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INTRODUCCION ,

Theobroma cacao L., (cacao) es una planta perenne que pertenece a la familia Esterculiaceae y es
cultivada por sus granos, los cuales son usados para la elaboracion del chocolate y manteca de
cacao (Lépez-Andrade y col. 2003). En las semillas dicotiledéneas, como en el caso del cacao, la
degradaciéon de proteinas de reserva (albumina y globulina), da lugar a la acumulacion de
aminoacidos libres en los cotiledones (Voigh y col., 1994). La aminopeptidasa (tcAPE) es una
enzima que se ha involucrado en la formacién de los precursores del aroma del cacao generados
durante el proceso de fermentacion (Hanse y col., 1998). Sin embargo, hasta el momento, no se
conocen los genes que codifican para dicha actividad. E! objetivo del presente trabajo, es determinar
los niveles de actividad enzimatica de tcAPE, durante los proceso de germinacion y fermentacion de
‘la semilla de cacao, asi como aislar de fragmentos de cDNA de los posibles genes codificantes.

OBJETIVO
Determinacién bioquimica y aislamiento de fragmentos de cDNA de los posibles genes codificantes
de proteasas con actividad de aminopeptidasa (tcAPE) presentes en la semillade 7. cacao L.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas de cacao criollo almendra blanca desprovistas de mucilago, las cuales fueron
germinadas en el sustrato inerte agrolita (Hansen et al., 1998) y fermentadas en cajas de cedro
(Lépez et al., 2003). Las semillas fermentadas y germinadas fueron molidas con nitrégeno liquido,
siguiendo el protocolo descrito por Hansen y col., (1998). Los polvos secos de acetona, fueron
preparados de acuerdo a Hansen y col., (1998) y servieron como fuente de enzima para la
determinacion de la actividad enzimatica de tcAPE (Hansen y col. 1998). La actividad enzimatica de
tcAPE fue determinada con 100 ul de extracto enzimatico; 370 ul de regulador (Tris-HCI 0.1 M, pH
7.0, Triton X-100 al 1%); 30 ul del sustrato cromogénico Leucina-p-NA (H-Leu-pNA) a una
concentracién de 10 mM. La mezcla fue agitada en vortex, incubada a 37 °C en bafio de agua
durante 30 minutos. A continuacidn, la reaccion fue detenida con 400 il de ZnSO, al 5 % y 100 pl de
Ba (OH) ; al 7.5%, seguido de agitacion en vortex y centrifugaciéon a 13,201 x g durante 10 minutos.
La p-nitroanilina liberada fue leido a una longitud de onda de 405 nm, en un Espectrofotometro
Perkin Elmer Lamda 25. Una unidad de actividad enzimatica de tcAPE se definié como la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de p-nitroanilina por min a 37°C y pH 7.0. El
RNA total, fue extraido siguiendo la técnica descrita por Da Silva Gesteira y col., 2003). La
busqueda de secuencias nucleotidicas de DNA, codificantes de enzimas con actividad APE
descritas en otros organismos (bacterias, levaduras, hongos y plantas), fue realizada accesando a la
base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Los alineamientos muitiples fueron
realizados y analizados con los programa Cluxtalx version 1.8 (Thompson at al., 1997) y GeneDoc
version 2.3 (Nicholas y Nicholas, 1997). El alineamiento grafico mostré las regiones con un alto
grado de identidad y permitié el disefio de iniciadores degenerados para la amplificacién de los
extremos 3 y 5 del cDNA por la técnica RACE 3 (Rapid Amplification of cDNA Ends) de los
posibles genes APE expresados durante los procesos de germinacion y fermentacion de la semilla
de T. cacao. Los fragmentos de cDNA amplicados estan siendo enviados a secuenciar para su
posterior analisis bioinformatico.
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RESULTADOS

La actividad de tcAPE esta presente durante el proceso de fermentacion, observandose una
disminucion progresiva a partir del dia 2 hasta el dia 6, con una actividad residual del 21.88%. La
actividad especifica de tcAPE es altamente significativa. El dia 1 presento la mayor actividad y el dia
6 resulto ser el de menor actividad de tcAPE. La actividad de tcAPE esta presente durante el
proceso de germinacion, la cual empieza a disminuir a partir del dia 3. Existe diferencia altamente
significativa entre las actividades especificas de tcAPE a lo largo de los 15 dias de germinacién.
Siendo el dia 2 el de mayor actividad y el dia 13 et de menor. Se encontraron 9360 secuencias APE
descritas, de las cuales 150, 70, 94 y 72 secuencias de DNA pertenecen a bacterias, hongos,
animales y plantas, respectivamente. Los alineamientos multiples permitieron construir un
dendograma, mismo que agrupo a las secuencias de plantas con mayor homologia. Las secuencias
de DNA de APE de plantas depositadas en la base de datos de la NCBI, presentan regiones
conservadas, mismas que permitieron disefiar 6 oligos degenerados para la amplificacion de los
extremos 3y 5 de! cDNA obtenido a partir del RNA total de los posibles genes APE expresados
durante los procesos de germinacion y fermentacion de la semilla de T. cacao. Los fragmentos
amplificados por las técnicas de RACE 3 y 5 tienen un tamafio de 400 pb aproximadamente, y se
estan enviando a secuenciar al INSP, y realizar el posterior analisis bioinformatico..

DISCUSION

Para el desarrollo de este trabajo, se tomo como base, la metodologia propuesta por Hansen y col.,
(1998). En este contexto, se procedio a la remocion de los polifenoles, lo cual es esencial para la
cuantificacién confiable de las actividades enzimaticas. Todas las actividades enzimaticas fueron
analizadas en los cotiledones, empleando el mismo conjunto de muestras de polvos secos de
cotiledones, provenientes de las semillas fermentadas del genotipo criollo almendra blanca,
cultivado en el Estado de Tabasco. Para analizar los niveles enzimaticos iniciales (tiempo O h de la
fermentaciéon) de cada una de las enzimas analizadas, se tomaron muestras de semillas no
fermentadas. Es importante mencionar, que las semillas de cacao no fermentadas presentaron
niveles importantes de actividad enzimatica especifica de tcAPE. Sobre la tcAPE, Hansen y col.,
(1998), ha reportado que esta enzima es muy sensible al proceso de fermentacion, debido a que
solamente el 5% de la actividad es retenida después de dos dias de fermentacion. Sin embargo, los
datos obtenidos en este trabajo, indican que la tcAPE es una enzima relativamente termoestable.
Dado que hasta el momento no se han descritos los genes responsables de la actividad de tcAPE
en T. cacao, el analisis bioinformatico, nos indicara si las secuencias obtenidas, podrian pertenecer
a genes con dicha actividad.

CONCLUSION

Se determino la presencia de actividad de APE durante los procesos de fermentacién y germinacién
de la semilla de cacao, con diferencias altamente significativas. Durante el proceso de fermentacion,
el dia 1, resulté ser el de mayor actividad de tcAPE. Durante el proceso de fermentacion, el dia 2,
resulté ser el de mayor actividad de tcAPE. Los fragmentos de cDNA de posibles genes tcAPE,
pudieron ser amplificados por la técnica de RACE 3 y 5 (Rapid Amplification of cDNAEnds 3 y5)y
el uso de iniciadores degenerados, disefiados a partir de secuencias APE’s previamente descritas
en plantas.
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