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RESUMEN
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WRKS80 correlacionan positivamente con la del gen de PSY del transcriptoma in silico y es posible
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chile. En el presente trabajo se generaron las construcciones de la region promotora del gen PSY en
el vector pAbAi del sistema de un hibrido en levadura (Y1H), y las secuencias codificantes de los
genes de los FT NAC50 y WRKY80 se clonaron en el vector de expresion pPGADT?7 con la finalidad
de realizar experimentalmente el analisis de interaccion entre DNA-proteina (promotor del gen PSY
y los factores de transcripcion NAC50 y WRKY80), aplicando la técnica de Y1H, ya que en un
futuro se quiere conocer si estos FT estan regulando transcripcionalmente al gen PSY y, con ello, la
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genes de interés (PSY, NAC50 y WRKY80) midiendo el perfil de patron de expresion de los genes
mencionados en una cinética del desarrollo del fruto del chile, desde la etapa de floracion hasta su
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RESUMEN

La ruta de biosintesis de carotenoides esta finamente ligada a procesos de desarrollo y
adaptacion al ambiente en las plantas, y en el caso de los frutos de chile a los cambios
graduales de color de amarillo, anaranjado y rojo. PSY es un gen estructural que codifica a la
fitoeno sintasa que participa al inicio de dicha ruta. Los patrones de expresion de los factores
de transcripcion (FT) NAC50 y WRK80 correlacionan positivamente con la del gen de PSY
del transcriptoma in silico y es posible que participen en la regulacidon transcripcional de la
biosintesis de los carotenoides en los frutos de chile. En el presente trabajo se generaron las
construcciones de la region promotora del gen PSY en el vector pAbAi del sistema de un
hibrido en levadura (Y1H), y las secuencias codificantes de los genes de los FT NAC50 y
WRKY80 se clonaron en el vector de expresion pGADT?7 con la finalidad de realizar
experimentalmente el analisis de interaccion entre DNA-proteina (promotor del gen PSY y los
factores de transcripcion NAC50 y WRKY80), aplicando la técnica de Y1H, ya que en un
futuro se quiere conocer si estos FT estan regulando transcripcionalmente al gen PSY y, con
ello, la via de biosintesis de los carotenoides en los frutos de chile. Por otro lado, con la
técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) cuantitativo, se determinaron los
patrones de expresion de los genes de interés (PSY, NAC50 y WRKY80) midiendo el perfil de
patron de expresion de los genes mencionados en una cinética del desarrollo del fruto del
chile, desde la etapa de floracion hasta su maduracion. Confirmando la alta asociacion de los

genes al desarrollo del fruto y presentando una correlacion positiva entre ello.



Introduccidn

1. Problema

1.1. Titulo

1.2. Planteamiento del problema

1.3. Formulacion del problema

1.4. Justificacion

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

1.5.2. Objetivos Especificos

1.6. Delimitacion
1.6.1 Espacial
1.6.2 Temporal

1.6.3 Conceptual

2. Antecedentes

2.1.1. El chile (Capsicum spp.)
2.1.2. Carotenoides

2.1.3. Carotenoides en Capsicum
2.1.4. Biosintesis de carotenoides
2.1.5 Factores de transcripcion
2.1.6. Familia de FT WRKY

2.1.7. Familia de FT NAC

3. Disefio metodologico

Tabla de contenido

18

20

20

20

22

23

24

24

24

25
25
25

25

26

26

28

29

31

36

37

39



3.1 Tipo de investigacion 39

3.2 Poblacién y muestra 39
3.2.1. Poblacion 39
3.2.2. Muestra 39

3.3 Hipotesis 40

3.4 Fases de la investigacion 41

Fase i: Construcciones de los genes de trabajo: wrky80, nac50 y psy 41
3.4.1. Material vegetal 41
3.4.2. Extraccion de RNA total 41
3.4.3. Sintesis de cDNA con la Super Script Il transcriptasa reversa 42
3.4.4. Construcciones de los genes de los FT WRKY80 y NAC50 en el vector pPGADT7 42
3.4.5. Construccién de la region promotora del gen PSY en el vector pAbAi. 46
3.4.5.1 Amplificacién de la region promotora del gen PSY 46
3.4.5.2 Clonacidn de pCR 4-TOPO — PSY e in silico en el plasmido pAbAi-PSY 47

Fase ii: Patron de expresion del gen psy y del ft wrky80. 49
3.4.6. Analisis de expresion por PCR cuantitativo en tiempo real 49
3.4.6.1 Tratamiento con DNasa | 50
3.4.6.2 Sintesis de cDNA con transcriptasa reversa SuperScript™ III 50
3.4.6.3 PCR cuantitativo 50

4. Resultados y analisis 52

Fase i: Construccion de los genes de trabajo: WRKY80, NAC50 y PSY 52

4.1. Construccion del vector pGADT7-WRKY80 k2

4.2. Construccion del vector pGADT7-NAC50

4.3. Construccion del vector pAbAi-PSY 56

Fase ii: patron de expresion del gen PSY y de los genes de los FT WRKY80 y NAC50 en frutos de

chilealos 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 DPA 60



Conclusiones
Recomendaciones

Bibliografia

64

65

66



