estados Unidos, 77.99%; Canadá, 55.45% y, Guatemala, 52.25 

% (SAGARPA 2017). 

Actualmente, México es uno de los grandes competidores a nivel internacional; así 

mismo, sus ventajas comparativas lo posicionan como un proveedor predilecto en el 

comercio internacional de este cultivo. Los principales destinos de exportación se 

muestran en el Cuadro 4, siendo Estados Unidos a quien se le exportan una mayor 

cantidad de megatoneladas (Mt). 
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Cuadro 4. Destino de exportaciones de Chiles y Pimientos. Fuente (SAGARPA, 2017) 

 

Hoy en día, se satisface 100% de los requerimientos nacionales con producción interna; 

asimismo, las importaciones mundiales han aumentado 32.55% en la última década, lo 

que ha generado un incremento en las exportaciones mexicanas (SAGARPA, 2017).  

Estas exportaciones tienen una variante de flujo comercial cada mes que se muestran 

en la Figura 4. 

 

 

Figura 4. Estacionalidad de la producción de chiles en México. Fuente (SAGARPA, 2017) 

 

En la gráfica se observa que los meses de diciembre y marzo son los meses con mayor 

flujo comercial al extranjero. 
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1.1.10 Producción mundial 

 

En los últimos 10 años, la producción mundial de los chiles ha tenido un crecimiento 

espectacular, con 44% de incremento en el área cosechada y con 92% en los volúmenes 

de producción (SAGARPA, 2017). La incorporación de nuevos países a la producción de 

chiles es un hecho evidente. Este hecho demuestra las oportunidades que tiene el cultivo 

en la adopción de tecnologías de vanguardia, estudios genéticos, mapeo morfológico y 

demuestra también la demanda que existe en el mercado internacional de este producto. 

En México ha resultado de suma importancia el incremento en la producción de chile, en 

la Figuras 5 se puede observar que para el año 2017 ya se ocupa el segundo mayor 

productor ubicado detrás de China y seguido muy de cerca por Turquía. 

 

Figura 5. Principales países productores de chile. Creación propia de datos obtenidos de Food and Agiculture 
Organization (FAOSTAT, 2016). 

 

1.2  El ADN 
 

El ADN (Ácido desoxirribonucleico) es el soporte físico de la información genética ya que 

almacena y transmite a sus descendientes las instrucciones precisas a toda célula, con 

estas debe de ser capaz de producir un gran número de proteínas con ayuda de ARN y 

así realizar numerosas funciones (Izquierdo, 2014), el ADN se localiza contenido en el 

núcleo células eucariotas, mitocondria y cloroplastos, estos últimos solo en el caso de 
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las células vegetales (Gardner, Simmons, Snustad, & Calderon, 1998). El ADN fue 

aislado por primera vez en 1869 por el bioquímico suizo Frederich Miescher, pocos años 

después de que Darwin publicará su más destacada obra “El origen de las especies” y 

que Mendel presentará sus resultados a la Sociedad de Historia Natural de Brünn (Curtis, 

Barnes, Schnek, & Massarini, 2011). 

Por otro lado, desde el punto de vista químico, el ADN es un polímero de nucleótidos, es 

decir, un poli nucleótido o polímero. Las unidades de este polímero se le llaman 

nucleótidos que están formados a su vez de una pentosa (Desoxirribosa), un grupo 

fosfato y una base nitrogenada que puede ser adenina, guanina, citocina o timina (Klug, 

Cummings, Spencer, & Paladino, 2013). Estas bases, descubiertas por el bioquímico 

alemán Albrecht Kossel en 1885, se dividen en dos clases las purinas (que se 

caracterizan por que en su estructura hay un doble anillo): la adenina (A) y guanina (G) 

y las pirimidinas (que cuentan únicamente con un anillo en su estructura); la citosina (C) 

y timina (T) (Curtis et al., 2011). Su estructura de muestra en la Figura 6.  

 

Figura 6. Estructura de los nucleótidos del ADN. Fuente (Curtis et. al., 2011).   
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En el caso del ARN (ácido ribonucleico), el otro tipo de ácido nucleico que se distingue 

por la del azúcar ribosa, pero también formado por un grupo fosfato y una base 

nitrogenada; adenina (A), guanina (G), citocina (C) y uracilo (U) (en lugar de timina). Este 

puede ser de tipo mensajero (ARNm), ribosomal (ARNr) o de transferencia (ARNt) y está 

involucrado principalmente en la síntesis de proteínas (Gardner et al., 1998). 

Se cree que la diferencia de la existencia de timina en al ADN y de uracilo en el ARN se 

debe a las desaminaciones accidentales (oxidativas) que hacen que la citosina pueda 

perder espontáneamente su -NH2 (remplazado por OH) y transformarse en uracilo 

(Étienne, 2001). 

Las bases nitrogenadas cumplen la ley de la complementariedad, descubierta por 

Watson y Crick hasta la década de 1950, ya que estas se unirán entre si mediante 

puentes de hidrógeno, la adenina siempre se unirá a la timina (para el ADN) o uracilo 

(para el caso del ARN) por un doble enlace (A=T o A=U) y la guanina con la citosina por 

un triple enlace (G≡C). Esta complementariedad le da al ADN su estructura característica 

de cadena de doble hélice (Figura 8), cabe destacar que al ARN es una larga cadena 

simple (Gardner et al., 1998). 

 



 

 
19 

 

INGENIERÍA EN ALIMENTOS 

 

Figura 7. Estructura del ADN, doble hélice. Fuente (Curtis et. al., 2011). 

Como se puede observar en la Figura 7 la cadena de ADN es antiparalela, esto debido 

a que, en su estructura, la pentosa (desoxirribosa) se une con el grupo fosfato formando 

enlaces fosfodiéster entre los átomos de carbono 3´ y 5´, la formación de estos enlaces 

asimétricos le da la dirección a la hebra de ADN 5´→3´ y 3´→5´ (Curtis et al., 2011). 

 

Retomando lo antes mencionado, la síntesis de proteínas es dirigida por el ADN que 

funciona como plantilla para el ARN y posteriormente este se traslada al citoplasma 

donde determina la disposición de los aminoácidos dentro de las proteínas. En 1956, 

Francis Crick llamo “Dogma Central de la bilogía molecular” a este mecanismo de flujo 

de información genética (Watson et al., 2005).     
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Figura 8.  Dogma central de la biología molecular propuesto por Francis Crick, creación propia. Fuente (Watson et al., 2005). 

 

Como se observa en la Figura 8, la flecha curva que rodea al ADN significa que este es 

la plantilla para su propia duplicación, como siguiente aparece la flecha que indica la 

transcripción, es decir, la síntesis de ARN y finalmente la traducción que es dirigida por 

una plantilla de ARN para la síntesis de proteínas (Watson et al., 2005). 

La síntesis de proteínas (Figura 9), de manera muy general, es un proceso que se 

denomina traducción porque el alfabeto de cuatro letras de las bases nitrogenadas se 

traduce en un alfabeto completamente diferente en los aminoácidos. La traducción se 

efectúa con el paso de información presente en el ARN mensajero (ARNm) en forma de 

triadas de nucleótidos conocidas como codones a una secuencia especifica de 

aminoácidos (unidades de las proteínas) a lo largo de una cadena peptídica (Ondarza, 

2006). En otras palabras, la trascripción del mensaje escrito en el ADN da como resultado 

un ARNm y éste, al traducirse al nivel de los ribosomas, resulta en una proteína.  

No toda la secuencia ARNm se traduce en proteínas, sólo la región desde el codón de 

inicio (e incluido éste) hasta el codón de terminación. Según McLennan, Bates y Turner 

(2014) el mecanismo real de síntesis de proteínas que se lleva a cabo en el citoplasma 

de la célula puede dividirse en tres etapas: 

→ Inicio: El propósito de este paso es ensamblar un ribosoma completo en una 

molécula de ARNm en el punto de inicio correcto, el codón de inicio que suele ser 

la combinación AUG. Los componentes que intervienen son las subunidades 

ribosómicas grandes y pequeñas con el ARNr, el ARNm, el ARNt iniciador. 

→ Elongación: Estos ciclos repetidos de adición de aminoácidos se subdivide en tres 

pasos: 1) entrega de aminoacil-tARN; 2) formación de un enlace peptídico , y 3) 

translocación. 
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→ Terminación: liberación de la nueva cadena de proteínas terminada por un codón 

que lo indique. 

 

 

 
Figura 9. Síntesis proteica Fuente (Asociación Cultural Bosco, 2016) 

 

 

1.2.1 Exón e intrón 
 

Como se mencionó anteriormente, los organismos eucariotas tienen ADN contenido en 

su núcleo, mitocondria y cloroplastos (solo en el caso de las células vegetales), la 

secuencia que va a empezar en algún lugar del ADN y va a terminar en otro se conoce 

como gen y dentro de estos organismos se dice que es discontinuo o que el mensaje del 

gen esta fragmentado ya que está comprendido por: 

→ Exones: aquellos que contiene la información hereditaria y que generalmente se 

expresan siendo traducidos en proteínas. 
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→ Intrones: también llamadas secuencias intercalas, están interpuestos en medio de 

la región que contiene información. Serán transcritos, pero no traducidos. Se 

desconoce actualmente la función de estas secuencias de ADN que 

aparentemente no se expresan (Étienne, 2001). 

 

Durante el procesamiento del ARN mensajero, los intrones deben de ser retirados 

enzimáticamente antes de que el ARNm pueda activarse. Una vez retirados los intrones, 

los exones se unen para formar la molécula final de ARNm, este proceso es complejo 

debe de realizarse con la mayor precisión posible porque la pérdida o ganancia de un 

solo nucleótido daría como resultado una proteína defectuosa durante la traducción en 

la síntesis de proteínas según el dogma central de la biología molecular (Wallace, King, 

& Sanders, 1991). 

 

1.2.2 Enzimas de restricción 
 

Las enzimas de restricción también llamadas endonucleasas de restricción son enzimas 

de origen bacteriano que cortan los enlaces fosfodiéster del ADN rompiendo su 

estructura de doble hélice. Estas reconocen secuencias cortas de 4 a 8 pares de bases 

de tipo palíndromico, que son sitios de restricción y son distintas dependiendo de la 

bacteria de la que proceden (Mota et al., 2016) como se observa en la Figura 10. 

 

Figura 10. Distintas endonucleasas de restricción. Fuente (Curtis et al., 2011). 
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En la Figura 10 también se puede observar que existen dos tipos de corte por el cual se 

pueden clasificar: 

→ Las enzimas que cortan de forma simétrica creando cortes romos 

→ Las enzimas que cortan de forma asimétrica creando extremos pegajosos o 

cohesivos  

 

Desde su descubrimiento a finales de la década de 1960, los científicos han identificado 

y aislado cientos de endonucleasas de restricción que usaron como herramientas para 

aislar genes específicos o regiones de genoma. Cuando la enzima se adhiere al ADN del 

genoma, crea fragmentos de diferentes tamaños (Biggs et al., 2012). Estudios sobre 

bacteriófagos mostraron que los virus que infectan la cepa de Escherichia coli en general 

son incapaces de infectar otra cepa. Se descubrió que esta restricción de la infección 

viral se debe a que las enzimas que cortan ADN extraño antes de que se replique o 

transcriba, así este fenómeno sucede en una amplia variedad de bacterias (Curtis et al., 

2011). 

 

1.2.3 Mutaciones y tipos 
 

La mitosis aumenta el número de células somáticas (del cuerpo). La meiosis resulta en 

la formación de gametos (células sexuales). En ambos casos la nueva célula debe recibir 

el número correcto de cromosomas y de genes que los cromosomas llevan. Sin embargo, 

en los cromosomas y en los genes pueden ocurrir cambios. Estos cambios en el material 

hereditario se conocen como mutaciones (Alexander, Jean, Chaves, Courts, & D'Alessio, 

1992). 

El fenotipo de un organismo es simplemente el aspecto de este, la suma de sus 

caracteres físicos. El fenotipo de cada organismo está controlado por su genotipo (todos 

los genes que porta) en interacción con el ambiente (Gardner et al., 1998). 

Genotipo  +  ambiente  =  fenotipo 
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Habiendo dicho esto, un cambio en la naturaleza química del ADN es una mutación 

genética y puede o no ser visible en el fenotipo, sin embargo, un cambio en la estructura 

o número de cromosomas conocida como alteración cromosómica son más usuales en 

el fenotipo (Sierra & Sierra, 2015). 

Así, la importancia de las mutaciones al ser tanto protectoras de la vida como causa de 

gran sufrimiento. Por un lado, por ser la fuente de toda la variación genética, la materia 

de la evolución. La capacidad de los organismos de adaptarse al cambio de ambiente. 

Por otra parte, las mutaciones son la fuente de muchas enfermedades y trastornos  

(Pierce, 2016). 

Las mutaciones que incluyen cambios menores en las secuencias del ADN son llamadas 

mutaciones puntuales y son mucho más sutiles y menos destructivas, pero tienen mayor 

probabilidad de ser transmitidas de generación en generación. Los tres tipos más 

comunes de mutaciones puntuales (Wallace et al., 1991) son: 

1. Las sustituciones de bases: se conserva el número de pares de bases 

nucleotídicas en una región del ADN, pero un par de bases es cambiado por otro 

diferente. Este es el tipo más común de mutación.  

2. Inserción: se agrega una o más bases. 

3. Supresión: se pierden una o más bases y se cierra el hueco dejado por ellas.  

 

Las mutaciones ocurren al azar. Las causas de la mayor parte de las mutaciones 

espontaneas que ocurren naturalmente se desconocen. Sin embargo, se han identificado 

sustancias y formas de energía que aumentan la frecuencia de las mutaciones. Se 

conocen como agentes mutágenos a los que pueden causar mutaciones como los son 

varias formas de radiación como los rayos X y los ultravioletas y otras sustancias 

químicas como al asbesto, el benceno y el formaldehido (Alexander et al., 1992). 
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1.2.4 Polimorfismo   
 

Las mutaciones que dan lugar a cambios que no afectan sustancialmente a la secuencia 

de la proteína se conocen como polimorfismos (Mota et al., 2016). Polimorfismo significa 

literalmente “muchas formas”. Así, el polimorfismo es el responsable de la gran 

variabilidad existente entre los individuos una misma especie, aquellos con alteración del 

fenotipo, pero que no influyen a la susceptibilidad a enfermedades, determinan las 

características diferenciales entre los individuos de una misma especie, como la estatura, 

el color del pelo y de los ojos, el grupo sanguíneo, etc. (Torrades, 2002).  

Por otro lado, ya que los ácidos nucleicos y las proteínas tienen la propiedad de 

presentarse en diferentes formas moleculares o en múltiples alelos, pueden tener 

implicaciones en las patologías moleculares. Un polimorfismo puede observarse en un 

individuo completo (polimorfismo fenotípico), en formas variables de proteínas o grupos 

sanguíneos (polimorfismo bioquímico), en las características morfológicas de los 

cromosomas (polimorfismo cromosómico) o en el ADN, por diferencias en la secuencia 

nucleotídica (polimorfismos del ADN) (Montes, Rodríguez, & Borunda, 2013).  

 

1.2.5 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
 

Existen varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones o cambios en el número 

de secuencias repetidas) pero los más frecuentes son los SNP o polimorfismos de un 

solo nucleótido (del inlges “single nucleotide polymorphism”). Se trata de una secuencia 

de ADN que afecta a solo una base (adenina, guanina, timina o citocina vistas en el 

capítulo 1.2 El ADN) representados por la deleción, inserción o sustitución de una base 

nitrogenada en la secuencia nucleotídica normal. Una de estas variaciones debe de 

darse al menos en el 1% de la población de una especia para considerarse como un 

SNP, de no ser así y se presenta en menos del 1% no se considera un SNP y sí una 

mutación puntual (Mota et al., 2016).   
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La mayoría de los SNP tiene dos alelos los cuales están representados por la sustitución 

de una base por otra. Debido a que los humanos son diploides un individuo puede tener 

uno de tres genotipos siguientes: 

→ Homocigoto para el alelo más frecuente. 

→ Heterocigoto. 

→ Homocigoto para el alelo menos frecuente. 

 

En los últimos años, el descubrimiento de SNP y el desarrollo de marcadores han 

aumentado exponencialmente en una amplia gama de especies de plantas y animales. 

Los marcadores SNP ofrecen un gran potencial para una amplia cobertura del genoma 

y un análisis de alto rendimiento en la cría a través de selección de marcadores y otros 

estudios. La identificación de rasgos de calidad de focalización selectiva, así como de 

genes de resistencia a enfermedades, ya está avanzada en varias especies importantes 

en el comercio (Acquadro, Lee, Chiapparino, & Comino, 2003). 

 

1.3  Genes asociados a la pungencia en Capsicum 
 

La pungencia o acritud está dada por ciento genes, como en los otros cultivos, la 

búsqueda de descendientes con la mejor capacidad de combinación general es una parte 

extremadamente importante de la cría híbrida de Capsicum. En este el género, las 

especies silvestres han sido útiles en el mejoramiento para resistencia a enfermedades, 

alto rendimiento, características deseadas y adaptabilidad al estrés ambiental. Sin 

embargo, la incompatibilidad inter-específica que resulta en un híbrido no viable ha sido 

uno de los factores limitantes en el uso de especies silvestres y relacionadas en el 

programa de mejoramiento. Hoy en día, los criadores usan pimientos picantes como 

donantes en la crianza de pimientos dulces para ingresar genes resistentes de chiles 

pungentes en chiles no pungentes, porque muchos genes resistentes se encontraron en 

C. chinense (Truong et al., 2009). 
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Algunos de los genes que se han identificado como causantes de la pungencia están 

basados en un mapa genético del cromosoma 2 de C. annuum, en el que se encuentra 

el locus C, y mediante un análisis de secuencias cortas de expresión propias de placenta 

de variedades pungentes de chile, el producto del locus C fue identificado y aislado, y se 

propuso cambiar la nomenclatura para este locus a Pun1 (Stewart et al., 2005). 

El producto de Pun1, denominado AT3, corresponde a una presunta acil- transferasa 

específica para la placenta de los genotipos pungentes de C. annuum y de C. chinense, 

y cuya mayor expresión coincide con acumulación de capsaicinoides. El alelo Pun1 tiene 

un comportamiento dominante simple que determina la ocurrencia del fenotipo picoso. El 

alelo recesivo (pun 1) ocupa el locus equivalente en los genotipos dulces o no picosos y 

carece de un fragmento de 2.5 kb (1 kb=mil pares de nucleótidos) próximo al extremo 5’ 

que abarca una porción del promotor y del primer exón (Reddy et al., 2014).  

Recientemente ha sido purificada y caracterizada la enzima capsaicina sintetasa (CS). 

La actividad de CS fue correlacionada con los niveles de capsaicina y estudios de 

inmunolocalización confirmaron que estaba específicamente localiza en el tejido 

placentario de los frutos de Capsicum. Además, a partir del extremo N-terminal de la 

secuencia de aminoácidos, se clonó el gen y se secuenció la longitud total del ADN 

complementario (ADNc) (981pb). Identificado el gen csy1, se estudió su funcionalidad a 

través de su expresión en E. coli. Aun no se dispone de información sobre la localización 

de este gen en el mapa de Capsicum (Curry et al,. 1998). 

Otras secuencias de ADN relacionadas con esta ruta de biosíntesis de los capsaicinoides 

han sido publicadas, como es el caso de Catf1 y Catf2. Mientras que la secuencia Catf2 

no ha sido estudiada, la secuencia de Catf1 parece corresponder a la aciltransferasa AT3 

(Reddy et al., 2014). 

Cuadro 5. Clones de ADNc ligados a la pungencia por el gen Pun1. Fuente: (Kim, Kim, Kim, & Kim, 2001) 

Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV 

SB2-149 SB2-20 SB1-17 SB1-14 
SB1-58  SB4-88 SB1-101 
SB2-66  SB1-26 SB2-123 
SB2-115  SB2-98  
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Kim et al. (2001) aisló clones de ADNc que se vinculan al gen Pun 1 y los dividió en 

grupos (Cuadro 5); el grupo I- enzimas metabólicas, el grupo II-supuestas proteínas de 

la pared celular, grupo III- inducidos por estrés biótico y abiótico y el grupo IV- clones de 

ADNc que no presentan homología. 

El gen SB2-66 del grupo I, está estrechamente vinculado al Pun1 y co-localizado con 

este gen de la síntesis de capsaicinoides, se demostró que es causa de la falta de 

síntesis de capsaicinoides en frutos de Capsicum no pungentes debido a una deleción 

de 2,5 kb o miles de pares de nucleótidos (Curry et al., 1998). 

 

1.4  Polimorfismo G/T-200 
 

El polimorfismo G/T-200 que es objeto de estudio en este proyecto está asociado a la 

pungencia en frutos Capsicum. Este se ubica en el en el segundo exón del gen SB2-66 

que tiene una longitud de 383 pb y se ha estudiado como una de las causas de la síntesis 

de capsaicinoides.  

El nombre del polimorfismo está dado por el cambio de base que presenta, guanina (G) 

por timina (T), en la posición 200 pb de el gen mencionado anteriormente.  

Este es un tipo de polimorfismo SNP en el cual se sustituye una base nitrogenada por 

otra en una secuencia de ADN como se observa en la Figura 11 la cual muestra el 

polimorfismo encontrado en estudios anteriores de Capsicum. 

 

Figura 11. Polimorfismo G/T-200 de estudios anteriores. Fuente (Garcés et al., 2007). 
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1.5  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  
 

La técnica más revolucionaria de las últimas décadas en ingeniería genética ha sido la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que ha dado nuevos medios para la 

biotecnología de una forma moderna. Fue inventada por Kary Mullis a mediados de los 

años 80 (Cortazar & Silva, 2004), revolucionando la biología molecular y la forma en 

cómo se estudiaban los ácidos nucleicos en ese momento. 

Una vez que se conoce la secuencia de un fragmento de ADN, puede usarse esta 

reacción enzimática que crea millones de copias de in-vitro que amplifica millones de 

veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la 

secuencia blanco o también llamada diana, es copiada fielmente (Tamay de Dios et al., 

2013). Para ello, la reacción aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa 

(Proveniente de Thermophilus aquaticus) que tiene la capacidad de sintetizar 

naturalmente el ADN en las células. Es importante saber con exactitud la secuencia de 

ADN que se quiere replicar, este se puede extraer de extractos crudos de tejido, muestras 

de sangre, mezclas de fragmentos de ADN obtenidos con enzimas de restricción, etc. La 

reacción se lleva a cabo en un termociclador, invención del mismo Mullis, que es 

básicamente un intercambiador de calor que sube y baja la temperatura según se 

requiera (Lodish et al., 2016). 

Los elementos necesarios para llevar a cabo la reacción según Bolivar, Rojas, & García 

(2014) son los siguientes: 

→ ADN molde o ADN diana 

Contiene la región de ADN que se va a amplificar. La cantidad de este molde 

puede ser de tan sólo 1ng en caso de material genético clonado o de un mínimo 

de 20 ng cuando se utiliza ADN genómico proveniente de células eucariotas. En 

cuanto a concentración debe de ser de 40-90 ng/μL (60 ng/μL idealmente). En la 

actualidad existen variados protocolos de extracción en función del tipo de 

muestra de partida. Otro parámetro importante de la muestra es la pureza, cuyo 

valor debe fluctuar entre 1.7 y 1.9 dada la relación 260/280 de la longitud de onda 
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(λ) del ADN y las proteínas, respectivamente, medida mediante un 

espectrofotómetro. El molde puede ser también ARN previamente transformado 

en ADNc mediante transcripción reversa. Hay muchas formas posibles de 

preparar el molde para PCR. 

 

→ Taq ADN polimerasa 

Es una enzima termoestable aislada de Termus aquaticus (Taq), una bacteria que 

soporta altas temperaturas de alrededor de 72°C las cuales permiten 

principalmente la eliminación de la mayoría de las estructuras secundarias 

indeseables presentes en la molécula blanco. La Taq polimerasa se encarga de 

unir los dNTP´s al ADN molde para crear las réplicas que son el objetivo de la 

PCR. Sin embargo, la Taq polimerasa no posee la actividad correctora 3’→ 5’ con 

lo que su tasa de error es del orden de 10-4. 

 

✓ Primers (cebadores, oligonucleótidos) 

Son secuencias de oligonucleótidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco 

que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Al ser reconocidos por la 

enzima permiten iniciar la reacción. Son dos secuencias diferentes de primers las 

que se utilizan en la PCR, una denominada forward, frontal o sentido y otra reward, 

reverso o antisentido; ambas deben estar diseñadas para que hibriden con el 

templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en 

dirección 5’-3 (como sucede endógenamente). Las consideraciones para su 

diseño se abordarán posteriormente. 

 

✓ Desoxirribonucleósidos trifosfato (dNTP´s)  

Los cuatro dNTP´s (las cuatro bases nitrogenadas A, G, T Y C) son los ladrillos 

para construir las nuevas cadenas de ADN. Las concentraciones utilizadas en la 

mayoría de los casos entre 0,2 mM a 1 mM, las variaciones en su concentración 

afectan especificidad y fidelidad ya que concentraciones altas hacen disminuir la 

actividad de la enzima e incluso pueden llegar a inhibirla. Los dNTP´s pueden 
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captar iones de magnesio (Mg2+) por lo tanto las concentraciones de ambos deben 

guardar siempre la misma relación.  

 

✓ Iones divalentes y monovalentes  

Los iones divalentes actúan como cofactores de la enzima por tanto tienen una 

función crítica en la reacción. Se suele usar Mg2+, agregado comúnmente como 

cloruro de magnesio (MgCl2), requiriéndose que sea usado a una concentración 

que oscila regularmente entre 0,5 mM y 2,5 mM. En muchos casos la 

concentración debe optimizarse para cada ensayo, ya que concentraciones 

insuficientes dan lugar a bajo rendimiento mientras que el exceso tiende a producir 

amplificaciones inespecíficas o puede llegar a afectar el rendimiento de la Taq 

polimerasa. Entre los iones monovalentes el más empleado es el potasio (K), 

generalmente unido a otros iones como el cloro (KCl) en una solución tampón 

(buffer). 

 

✓ Solución tampón (buffer) 

Mantiene el pH adecuado para el funcionamiento del ADN polimerasa. Por lo 

general incluye 10 mM tris-HCl (pH=8.4 a Tª ambiente), 50 mM KCl, 0.1% w/v 

gelatina y 1.5 mM MgCl2. 

Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes como dimetilsulfóxido 

(DMSO), detergentes como el Tween 20 o el Tritón X-100, polietilenglicol (PEG), 

glicerol, formamida y seroalbúmina bovina, los cuales ayudarían en la práctica a 

aumentar la especificidad y fidelidad de la reacción en cadena de la polimerasa.  

 

✓ Agua libre de nucleasas  

Usada como solvente. Se requiere al menos que sea desionizada de 18 m-chms 

o milli-Q grado molecular. 

 

Habiendo descrito los componentes de la PCR podemos describir cómo funciona la 

reacción en sus tres etapas (Tamay de Dios et al., 2013): 
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✓ Desnaturalización: En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y 

separadas a una temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo 

depende de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, 

será necesario más tiempo para romper sus uniones debido a que, como se 

describió anteriormente, el apareamiento de estas bases está formado por tres 

enlaces, uno más que las bases de A-T. Además, depende de la velocidad en la 

que el termociclador aumenta la temperatura. Al final de esta etapa tendremos las 

cadenas separadas que servirán como templado para el siguiente paso. 

✓ Hibridación: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado 

previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se 

forme el complejo templado-primers, es importante que la temperatura de 

hibridación o temperatura melting (Tm) sea la óptima; ésta generalmente oscila 

entre 50-60 °C. Si el diseño de los primers es el correcto y la temperatura es la 

adecuada, la estabilidad pesos moleculares para elegir el de nuestro interés y 

especificidad del complejo será eficiente. 

✓ Extensión: En esta etapa, la Taq polimerasa actúa sobre el complejo templado-

primers y empieza su función catalítica a una velocidad muy rápida; agrega 

dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extensión 

de las cadenas es en dirección de la síntesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La 

temperatura óptima para la reacción es de 72 °C, ya que a esa temperatura la 

enzima es funcional. Al final del ciclo, se habrán formado las amplificaciones con 

un tamaño dictado por los primers y el  número total de pares de bases (pb) deberá 

ser conocido por el investigador.  

 

En la Figura 12 se muestran las tres etapas básicas de la reacción en cadena de la 

polimerasa. 
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Figura 12. Etapas de la PCR. Fuente (Biggs et al., 2012).  

 

A demás de estas tres etapas básicas, la PCR suele tener dos etapas adicionales antes 

y después de las antes mencionadas además de un almacenamiento, es decir el 

esquema convencional de una PCR (Montes et al., 2013), incluye los siguientes pasos 

que se presentan de manera gráfica en la Figura 14, pag. 58:  

1. Inicio de la desnaturalización.  

2. Ciclos de amplificación.  

• Temperatura de desnaturalización.  

• Temperatura de alineamiento.  

• Temperatura de extensión.  

3. Amplificación final.  

4. Almacenamiento temporal. 

 

Para el inicio de la desnaturalización es necesaria una temperatura de 95°C para la 

desnaturalización de la doble cadena de ADN, en el caso del ADN genómico, o el 

rompimiento de estructuras secundarias, en el ADNc. Esta temperatura se mantiene por 
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cinco minutos al inicio de la PCR. La parte cíclica de la PCR con las tres etapas básicas 

descritas anteriormente se repite continuamente por 30 a 35 ocasiones para obtener las 

copias del ADN diana. Este número depende de la cantidad de ADN que existe en la 

muestra. Es importante no realizar un número alto de ciclos ya que puede dar lugar a la 

amplificación de productos no deseados originados por hibridaciones no específicas. Hay 

que tener en cuenta que la reacción está producida por una enzima que sufre el efecto 

meseta que describe la atenuación en la tasa de la acumulación del producto. Después 

de un número determinado de ciclos la amplificación deja producirse de manera 

exponencial y llega a una fase estacionaria. Generalmente cuando el efecto meseta se 

produce, la cantidad de ADN sintetizado es suficiente para su estudio (Mas et al., 2001). 

Teóricamente, en cada uno de los ciclos de amplificación se duplica la cantidad de 

producto inicial. Así, el producto de PCR aumenta exponencialmente conforme al número 

de ciclos de PCR (n). Sin embargo, el producto de PCR depende del número inicial de 

copias del molde de ADN (T), por lo que se aplica la fórmula según Montes y otros (2013): 

P = (2)nT 

Donde:  

P = número de moléculas producto de PCR;  

n = número de ciclos;  

T = número de copias inicial de la molécula molde.  

 

Finalmente, el almacenamiento temporal se realiza a 4°C lo que permite conservar los 

productos de la PCR hasta que se retiren los tubos de la reacción del equipo, inclusive 

varias horas después de haber terminado (Montes et al., 2013). 

En la actualidad, debido a la gran variedad de aplicaciones y ventajas de la técnica de 

PCR han surgido diversas modalidades, algunas de las más relevantes se enlistan a 

continuación: 

PCR cualitativa: Esta modalidad de PCR permite detectar la presencia o ausencia 

de un fragmento de ADN determinado. Es decir, sólo reporta si una muestra es 

positiva o negativa ante la presencia de un determinado ADN. Se emplea para el 
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diagnóstico de enfermedades infecciosas y sólo permite confirmar la presencia o 

ausencia de un determinado agente patógeno (Montes et al., 2013).  

PCR cuantitativa: En esta modalidad de PCR, el producto de PCR es cuantificable, 

lo que permite reportar en números absolutos la cantidad de un microorganismo 

o del ARNm de un gen en una muestra. Para la cuantificación absoluta se amplifica 

al mismo tiempo una curva con muestras de concentración conocida del ADN que 

se quiere analizar. Los resultados de las muestras se traslapan a los valores de la 

curva y de esta manera se conoce la concentración de la muestra (Montes et al., 

2013). 

PCR múltiple (varias regiones o varios genes): En este tipo de PCR se realiza la 

amplificación de más de un fragmento de ADN en una sola reacción de PCR con 

dos o más juegos de primers (cada juego para un gen en particular). Tiene la 

ventaja de que ahorra tiempo y reactivos, pero presenta el inconveniente de que 

el diseño de los primers debe ser adecuado para que no se complementen entre 

ellos (hibridaciones inespecíficas). La PCR múltiple o multiplex puede emplearse 

para la búsqueda de varias deleciones, mutaciones y polimorfismos en un solo 

gen o en múltiples. Esta técnica se utiliza para el análisis simultáneo de múltiples 

marcadores moleculares asociados a alguna enfermedad, para la detección 

simultánea de varios agentes patógenos, organismos genéticamente modificados, 

etc. (Montes et al., 2013). 

RT-PCR: Requiere que primero se cree una cadena de ADNc a partir de una 

preparación de ARNm, como en la construcción de una biblioteca de ADNc y que 

luego se amplifique un ADNc de esta población mediante PCR utilizando 

preparadores específicos de un gen. Ésta suele ser la forma más rápida de 

producir un ADNc de doble hebra específico para clonación (por ejemplo, para la 

producción de proteínas recombinantes) y evita la necesidad de hacer una 

biblioteca de ADNc completa. También puede utilizarse para la cuantificación de 

ARNm (McLennan et al., 2014). 
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PCR in situ: Se realiza en una muestra de tejido embebida en parafina (laminilla) 

o congelada y cortada en criostato. No requiere extracción del ADN del tejido. En 

la laminilla se añaden los reactivos necesarios para la PCR y se colocan en un 

termociclador especial, ya que en lugar de tener orificios para colocar tubos 

contiene ranuras para colocar las laminillas. Esta modalidad de PCR permite saber 

qué tipo celular presente en un tejido expresa un determinado gen o cuál célula 

está infectada por un patógeno (Montes et al., 2013). 

PCR anidada (nested-PCR): Esta variante de la PCR convencional proporciona 

mayor sensibilidad a la técnica, al amplificar las secuencias de ADN en dos rondas 

de amplificación con distintos pares de iniciadores o primers en cada una. Esto 

es, primero se realiza una PCR con un par de iniciadores externos para amplificar 

una región de ADN extensa, que contiene el segmento diana que se desea 

amplificar. Después, este producto de amplificación sirve de molde para una 

segunda PCR con otro par de iniciadores internos (primers anidados) para 

amplificar una región más pequeña (interna). Por lo tanto, la longitud del producto 

de amplificación de la segunda PCR, o PCR anidada, será menor que la del primer 

producto de PCR (Montes et al., 2013). 

 

1.5.1 Diseño de primers 
 

Como se explicó anteriormente, los primers, también llamados cebadores o iniciadores, 

son secuencias complementarias del ADN molde que sirven como delimitantes para la 

amplificación de una secuencia de interés. Su diseño debe de cumplir ciertas 

especificaciones para que la PCR se realice con éxito (Mas et al., 2001). Las 

especificaciones son las siguientes: 

→ La concentración optima de los primers deberá de ser de 0.1 M y 0.5 M. 

→ Normalmente deben tener un tamaño o longitud de 18-25 pb.  

✓ El contenido en G + C debe ser aproximadamente del 50 %. 

✓ La relación máxima de purinas/pirimidinas será 60 % /40 %.  
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✓ Deben evitarse zonas con largas secuencias de una sola base, es decir, regiones 

con poli-guaninas o poli-citocinas pueden no tener un reconocimiento especifico.  

✓ No seleccionar cebadores que en su extremo 3´ tenga una importante 

estructura secundaria. 

✓ Se recomienda que los extremos las últimas bases sean G (guanina) o C 

(citocina).  

✓ Se debe evitar la complementariedad entre la pareja de primers. Si ésta 

existe entre los extremos 3´, se aumenta la posibilidad de que se creen dímeros de 

primers. 

→ La temperatura de hibridación de los cebadores ha de ser similar en ambos y será 

variable en función de la secuencia de los mismos. Generalmente oscila entre 

55C° y 60ºC. 

Con la finalidad de garantizar la formación de un complejo estable entre el templado y 

los primers, hoy en día existen programas informáticos para diseñar primers con alta 

especificidad, por lo que se evita la formación de productos inesperados. Incluso, hay 

laboratorios de biología molecular que se dedican a diseñarlos, sintetizarlos y validarlos 

para garantizar su especificidad (Tamay de Dios et al., 2013). 

   

1.5.2 Ventajas y desventajas 
 

Habiendo descrito la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa podemos decir 

que a pesar de ser una técnica revolucionaria y ampliamente usada tiene sus ventajas y 

desventajas las cuales se muestran en el Cuadro 6: 
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Cuadro 6. Ventajas y desventajas de la PCR. 

Ventajas Desventajas 

La PCR es una técnica muy sensible, vemos que una de sus mayores ventajas de la 
técnica, se convierte a la vez en el principal inconveniente, por lo que es de gran 

importancia evitar contaminaciones, ya que es posible que el ADN no deseado (aunque 
se encuentre en una cantidad muy pequeña) se amplifique y obtengamos un resultado 

que no es real (Mas et al., 2001). 

La PCR permite clonar ADN en pocas 
horas, utilizando equipos relativamente 

poco sofisticados. Esto supera 
ampliamente el tiempo requerido para la 
clonación en células, que suele ser de 

semanas, o incluso meses por lo que la 
rapidez es de sus principales ventajas 

(Mas et al., 2001). 

Una desventaja de la PCR como método 
de clonación de ADN ha sido el tamaño de 

las secuencias de ADN que permite 
clonar. Los fragmentos pequeños se 

amplifican muy fácilmente, pero conforme 
aumenta su tamaño se hace más difícil 

obtener una amplificación eficiente. 
(Cuenca, 2006). 

La cantidad y estado de la muestra no es 
un impedimento para poder llevar a cabo 

la reacción ya que se necesita poca 
muestra y hasta ADN de células  muertas 

o degradadas (Mas et al., 2001) 

Para poder construir primers específicos 
para la amplificación selectiva de una 

secuencia particular de ADN se necesita 
un conocimiento preciso de esta (Cuenca, 

2006). 

 

1.5.3 Aplicaciones 
 

Hoy en día, la PCR se aplica en diferentes áreas de las ciencias biológicas y de la salud, 

formando parte de la labor científica de muchos laboratorios de investigación que la 

utilizan principalmente para expresión génica, genotificación, detección de patógenos y 

análisis de mutaciones, pueden utilizarse, en medicina forense, entre otras muchas 

aplicaciones (Tamay de Dios et al., 2013).  

La PCR se encuentra al alcance económico de la mayoría de los laboratorios y en los 

últimos años se ha convertido en una técnica indispensable para el diagnóstico médico. 

Con ella se pueden amplificar segmentos que contienen una mutación conocida o bien 

mutaciones desconocidas que se secuenciarán y determinarán después de una PCR. 

Esto ha sido de gran ayuda para el diagnóstico y la correlación de variaciones génicas 

con enfermedades. En cuanto a las enfermedades adquiridas, la detección de genomas 

de patógenos es la aplicación diagnóstica más empleada de la PCR (Montes et al., 2013). 
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1.6  Electroforesis 
 

La electroforesis es una técnica empleada para separar moléculas de una mezcla, por la 

influencia de un campo eléctrico aplicado y es una de las técnicas utilizadas con mayor 

frecuencia para estudiar las proteínas y los ácidos nucleicos. Las moléculas disueltas en 

un campo eléctrico se mueven o migran a una velocidad determinada por su cociente 

carga/masa y las propiedades físicas del medio a través del cual migran (Lodish et al., 

2016). 

La electroforesis para la separación de los ácidos nucleicos a través de una matriz sólida 

que funciona como un filtro para separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo 

con su tamaño y carga eléctrica, se hace bajo un buffer o tampón que puede ser TAE o 

TBE. En el caso de los ácidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga 

negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el polo positivo (Tamay de 

Dios et al., 2013). 

Para realizar una electroforesis se requiere de una serie de elementos que se describen 

a continuación de acuerdo con Montes y otros (2013): 

→ Cámara de electroforesis: 

Es un dispositivo que permite la generación de un campo eléctrico alrededor de 

un gel donde se depositan las muestras. La cámara cuenta con dos polos que se 

conectan a una fuente de energía. Los geles pueden ser de agarosa o 

poliacrilamida según el tipo de muestra que se tenga (proteínas o ácidos 

nucleicos). 

 

→ Buffer de corrimiento: 

Es de la misma composición y pH que el buffer con el que se prepara el gel de 

resolución, ya sea de agarosa o de acrilamida. Éste proporciona el medio para la 

transmisión de la corriente eléctrica y mantiene el pH sin variaciones mientras se 

realiza el corrimiento. 
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→ Marcador de peso molecular: 

Son moléculas de ADN o de proteínas cuyo peso molecular es conocido y que 

permiten determinar por comparación el tamaño de los fragmentos de ácidos 

nucleicos o proteínas contenidos en las muestras sometidas a electroforesis. 

 

→ El transiluminador: 

Transmite luz del espectro ultravioleta a través de la muestra, excitando la 

molécula cromogénica que emite energía fluorescente que permite visualizar los 

fragmentos de ADN. 

 

1.7 Técnica de polimorfismos de longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP) 
 

La técnica de RFLP se basa en la detección de aquellas variaciones de secuencia del 

ADN, que tienen como consecuencia un cambio en una diana de restricción. Una diana 

de restricción es aquella región conocida del genoma que se puede cortar con unas 

proteínas conocidas con el nombre de enzimas de restricción y que realizan la función 

de tijeras. Los fragmentos que se obtienen, mediante estas enzimas de restricción, serán 

de diferente tamaño en función de los alelos que presente. Estos fragmentos de ADN 

representan la diversidad del genoma dentro de una población. Se han detectado un 

gran número de RFLP en el genoma humano, adquiriendo el carácter de marcadores 

genéticos, que tienen múltiples aplicaciones (Torrades, 2002). 

Una mutación puede cambiar la secuencia de reconocimiento si se pierde un sitio de 

corte, por lo que al analizar dos moléculas de ADN distintas pueden obtenerse patrones 

de bandas diferentes, es decir, polimorfismos detectados por diferente longitud de las 

bandas obtenidas tras la digestión enzimática que se visualizan mediante una 

electroforesis en gel (Jiménez & Nuño, 2013). Los RFLP se heredan siguiendo un patrón 

mendeliano y generalmente son codominantes. De cada sitio de corte pueden 

considerarse dos alelos: presencia o ausencia del sitio de corte (Krebs, Kilpatrick, & 

Goldstein, 2011). 
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Figura 13. Técnica de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). Fuente (Jiménez & Nuño, 2013). 

 

Para analizar RFLP (Figura 13) es necesario determinar la longitud de uno o dos 

fragmentos diagnósticos acompañados de multitud de fragmentos irrelevantes. Se 

pueden observar RFLP directamente sobre geles de garosa si se estudia una región 

concreta del genoma amplificado por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 

flanqueando el sitio de corte utilizando como marcador, pues en este caso los productos 

de digestión se reducen a unos pocos fragmentos distinguibles en el gel (Jiménez & 

Nuño, 2013). 

Los RFLP han sido especialmente valiosos para cartografiado del genoma humano, ya 

que los investigadores solo disponen de la segregación de mutaciones espontaneas que 

ocurren en genealogías para estimar las distancias genéticas (Étienne, 2001). 
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Capítulo 2. Metodología 
 

2.1 Justificación  
 

México es el segundo productor de chile (Capsicum) a nivel mundial ya que según la 

SAGARPA (2015) es el 8° cultivo de mayor valor en el país generando hasta 720 mdd al 

año. Este fruto es no solo para usos gastronómicos sino también para fines medicinales, 

es por eso que el estudio de sus cualidades es de alto interés. 

La pungencia, picor, o acritud es la sensación de ardor en el gusto que se experimenta 

al consumir productos como el chile, esta característica es causada por los 

capsaicinoides y está determinada por el gen Pun 1, SB2-66, SB2-149, SB1-58, entre 

otros (Garcés et al., 2017), esto es de sumo interés sobre todo a la industria alimentaria, 

ya que influye en la aceptación de un producto por el consumidor y por otro lado genera 

información sobre el comportamiento de las cruzas en Capsicum  y sus progenitores. A 

demás la introducción de genes asociados a la producción de capsaicinoides en 

Capsicum conferiría características de interés a otras especies de plantas como son las 

antifúngicas y antibacterianas. 

Para determinar si existe o no pungencia lo más común es usar un análisis sensorial por 

un panel de degustación, pero esta técnica tiene una limitación que un análisis genético 

no, y esto es la detección del fenotipo desde una etapa muy temprana en el cultivo de 

este fruto.  

La técnica de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) permite replicar cientos de 

miles y millones de veces en cuestión de horas e in vitro, pequeños fragmentos de ADN 

(Mota et al., 2016) que son de interés para una investigación, en este caso para el gen 

SB2-66 en donde se encuentra el polimorfismo de nucleótido simple G/T-200. 

Los polimorfismos tienen muchas y diversas aplicaciones, entre ellas la correlación de 

fenotipos con genotipos y la identificación entre estructura y funciones de los productos 

codificados por los genes (Mota et al., 2016), estas mutaciones se pueden expresar en 
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fenotipos de diferentes formas como son el color del fruto, el crecimiento del mismo o 

como en este caso, la pungencia. 

En este estudio se evaluó si existe el polimorfismo G/T-200 que asocia esta característica 

pungente en las especies de Capsicum chinense (Habanero) y no pungente a Capsicum 

annuum (Morrón) para que se pueda predecir en la cruza de especies. 
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2.2 Cuadro metodológico  
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2.3 Hipótesis 
 

El polimorfismo G/T-200 en el segundo exón del gen SB2-66 da un carácter no pungente 

a Capsicum annuum (Morrón) y pungente a las especies de Capsicum chinense 

(Habanero) entonces el polimorfismo estará presente en Capsicum annuum (Morrón) y 

ausente en Capsicum chinense (Habanero). 

 

2.4 Objetivo general 
 

Evaluar la presencia del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 mediante las técnicas de 

PCR y RFLP en las especies Capsicum annuum (Morrón) y Capsicum chinense 

(Habanero) para asociarlo a la pungencia. 

 

2.4.1 Objetivo específico 1 
 

Diseñar los primers específicos mediante programas bioinformáticos para identificar el 

polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 de las especies Capsicum annuum (Morrón) y 

Capsicum chinense (Habanero). 

Actividad 1.  

Obtener la secuencia o zona de amplificación donde se ubica el polimorfismo para el 

diseño de primers a partir de trabajos previos. 

Actividad 2. 

Diseñar los primers específicos con el programa Primer Quest Tool. 

Actividad 3. 

Verificar la posición del polimorfismo G/T-200 en la secuencia a amplificar con el 

programa Sequencher 4.1.4.y los primers diseñados  

Actividad 4. 
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Verificar el sitio Diana de restricción con la enzima PfIMI 

Actividad 5. 

Establecer el programa de PCR. 

 

2.4.2 Objetivo específico 2 

 

Aplicar la técnica de PCR con especias filogenéticamente cercanas y lejanas, y con 

Capsicum annuum (Morrón) y Capsicum chinense (Habanero) para evaluar la 

especificidad de los primers diseñados previamente. 

Actividad 1.  

Extracción y cuantificación de ADN. 

Actividad 2. 

Realizar amplificación de ADN mediante PCR. 

Actividad 3. 

Observar los resultados de la PCR mediante electroforesis en gel. 

 

2.4.3 Objetivo específico 3. 

 

Aplicar la técnica de PCR para identificación del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 

asociado a la pungencia en las muestras de especies Capsicum annuum (Morrón) y 

Capsicum chinense (Habanero). 

Actividad 1.  

Extracción y cuantificación el ADN de las muestras de las diferentes especies de 

Capsicum. 
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Actividad 2. 

Amplificación del ADN mediante PCR. 

Actividad 3. 

Realizar electroforesis de los amplificados. 

 

2.4.4 Objetivo específico 4 

 

Identificar la presencia del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 mediante la técnica de 

RFLP para comprobar su relación con la pungencia en las especies de Capsicum 

annuum (Morrón) y Capsicum chinense (Habanero). 

Actividad 1. 

Realizar la digestión enzimática con la enzima PfIMI. 

Actividad 2. 

Evaluar los resultados de la digestión enzimática con una electroforesis en gel. 

 

2.4.5 Objetivo específico 5 

 

Analizar los resultados obtenidos para relacionar el polimorfismo G/T-200 del gen SB2-

66 con el carácter pungente en las especies de Capsicum chinense (Habanero) y 

Capsicum annuum (Morrón). 
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2.5 Materiales y métodos 
 

Para evaluar la presencia del polimorfismo se extrajo ADN de 10 muestras de Capsicum 

chinense (Habanero) y 11 muestras Capsicum annuum (Morrón) procedentes de 

diferentes puntos de venta, los cuales se describen en el Cuadro 7. La compra de dichos 

productos se realizó en el periodo de agosto a noviembre del año 2018. 

Cuadro 7. Muestras de Capsicum utilizadas en la experimentación. 

Capsicum chinense (Habanero) 
(Pungente) 

 

Capsicum annuum (Morrón) (No 
Pungente) 

Muestra Procedencia 
Costo 
(Kg) 

Muestra Procedencia 
Costo 
(Kg) 

1 
Mercado 1, Coacalco, 

Estado de México. 
$35.0 11 

Mercado 1, Coacalco, 
Estado de México. 

$100.0 

2 
Mercado 2, Coacalco, 

Estado de México. 
$37.0 12 

Mercado 2, Coacalco, 
Estado de México. 

$105.0 

3 
Mercado 3, Coacalco, 

Estado de México. 
$37.0 13 

Mercado 3, Coacalco, 
Estado de México. 

$120.0 

4 
Walmart, Coacalco, 
Estado de México.  

$37.9 14 
Walmart, Coacalco, 
Estado de México. 

$99.9 

5 
Soriana, Buena Vista, 

CDMX. 
$69.0 15 

Soriana, Buena Vista, 
CDMX. 

$120.0 

6 
Chedraui, Coacalco, 
Estado de México. 

$59.8 16 
Chedraui, Coacalco, 
Estado de México. 

$80.0 

7 
Mercado 1, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de 
México. 

$40.0 17 
Mercado 1, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de 
México. 

$95.0 

8 
Mercado 2, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de 
México. 

$38.0 18 
Mercado 2, Cuautitlán 

Izcalli, Estado de 
México. 

$100.0 

9 
Central de abastos 1, 
Ecatepec, Estado de 

México. 
$35.0 19 

Central de abastos 1, 
Ecatepec, Estado de 

México. 
$90.0 

10 
Central de abastos 2, 
Ecatepec, Estado de 

México. 
$35.0 20 

Central de abastos 2, 
Ecatepec, Estado de 

México. 
$100.0 

C+ 
Central de abastos 1, 
Ecatepec, Estado de 

México. 
$35.0    

 

De la tabla anterior podemos observar que los costos, si bien variados, tienen una 

tendencia a ser menores en lugares como los mercados y la central de abastos, en esta, 
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ultima el costo del fruto disminuía en la compra por mayoreo. Mientras que en las 

cadenas de supermercados el costo era más elevado. 

 

2.5.1 Extracción de ADN  
 

Materiales y equipos 

• Agitador Vortex Genie K-550-G 

• Centrifuga Minispin plus Eppendorf 

• Juego de micropipetas, Rainin de 0.5-1000 μL. 

• Microcentrífuga, Wiggen hauser. 

• Mortero 

• Termoblok Thermomixer compact Eppendorf. 

• Tubos eppendorf de 2 mL. 

 

Reactivos 

• Agua libre de nucleasas con pH de7  

• Enzima proteinasa K 

• Etanol frio 

• Mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 

• Solución de lisis (Tris base 50nM, pH de 8, EDTA 0,1M, SDS 0.5%) 

 

Procedimiento 

Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo de Sambrook (2001), el primer paso fue 

la disgregación del tejido, esta se realizó moliendo la muestra con ayuda de un mortero 

hasta formar una mezcla o masa homogénea, se pesaron 0.125g en un tubo eppendorf 

y se agregó 1250μL de solución de lisis. Posteriormente se adicionó la cantidad de 7μL 

de la enzima Proteinasa K. Las muestras recolectadas de los germinados de Capsicum 

se almacenaron al menos doce horas antes de ser incubadas mientras que las muestras 

de recolectadas directamente de las semillas del fruto se incubaron inmediatamente en 
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el termoblock a 50°C, después de dos horas se elevó la temperatura a 60°C y se incubó 

una hora más para desactivar la enzima. Dichas condiciones se aplicaron a los dos tipos 

de muestra. 

El segundo paso fue la extracción de proteínas y polisacáridos del ADN para esto se 

agregaron 250 μL de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamílico a la muestra que se 

centrifugó a 10,000 rpm por 10 minutos de la cual se recuperó la fase acuosa del ADN. 

Esta fase se repitió dos o tres veces según el caso para recuperar la mayor cantidad de 

ADN y no los pigmentos. 

Finalmente, la precipitación de ADN se realizó añadiendo aproximadamente 1500μL de 

etanol frio a la muestra y centrifugándolo de nuevo por 10 minutos a 10,000 rpm. Se 

decantó le etanol y se dejó secar al rededor una hora a 37°C y se adiciono 50μL de agua 

desionizada para re-suspender el ADN y poder cuantificarlo posteriormente. 

 

2.5.2 Cuantificación de ADN  
 

Materiales y equipos 

• Espectrofotómetro Nanodrop (ND-1000) 

• Juego de micropipetas 

 

Reactivos 

• Agua libre de nucleasas con pH de 7 

• Muestras de ADN 

 

Procedimiento 

Para la cuantificación de ADN se utilizó el equipo Nanodrop (ND-1000) que es un 

espectrofotómetro conectado a una computadora el cual nos permite cuantificar la 

cantidad de ácidos nucleicos y la pureza de la muestra (relación 260/280) entre otros 

parámetros. 
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La lectura se realiza poniendo 2μL de agua libre de nucleasas para iniciar el equipo, se 

limpió el sensor y nuevamente 2μL de agua libre de nucleasas que sirvieron como blanco. 

A continuación, se procedió a poner 2μL de la muestra para su lectura. 

Los datos obtenidos deben de ser aproximados a la concentración ideal de ADN de 60 

ng/μL de no ser así la muestra se debe diluir o repetir la extracción según sea el caso y 

la relación 260/280 debe oscilar entre 1.7 a 1.9. 

 

2.5.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

 

Materiales y equipos 

• Agitador Vortex Genie K-550-G 

• Juego de micropipetas de 0.5-1000 μL 

• Microcentrífuga, Wiggen hauser. 

• Termociclador Apollo instrumetation ATC 401 

• Tubos eppendorf de 0.2 mL 

 

Para realizar la reacción de PCR se realizaron los cálculos necesarios para determinar 

la cantidad de cada componente de la reacción, los cuales fueron: 

Cuadro 8. Componentes para la reacción de PCR. 

Componente Cantidad (μL) 

Kit GoTaq 6.25 

Agua libre de nucleasas 5.75 

Primer frontal 0.25 

Primer reverso 0.25 

ADN 0.5 

 

Se prepararon las muestras en cada tubo y centrifugaron por 5 segundos 

aproximadamente. Se programo el termociclador según las condiciones del programa de 

PCR. 
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2.5.4 Electroforesis 
 

Materiales y equipos 

• Balanza analítica electrónica, Sartorius. 

• Espátula  

• Horno de microondas, Mirage JMI-010. 

• Matraz 50ml 

• Papel Parafilm 

• Probeta 100ml 

• Trasluminador de luz UV, Cleaver Scientific LTD. 

Reactivos 

• Agarosa 

• BRET (bromuro de etidio) 

• TAE 1X 

 

Procedimiento 

Para la electroforesis se preparó el gel de agarosa al 1.5% en TAE1X, esta disolución se 

calentó en el horno de microondas por 1 minuto aproximadamente hasta que se disolvió 

por completo la agarosa. Posteriormente con extremo cuidado se añadió una gota de 

BRET, se vertió la mezcla en la cámara de electroforesis y se colocaron los peines. Una 

vez gelificada la solución se retiraron los peines y se agregó TAE1X a la cámara de modo 

que el gel quedara cubierto 

Una vez realizado lo anterior, con ayuda de un trozo de parafilm colocar 3μL de BRET, 

3μL de blue-orange y 5μL de muestra resultante de la PCR o 1μL de marcador de peso 

molecular. Activar el campo eléctrico a 70 V con especial cuidado del lado positivo y el 

negativo en sus respectivos lugares. La corrida se suspende hasta que el colorante 

avance ¾ del gel. 
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Para visualizar los fragmentos se coloca cuidadosamente el gel en el centro dentro del 

transluminador, una vez prendido el equipo, se enciende la luz ultravioleta y se fotografía 

el gel. 

 

2.5.5 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) 
 

Materiales y equipos 

• Juego de micropipetas, de 0.5-1000 μL 

• Papel Parafilm 

• Termociclador ATC 4011 

Reactivos 

Para la digestión enzimática: 

• Buffer 

• Enzima PflMI 

• Producto de PCR 

• Agua libre de nucleasas pH7 

• Poliacrilamida   

• BRET (bromuro de etidio) 

• TBE 5X 

  

Para la digestión con la enzima de corte PflMI se utilizaron los fragmentos resultantes de 

la PCR en la siguiente reacción de 10 mL los cuales de incubaron a 37°C por un periodo 

de 40 minutos. 

Cuadro 9. Componentes de la digestión enzimática. 

Componente Cantidad   (μL) 

Buffer 1.0 

Enzima PflMI 0.4 

Agua libre de 
nucleasas 

3.6 

Producto de PCR 5.0 
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Los fragmentos resultantes se observaron con un gel de poliacrilamida al 12% 

compuesto por 40mL de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 39.9mL de agua bidestilada, 

20mL de TBE 5X, 0.7mL de APS (persulfato de amonio) al 10% y 35μL de TEMED. 

Para cargar el gel cada pocillo se cargó con 3 μL de blue/orange y 5 μL de la muestra 

resultante de la digestión enzimática ó 1.5 μL de marcador de peso de 100 pares de 

bases. Dicho gel se corrió a 80 V por aproximadamente una hora. 

Los fragmentos observados deberán de ser: 

• Homocigoto para el polimorfismo (presencia del polimorfismo):154 pb y 162 pb 

• Homocigoto para la secuencia original (ausencia del polimorfismo): 316 pb 

• Heterocigoto: 316 pb, 154 pb y 162 pb. 
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Capítulo 3. Resultados y discusión  
 

3.1 Objetivo específico 1 
Diseñar los primers específicos mediante programas informáticos para identificar el 

polimorfismo G/T-200 en el segundo exón del gen SB2-66 de las especies Capsicum 

annuum (Morrón) y Capsicum chinense (Habanero). 

Para el diseño de primers se utilizó el número de acceso de GenBank o GI del gen SB2-

66 reportado en el artículo “Identifcation, validation and survey of a single nucleotide 

polymorphism (SNP) associated with pungency in Capsicum spp.” (Garcés et al., 2007), 

la metodología completa del diseño se muestra en el Anexo 1. 

Con estos primers se verificó que el polimorfismo G/T-200 estuviera presente en el gen 

SB2-66 con el programa Sequencher 4.1.4, esta metodología se incluye en el anexo 3, 

por lo que se concluyó que el sitio diana de restricción aparece en la posición 151 de la 

secuencia amplificada por los primers. 

Los primers elegidos se muestran en el Cuadro 10:  

 

Cuadro 10. Primers diseñados para la experimentación. 

Primer Secuencia Amplificado 

Frontal GGAAATGGTCCCTCCAAGAAT 

316 
Reverso  TGACCGTAAACTTCCGTTGTAA 

 

La temperatura de hibridación de los primers utilizada en el programa de la PCR fue 

determinada mediante un gradiente de temperatura usando como punto de partida la 

temperatura promedio sugerida por el fabricante (64°C) y la calculada (57°C) que se 

puede revisar en el anexo 2. 

Cuando se establecieron los primers y su temperatura de hibridación se procedió a 

realizar el programa de la PCR que se muestra en la Figura 14. 
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Figura 14. Programa de PCR con Tm calculada. 

4.2 Objetivo específico 2 
 

Aplicar la técnica de PCR con especias filogenéticamente cercanas y lejanas, y con 

Capsicum annuum (Morrón) y Capsicum chinense (Habanero) para evaluar la 

especificidad de los primers diseñados previamente. 

Como siguiente paso se llevó a cabo la especificidad de los primers diseñados antes de 

someter las muestras a la PCR. Se utilizó el ADN de especies filogenéticamente 

cercanas por ser de origen vegetal (zanahoria, trigo y avena) y lejanas por ser de origen 

animal (pollo, cerdo, bovino), se puede apreciar en la Figura 15 que el único amplificado 

es el del control positivo (C+) de Capsicum con 316 pb, lo cual comprueba que los primers 

si son específicos para la especie de interés.  
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Figura 15. Gel de electroforesis de especificidad de primers. MP: marcador de peso molecular, B: blanco, C+: 
control positivo de Capsicum, Za: zanahoria, Tr: trigo, Av: avena, Po: pollo, Ce: cerdo, Bo: bovino. 

 

3.3 Objetivo específico 3 
 

Aplicar la técnica de PCR para identificación del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 

asociado a la pungencia en las muestras de especies Capsicum annuum (Morrón) y 

Capsicum chinense (Habanero). 

 

Se utilizaron las semillas y los germinados de estas para obtener en total 10 muestras 

de ADN de Capsicum annuum y 10 de Capsicum chinense para realizar la extracción de 

ADN mediante el método Sambrook (2001) datallado anteriormente en la metodologia 

experimental, posteriormente las muestras se cuantificaron mediante espectofotometria 

en un Nanodrop (modelo ND-1000). Algunas muestras fueron diluidas para que su alta 

concentración de ADN no afectara la PCR.  
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La concentración óptima para llevar a cabo la reacción de la PCR es de 40-80 ng/μL, pero 

para este caso se obtuvieron resultados satisfactorios con una concentración de hasta 

174 ng/μL. Los resultados de la cuantificación de Capsicum annuum y Capsicum 

chinense se muestran en los cuadros 11 y 12 respectivamente. 

 

Cuadro 11. Concentraciones y pureza de las muestras de extracción de ADN de Capsicum annuum.  

Numero y 
tipo de 

muestra 

Muestra concentrada Muestra diluida 

Concentración 
(ng/ μL) 

Relación 
260/280 

Concentración 
(ng/ μL) 

Relación 
260/280 

1M 
(Germinado) 

80.1 1.70 - - 

2M 
(Germinado) 

80.9 1.62 - - 

3M 
(Germinado) 

174.6 1.73 - - 

4M 
(Semilla) 

243.7 1.62 95.3 1.50 

5M 
(Semilla) 

481.5 1.63 137.9 1.60 

6M 
(Semilla) 

834.7 1.57 164.6 1.62 

7M 
(Semilla) 

377.1 1.75 113.9 1.60 

8M 
(Semilla) 

390.2 1.71 69.7 1.60 

9M 
(Semilla) 

427.2 1.77 84.4 1.63 

10M 
(Semilla) 

830.3 1.56 80.3 1.58 

C+ 
(Germinado) 

121.6 1.64 - - 
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Cuadro 12. Concentraciones y pureza de las muestras de extracción de ADN de Capsicum chinense 

Numero de 
muestra 

Muestra concentrada Muestra diluida 

Concentración 
(ng/ μL) 

Relación 
260/280 

Concentración 
(ng/ μL) 

Relación 
260/280 

1H 
(Germinado) 

576.7 1.76 110.3 1.55 

2H 
(Germinado) 

899.8 1.63 98.6 1.63 

3H 
(Semilla) 

436.3 1.68 136.4 1.63 

4H 
(Semilla) 

897.3 1.53 119.2 1.40 

5H 
(Germinado) 

1436.4 1.72 114.4 1.68 

6H 
(Semilla) 

320.4 1.66 90.5 1.55 

7H 
(Semilla) 

227.2 1.62 100.3 1.46 

8H 
(Semilla) 

227.8 1.58 110.0 1.59 

9H 
(Semilla) 

312.7 1.52 172.2 1.48 

10H 
(Semilla) 

234.8 1.61 173.1 1.49 

 

 

Como se observa en los cuadros 11 y 12, las concentraciones fueron ajustadas y la 

pureza del ADN representada por la relación 260/280 está dentro del rango aceptable 

para llevar a cabo la reacción de la PCR ya que no se ve afectada por proteínas restantes 

durante la extracción de ADN.  

Posteriormente a realizar la prueba de especificidad de los primers se procedió a realizar 

la PCR con las 20 muestras de ADN extraídas, los resultados de la reacción fueron 

evaluados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en un campo eléctrico 

de 70V.  
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En la Figura 16 se muestra el control positivo (C+) que nos asegura que la reacción se 

llevó acabo de manera correcta, el blanco (B) que indica que la reacción no está 

contaminada y los amplificados de las muestras 1M y 2M en los últimos dos carriles del 

gel de electroforesis. 

 

 

Figura 16. Gel de electroforesis al 1.5% de las muestras 1M y 2M pertenecientes a Capsicum annuum, MP100: 
marcador de peso molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 

 

A continuación, en la Figura 17 se muestran de igual manera la muestra 3M que fue 

extraída de Capsicum annuum También se observa el correspondiente C+ de la reacción, 

el blanco y el marcador de peso molecular de 100 pares de bases. En el carril que se 

encuentra entre el control positivo y la muestra 3M se observa una muestra más que se 

cargó en el gel de electroforesis, pero no se utilizo ya que se observaba débil y por tanto 

no era apta para la digestión enzimática.   
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Figura 17. Gel de electroforesis al 1.5% de la muestra 3M perteneciente a Capsicum annuum, MP100: marcador de 
peso molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 

La Figura 18 muestra los amplificados de la PCR con las muestras 4M y 5M que fueron 

extraídas de Capsicum annuum y las muestras 1H, 2H, 3H y 4H de Capsicum chinense. 

De la misma manera de observan los carriles con: marcador de peso molecular, blanco 

y control positivo. 

 

Figura 18. Gel de electroforesis al 1.5% de las muestras 4M Y 5M (Capsicum annuum), 1H, 2H, 3H y 4H (Capsicum 
chinense), MP100: marcador de peso molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 
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La siguiente Figura, muestra siete resultados de la PCR que pertenecen tanto a 

Capsicum annuum como a Capsicum chinense. Las siete bandas son claras además del 

control positivo, todas posicionadas en 300 pares de bases según el marcador de peso 

molecular. Cabe destacar que en todos los geles electroforéticos se observaron las 

bandas en 300 pb aproximadamente ya que el amplificado esperado fue de 316pb. 

 

 

Figura 19. Gel de electroforesis al 1.5% de las muestras 6M, 7M, 8M, 9M, 10M (Capsicum annuum), 5H y 6H 
(Capsicum chinense), MP100: marcador de peso molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 

En la Figura 20 se observan los amplificados de tres muestras más, la 7H, 8H y 9H y 

sutilmente dos muestras más que no se utilizaron ya que la banda era muy tenue y por 

lo tanto indicaba una concentracion mas baja de ADN que no hubiera sido apta para 

llevar a cabo RFLP. 

Finalmente, la Figura 21 muestra el amplificado faltante, 10H. En el gel se observan 

bandas más débiles que se descartaron por no ser adecuados para la digestión 

enzimática por su baja concentración de ADN. 
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Figura 20.Gel de electroforesis al 1.5% de las muestras 7H, 8H y 9H (Capsicum chinense), MP100: marcador de 
peso molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 

 

 

Figura 21. Gel de electroforesis al 1.5% de la muestra 10H (Capsicum chinense), MP100: marcador de peso 
molecular de 100pb, C+ y B: Blanco. 

Una vez obtenidos los amplificados observados en los geles de electroforesis anteriores 

de las 20 muestras necesarias, se procedió a realizar la digestión enzimática con la 

enzima PMIFI. 
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3.4 Objetivo específico 4 
 

Identificar la presencia del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 mediante la técnica de 

RFLP para comprobar su relación con la pungencia en las especies de Capsicum 

annuum (Morrón) y Capsicum chinense (Habanero). 

 

El amplificado de 316pb de las 20 muestras de Capsicum fue sometido al método de 

polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) con la enzima PflMI, 

el sitio diana de restricción que reconoce dicha enzima se muestra en los anexos. La 

presencia del polimorfismo en un organismo homocigoto (G/G) presenta un amplificado 

es de 316 pb, un organismo homocigoto (T/T) lo cual indica la ausencia del polimorfismo 

los amplificados de 151 pb y 165 pb y un organismo heterocigoto presenta amplificados 

de 316 pb, 151 pb y 165 pb. 

En la Figura 22, las muestras de Capsicum annuum (Morrón) todas exhiben el 

polimorfismo y tres de ellas (2M, 6M y 9M) provienen de organismos heterocigotos ya 

que se observan tres bandas con los amplificados de 316 pb, 151 pb y 165 pb. 

 

 

Figura 22. Gel de electroforesis resultados de RFLP con las muestras 1M, 2M, 3M, 6M, 7M, 8M, 9M y 10M 
pertenecientes a Capsicum annuum (Morrón). 
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En el siguiente gel de la Figura 23 se encuentran muestras pertenecientes a Capsicum 

annuum (Morrón), ambas presentan el polimorfismo y una de ellas proveniente de un 

organismo heterocigoto, mientras que las muestras de Capsicum chinense (Habanero) 

todas presentan el polimorfismo y cuatro de ellas de organismos heterocigotos y solo 

una de un homocigoto. 

 

Figura 23. Gel de electroforesis con los resultados de RFLP de las muestras 4M y 5M pertenecientes a Capsicum 
annuum (Morrón), 1H,2H, 3H, 4H y 10H pertenecientes a Capsicum chinense (Habanero). 

Finalmente, las muestras restantes de Capsicum chinense (Habanero) todas presentan 

el polimorfismo de organismos homocigotos. 
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Figura 24. Gel de electroforesis con los resultados de RFLP de las muestras 5H, 6H, 7H, 8H, y 9H pertenecientes a 
Capsicum chinense (Habanero). 

 

3.5 Objetivo específico 5 
 

Analizar los resultados obtenidos para relacionar el polimorfismo G/T-200 del gen SB2-

66 con el carácter pungente en las especies de Capsicum chinense (Habanero) y 

Capsicum annuum (Morrón). 

En el siguiente cuadro se muestran los resultados de la frecuencia genotípica obtenidas 

en la identificación del polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 de las muestras de 

Capsicum.  

Cuadro 13. Frecuencias genotípicas obtenidas en Capsicum annuum y Capsicum chinense. 

 

Polimorfismo G/T-200 

 Capsicum annuum Capsicum chinense 

 
No. de 

muestras 
Frecuencia 

No. de 
muestras 

Frecuencia 

T/T (normal) 6 0.6 6 0.6 

T/G o G/T 4 0.4 4 0.4 

G/G 
(polimorfismo) 

0 0 0 0 

Total 10 1 10 1 
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Figura 25.Grafico comparativo de las frecuencias genotípicas obtenidas en Capsicum annuum y Capsicum chinense. 

 

En el Cuadro 13 se observan los resultados de frecuencia genotípica de Capsicum 

annuum (Morrón) así como de Capsicum chinense (Habanero), las 20 muestras de las 

dos variedades no presentan el polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 y la frecuencia 

genotípica para en ambos casos fue de 0.4 para organismos heterocigotos (G/T o T/G) 

y de 0.6 para organismos homocigotos (T/T). La figura 25 muestra la gráfica comparativa 

de los resultados obtenidos del cálculo de frecuencia genotípica. 
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Contrastación de hipótesis 
 

La hipótesis planteada fue la siguiente: 

El polimorfismo G/T-200 en el segundo exón del gen SB2-66 da un carácter no pungente 

a Capsicum annuum (Morrón) y pungente a las especies de Capsicum chinense 

(Habanero) entonces el polimorfismo estará presente en Capsicum annuum (Morrón) y 

ausente en Capsicum chinense (Habanero).  

 

Después de haber analizado los resultados obtenidos de las 20 muestras de Capsicum 

mediante la técnica de RFLP señalan que el polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 no 

está presente en ninguna ellas, ya que los fragmentos obtenidos indican que, si hubo 

corte por la enzima que reconoció el sitio de restricción con el alelo T, siendo seis de 

cada diez los organismos homocigotos (T/T). 

En ambas variedades de Capsicum 4 de las 10 muestras fueron organismos 

heterocigotos lo cual tampoco vincula el polimorfismo G/T-200 a la pungencia, lo que 

esto indicaría es que el alelo T podría ser un dominante, que las muestras provienen de 

cruzas entre organismos heterocigotos (G/T o T/G) u homocigotos (T/T) ya que no se 

presentó el polimorfismo G/T-200 en las variedades estudiadas y a que la producción de 

capsaicinoides, una característica propia de Capsicum, ya sea en menor o mayor 

cantidad si esta codificado por este gen y su dominancia. De acuerdo con Reddy et al. 

(2014) la acumulación de capsaicinoides depende de la   expresión del gen, ya sea que 

este sea dominante o recesivo, como es el caso del Pun 1, el cual está vinculado al gen 

SB2-66 como se menciona en el apartado 1.3. 

Los resultados obtenidos por Garcés y col., 2007, indican que el polimorfismo está 

directamente relacionado con la pungencia en diferentes especies Capsicum, incluyendo 

a las analizadas en este proyecto, ellos utilizaron dos diferentes metodologías para la 

detección del SNP; tetra-primer ARMS-PCR y RFLP. Los resultados que estos autores 

obtuvieron fueron concluyentes para el método de tetra-primer ARMS-PCR así como 

para el de RFLP, sin embargo, los obtenidos mediante RFLP no fueron mostrados en el 
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artículo argumentando que el método de tetra-primer ARMS-PCR era más eficiente para 

su estudio aunque ambos fueran concluyentes. 

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que no existe relación entre el 

polimorfismo G/T-200 del gen SB2-66 con la pungencia en Capsicum annuum (Morrón) 

y Capsicum chinense (Habanero) a diferencia de lo obtenido por Garcés y col., 2007, 

esto podría deberse a la amplia gama de variedades que se pueden estudiar, así como 

el método utilizado para la detección del polimorfismo. 
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Conclusiones  
 

Las técnicas PCR, llevada a cabo con los primers específicos, al igual que RFLP con la 

enzima de restricción PflMI resultaron de manera satisfactoria ya que los amplificados 

observados en la electroforesis fueron coincidentes con lo planteado y la presencia del 

polimorfismo G/T-200 puede ser detectada.   

La ausencia del polimorfismo G/T-200 fue definitiva en las 20 muestras de ADN 

analizadas pertenecientes a Capsicum annuum (Morrón) y Capsicum chinense 

(Habanero), por lo que no se puede atribuir una relación entre la presencia del 

polimorfismo y la pungencia de las variedades Capsicum utilizadas en este proyecto. 

Este trabajo de puede continuar mediante el análisis de muestras que pertenezcan a 

otras variedades de Capsicum, con niveles de pungencia intermedios a las trabajadas y 

asociar los resultados mediante una cuantificación de capsaicinoides por un método 

espectrofotometría, cromatografía de gases o cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC) a todas las muestras estudiadas. La información obtenida de gama más amplia 

de variedades de Capsicum podría resultar en la asociación del polimorfismo y la 

pungencia, o confirmar que estos no están relacionados.  
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Anexos 
 

Anexo 1 

Para evaluar los primers diseñados se consultó la página: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/18030706 con el GI obtenido del artículo 

“Identifcation, validation and survey of a single nucleotide polymorphism (SNP) 

associated with pungency in Capsicum spp.” (Garcés-Claver et. al., 2007). 

 

Después se utilizó el GI para diseñar los primers en la página de PrimerQuest Tool

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/18030706
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Esta página mostró opciones de primers con sus características   

 

Se eligió la primera opción por su porcentaje de G/C y longitud. 
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Con la opción de “Hairpin” se verificaron que las temperaturas no concedieran con la 

TM para ambos primers 

Primer frontal: 

  

Primer reverso: 
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 Posteriormente se eligió la opción “Blast”. Esta opción nos dio información de 

secuencias similares que podría amplificar los primers. 

  

Se comprobó que ningún primer amplifico para ninguna especie que pudiera afectar el 

proyecto. Este proceso se realizó para ambos primers, frontal y reverso. 

Para el primer frontal: 
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Así, continua la página del Blast 

 

 

Los nombres cientificos de las especies que se podian alinear con los primers 
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Para el primer reverso 
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Anexo 2 

Tm de primers. 

Primer Secuencia Amplificado 

PF GGAAATGGTCCCTCCAAGAAT 

316 
PR TGACCGTAAACTTCCGTTGTAA 

 

Para calcular Tm de ambos primers se utilizó la siguiente ecuación: 

𝑇𝑚 = [(𝐺 + 𝐶)4 + (𝐴 + 𝑇)2] − 5 

Donde: 

Tm: es la temperatura de hibridación de hibridación del primer 

G: es el número de guaninas 

C: es el número de citocinas 

A: es el número de adeninas 

T: es el número de timinas 

 

Sustituyendo en la ecuación anterior para el primer frontal PF: 

𝑇𝑚 = [(5 + 5)4 + (7 + 4)2] − 5 = 57°𝐶 

 

A continuación, para el primer reverso PR: 

𝑇𝑚 = [(4 + 5)4 + (6 + 7)2] − 5 = 57°𝐶 

 

Promediando las temperaturas de hibridación tenemos como resultado: 

𝑇𝑚̅̅̅̅̅ = 57°𝐶 
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Anexo 3 

Evaluación de la zona de amplificación del polimorfismo G/T-200 en el segundo exón del 

gen SB2-66 

Se utilizó el programa Sequecher 4.1.4 en donde se cargó la secuencia de amplificación 

en formato Fasta de la página de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/18030706 

 

 

 

En el Sequencher 4.1.4 se copiaron los primers diseñados y se alinearon a la secuencia 

de nucleótidos del gen SB2-66 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/18030706
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La secuencia de 316 pb resultante de seleccionar la zona de amplificación de los primers 

se copió en una nueva ventana 

 

Se identifico la zona del polimorfismo que corta la enzima PfIMI 
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Así se identificó que con la enzima PfIMI en presencia del polimorfismo hay un corte en 

la posición 151 de la secuencia de 316 pb del gen SB2-66. Los cortes por la enzima 

esperados son de una longitud de 151 pb y 165 pb que significarían: 

→ Homocigoto G/G (presencia del polimorfismo): 316 pb 

→ Homocigoto T/T (ausencia del polimorfismo): 151 pb y 165 pb 

→ Heterocigoto G/T o T/G: 316 pb, 151 pb y 165 pb 

 

El sitio diana de restricción que reconoce esta enzima es el siguiente 
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