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RESUMEN 

Bixa orellana o “achiote” como es conocido en México es la fuente de bixina, el segundo 

colorante natural demandado por la industria alimentaria, cosmética y textil. La bixina es un 

apocarotenoide de 25C, que se sintetiza a partir del licopeno por medio de las siguientes 

enzimas: escisión de carotenoides dioxigenasa (BoCCD), aldehído deshidrogenasa 

(BoALDH) y metiltrasferasa (BoSABATH). Adicionalmente, la ruta de bixina se coordina con 

la ruta MEP y de carotenoides para tener un flujo acoplado de los precursores del 

apocarotenoide. Asimismo se ha identificado que algunos pasos enzimáticos de las tres 

rutas mencionadas anteriormente, están a cargo de pequeñas familias de genes, donde los 

miembros parálogos se expresan en un tejido o etapa de desarrollo específico. La 

regulación de la ruta MEP por la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) y la regulación 

de la ruta de carotenoides por la fitoeno sintasa (PSY) incentivó a estudiar los genes DXS 

y PSY de Bixa orellana, los primeros estudios implicaron el análisis de los genes BoDXS2a, 

BoPSY1 y BoPSY2. Por lo tanto, el objetivo de este estudió fue determinar si los genes 

mencionados anteriormente, están involucrados en la síntesis de bixina. Los resultados 

señalaron que de los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 analizados en este estudio, 

únicamente los genes BoDXS2a y BoPSY2 podrían estar involucrados en la síntesis de 

bixina. Sin embargo, la función de sus proteínas es escasa en bacterias. 

  



 

11 

 

ABSTRACT 

Bixa orellana or "achiote" as it is known in México is the source of bixina, the second natural 

colorant demanded by the food, cosmetic and textile industry. Bixin is an apocarotenoid of 

25C, which is synthesized from lycopene by means of the following enzymes: carotenoid 

cleavage dioxygenase (BoCCD), aldehyde dehydrogenase (BoALDH) and 

methyltransferase (BoSABATH). Additionally, the bixin pathway is coordinated with the MEP 

and carotenoid pathways to have an unrestricted flow of the apocarotenoid precursors. It 

has also been identified that some enzymatic steps of the three routes mentioned above are 

in charge of small families of genes, where the paralog members are expressed in a specific 

tissue or stage of development. The regulation of the MEP pathway by 1-deoxy-D-xylulose-

5-phosphate synthase (DXS) and the regulation of the carotenoid pathway by phytoene 

synthase (PSY) stimulated the study of the DXS and PSY genes of Bixa orellana, the first 

studies involved the analysis of the BoDXS2a, BoPSY1 and BoPSY2 genes. Therefore, the 

objective of this study was to determine if the genes mentioned above are involved in the 

synthesis of bixin. The results indicated that of the BoDXS2a, BoPSY1 and BoPSY2 genes 

analyzed in this study, only the BoDXS2a and BoPSY2 genes could be involved in the 

synthesis of bixin. However, the function of their proteins is poor in bacteria. 
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INTRODUCCIÓN   

Bixa orellana o “achiote” como es conocido en México es un arbusto perenne de 3 a 5 

metros de altura originario de la cuenca amazónica en Brasil y que se ha extendido por las 

regiones neotropicales (Moreira et al., 2015). Según la variante, la planta produce frutos de 

diferentes formas, tamaños y colores (Trujillo-Hernández et al., 2016). Dentro del fruto se 

encuentran de 30 a 60 semillas (Leal & Michelangeli, 2010), en el arilo de las semillas se 

localiza una mezcla de pigmentos de naturaleza isoprenoide, entre los que se encuentra en 

mayor proporción la bixina, un apocarotenoide de 25C procedente del licopeno (Jako et al., 

2002; Bouvier et al., 2003; Rivera-Madrid et al., 2006; Cardenas-Conejo et al., 2015). La 

bixina es demandada por la industria alimentaria, cosmética y textil que la emplea como 

pigmento en la elaboración de sus productos con la plena regulación por parte de la FAO, 

la FDA y la secretaria de salud en México a través de la NOM -119-SSA1-1994 en la cual 

se reconoce como colorante orgánico natural de grado alimentario (Bastos, 1999; Franco, 

2007). 

Debido a la importancia, diferentes grupos de investigación se han dado a la tarea de 

abordar el estudio de la planta de achiote y trabajar en la elucidación de la biosíntesis de 

bixina, así como en la obtención de plantas con características deseables, todo esto 

encaminado al mejoramiento de propiedades de interés en la planta (Sistema Nacional de 

Recursos Fitogenéticos para la alimentación y la agricultura (SINAREFI) a través de la Red 

de Achiote). En el grupo de investigación de la Dra. Renata Rivera-Madrid hemos obtenido 

la secuencia In silico por medio de la elaboración del transcriptoma, de todos los genes de 

las rutas que están implicadas en la biosíntesis del pigmento: MEP, carotenoides y bixina. 

Con base en esta información se ha identificado que varias enzimas que forman parte de 

alguna de las en las tres rutas son codificadas por pequeñas familias de genes, 

posiblemente procedentes de mecanismos como la retroposición, el cruce desigual, las 

duplicaciones segmentarias o cromosómicas y la poliploidía (Zhang, 2003; Shoemaker et 

al., 2006). En Bixa orellana se ha identificado que DXS, primera enzima de la ruta MEP es 

codificada por cuatro genes, y la PSY, primera enzima de la ruta de carotenoides es 

codificada por dos genes. Con el propósito de conocer el perfil de expresión de los genes 

que se consideran importantes en la biosíntesis de bixina, se realizó un análisis por RT-

qPCR, que incluyó a los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2  (Cárdenas-Conejo et al 

2015).  
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Por consiguiente este estudio se enfocó en continuar evaluando por medio de su expresión 

y la función de sus proteínas, si los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 están involucrados 

en la biosíntesis de bixina. Los resultados obtenidos en este estudio concluyeron que de 

los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 analizados, únicamente los genes BoDXS2a y 

BoPSY2 están involucrados en la biosíntesis de bixina. Sin embargo, la función de sus 

proteínas es escasa en bacterias.  
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES 

1.1 BIXA ORELLANA 

1.1.1 HISTORIA 

Bija palabra de origen indo-antillana es como era conocida la planta de Bixa orellana por 

los indígenas nativos de América, en México la planta era conocida como achote o achiote 

palabra de origen náhuatl que significa grano o semilla y que actualmente se sigue 

manteniendo (Leal & Michelangeli, 2010).  

La primera referencia que se tiene sobre el achiote y el uso de sus semillas como pigmento 

data desde la llegada de Cristóbal Colón a la isla de San Salvador el 12 de octubre de 1492, 

cuando describió a los nativos que salieron a su encuentro; “De ellos se pintan de prieto, y 

ellos son de la color de los canarios ni negros ni blancos, y de ellos se pintan de blanco, y 

de ellos de colorado, y de ellos de lo que hallan, y de ellos se pintan las caras, y de ellos 

todo el cuerpo, y de ellos solos los ojos, y de ellos sólo la nariz” (Leal & Michelangeli, 2010). 

Después de Cristóbal Colón, varios viajeros de Europa (Vaz de Caminha, Gonzalo 

Fernández de Oviedo, López de Gómara) que llegaban al viejo mundo, describían que los 

nativos les traían unos frutos en forma de capullos que se parecían al algodón, excepto que 

por fuera tienen un vello grosezuelo, y que contenían unas semillas que desprendían un 

color rojo, y cuando éstas eran humedecidas más color se producía. Estas semillas eran 

utilizadas por los nativos de América para teñir sus caras y sus cuerpos. Los hombres de 

las tribus se pintaban el rostro con bija y Jagua (Genipa americana) a la hora de presentarse 

en campos de batalla o en guerras, esto les hacía dar una apariencia feroz delante de sus 

enemigos. Por otro lado, las mujeres se pintaban el rostro con bija en sus fiestas y areitos 

o bailes. En México la civilización azteca utilizaba el achiote para preparar la bebida del 

chocolate azteca (Leal & Michelangeli, 2010; FOOD-INFO, 2014). 

Del mismo modo Gonzalo Fernández de Oviedo menciona en aquella época que la planta 

de achiote no solo se localizaba en “La Española” (primer lugar de América donde llego 

Colón) si no en todas las islas del nuevo mundo. A mediados del siglo XVI varios navíos 

trasportaban granos y semillas incluidos de achiote desde el nuevo mundo a Europa, fue 
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por este acontecimiento que se creé que la planta de achiote fue llegando a otros 

continentes (Figura 1.1) y gracias a su alta capacidad de sobrevivir a diferentes condiciones 

ambientales se extendió en varios lugares sobre todo donde los climas son tropicales y 

subtropicales (Leal & Michelangeli, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 Distribución de Bixa orellana a través de los continentes. 
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1.1.2 DESCRIPCIÓN BOTÁNICA 

Según Leal y Michelangeli (2010) el achiote pertenece a la clase de las Magnoliopsidas, 

sub-clase Dilleniidae, orden Violales, familia Bixacea, género Bixa, especie Bixa orellana. 

Sin embargo, en nuestro grupo de trabajo, un análisis filogenético utilizando 13 proteínas 

codificadas por genes de una sola copia que se localizan en la mayoría de plantas, agrupo 

al achiote en el orden de las Malvales donde presentó una estrecha relación con Gossypium 

raimondii y Theobroma Cacao indicando que el achiote pertenece a este orden (Cárdenas-

Conejo et al., 2015). 

Además de la especie B. orellana, otras especies no cultivables como B. urucurana, B. 

platycarpa, B. arbórea y B. excelsa se presentan en el género Bixa. Recientemente se 

demostró que la especie cultivable fue domesticada a partir de la especie no cultivable, B. 

urucurana, esto a través de la información biológica, arqueológica y etnográfica del género, 

integrado a las observaciones etnobotánicas sobre poblaciones cultivables (Moreira et al., 

2015). 

La planta de Bixa orellana es un pequeño árbol o arbusto que mide de 3 a 5 metros de 

altura, con raíz pivotante y larga; tallo corto de 20 a 30 cm de diámetro de color gris cenizo 

con lenticelas en filas verticales; ramas de diferentes diámetros de color marrón cenizo las 

cuales exudan un mucílago cuando hay heridas; la madera es blanca y suave. Las hojas 

son alternas enteras en forma a corazonada, haz membranoso de color verde oscuro, envés 

algo plateado, de 10 a 25 cm de largo y de 10 a 20 cm de ancho. Las flores son de 5 petalos, 

hermafroditas, regulares, bisexuales y actinomorfas con colores que van desde el blanco al 

rosa intenso. Los frutos son de tipo cápsulas con forma ovoide a esferoidal, de unos 30-50 

mm de largo y 25-40 mm de ancho, con espinas duras y colores que van desde el verde al 

rojo intenso, aunque en la etapa madura todos se tornan de color marrón (Leal & 

Michelangeli, 2010) (Figura 1.2).  

Dentro del fruto se encuentra un total de 30 a 60 semillas, de 0.3 a 0.5 de longitud y de 0.2 

a 0.3 cm de diametro, con formas que van desde piramidal a casi cónica.  
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Las semillas se consideran como la parte más importante de la planta, ya que en el arilo de 

éstas, se acumula una mezcla de pigmentos de origen carotenoide y apocarotenoide 

(Figura 1.3), donde la molécula de bixina representa un 80% de la mezcla (Leal & 

Michelangeli, 2010; Rivera-Madrid et al.,2006). Sin embargo, dependiendo de la variante y 

las condiciones climáticas de la región el contenido de bixina puede variar (Franco et al., 

2008). 

 

A) 

B) C) 

E) 

F) 

D) 

G) 

Figura 1. 2 Estructura vegetal de la familia Bixaceae. A: Hojas y flores; B: Botón 
floral; C: Antera; D: Pistilo; E: Fruto; F: Fruto con corte longitudinal radial; G: Vista 
frontal de una semilla (Leal & Michelangeli, 2010). 
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Por otro lado Trujillo-Hernandez et al., 2016 continuando con los trabajos sobre 

caracterización de la variación alélicas en genes de la ruta de carotenoides en achiote, 

indentifica tres haplotipos que presentan relacion entre su morfología y su contenido de 

bixina (Figura 1.4). Así, en el haplotipo A, se colocaron las plantas que presentan flores 

blancas y frutos verdes, en el haplotipo B, las que presentan flores rosa y frutos verdes con 

espinas rojas y por último en haplotipo C, las de flores rosas con frutos rojos, teniendo las 

del haplotipo B, el mayor contenido de bixina (16.90-20,56 mg/g en PS) en comparación 

con los haplotipos A (8,76-10,76 mg/g)  y C (6,25-12,67 mg/g). 

Figura 1. 3 Frutos y semillas de Bixa orellana. 
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Figura 1. 4 Haplotipos de Bixa orellana. 
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1.1.3 USOS 

Antes de la llegada de los españoles, los indígenas nativos de América utilizaban la planta 

de achiote principalmente para obtener el colorante de sus semillas que les servía para teñir 

sus cuerpos con propósitos decorativos, para repeler insectos, en ritos religiosos, para 

hacer guerra a sus enemigos y para teñir sus vestiduras y alfarerías, esta última a través 

de técnicas artesanales que aún se mantienen en poblaciones indígenas (Leal & 

Michelangeli, 2010) .  

El uso del pigmento bixina en la industria ha pasado por dos etapas. A principios de su 

descubrimiento por los europeos estos la empezaron a emplear en la industria de los 

alimentos para brindar color a las mantequillas, quesos, sopas, entre otros alimentos, así 

como en la industria textil como colorante de telas y en la elaboración de barnices. Sin 

embargo, a finales del siglo XIX la síntesis rentable de colorantes sintéticos desplazó a los 

colorantes naturales del mercado, entre ellos a la bixina. A finales de la segunda guerra 

mundial la relación de los colorantes sintéticos con efectos toxicológicos y cancerígenos 

hizo que se prohíban sus usos, es así como nuevamente los colorantes naturales se 

posicionaron en el mercado (Leal & Michelangeli, 2010). Además del empleo de las semillas 

como fuente de colorante, otros tejidos de la planta eran utilizados por los nativos de 

América en su medicina tradicional, conocimiento que se mantuvo por generaciones hasta 

los tiempos actuales (Côrrea, 1978; Leal & Michelangeli, 2010). 

 

  



 

21 

 

1.2 ISOPRENOIDES 

1.2.1 GENERALIDADES 

Los isoprenoides constituyen la familia de moléculas más abundantes en la naturaleza y 

son importantes para la mayoría de seres vivos. Actualmente se han identificado más de 

80, 000 isoprenoides siendo el reino vegetal el que más variedad de estas moléculas 

presenta y donde forman parte del metabolismo secundario en su mayoría, en 

consecuencia de esto, ciertos tipos de isoprenoides están acotados a familias e incluso 

especies de plantas (Bouvier et al., 2005; Christianson, 2017). 

Los isoprenoides cumplen varias funciones dentro el metabolismo primario y secundario de 

las plantas. En el metabolismo primario estos participan: (I) en el proceso de conversión de 

la energía lumínica en energía química, (II) en la ampliación  del rango de absorción de luz 

solar, (III) en la protección del aparato fotosintético frente al daño fotooxidativo (Malking y 

Niyogi, 2000; Pulido et al., 2012), formando parte de la membrana celular, (IV) en el proceso 

de respiración y además las fitohormonas vegetales como el ácido abscísico y las 

giberelinas proceden de manera parcial o completa de isoprenoides, por lo que se puede 

decir que los isoprenoides participan en el proceso de regulación del crecimiento y 

desarrollo de las plantas, así como en la generación de respuesta a señales externas 

(Santner et al., 2009).  

En el metabolismo secundario, los isoprenoides más simples en su mayoría volátiles, son 

utilizados por las plantas; (I) como moléculas para repeler herbívoros o atraer a sus 

depredadores como medio indirecto de defensa, (I) para la comunicación entre ellas y para 

brindar olores agradables a los órganos reproductivos con en el fin de atraer a organismos 

polinizadores (Dudareva et al., 2006; Bramley et al., 2015). Algunos isoprenoides de cadena 

larga además de cumplir funciones en el metabolismo primario, cumplen funciones en el 

metabolismo secundario. Por ejemplo; los carotenoides dentro del metabolismo secundario 

son utilizados para brindar colores llamativos a flores y frutos y en el metabolismo primario 

sirven como recolectores de luz solar y moléculas protectoras del aparato fotosintético. 

Actualmente las industrias tienen interés sobre los isoprenoides ya que muchos de ellos 

son utilizados como fármacos, aromas, fragancias, pigmentos, agroquímicos y 

desinfectantes (Bohlman y Keeling, 2008). Como por ejemplo la bixina, el pigmento que se 

acumula en el arilo de las semillas de achiote y que tiene múltiples aplicaciones como 
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colorante. El papel que juegan los isoprenoides en las plantas y sus aplicaciones 

industriales hace llamativa la investigación sobre la elucidación de sus síntesis. 

1.2.2 CLASIFICACIÓN 

A pesar de la gran diversidad de isoprenoides todos derivan de la molécula de 5 carbonos, 

pirofosfato de isopentenilo (IPP) que debido a su similitud con la molécula no fosforilada 

también se le conoce a este IPP como isopreno. La primera reacción para la formación de 

isoprenoides de más de 5 carbonos es la condensación de moléculas de IPP sobre su 

isómero alílico el dimetilalil difosfato (DMAPP), éstas reacciones son catalizadas por prenil 

transferasas (McGarvey y Croteau, 1995). 

La primera clase de isoprenoides con una unidad de isopreno en donde no ocurre la 

reacción descrita anteriormente, se conocen como hemiterpenos (5C) y tienen como 

esqueleto base al IPP. Los isoprenoides resultantes de la condensación de una molécula 

de IPP sobre su isómero DMAPP se conocen como monoterpenos (10C) y tienen como 

esqueleto base al geranil difosfato (GPP). Los resultantes de la condensación de 2 IPP 

sobre el mismo isómero, se conocen como sesquiterpenos (15C) y tienen como esqueleto 

base al farnesil difosfato (FPP) y por último los resultantes de la condensado de 3 IPP sobre 

el DMAPP se conocen como diterpenos (20C) y tienen como esqueleto base al 

geranilgeranil difosfato (GGPP).  

Los isoprenoides de cadena más larga son formados a través de reacciones de 

condensación de los esqueletos bases. La condensación de dos moléculas de FPP va a 

resultar en la formación de los isoprenoides de 30C que tiene como esqueleto base al 

escualeno y la condensación de dos moléculas de GGPP va resultar la formación de los 

isoprenoides de 40C que tienen como esqueleto base al fitoeno (tabla 1.1), primer 
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carotenoide incoloro en donde la enzima que participa en esta reacción de condensación 

(fitoeno sintasa), es tema de estudio en este trabajo (McGarvey y Croteau, 1995).  

 

 

Tabla 1.1 Clasificación de los isoprenoides. Las abreviaturas corresponden a las definiciones 

dadas al inicio de la tesis. Ruiz-Sola (2014). 

Tabla 1. 1. Clasificación de los isoprenoides. Las abreviaturas corresponden a las definiciones 

dadas al inicio de la tesis. Tabla tomada de la tesis doctoral de Ruiz-Sola, 2014 
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1.2.3 BIOSÍNTESIS DE IPP Y DMAP. 

Como se mencionó anteriormente todos los isoprenoides son sintetizados a partir del 

pirofosfato de isopentenilo (Hunter, 2007). Existen dos rutas para la síntesis de IPP; (I) la 

ruta del mevalonato (MVA) que se especula que es propia de organismo eucariotas y 

arqueas por donde se sintetiza únicamente moléculas de IPP (Kuzuyama, 2002; Boucher 

et al., 2004) que se condensan para generar los precursores que acabaran dando lugar a 

los esteroles, brasinosteroides, sesquiterpenos, triterpenos y la ubiquinona mitocondrial 

(Pulido et al., 2012) y (II) la ruta 2‐C‐metil‐D‐eritritol‐4‐fosfato (MEP) localizada en 

eubacterias y plastos que además del IPP sintetiza su isómero alílico el DMAPP en una 

relación 5:1 (Lange et al., 2000; Rohdich et al., 2002). A través de esta ruta se sintetizan 

los monoterpenos, diterpenos y tetraterpenos. 

Existen excepciones a esta regla, por ejemplo: una clase de bacterias gram positivas 

sintetizan IPP a través de la ruta MVA y los apicoplexas una clase de protozoos que poseen 

un orgánulo llamado apicoplasto (derivado de un ancestro fotosintético) en el cual se 

localiza la vía MEP y a través de ella estos organismos sintetizan el IPP (Lange et al., 2000). 

Los organismos eucariotas fotosintéticos como las plantas y las algas verdes tienen la 

peculiaridad de usar ambas rutas, la MVA y la MEP. En base a la teoría endosimbiótica se 

considera que los actuales eucariotas fotosintéticos obtuvieron la vía MEP a partir de 

bacterias fotosintéticas que al ser incorporadas por las células vegetales ancestrales, dieron 

lugar a los actuales plastidios (Lange et al., 2000). 
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1.2.4 LA RUTA DEL MEVALONATO (MVA)  

La ruta MVA fue identificada en los años 50s a través de las primeras aplicaciones de 

marcaje isotópico (McGarvey y Croteau, 1995), de manera general se considera que la ruta 

se localiza en el citoplasma y en el retículo endoplasmático (Newman y Chappell, 1999). 

Sin embargo, estudios recientes han identificado enzimas pertenecientes a la ruta en otros 

compartimientos como peroxisomas y en pequeñas vesículas lo que nos hace pensar que 

quizás la ruta MVA está fragmentada en estos compartimientos (Carrie et al., 2007).  

En la vía MVA se generan los precursores que acabaran dando lugar a los esteroles, 

brasinosteroides, sesquiterpenos, triterpenos y la ubiquinona mitocondrial (Pulido et al., 

2012). 

El primer paso de esta ruta consiste en la condensación de dos moléculas de acetil-CoA 

para formar acetoacetil-CoA en una reacción mediada por la enzima acetil-CoA tiolasa 

(AACT). El segundo paso consiste en la condensación de una nueva molécula de acetil-

CoA con el acetoacetil-CoA para así formar el β-Hidroxi-β-metilglutaril-CoA, reacción 

catalizada por la enzima HMG-CoA sintasa (HMGS). A continuación el HMG-CoA es 

reducido liberando CoA, en este paso el NADPH sirve como agente reductor para así formar 

el mevalonato  (molécula que le da el nombre a la ruta) en una reacción catalizada por la 

enzima HMG-CoA reductasa (HMGR). Inmediatamente el mevalonato sufre dos reacciones 

de fosforilación en el carbono 5 para dar en primer lugar 5-fosfomelavonato y a partir de 

este el 5-pirofosfomevalonato, reacciones mediadas por la enzima mevalonato quinasa y 

mevalonato fosfato quinasa respectivamente, en las dos fosforilaciones el ATP es el dador 

del grupo fosfato. El último paso de la ruta consiste en la descarboxilación de 5-

pirofosfomevalonato para dar el pirofosfato de isopentenilo (IPP) reacción catalizada por la 

pirofosfomevalonato descarboxilasa, actuando una molécula ATP como dador de energía 

para la reacción. La ruta incorpora un último paso enzimático que es la conversión de IPP 

es su isómero alílico el DMAP, esta reacción es catalizada por la enzima isopentenil 

difosfato isomerasa (IDI) (Rodríguez-Concepción et al., 2012) (Figura 1.5). 

Con respecto a la regulación de la ruta el paso catalizado por la enzima HMGR ha sido 

ampliamente descrito como la principal etapa limitante del flujo de la vía MVA. Se ha 

observado un aumento de la actividad de esta enzima en varios tejidos y etapas de 

maduración en donde existe una acumulación de esteroles, así como también la sobre 
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expresión de HMGR en sistemas homólogos y heterólogo ha llevado a la acumulación de 

estos metabolitos (Harker et al., 2003; Manzano et al., 2004). 

Se ha propuesto que la regulación transcripcional es el principal responsable en los cambios 

de la actividad de HMGR y que la regulación a nivel pos-transcripcional produce un ajuste 

más fino y rápido sobre la actividad de la enzima por ejemplo: la retro-regulación que 

presenta HMGR es consecuencia de su sustrato o producto de reacción, así también se ha 

observado que la fosforilación de la enzima HMGR1 de Arabidopsis thaliana en su residuo 

ser577 por la cinasa SnRK1 de coliflor y espinaca produce su activación completa (Dale et 

al., 1995; Sugden et al., 1999). Por último, también se han realizado estudios en donde la 

actividad de HMGR puede estar regulada por la proteólisis dependiente de luz (Korth et al., 

2000). 
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Figura 1.5 Ruta mevalonato (MVA). 
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 1.2.5 LA RUTA 2‐C‐METIL‐D‐ERITRITOL‐4‐FOSFATO (MEP).  

Después del descubrimiento de la ruta MVA en levaduras y animales se propuso que ésta 

era la ruta en todos los organismos por donde se sintetizaban las moléculas de IPP 

(McGarvey y Croteau, 1995). Sin embargo, estudios sobre la biosíntesis de isoprenoides 

en bacterias y plantas pronto mostraron inconsistencias. 

Muchos grupos de investigación se habían percatado de la posible existencia de una ruta 

alterna al MVA para la síntesis de IPP, pero en 1993 Rohmer y colaboradores usando 

precursores etiquetados para estudiar la biosíntesis de los isoprenoides y los hopanoides 

bacterianos, observaron patrones de etiquetado que sugirieron la adición de una unidad de 

C2 derivada de piruvato por descarboxilación a un fosfato trisódico C3 (o un derivado) en 

una reacción de tipo transcetolasa. Más tarde el griceraldehído 3-fosfato (G3P) y el piruvato 

se identificarían como precursores directos del IPP mediante experimentos de marcaje con 

mutantes de E. coli defectuosas en enzimas del metabolismo de las triosas fosfato. El 

profesor Rohmer, fue el primero en publicar sus trabajos en revistas arbitradas por lo que 

se le reconoce como el descubridor de esta nueva ruta (Rohmer et al., 1993; Rohmer et al., 

1996; Rohmer et al., 1999). 

Más tarde las investigaciones se centraron en elucidar la ruta MEP en las plantas 

superiores. Así en los tejidos verdes de tres plantas  se demostró que se formaban todos 

los isoprenoides (β-caroteno, cadenas fitolíticas de clorofila y cadena nona-prenil de 

plastoquinona-9) a través de la vía MEP, mientras que los esteroles citoplásmicos se forman 

a través de la vía MVA  concluyendo la existencia de éstas dos vías para la biosíntesis de 

IPP en plantas superiores (Lichtenthaler et al., 1997; Lichtenthaler, 1999). 

La biosíntesis del IPP en la ruta MEP inicia con la producción de la pentosa 1-desoxi-D-

xiluloxa-5-fosfato (DXP), a partir de la condensación del D-gliceraldehído-3 fosfato (G3P) 

con el producto de la descarboxilación del piruvato, el hidroximetil tiamina, esta primera 

reacción es catalizada por la enzima DXP sintasa (DXS) codificada por el gen con el mismo 

nombre. En la segunda reacción de la ruta, la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) cataliza 

en dos pasos la formación de 2-c metil-eritrol-4 fosfato (MEP) a partir de DXP, ocurriendo 

primero una isomerización seguida de una reducción empleando a la molécula de NADH 

como agente reductor. Dado que el MEP es el precursor de las vitaminas B1 (tiamina), B6 

(piridoxal) y además es el primer intermediario comprometido de la ruta, se ha nombrado a 

https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi37J65__3VAhXBZCYKHZjkClIQFggwMAE&url=https%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FGliceraldeh%25C3%25ADdo_3-fosfato&usg=AFQjCNGdGEDtdR9Fj0C5l09XB378D25GwA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DLichtenthaler%2520HK%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D15012203&usg=ALkJrhhbX0AuBxleMISlriUQ_bL5RlFvWw
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la ruta con este mismo nombre (ruta MEP) siguiendo la nomenclatura utilizada en la ruta 

MVA.  En la siguiente reacción a partir del MEP se forma el 2-c-metil-D-eritritol 2,4 

ciclodifosfato (MEcPP) en tres pasos enzimáticos. Primero el MEP se trasforma en 4-

difosfocetidil-2-c metil-eritrol (CDP-ME) en una reacción dependiente de CTP catalizada por 

la enzima 2- c-metil-D-eritrol-4-fosfato citidil transferasa (MCT). El grupo hidroxilo del C2 del 

CDP-ME se fosforila a continuación en una reacción dependiente de ATP catalizada por la 

enzima 4-(histidina-5´-difosfato)-2-C-metil-D-eritrol cinasa (CMK) para dar CDP-ME 2-

fosfato (CDP-MEP) que inmediatamente es trasformada a MEcPP por la enzima 2-C-metil-

eritrol 2,4-ciclodifosfato sintasa (MDS).  Por último, dos reacciones de reducción convierten 

el MEcPP en una mezcla de IPP y DMAP. En la primera reacción el MEcPP se reduce a E) 

‐4‐hidroxi‐3 metilbut‐2‐enil difosfato (HMBPP) por la enzima HMBPP sintasa (HDS) y por 

último en una reacción catalizada por la enzima HMBPP reductasa (HDR) el HMBPP es 

reducido produciendo una mezcla de IPP y DMAP (Rodríguez-Concepción et al., 2012) 

(Figura 1.6). 

1.2.6 1-DESOXI-D-XILULOXA-5-FOSFATO SINTASA (DXS). 

DXS fue identificada a través de su mecanismo de reacción, un mecanismo bien 

documentado para la actividad secundaria de las enzimas transcetolasas dependiente de 

difenato de tiamina, con esta información sumado a la disponibilidad del genoma completo 

de E. coli se realizó una búsqueda dentro del genoma con el propósito de identificar 

secuencias conservadas en las transcetolasas. Así se identificó un gen bacteriano que 

codificaba un producto con homología a las transcetolasas y producía únicamente DXP a 

partir de piruvato y G3P, moléculas conocidas por ser precursores del IPP, confirmando que 

este gen codificaba una enzima DXS (Sprenger et al.,1997;  Lois et al.,1998). Más tarde 

DXS fue identificada en otras bacterias y plantas, pero no se reportó su presencia en 

animales y levaduras. En el modelo de plantas más estudiado Arabidopsis thaliana se 

encontró un gen homólogo a DXS de bacteria y se nombró previamente como CLA1, este 

codificaba una proteína que se dirigía al plastidio con función desconocida y que su 

disrupción ocasionaba un fenotipo albino (Mandel et al., 1996; Araki et al., 2000; Estévez et 

al., 2000). Más tarde en una biblioteca de cDNA realizada a partir de células secretoras de 

glándulas sebáceas de Mentha piperita especializadas en la síntesis de monoterpenos y 

por lo tanto una buena fuente para encontrar genes implicados en la biosíntesis de 

isoprenoides, se identificó un gen que codificaba un producto DXS que tenía más similitud 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&u=http://www.plantphysiol.org/content/130/3/1079&usg=ALkJrhjFrQSMuIfuxxyEwGpQLddkBNmnlQ#ref-73
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&u=http://www.plantphysiol.org/content/130/3/1079&usg=ALkJrhjFrQSMuIfuxxyEwGpQLddkBNmnlQ#ref-43
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&sp=nmt4&u=http://www.plantphysiol.org/content/130/3/1079&usg=ALkJrhjFrQSMuIfuxxyEwGpQLddkBNmnlQ#ref-43


 

30 

 

con la CLA1 de Arabidopsis que con la DXS bacteriana (Mandel et al., 1996; Lange et al., 

1998).  

Actualmente en plantas se han reportado que la enzima DXS esta codificada por una 

pequeña familia génica (Grassi et al., 2013; Peng et al., 2013), esta enzima junto con la 

HDR parecen ser las únicas de la ruta que presentan isoformas (Kim et al., 2008; Kim et 

al., 2009). 

En Arabidopsis por ejemplo: dos proteínas adicionales DXS se han identificado a través de 

secuencias genómicas y ESTs  (etiquetas  de secuencias expresadas) los cuales se han 

nombrado tentativamente DXS2 y DXS3 (Estévez et al., 2000). Se sabe que cuando la 

misma enzima es codificada por genes duplicados, las nuevas isoformas presentan 

subfuncionalidad acotándose a expresar en ciertos tejidos o en diferentes etapas de 

desarrollo del organismo (Veita et al., 2008), el fenómeno anterior ha sido observado en 

Arabidopsis donde la mayoría de ESTs realizados en diferentes condiciones se localiza la 

enzima DXS1, pero las isoformas DX2 y DXS3 solo se presentan en ciertas condiciones 

(Estévez et al., 2000). 

En Cucumis melo y Daucus carota se han identificado 4 isoformas de DXS, nombradas 

como DXS1, DX2a, DXS2b, y DSX3 (Saladié et al., 2014; Simpson et al., 2016). En base a 

los análisis de estas isoformas se ha establecido clados para las DXS de plantas (Walter et 

al., 2002), esta distinción se basa en el análisis filogenético, la caracterización bioquímica 

y los patrones de expresión génica y se ha observado en angiospermas y gimnospermas 

(Kim et al., 2006a; Phillips et al., 2007; Vallabhaneni y Wurtzel, 2009; Córdoba et al., 2011). 

Las DXS de tipo I se expresan constitutivamente en tejidos verdes fotosintéticos, las DXS 

de tipo II suelen estar especializadas en la producción de isoprenoides secundarios (Walter 

et al., 2002) y por último las DXS de tipo III aunque están presentes en varios genomas de 

plantas, su actividad no está del todo claro (Vallabhaneni y Wurtzel, 2009).  

Con respecto a la funcionalidad de las DXS, un trabajo con Arabidopsis ha demostrado que 

la expresión génica no puede por sí solo explicar la funcionalidad del gen, como ocurre con 

la DXS3 de esta planta que presenta expresión génica pero carece de funcionalidad 

enzimática, situación similar que ocurre en la misma isoforma de DXS en Cucumis melo  

(Estévez et al., 2000; Saladié et al., 2014).  



 

31 

 

Son varios los factores que pueden afectar la funcionalidad de un gen, entre ellos se 

encuentra; disrupciones y mutaciones no silenciosas que afectan en regiones estructurales 

o en el sitio catalítico de la enzima codificada. Por ejemplo; en plantas, las enzimas que 

participan en la ruta MEP presentan un extremo N-terminal que los dirige a plastidios, a 

pesar que la DXS3 de Arabidopsis presenta según el programa ChloroP el extremo-N 

terminal, esta isoforma tiene un tamaño menor y no contiene el residuo conservado de 

Histidina esencial para la actividad DXS, siendo esto quizás la causa de su nula 

funcionalidad (Lois et al., 1998; Querol et al., 2001).  

En Bixa orellana se han identificado In silico, 4 genes que codifican enzimas DXS las cuales 

se han nombrado BoDSX1, BoDXS2a, BoDXS2b y BoDXS3 (Cárdenas-Conejo et al., 

2015). Estos resultados coinciden con la cantidad de isoformas que se originan a partir de 

la transcripción y traducción de este gen en Cucumis melo L y Daucus carota, aunque en 

Bixa orellana no se ha reportado otra enzima de la ruta MEP codificada por pequeñas familia 

de genes (Saladié et al., 2014; Simpson et al., 2016). Con respecto a la regulación de la vía 

MEP el paso controlado por la enzima DXS ha sido identificado como el regulador principal 

de la ruta (Wright et al., 2014) y a pesar que DXR ha mostrado signos de regulación, su rol 

es más específico comparado con DSX (Simpson et al., 2016).  

Por otro lado, la sobreexpresión de DXS en diferentes plantas típicamente da lugar a un 

aumento en los niveles de isoprenoides plastídicos tales como carotenoides y clorofilas 

(Estevez et al., 2001, Enfissi et al., 2005, Carretero-Paulet et al., 2006, Morris et al., 2006, 

Muñoz-Bertomeu et al., 2006, Zhang et al., 2009, Henriquez et al., 2016). Además de 

regular la ruta MEP, en Arabidopsis thaliana y en Solanum lycopersicum, la DXS se ha visto 

relacionada con el aumento de la actividad de la enzima fitoeno sintasa (PSY), enzima que 

participa en el primer paso de la ruta de biosíntesis de carotenoides (Lois et al., 2000; Enfissi 

et al., 2005; Carretero-Paulet et al., 2006; Lois et al., 2000; Morris et al., 2006). Lo anterior 

se justifica ya que los pasos catalizados por las enzimas DXS y PSY  representan nodos 

reguladores que coordinan la ruta MEP y la ruta de carotenoides para asegurar el suministro 

adecuado de IPP para la biosíntesis de carotenoides cuando sea necesario (Simpson et al., 

2016). 
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Figura 1.6 Ruta 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). 
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1.3 CAROTENOIDES. 

1.3.1 GENERALIDADES. 

Los carotenoides son una clase de isoprenoides plastídicos que se clasifican en 

tetraterpenos (moléculas de 40C) caracterizados en 1907. Adquieren su nombre de la 

molécula más representativa del grupo, el β-caroteno, que fue descubierto en zanahorias 

(Daucus carota) por Wackenroder en 1831. Los carotenoides se encuentran en mayor 

concentración y variedad en los vegetales, aunque también se acumulan en bacterias, 

algas, hongos y en algunos animales, si bien estos últimos no pueden sintetizar 

carotenoides los adquieren a través de su dieta siendo los responsables de la coloración 

de aves, peces e invertebrados (Moran & Jarvik, 2010). En la dieta humana estos 

compuestos presentan propiedades beneficiosas para la salud lo que les ha conferido una 

relevancia detectable como nutracéuticos o como complemento alimentario (Chen, 

McClements, & Decker, 2013). Aparte de sus aplicaciones farmacéuticas, muchos 

carotenoides se utilizan como fuente natural de pigmentos para la industria (Leal & 

Michelangeli, 2010).  

En las plantas los carotenoides colorean semillas, flores y frutos actuando de señales 

visibles para los animales que contribuyen a la polinización y dispersión de semillas 

(Grotewold, 2006). En estos organismos los carotenoides se sintetizan y se acumulan en 

plastos especializados en su almacenamiento denominados cromoplastos, los cuales 

pueden albergar en mayor proporción una sola clase de carotenoides (Deruère et al., 1994), 

el resto de plastos también alberga la capacidad de síntesis de estos compuestos y los 

almacena en menor proporción y en base a una relación entre ellos. Por ejemplo, en los 

cloroplastos la biosíntesis de carotenoides es elevada, pero en los cromoplastos, el perfil 

no varía entre diferentes especies vegetales (45% de luteína, un 25-30% de β- caroteno y 

un 10-15% de las β, β-xantofilas violaxantina y neoxantina (Bartley & Scolnik, 1995). 

Además, en estos plastos los carotenoides se asocian con las clorofilas y las proteínas que 

forman los complejos fotosintéticos en las membranas tilacoidales donde colaboran con la 

captación de la luz y desempeñan un papel fundamental en la protección del aparato 

fotosintético (Demmig-Adams & Adams, 1996).  
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1.3.2 RUTA DE BIOSÍNTESIS. 

La ruta de biosíntesis de carotenoides es una de las muchas que ocurre en los plastídos. 

Anteriormente habíamos comentado que todos los isoprenoides plastídicos tienen como 

precursores moléculas de IPP y DMAPP proceden de la ruta MEP.  

La ruta de biosíntesis de carotenoides inicia con una reacción de dos pasos; la 

condensación cabeza-cabeza de dos moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP) para así 

formar el prefitoeno al que luego se le elimina su grupo fosfato a través de una 

reorganización compleja vía la neutralización de un carbocatión para así formar el 15 –cis- 

fitoeno. Esta reacción es mediada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) (Dogbo et al., 1988) 

codificada por el gen con mismo nombre. 

El segundo y tercer paso de la ruta consiste en desaturaciones a la molécula de 15-cis 

fitoeno para así formar 15, 9´- di-cis-fitoeno y 9, 15, 9´-tri-cis fitoeno respectivamente, ambas 

reacciones mediadas por la enzima fitoeno desaturasa (PDS) (Dong et al., 2007; Qin et al., 

2007; Chaudhary et al., 2010). A continuación, el 9, 15, 9´-tris-cis fitoeno es convertido a su 

isómero el 9, 9-Di-cis ζ- caroteno reacción catalizada por la enzima ζ-caroteno isomerasa 

(ZISO) (Chen et al., 2010). El 9, 9-Di-cis ζ- caroteno es desaturado en una serie de dos 

pasos similares al del 15-cis fitoeno para formar 7, 9, 9´-tri-cis neurosporeno y 7,9, 7´,9´-

tetra-cis-licopeno respectivamente, ambas reacciones catalizadas por la enzima ζ caroteno 

desaturasa (ZDS) (Chaudhary et al., 2010). Por último, el 7, 9,7´,9´-tetra-cis-licopeno es 

trasformado a su isómero el trans-licopeno (el carotenoide que le brinda ese color rojo 

característico al jitomate) esta reacción es catalizada por la enzima carotenoide isomerasa 

(CRTISO) (Isaacson et al., 2002; Park et al., 2002) (Figura 1.7).  

A partir del trans-licopeno la ruta se bifurca por un lado para dar α-caroteno y por el otro β-

caroteno (Figura 1.8). (I) En el primer caso, el trans licopeno es ciclado en uno de sus 

extremos por la enzima licopeno ε-ciclasa (LCY- ε) para formar δ- caroteno, enseguida una 

nueva ciclación en el otro extremo pero ahora catalizada por la enzima licopeno β- ciclasa 

(LCY- β) formará el α caroteno. (II) Por el otro lado, el trans-licopeno en dos reacciones en 

las que se ciclarán sus extremos por una LCY- β, formará después de la primera ciclación 

el γ-caroteno y después de la segunda el β- caroteno respectivamente (Phillip y Young., 

1995; Pecker et al., 1996; Verhoeven et al., 1999; Cunningham y Gantt, 2001). 
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Por último, los carotenos cíclicos pueden ser modificados posteriormente mediante 

reacciones de hidroxilación para generar las xantofilas, el nombre genérico que reciben los 

derivados oxigenados de los carotenos. La hidroxilación en las posiciones C-3 y C-3´ de 

cada anillo de las moléculas de α-caroteno y β-caroteno da lugar a las xantofilas luteína y 

zeaxantina respectivamente. Además, consecutivas epoxidaciones en las posiciones C-5,6 

y C-5´6´de los anillos 3-hidroxi β de la zeaxantina dan lugar a la violaxantina vía el 

intermedio monoepoxidado anteraxantina. La violaxantina puede ser de-epoxidada para 

volver hacer zeaxantina (ciclo de las xantofilas) o por el contrario sufrir una abertura de uno 

de los epóxidos y formar neoxantina, precursor del fitorregulador ácido abscísico  (Sun et 

al., 1996; Kim y DellaPenna, 2006; Tian and Zeevaart, 2004)  
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Figura 1. 7 Ruta de carotenoides del GGPP-licopeno. 
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Figura 1.8 Ruta de biosíntesis de carotenoides del licopeno-xantofilas. A partir del licopeno la 

ruta de biosíntesis de carotenoides se bifurca por un lado para dar α-caroteno y por el otro al β-

caroteno, además reacciones de hidroxilación y epoxidación van a dar α-caroteno y por el otro al β-

caroteno, además reacciones de hidroxilación y epoxidación van a dar lugar a las xantofilas. Ruiz-

Sola (2014). 
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1.3.3. FITOENO SINTASA (PSY) 

La primera reacción mediada por la enzima PSY es el paso de la ruta de carotenoides más 

estudiada. En Arabidopsis thaliana y pimiento esta enzima es codificada por un solo gen 

(Ruíz-solas y Rodríguez-Concepción, 2012). Sin embargo, en otras plantas esta codificada 

por pequeñas familias génicas, por ejemplo: en tabaco y zanahoria se han descrito dos 

genes codificantes para PSY (Busch y Seuter, 2002; Rodríguez-Concepción y Stange, 

2013) mientras que en tomate, yuca, arroz, maíz y trigo se han descrito tres genes que 

codifican para PSY (Giorio et al., 2008; Fantini et al., 2013; Arango et al., 2010; Welsch et 

al., 2008). Al igual que en las DXS la formación de isoformas de la enzima ha ocasionado 

subfuncionalidad en ellas. Así en monocotiledóneas como el maíz y el trigo la isoforma 

PSY1 es responsable de la biosíntesis de carotenoides en el endospermo de la semilla, 

mientras que la producción de carotenoides en hoja está controlada principalmente por la 

isoforma PSY2. Por último, la isoforma PSY3 parece ser la única encargada de controlar la 

biosíntesis de carotenoides en la raíz de éstas plantas (Li et al., 2008a; Li et al., 2008b). En 

tomate, la isoforma PSY1 es específica en flores y frutos, órganos donde se acumula gran 

cantidad de carotenoides, la isoforma PSY2 predomina en tejido fotosintético y la tercera 

isoforma, PSY3 es específica de la raíz (Giorio et al., 2008; Fantini et al., 2013). En Níspero 

( Eribrotrya Japonica), PSY1 es responsable de la biosíntesis de carotenoides en la cascara 

de la fruta, mientras que una PSY2 denominada EjPSY2A fue responsable en la 

acumulación de carotenoides en el endospermo y la isoforma PSY3 presento niveles bajos 

de expresión en los tejidos analizados (tejidos aéreos) (Fu et al.,2014). Con base en estos 

trabajos podemos decir que las isoformas de PSY1 y PSY2 controlan la biosíntesis de 

carotenoides en tejidos aéreos y la isoforma PSY3 realiza la misma función en tejidos no 

aéreos. Sin embargo, hay algunas excepciones por ejemplo: en yuca en donde no se ha 

detectado la isoforma PSY3, PSY1 y PSY2 controlan la biosíntesis de carotenoides en 

todos los tejidos (Arango et al., 2010). Por otro lado, trabajos recientes sobre plantas en 

condiciones de estrés salino han propuesto que la isoforma PSY3 es la encargada de 

sintetizar los carotenoides precursores para la producción de ácido abscísico (ABA) en 

raíces (Li et al., 2008a). 

Con respecto a la regulación de la ruta de biosíntesis de carotenoides, se ha identificado 

que los genes DXS y PSY son los responsables de la regulación. La regulación de DXS es 

más acentuada que la de PSY y nos resulta muy lógico lo anterior, cuando se requiere la 
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acumulación de carotenoides un suministro de precursores debe estar disponible, sin este 

suministro la acumulación de carotenoides se ve limitada. Por lo tanto, es necesario una 

coordinación entre la DXS y PSY para que la acumulación de carotenoides no se vea 

limitada (Figura 1.9) (Lois et al., 2000).  

La ruta de biosíntesis de carotenoides es capaz de regularse con el fin de acumular un 

carotenoide específico. Este ejemplo ha sido bien descrito en el proceso de maduración del 

jitomate. La maduración del fruto implica la degradación de las clorofilas en el fruto verde a 

la vez que una acumulación masiva de licopeno lo torna de color rojo. El aumento 

desmesurado del carotenoide está precedido por una acumulación de transcritos 

codificantes para la isoforma PSY1 (Lois et al., 2000; Fraser et al., 1994). A esta inducción 

le sigue inmediatamente después un aumento de la expresión de los genes que codifican 

las enzimas desaturasa e isomerasa y una fuerte represión de la expresión de las ciclasa 

lo que en conjunto resulta en una acumulación de licopeno en el fruto maduro (Ronen et 

al., 1999). Este complejo mecanismo de regulación génica se debe a factores de 

transcripción, uno de ellos ya identificados son los RIN (ripening Inhibitor) de la familia de 

factores de regulación MADS-box que son capaces de controlar la carotenogénesis 

uniéndose directamente al promotor de los genes carotenogénicos entre ellos PSY, 

impidiendo su transcripción (Toledo-Ortiz et al., 2010). 

El proceso de desetiolación de plantas es otro ejemplo de regulación carotenogénica a nivel 

transcripcional muy interesante. Además, demuestra la existencia de una coordinación 

entre la ruta MEP y de carotenoides a través de los genes PSY y DXS, como una manera 

de coordinación de ambas rutas para asegurar un aporte suficiente de GGPP para la 

síntesis de carotenoides. En el proceso de desetiolación de plántulas, la luz desencadena 

un aumento masivo en la producción de carotenoides en los cloroplastos para proteger el 

emergente aparato fotosintético y ayudar a la transición del desarrollo fotosintético de la 

plántula (Park et al., 2002; Rodríguez-Villalón et al., 2009; Toledo-Ortiz et al., 2010).  

Ocurre que cuando las plántulas germinan en la oscuridad, niveles altos de PIFs (factores 

de interacción con el fotocromo) evitan el desarrollo fotomorfogénico y reprimen la 

biosíntesis de carotenoides mediante la unión de PIF1 (y posiblemente otros PIFs) al 

promotor del gen PSY. La acumulación de los PIFs en las plántulas crecidas en oscuridad 

también reprime la expresión de genes requeridos en la biosíntesis de clorofilas y del 
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desarrollo del cloroplasto. Inmediatamente después de que las plántulas emergen de la 

tierra a la luz, los PIFs se degradan mediante la interacción con los fitocromos activados 

causando una des-represión conjunta de todos estos genes (Leivar y Quail, 2011). 

En Bixa orellana desde hace un tiempo se viene trabajando con la identificación de los 

genes de las rutas implicadas en la biosíntesis de bixina. Uno de los primeros trabajos 

donde se vio implicado el gen PSY, fue realizado por Rodriguez-Avila et al., 2011 donde 

analizó por PCR punto final la expresión de los genes; DXS, PSY y otros genes de la ruta 

de carotenoides en dos variantes de achiote, con características contrastantes con respecto 

al color de la flor y del fruto, así como en la acumulación de bixina (Valdez Ojeda et al., 

2008; Rivera-Madrid et al., 2006). Los resultados señalan que en la variante con mayor 

acumulación de bixina se presenta la mayor expresión de los genes carotenogénicos 

incluidos PSY, lo que sugirió una participación importante de esta enzima en la biosíntesis 

de bixina (Rodríguez Ávila et al., 2010). 4 años después se realizó en el grupo de trabajo el 

primer transcriptoma de novo del achiote, donde se reportó la presencia de dos isoformas 

de PSY, denominadas BoPSY1 y BoPSY2 y se cuantificó por RT-qPCR la expresión de 

ambas isoformas en semilla inmaduras y maduras (Carballo-Uicab, 2013). Los resultados 

señalaron que la isoforma PSY2 presento una mayor expresión en las semillas en etapa 

inmadura (etapa donde se ha reportado la mayor expresión de genes) y por lo tanto se 

postuló como la isoforma candidata responsable de la biosíntesis de bixina (Cárdenas-

Conejo et al., 2015). 

Hasta el momento con base en los resultados de expresión ya se tiene identificado las 

isoformas que posiblemente participan directamente en la biosíntesis de bixina, sin 

embargo aún no se han realizado investigaciones sobre la funcionalidad de estos genes así 

como tampoco se ha verificado a través de la técnica RT-qPCR si existe diferencias de su 

expresión en variantes contrastantes. Es bien sabido que la expresión de los genes no va 

de la mano con la funcionalidad de la proteína que codifican, así se han reportado varios 

trabajos por ejemplo; en Eribotrya japónica se identificó la expresión del gen EjPSY2Ad que 

codifica para una isoforma PSY2, sin embargo al realizar los análisis de funcionalidad por 

complementación de color se demostró que dicha isoforma no presenta actividad catalítica 

debido a la carencia de la región C-terminal, lo que se refleja en un fenotipo con el 

endospermo incoloro (Fu et al., 2014). En tomate se presenta una situación similar en donde 

en el mutante de color amarillo r posee un gen PSY1 no funcional y por lo tanto la planta no 
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acumula carotenoides en el fruto y aunque este mutante es de color amarillo y podría dar 

la impresión de presencia de otros carotenoides, se ha identificado que son flavonoides los 

que le proporcionan el color amarillo.  
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Figura 1.9 Ruta de biosíntesis de isoprenoides plastidales. La ruta de biosíntesis de carotenoides 

además de la regulación por PSY, presenta otro sitio de regulación en la ruta MEP donde DXS se 

encarga de esta regulación. (Lois et al., 2000) 
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1.4 APOCAROTENOIDES 

1.4.1 GENERALIDADES 

Los apocarotenoides (apo que significa a partir  de) son el producto del corte oxidativo de 

los carotenoides, este corte puede ser inespecífico cuando es por degradación mediada por 

la luz, temperatura y otros factores ambientales o especifico a través de cortes mediados 

por enzimas denominadas CCDs (dioxigenasas de escisión de carotenoides) que corta 

carotenoides lineales, monociclicos, bicíclicos  y NCED (9-cis-epoxicarotenoides 

dioxigenasas) que cortan carotenoides bicíclicos como neoxantina y violaxantina (Matilla et 

al., 2015). Los cortes por enzimas ocasionan la producción de apocarotenoides específicos, 

las rutas más conocidas de apocarotenoides es la ruta de la vitamina A en mamíferos y la 

del ABA en plantas (Schwartz S. et al., 2001) (Figura 1.10). 

Las funciones de los apocarotenoides en las plantas apenas está siendo visualizado en los 

últimos años, algunas de éstas funciones son: como moléculas que regulan el crecimiento 

y desarrollo de la planta, para la regulación de la carotenogenesis y algunos tienen la 

función de ser moléculas volátiles que ayudan en la atracción de organismos polinizadores 

(Lewinsohn et al., 2005; Ohmiya et al., 2006; Van Norman et al., 2014; Avendano-Vazquez 

et al., 2014). Las industrias también han puesto su mirada en los apocarotenoides ya que 

estos pueden emplearse como colorantes naturales, por ejemplo; la bixina que se sintetiza 

y acumula en las semillas de Bixa orellana y la crocetina en los pistilos de Crocus sativus, 

sin embargo éstas funciones y aplicaciones descubiertas en los apocarotenoides son 

apenas la punta del iceberg (Li et al., 2008a; Leal & Michelangeli, 2010). 

Con lo que respecta a la propiedad pigmentante de los apocarotenoides, este puede exhibir 

las características pigmentante de su carotenoide precursor, dependiendo del arreglo de 

los enlaces dobles conjugados de su estructura, existiendo la posibilidad además de alterar 

la tonalidad del color si se le adiciona grupos carboxilos o cetos (Walter y Strack 2011). 
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Figura 1.10 Funciones de los apocarotenoides en las plantas. Eroglu, A., & Harrison, E. H. 

(2013). 
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1.4.2 LA BIXINA 

La bixina es el apocarotenoide; monometil éster del ácido norbixin-dicarbónico que se 

encuentra en altas concentraciones en las semillas del achiote y representa del 80 al 90% 

de los colorantes totales de este tejido. Sin embargo, la presencia de bixina no se restringe 

solamente a las semillas ya que se ha reportado en otros tejidos del achiote, particularmente 

en las células que rodean los tejidos vasculares y células epidermales (Leal & Michelangeli, 

2010; Rodriguez-Avila et al., 2011).  

La bixina tiene un grupo carboxilo libre y otro esterificado los cuales le confieren funciones 

como ácido orgánico, proporcionando solubilidad y estabilidad a la molécula. Es soluble en 

aceites y grasas, además en solventes como el cloroformo, piridina, acido glacial y 

propilenoglicol. Tiende a degradarse en presencia de luz y temperaturas altas, es resistente 

a ácidos, alcoholes y a la acción microbiana (Leal & Michelangeli, 2010). 

Respecto a la ruta de biosíntesis de bixina a pesar que ya se ha establecido y documentado 

en un sistema de expresión heterólogo (Bouvier et al., 2003), aún existe controversias ya 

que los análisis de secuencia demuestran que los genes reportados para esta ruta, 

presentan poca homología con los genes encontrados y propuestos por otros autores (Jako 

et al., 2002; Cárdenas-Conejo et al., 2015). En 2015 nuestro grupo de trabajo identificó 

nuevos genes pertenecientes a tres rutas implicadas en la biosíntesis y acumulación de 

bixina (MEP, carotenoides y bixina), además varios de estos genes forman parte de 

pequeñas familias génicas que codifican para enzimas con la misma función (parálogos). 

Con el fin de brindar un mejor entendimiento de la presencia de estas pequeñas familias de 

genes se realizaron análisis de los niveles de transcritos de cada uno de ellos a través de 

RT-qPCR en diferentes tejidos de la planta de achiote. Los resultados indicaron que ciertos 

parálogos están implicados directamente en la biosíntesis y acumulación de bixina.  Así 

también se propuso una coordinación entre las rutas; MEP, carotenoides y bixina, en donde 

las dos primeras estarían participando en el aporte de moléculas precursoras (IPP y 

licopeno) de bixina (Figura 1.11). Hasta el momento se continúa trabajando con los análisis 

de expresión de los parálogos seleccionados, con el fin de aumentar los resultados que 

señalen su importancia en la producción de bixina, así también se han iniciado los primeros 

trabajos sobre el análisis de la funcionalidad de los genes en vistas a futuras aplicaciones 

biotecnológicas. 
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Figura 1.11 Modelo de la regulación génica y coordinación de las rutas implicadas en 

la biosíntesis de bixina. Cardenas-Conejo et al., 2015 
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1.5 COMPLEMENTACIÓN DE COLOR 

Con base en la función que cumplen los isoprenoides en las plantas y su papel en la 

industria, el estudio de la ruta de su biosíntesis y el análisis de los genes que codifican las 

enzimas que participan en esta, se ha convertido en un gran proyecto adoptado por varios 

investigadores.  

Entre las metodologías propuestas para estudiar la funcionalidad de las proteínas derivadas 

de los genes que participan en la ruta de los isoprenoides se encuentra el análisis de 

complementariedad funcional, muchas veces llamado complementariedad por color. Esta 

metodología tiene su fundamento en el uso de cepas de E. coli modificadas genéticamente 

para producir carotenoides, como hospedadores heterólogos para analizar la función de los 

genes carotenogénicos del organismo en estudio (Cunningham y Gantt, 2007). Los 

primeros indicios de esta metodología fueron publicados por Perry et al., (1986) donde 

mencionaba que al introducir un fragmento de DNA de Erwina herbicola en células de E. 

coli éstas formaban colonias amarillas, más tarde Tuveson et al., (1988) demostró que el 

color amarillo se debía a la presencia de carotenoides. A partir de entonces se empezó a 

introducir genes de Erwina en E. coli como: crtE (geranilgeranil pirofosfato sintasa), crtB 

(fitoeno sintasa), crtl (fitoeno desaturasa), crtY (licopeno ciclasa), crtZ (caroteno hidroxilasa) 

y crtX (zeaxantina glucosil transferasa) para el estudio de los genes implicados en la 

biosíntesis de carotenoides.  

A través del uso de enzimas de restricción se construyó una variedad de plásmidos que 

albergan distintas secuencias de genes de la biosíntesis de carotenoides, que pueden ser 

introducidos por esta vía en el hospedador. (Misawa et al., 1990; Cunningham et al., 1994; 

Cunningham y Gantt, 2007). La variedad de plásmidos construidos  permite a los 

investigadores analizar cDNAs implicados en la ruta de isoprenoides (Tabla 1.2). 

La 1-desoxi- xilulosa- 5- fosfato sintasa (DXS) y fitoeno sintasa (PSY) son genes que 

codifican la primera enzima de la ruta MEP y de carotenoides, respectivamente. Ambas 

enzimas regulan su ruta en varias especies de plantas por lo que su análisis es de 

importancia cuando se pretende entender la producción de carotenoides o algún producto 

derivado de ellos (Simpson et al., 20016).  



 

48 

 

Para analizar el gen DXS, en varios trabajos se ha empleado el plásmido pACCAR-EIB que 

al ser introducido en E. coli ocasiona la acumulación de licopeno y le confiere a la bacteria 

resistencia al cloranfenicol. Así cuando se cotransforman  cepas de E coli que albergan el 

plásmido pCCART-EIB (Figura 1.12), con un plásmido constructo en el cual se ha 

introducido un ORF de DXS, un aumento en el flujo de licopeno indica que el ORF de DXS 

introducido codifica una enzima funcional 1-desoxi D-xilulosa 5 fosfato sintasa que está 

acelerando la síntesis de IPP, molécula precursora de los carotenoides. Por el contrario si 

el contenido de licopeno no varía después de la segunda trasformación, es posible que el 

gen codifique una enzima DXS no funcional (Yuru-Tong et al., 2015). 

Tabla 1. 2. Catálogo de plásmidos carotenogénicos. 

Enzima  plásmido Screening  Cambio de color de 
colonia  

 De la ruta de isoprenoides 

1-desoci-D-xilulosa 5-
fosfato sintasa 

pACCRT-EIB  Rosa a rojo 

1-hidroxi-2-metil-
butenil-4-difosfato 

reductasa 

pAC-LYC  Rosa a rojo 

IPP isomerasa pAC-BETA  Amarillo a naranja 

pAC-LYC  Rosa a rojo 

GGPP sintasa pAC-ZEAX  Amarillo pálido  

pAC.94 N  Amarillo  

 De la ruta de carotenoides 

Fitoeno sintasa  pAC-85B  Amarillo  

 pACCAR25ΔcrtB  Amarillo 

Fitoeno desaturasa pAC-LYC   Amarillo pálido 
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Por otro lado, los análisis de la función de PSY han tenido buenos resultados empelando el 

plásmido pACCAR25ΔcrtB, este plásmido contiene genes que codifican enzimas que 

participan en la biosíntesis de β-diglucósido zeaxantina con excepción del gen crtB que 

codifica para la enzima fitoeno sintasa. Adicionalmente este plásmido  confiere a las 

bacterias resistencia al cloranfenicol. Cuando se co-trasforman células de E. coli que 

contienen el pACCAR25ΔcrtB con un constructo que alberga un ORF de PSY funcional, se 

produce la acumulación de β-diglucósido zeaxantina, sin embargo si la enzima traducida no 

presenta función no existe presencia del metabolito (Fu et al., 2014).  

pACCRT-EIB y pACCAR25ΔcrtB fueron construidos por Misawa et al., 1990. El plásmido 

pACCRT-EIB contiene los genes: crtE, crtB, crtl de Erwina herbicola (Figura 1.12). Para su 

diseño se utilizaron enzimas de restricción que sirvieron para eliminar las regiones de los 

genes crtY, crtH, crtX y de esta forma lograr la acumulación de licopeno en las cepas 

bacterianas que alberguen este plásmido (Figura 1.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 
  

Figura 1.12 Plásmido pACCRT-EIB. Misawa et al., 1990. 
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Por su parte pACCAR25ΔcrtB  como se mencionó anteriormente contiene los genes: crtE, 

crtI, crtY, crtZ y crtX de Erwinia uredovora (Figura 1.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.13 Genes crt de Erwina herbicola. Cuningham et al., 1994 

Figura 1.14 Plásmido pACCAR25CrtB. Misawa et al., 1990 
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JUSTIFICACIÓN 

Bixa orellana o “achiote” es la fuente de la bixina, un apocarotenoide que se deriva del 

licopeno. La bixina, es el segundo colorante natural más empleado por las industrias en la 

elaboración de sus productos. Debido al valor que representa el pigmento, el estudio de la 

ruta de su biosíntesis se efectúa por diferentes grupos de investigación. Con la elaboración 

del trascriptoma de novo de Bixa orellana se ha identificado: (I) una ruta para la biosíntesis 

de bixina con genes que presentan poca homología con los ya reportados por Bouvier en 

2003; (II) se documentó que la ruta de bixina se coordina con la ruta MEP y de carotenoides 

para obtener un flujo acoplado de los precursores del apocarotenoide; (III) se encontraron 

nuevos genes en la ruta MEP, carotenoides y bixina. Por último, (IV) se reportó que varios 

de los genes que participan en las rutas MEP, carotenoides y bixina, forman parte de 

pequeñas familias génicas que codifican enzimas con la misma función (parálogos). Así 

con base en la información anterior, los primeros experimentos estuvieron enfocados en 

analizar el perfil de expresión de genes parálogos de la ruta MEP, carotenoides y bixina.  

Por lo tanto, este estudio pretende continuar evaluando por medio de su expresión y la 

función de sus proteínas, si los genes parálogos: BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 están 

involucrados en biosíntesis de bixina. Los resultados que se obtengan de estudio ayudarían 

a un mejor entendimiento de la bioquímica implicada en la ruta de biosíntesis de bixina e 

iniciaría con la selección de genes parálogos que podrían aplicar para futuros trabajos en 

ingeniería metabólica.  
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HIPÓTESIS 

Los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 codifican enzimas funcionales involucradas en la 

biosíntesis de bixina puesto que sus expresiones se correlacionan con la producción del 

pigmento en la semilla de Bixa orellana.  
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar si los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 están involucrados en  la síntesis 

de bixina, mediante el análisis de su expresión en la maduración de semillas de tres 

variantes de Bixa orellana, y la función de sus proteínas en Escherichia coli. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

o Analizar a través de bioinformática el mRNA de los genes BoDXS2a, BoPSY1 y 

BoPSY2, y sus proteínas codificantes. 

o Evaluar los patrones de expresión individual de los genes durante la maduración de 

las semillas de tres variantes de Bixa orellana. 

o Demostrar la función 1-desoxi-D-xilulosa-5 fosfato sintasa de BoDXS2a, y fitoeno 

sintasa de BoPSY1 y BoPSY2, por complementación de color en Escherichia coli. 
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 DIAGRAMA EXPERIMENTAL 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

2.1 MATERIAL VEGETAL 

Se recolectaron las semillas de las variantes P12, N5 y N4 de Bixa orellana en tres etapas 

de maduración (Tabla 2.1) en el banco de germoplasma localizado en Temozón norte, 

Mérida, ubicado al noroeste del estado de Yucatán, México. El material colectado fue 

envuelto en papel aluminio e inmediatamente fueron sumergidas en nitrógeno líquido y 

posteriormente se almacenaron a -80°C hasta la realización de los análisis. 

Tabla  2.1. Etapas de maduración de las semillas. 

Etapas de  maduración Días después de la antesis. 

E1 7 días 

E3 14 días 

E5 21 días 
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2.2 EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL Y SÍNTESIS DE cDNA 

Se obtuvo el RNA total de las tres etapas de maduración de las semillas de las variantes 

P12, N5 y N4 de achiote. Para ello se utilizó el sistema PureLink ™ Micro-to-Midi Total RNA 

Purificación System Invitrogen®, cat.No.12183-018 modificado por Rodríguez-Ávila et al., 

2009.  

Con el fin de garantizar que el RNA total esté libre de DNA genómico, el RNA total se 

sometió a una digestión con la enzima “DNase I Amp Grade” (Desoxyrribonuclease I 

Amplification Grade) (Cat. No 18068-018). La integridad del RNA total se verificó en un gel 

de agarosa, por otro lado, la concentración y pureza por espectrofotometría en un 

NanoDrop ND-1000.  

La síntesis de la cadena complementaria (cDNA) se realizó a través de transcripción inversa 

usando la enzima “SuperScript III Firts-Strand” para RT-PCR (Invitrogen, Cat. No. 18080-

093) y hexámeros al azar como iniciadores. Para este procedimiento se siguió el protocolo 

proporcionado por el proveedor, el cual consta de los siguientes pasos: en un tubo 

Eppendorf de 0.5 mL libre de nucleasas, se agrega 1 μl de mezcla de dNTP (el cual contiene 

dATP, dGTP, dCTP y dTTP a una concentración de 10 mM), 100 ng de RNA total y agua 

bidestilada estéril libre de nucleasas, hasta obtener un volumen final de reacción de 13 μl. 

Hecho esto, se procede a calentar la reacción a 65 °C por 5 minutos y posteriormente 

incubar en hielo por 1 minuto. Después se le agrega 4 μl de amortiguador 5X First-Strand, 

1 μl DTT 0.1 M, 1 μl de inhibidores de RNAasa (RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor 

Invitrogen, Cat. No. 10777-019, 40 U/ μl) y 0.5 μl de transcriptasa inversa (SuperScript™ III 

RT 200 U/ μl). El siguiente paso es incubar la reacción a temperatura ambiente por 5 

minutos y posteriormente a 55°C por 60 minutos, para proceder finalmente a la inactivación 

de la reacción se calienta a 70 °C por 15 minutos y se resguarda a -80°C.  

La integridad, concentración y pureza del cDNA se verificó de manera similar que en el caso 

del RNA total.  
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2.3 DISEÑO DE CEBADORES 

Se diseñaron cebadores para la cuantificación de la expresión por RT-qPCR (cebadores 

RT) y para aislar el ORF (cebadores OR) empleando la secuencia de nucleótidos del mRNA 

de BoDXS2a (KT358984.1), BoPSY1 (KT358995.1) y BoPSY2 (KT358996.1) reportado en 

la base de datos de NCBI (Tabla 2.2). Los cebadores fueron analizados con el programa 

en línea OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para corroborar un buen 

diseño. Se analizaron los ORFs de los transcritos de DXS2a y PSY2 a través de la 

herramienta en línea RestrictionMapper version 3 (http://www.restrictionmapper.org/) con el 

propósito de identificar los sitios de restricción contenidos en los ORFs, reduciendo los sitios 

de restricción disponibles para utilizar en el diseño de cebadores tipo OR.  Después de este 

análisis se seleccionaron los sitios de restricción contenidos en el plásmido pETDuet-1 y 

que no estuvieran presentes en el ORF del transcrito a analizar. 

 Tabla  2.2. Secuencia de cebadores RT y OR. 

Cebadores Secuencia 

Cebadores tipo RT 

RT-FBoDXS2a 5´-CTGCACCATGTCTTCAGCAC-3´ 

RT-RBoDXS2a 5´-TGGTCTTGGCATGGCAGTAG-3´ 

RT-FBoPSY1 5´-TTCAATCCGAGACGGAAACC-3´ 

RT-RBoPSY1 5´-TGTACTGGTGATTCTCGCGTAG-3´ 

RT-FBoPSY2 5´-GAACTGTGGGGCTAATGAGTGT-3´ 

RT-RBoPSY2 5´-CGAAGATGCTAGGAGAGGAAGAGT-3´ 

Cebadores tipo OR 

OR-FBoDXS2a-BamHI 5´-CAGGATCCGTTGAGAGCCTCTGCCTCCAA-3´ 

OR-RBoDXS2a-SalI 5´-GTCGACTGATTACTTGAACTGCAGGGC-3´ 

OR-FBoPSY1-NcoI 5´-ATACCATGGGCATGTATGTAGCAGTGTTATGG-3´ 

OR-RBoPSY1-BamHI 5´-TTAGGATCCTTATGCCTTACTCAAAGGAG-3´ 

OR-FBoPSY2-NcoI 5´-ATACCATGGGCATGGCTGGTGTTCTTCTTTGG-3´ 

OR-RBoPSY2-BamHI 5´-TTAGGATCCTCAGCGATTATAAACTCCCATG-3´ 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiShcH8iKjXAhXj6oMKHSC-AG0QFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.restrictionmapper.org%2F&usg=AOvVaw3Vkd1oblZyXf7M6SCkQKy9
http://www.restrictionmapper.org/
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2.4 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

El mRNA de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 se tomaron de la base de datos de NCBI  y se 

analizaron sus secuencias de nucleótidos, secuencias de aminoácidos deducidos y marco 

de lectura abierto (ORF). Los pI teóricos y el Mw de las proteínas deducidas así como otros 

parámetros físicos y químicos se calcularon con la herramienta ProtParam del servidor 

ExPASy (disponible en línea: https://web.expasy.org/protparam/).  

Los análisis de alineamiento múltiple se llevaron a cabo empleando el algoritmo Clustal W 

por medio del editor de secuencias BioEdit. Las secuencias de aminoácidos empleados en 

el alineamiento de las BoDXS fueron: BoDXS1:AMJ39459.1, BoDXS2a: AMJ39460.1, 

BoDXS2b: AMJ39461.1, BoDXS3: AMJ39462.1, EcDXS: 2O1S_D. Por otro lado, las 

secuencias de aminoácidos empleados en el alineamiento de las BoPSY fueron: BoPSY1: 

AMJ39471.1, BoPSY2: AMJ39472.1, GrPSY1: AIJ00007.1, GrPSY2  XP_012459972.1, 

TcPSY1:EOY32351.1, TcPSY2: XP_007048944.1, AtPSY: AED92400.1. Los análisis 

filogenéticos se realizaron con MEGA7 (Kumar S. et al., 2016). Las relaciones evolutivas se 

infirieron utilizando el método de máxima verosimilitud basado en la matriz JTT (Jones D.T. 

et al., 1992) con un número de Bootstrap igual a 1000. El análisis involucró 39 secuencias 

de aminoácidos en el caso de las BoDXS y 46 en el caso de las BoPSY. 

Las predicciones de las estructuras proteicas así como la localización del sitio activo de las 

enzimas, se realizó por homología mediante una combinación de plegamiento ab initio en 

plantillas de 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) de Escherichia coli (2o1s) y 

escualeno sintasa de  Enterococcus hirae (5iys), usando el servidor UCSF Chimera. Antes 

de modelar estructura consenso de las PSY de Bixa orellana se realizó un 

subprocesamiento de la secuencia de aminoácidos de cada proteína PSY sin su péptido 

señal. La minimización de la energía y las simulaciones de dinámica molecular se realizaron 

para cada estructura modelada utilizando el software VEGA ZZ.  Durante las simulaciones 

de dinámica molecular, cada sistema se solvató en una caja de agua con valores de 70x, 

70y y 70z. 

 

 

 

https://web.expasy.org/protparam/
https://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=768486
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2.5 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN POR PCR TIEMPO REAL. 

Para analizar la expresión de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2, los RT-qPCR fueron 

realizados en el equipo CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System. El RNA total se 

aisló de tres etapas de maduración de semillas de las variantes N4, N5 y P12 de Bixa 

orellana. Todos los RNA se convirtieron en cDNA como plantillas para RT-qPCR. El gen 

endógeno 18s rRNA (5´-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3´y 5´-

GCTGGAATTACCGCGGCT-3´) se usó como normalizador de la carga de cDNA en cada 

reacción. Los cebadores tipo RT se diseñaron dentro el ORF de cada mRNA como se 

explica en la sección 2.4. 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en 10 μl de mezcla de reacción que contiene: 750 

ng de cDNA, 5 μl de mezcla maestra SYBR Green, 0.66 mM de cebadores y agua hasta 

alcanzar volumen. Las condiciones de RT-qPCR consistieron en: incubación a 50°C por 2 

min, activación de la polimerasa a 95°C por 1 min, seguido de  40 ciclos de amplificación a 

95°C por 30 s, 62.3 °C para BoDX2a/ 62°C para BoPSY1 y BoPSY2 por 30 s y 72°C por 

1:30 min. Con una extensión final de 72°C por 1 min. La totalidad procedimiento se repitió 

tres veces para calcular el error estándar para cada muestra. El nivel relativo de expresión 

génica se calculó utilizando el método 2 -ΔΔ Ct. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bio-rad.com/en-cn/product/cfx96-touch-real-time-pcr-detection-system?ID=LJB1YU15
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2.6 AISLAMIENTO Y CLONACIÓN DEL ORF DE BoDXS2a, BoPSY1 Y BoPSY2. 

El cDNA de la hoja de Bixa orellana se empleó como templado para aislar el ORF de 

BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 con el uso de cebadores OR específicos (OR-FBoDXS2a-

BamHI: 5´-CAGGATCCGTTGAGAGCCTCTGCCTCCAA-3´/OR-RBoDXS2a-SalI: 5´-

GTCGACTGATTACTTGAACTGCAGGGC-3´, OR-FBoPSY1: 

ATACCATGGGCATGTATGTAGCAGTGTTATGG/ OR-RBoPSY1: 

TTAGGATCCTTATGCCTTACTCAAAGGAG, OR-FBoPSY2-NcoI: 5´-

ATACCATGGGCATGGCTGGTGTTCTTCTTTGG-3´/OR-RBoPSY2-BamHI: 5´-

TTACCTAGGTCAGCGATTATAAACTCCCATG-3´), a través una reacción de RT-PCR con 

un volumen final de 15 µl que contiene: 1.5 µl de Buffer 10x MgCl2 (20 mM), 1.5 µl de GC-

Rich, 0.2 mM de DNTP´s, 0.13 mM de cebadores, 750 ng de cDNA, 0.6 unidades de 

FastStart Taq DNA Polymerase y agua hasta alcanzar volumen. Las condiciones de RT-

PCR consistieron en una activación de la polimerasa a 95°C por 4 min, seguido de 40 ciclos 

de desnaturalización a 95°C por 30 s, más una temperatura de hibridación que fue 

específica para cada par de cebador con un tiempo de 30 s: 59°C empleando cebadores 

OR-BoDXS2a y 57°C empleando cebadores OR-BoPSY1 y OR-BoPSY2, y una extensión 

a 72°C por 1:50 min. Por último se realizó una extensión final a 72°C por 7 minutos. 

Los productos de PCR fueron inyectados en un gel de agarosa al 1%, teñido con 0.3 µl de 

Red-Gel y corridos en una cámara electroforética a 90 V por 35 min. La visualización se 

realizó través del Transilluminator, modelo M-20E de la marca UVP. Inmediatamente los 

fragmentos amplificados y que coincidían con el tamaño de los ORFs de interés, fueron 

extraídos con la ayuda de un bisturí estéril (#23 de la marca RIBBEL) y purificados 

empleando el QIAquick Gel Extraction Kit (cat. nos. 28704 and 28706) de QIAGEN, 

siguiendo el protocolo del fabricante. La concentración y pureza de los productos 

purificados fue verificado en un NanoDrop Spectrophotometer ND-1000.  

Después de amplificar y purificar los segmentos de interés, estos fueron ligados al vector 

de clonación pGEM®-T Easy (pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems) (Cat. No 

A1360) por medio de una reacción de ligación usando una relación 3:1, con un volumen 

final de 10 µl que contiene: 5 µl de Buffer de rápida ligación 2X (60mM Tris-HCl (pH 7.8), 

20mM MgCl2, 20mM DTT, 2mM ATP y 10% polyethylene glicol), 3 unidades de DNA ligasa 

T4, 25 ng µl de vector de clonación pGEM®-T Easy y 66.5 ng de producto de purificación. 

La reacción fue incubada a 4°C durante toda la noche.  
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Posteriormente, el producto de ligación se introdujo en células DH5α químicamente 

competentes obtenidas por el método de RbCl2, siguiendo el protocolo del manual pGEM®-

T and pGEM®-T Easy Vector Systems modificado, que consiste en: (I) colocar 2 µl de 

producto de ligación a 50 µl de muestra de células DH5α químicamente competentes, (II) 

Incubar por 30 min en hielo, (III) incubar por 30s a 42 °C, (IV) inmediatamente trasferir en 

hielo e incubar por 10 minutos y (IV) por último colocar 500 µl de medio SOC y dejar crecer 

por 1.15 horas a 37°C a 200 rpm. Pasado el tiempo de incubación, se colocó 200 μl de 

cultivo bacteriano, se colocó en placas de petri adicionado con ampicilina (100 µg/µl), 40 μl 

de X-gal (5–bromo–4–cloro–indolil–ß–D–galactósido) (20 mg/ml), 4 μl de IPTG 

(isopropiltio–β–D–galactósido) (20 mg/ml) y se incubo a 37 °C durante toda la noche.  

Seguidamente, se seleccionaron las colonias a través del cribado de células azules/ 

blancas. Las colonias blancas seleccionadas se picaron con palillo de madera estéril, y se 

colocaron en tubos falcón de 15 ml conteniendo 5 ml de medio LB suplementado con 

ampicilina (100 mg/L) y se incubaron por 12 h a 37°C a 200 rpm. La extracción de plásmidos 

se realizó  empleando el kit QIAprep Spin Miniprep de la marca QUIAGEN catálogo 27104. 

Siguiendo el protocolo del fabricante. 

Los plásmidos extraídos fueron analizados por digestión, con ayuda de enzimas de 

restricción FastDigest de la marca Thermo Scientific. El volumen de las reacciones de 

digestión fueron de 10 μl y contenían: 1 μl  de FastDigest Green Buffer, 0.6-0.7 μg de DNA 

plasmídico, 1 μl de enzima FastDigest  y agua, hasta igualar el volumen final. En el caso de 

las reacciones de doble digestión se colocó 1 μl de cada enzima de restricción FastDigest. 

Los productos de la digestión fueron visualizados en geles de agarosa al 1% teñido con 0.2 

µl de Red-Gel. 
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2.7 CONSTRUCCIONES DE VECTORES pET_BoDXS2a, pET_BoPSY1 Y 

PET_BoPSY2. 

Para introducir el ORF de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 en un vector de expresión de 

manera independiente, se linearizó el vector pETDuet-1 (Figura 2.1) y se recuperó el ORF 

de BoDX2a, BoPSY1 y BoPSY2 de los constructos de pGEM, por medio de una reacción 

de doble digestión, empleando las enzimas FastDigest BamHI y SalI en el caso de 

BoDXS2a y las enzimas NcoI y BamHI para el caso de BoPSY1 y BoPSY2. Los productos 

de digestión fueron inyectados en un gel de agarosa y corridos en una cámara 

electroforética. El plásmido linearizado y los ORFs fueron recuperados del gel empleando 

el Kit QIAquick Gel Extraction (cat. nos. 28704 and 28706) de QIAGEN.  

Se recombinaron los segmentos de DNA con extremos cohesivos y se unieron 

covalentemente empleando el Kit Rapid DNA Ligation con una relación aproximada de 1:10 

en una reacción de volumen final de 20 μl que contenía: 2.63 ng de pETDuet-1 linearizado,  

35.8 de ORF, 4 μl de Buffer 5x, 4 μl de agua y 5 unidades de ligasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.1 Plásmido de expresión pETDuet_1. 
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El análisis de los nuevos constructos pET_BoDXS2a, pET_BoPSY1 y pET_BoPSY2 se 

llevó acabo con enzimas de digestión FastDigest en reacciones con volumen final de 10 μl 

que contiene: 0.4-0-5 μg de plásmido, 1 μl de FastDigest Green Buffer, 5 unidades de cada 

enzima de restricción y agua hasta alcanzar el volumen final. El resultado fue analizado en 

un gel de agarosa en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.  

  



 

64 

 

2.8 COMPLEMENTACIÓN DE COLOR  

Para analizar la función de BoDXS2a por complementación de color, se empleó el plásmido 

pACCART-EIB que contiene todos los genes implicados en la ruta de síntesis de licopeno 

y un gen de resistencia al antibiótico cloranfenicol, la identificación de la función se realizó 

siguiendo los criterios del experimento de  Yuru Tong et al., (2015) los cuales se basan en 

el aumento de licopeno.  

Para ello, se cotransformaron células competentes BL21 que albergan el plásmido 

pACCART-EIB (Misawa et al., 1990) con el vector constructo pET_BoDXS2a. Las células 

transformadas se seleccionaron en placas LB con 34 mg/l de cloranfenicol y 100 mg /l de 

ampicilina después de un crecimiento a 37 ° C durante toda la noche. Las colonias de 

bacterias se picaron para ser inoculadas en un tubo falcón con 5 ml de LB complementado 

con antibióticos (ampicilina y cloranfenicol). 1 ml de cultivo bacteriano fue inoculado en un 

matraz con 50 ml de LB, suplementado con antibióticos. El inóculo se colocó a 37°C hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0.5-0.6 e inmediatamente la expresión fue inducida con 1 

mM de IPTG. Esto fue seguido de un proceso de incubación a 28 °C en la oscuridad, con 

agitación a 200 rpm durante 48 h y luego otras 48 h sin agitación. Por último, el LB fue 

eliminado a través de centrifugación a 4000 rpm por 30 min (Ampomah-Dwamena et al., 

2015).  

Por otro lado, para el analizar la función de BoPSY1 y BoPSY2 por complementación de 

color, se empleó el plásmido pACCAR25ΔcrtB (Misawa et al., 1990) que tiene todos los 

genes implicados en la ruta de síntesis de diglucósido de zeaxantina (un carotenoide de 

color amarillo), a excepción de un gen que codifica para PSY. Las  células competentes 

BL21 portadoras del plásmido pACCAR25ΔcrtB se cotransformaron, individualmente, con 

las construcciones: pET_BoPSY1 y pET_BoPSY2. Las células transformadas se 

seleccionaron en placas LB con 34 mg/L de cloranfenicol y 100 mg /L de ampicilina después 

de un crecimiento a 37 ° C durante toda la noche. A partir de aquí, se realizó el mismo 

procedimiento empleado anteriormente.  
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2.9 ANÁLISIS POR HPLC 

El análisis de carotenoides por HPLC, se realizó en un equipo de la marca Agilent 1200 con 

arreglo de diodos. Los extractos de bacteria se trataron de acuerdo al método usado por  

Ampomah-Dwamena et al., (2015). El extracto seco se resuspendió  en 200 µl de acetona 

y 200 µl de metanol, se filtró a través de  una membrana de PVDF (0.22 µm de tamaño de 

poro). Se inyectó 50 µl de cada muestra en una columna YMC RP C30 (5 μm, 250 x 4.6 

mm), acoplada a una columna protectora de 20 x 4.6 C30 (YMC Inc. Wilmington, Carolina 

del Norte) (temperatura de columna 25 ° C). La fase móvil consistió de Solvente A; 

acetonitrilo/metanol/isopropanol (75:10:15 v/v/v/) y el solvente B (metanol). La separación 

de cromatografía fue llevada a cabo a un flujo de 1 ml/min a 25°C: Paso 1, 100% de solvente 

A por 35 minutos; paso 2, incremento lineal hasta 100% de solvente B por 5 minutos; paso 

3, regreso al 100% solvente A por 5 minutos. La zeaxantina se detectó a 450 nm y se 

determinó de los extractos por comparación de los tiempos de retención con el estándar 

comercial de Zeaxantina marca Sigma (CAS: 144-68-3). Todos los solventes usados fueron 

grado HPLC y se inyectó 3 réplicas de cada uno. 
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CAPÍTULO III  

RESULTADOS. 

3.1 EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL Y SÍNTESIS DE cDNA. 

La integridad y pureza de las muestras de ácidos nucleicos son factores que deben de 

considerarse, ya que de ellos depende futuros experimentos como por ejemplo: análisis de 

expresión y amplificación de segmentos. Para verificar la integridad y la pureza de las 

muestras de RNA total y cDNA que se emplearon para medir la expresión génica y 

amplificar el ORF de los transcritos BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2; se realizó una 

electroforesis en geles de agarosa y se midieron las muestras por espectrofotometría en un 

NanoDrop. Las muestras de RNA total y cDNA visualizadas en gel de agarosa, después de 

una electroforesis mostraron dos bandas (Figura 3.1) y un barrido (Figura 3.2), 

características que muestran la calidad del RNA y cDNA respectivamente. Asimismo, los 

valores de la relación 260/280 proporcionados por espectrofotometría para el RNA total 

oscilaron de 2.0-2.2 y para el cDNA de 1.8-2.0. Los resultados anteriores confirmaron que 

las muestras de RNA total y cDNA tienen pureza e integridad ideal y por consiguiente se 

pueden emplear para posteriores análisis de expresión génica y amplificación de 

segmentos (Desjardins y Conklin et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Muestras de RNA total. Las muestras de RNA total fueron extraídas de tres etapas de 

maduración de semillas de las variantes P12, N5 y N4 de Bixa orellana. Las muestras fueron 

visualizadas en un gel de agarosa al 1% teñido con Red-Gel, después de la electroforesis a 90V por 

35 min.  
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Figura 3.2 Muestras de cDNA. Las muestras de cDNA fueron sintetizadas a partir de las muestras 

de RNA total extraídas de las tres etapas de maduración de semillas de las variantes de Bixa orellana. 

Las muestras de cDNA se visualizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con Red-Gel, después de 

la electroforesis a 90V por 35 min. 
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3.2 CUANTIFICACIÓN  DE LA EXPRESIÓN GÉNICA POR  PCR TIEMPO REAL. 

Como primer paso para investigar si los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 están 

involucrados en la síntesis de bixina, se cuantificó sus niveles de expresión por medio de 

RT-qPCR durante el proceso de maduración de la semilla de tres variantes de Bixa orellana, 

con valores de acumulación de bixina distintos (Trujillo-Hernández et al., 2016).  

En todas las plantas el patrón de expresión de los genes analizados fue el mismo: expresión 

alta en las primeras etapas de maduración (S1 y S3) y una drástica disminución de la 

expresión en la última etapa de maduración (S5). Con lo que respecta a la expresión de los 

genes, la expresión de BoDXS2a y BoPSY2 fue mucho más alta en todas las plantas con 

respecto al gen BoPSY1 (Figura 3.3).  

Adicionalmente, cuando se analizó la expresión individual que presentó cada gen en las 

plantas analizadas, se observó que la expresión de BoDXS2a y BoPSY2 fue mayor en las 

plantas N5 y N4 las cuales se caracterizan por contener mayor bixina en sus semillas, en 

comparación con la planta P12. Por el contrario, aunque la expresión PSY1 fue poco 

abundante en comparación con el resto de los genes analizados, la mayor expresión de 

este gen se presentó en la planta P12, esta planta se caracteriza por tener el menor 

contenido de bixina en comparación con el resto de las plantas empleadas en este estudió 

(Figura 3.3). 

En conclusión los genes BoDXS2a, BoPSY1, BoPSY2 presentan un patrón de expresión 

análogo durante el proceso de maduración de las semillas. Adicionalmente, los genes 

BoDXS2a y BoPSY2 se expresan en mayor abundancia en las plantas mejor productoras 

de bixina, en comparación de BoPSY1 que se expresa en mayor abundancia en la planta 

con baja producción de bixina, lo que  sugiere que de los genes analizados en este estudio, 

únicamente BoPSY1 parece no participar en la biosíntesis de bixina. 
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Figura 3.3 Cuantificación de la expresión de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 por medio de RT-

qPCR. En la figura A se muestra la expresión de BoDXS2a, en la figura B la expresión de BoPSY1 

y en la figura C la expresión de BoPSY2. La expresión de los genes se cuantifico durante el proceso 

de maduración de las semillas de tres variantes de Bixa orellana. Los valores graficados corresponde 

al promedio de tres replicas independientes, como gen normalizador se empleó el 18S. 
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3.3 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO. 

Continuando con el análisis de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 era importante contestar si 

el mRNA de estos genes codifica para una enzima funcional. Para probar esta posibilidad, 

las secuencias de nucleótidos de los mRNA y las secuencias de aminoácidos de sus 

proteínas codificadas, se analizaron a través de bioinformática con el objetivo de 

caracterizar los transcritos y predecir la función de la proteína de cada uno.  

Por medio del programa ProtParam se realizó el análisis de la secuencia de los mRNA de 

caga gen, por medio del cual se identificó el ORF y los parámetros de la proteína traducida 

de cada uno (Tabla 3.1). 

Tabla 3. 1. Valores de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 encontrados a través de ProtParam. 

 

Por otro lado, si la proteína BoDXS2a tiene función 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa y 

las proteínas BoPSY1 y BoPSY2 función fitoeno sintasa, en la secuencia de sus 

aminoácidos se deben conservar, los aminoácidos indispensables para su función 

enzimática. Para localizar aminoácidos de importancia en la función enzimática, se 

realizaron alineamientos múltiples para ambas proteínas de manera independiente 

empleando el algoritmo Clustal W por medio del editor de secuencias, BioEdit. Las 

secuencias de aminoácidos de las DXSs de Bixa orellana incluida BoDXS2a fueron 

alineadas con la secuencia de aminoácidos de la proteína DXS de Escherichia coli, una 

DXS a la cual se le han realizado análisis de función y mutagénesis en busca de 

aminoácidos importantes para su función 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (Xiang S. et 

al., 2007). El alineamiento evidenció que las DXSs de Bixa orellana excluyendo la secuencia 

del péptido señal, son proteínas con longitud similar a la DXS de Escherichia coli (620-650 

Nombre del 

transcrito 

ORF Secuencia de 

aminoácidos 

(aa) 

Mw ( KDa) pI GRAVY 

BoDXS2a 2142 713 76.84 7.12 -0.120 

BoPSY1 1320 439 49.29 8.37 -0-267 

BoPSY2 1182 393 44.52 8.83 -0.298 
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aa). Adicionalmente, cuando se analizó las secuencias, residuos de aminoácidos 

importantes para la función enzimática de la proteína EcDXS se encontraron conservados 

en la secuencias de casi todas las DXSs de Bixa orellana (Figura 3.4). Un residuo de 

His109, se localizó en BoDXS1, BoDXS2a y BoDXS2b pero no en BoDXS3, y un residuo 

de Arg552 se localizó en todas las DXS de Bixa orellana. Los anteriores residuos permitan 

la unión de la proteína EcDXS con su sustrato GAP y es muy probable que en las DXSs de 

Bixa orellana tengan la misma tarea. Así también, se identificó en todas las DXS de Bixa 

orellana residuos que participan en la unión de EcDXS con su cofactor TPP, como los 

residuos de Glu444 y Arg472 (Xiang S. et al., 2007).  

De manera similar las secuencia de aminoácidos de las PYS de Bixa orellana, se alinearon 

con las PSY funcionales de otras plantas como Arabidopsis thaliana. El alineamiento 

demostró que las PSY de Bixa orellana son proteínas de longitud similar a las proteínas 

PSY de otras plantas (380-440 aa) (Scolnik P.A. and Bartle, 1994; Cai C. et al., 2014 y 

Motamayor et al., 2013). Adicionalmente, el análisis de las secuencias de aminoácidos, 

permitió la identificación de dos dominios conservados ricos en aspartato que se localizan 

en todas las prenil transferasas tipo I y que son indispensables para la actividad catalítica 

(DELVD y DVGED), así también se identificó dos dominios SQS-PSY conservados (Pandit 

J. et al., 2000; Fu et al., 2014) (Figura 3.5). 

Con base en los resultados In silico que señalan que BoDXS2a codifica una proteína DXS 

de longitud similar a las DXS funcional de otras plantas, y que los residuos de aminoácidos 

indispensables para la función 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa, se localizan en la 

proteína BoDXS2a. Es probable que la proteína codificada por este gen tenga función 1-

desoxi-D-xilulosa-5- fosfato sintasa, al igual que las otras proteínas DXS codificadas por el 

resto de parálogos DXS de Bixa orellana, con excepción de BoDXS3, que es probable que 

codifiqué una proteína no funcional debido a un cambio del aminoácido: His109 por Ser109. 

De manera similar, la coincidencia de longitud de las proteínas PSY de Bixa orellana, con 

las PSY funcionales de otras plantas, así como la localización de los dominios de aspartato 

indispensables para la actividad prenil transferencia en estas proteínas, indica que es 

probable que los genes PSY de achiote codifiquen proteínas con función fitoeno sintasa.
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Figura 3.4 Alineamiento múltiple de las proteínas DXS. Los cuadros amarillos muestran residuos de aminoácidos conservados, que participan 

en la unión de la enzima con  el GAP. Los cuadros azules muestran residuos de aminoácidos conservados que participan en la unión de la enzima 

con su cofactor tiamina pirofosfato. 
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Figura 3. 4. Alineamiento múltiple de las proteínas DXSs. Los cuadros amarillos muestran residuos de aminoácidos conservados, que participan 

en la unión de la enzima con  el GAP. Los cuadros azules muestran residuos de aminoácidos conservados que participan en la unión de la enzima 

con su cofactor tiamina pirofosfato. 

Figura 3.5 Alineamiento múltiple de las proteínas PSY. En los cuadros azules se muestran los dominios ricos en aspartato y en los cuadros 

amarillos los dominios SQS-PSY. 
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Con el objetivo de clasificar las proteínas BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 y conocer parte de 

su historia evolutiva, se realizó árboles filogenéticos de manera independiente, por medio 

del programa MEGA7. La posición evolutiva de BoDXS2a y de las otras tres proteínas DXS 

de Bixa orellana, junto con 34 proteínas DXS de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, 

se mostraron en un árbol filogenético (Figura 3.6). Las DXS se agruparon en tres grandes 

clados que se clasificaron como clado I: BoDXS1, clado II: BoDXS2a y BoDXS2b,  y clado 

III: DXS3. Este resultado es similar a la clasificación de las DXS en otras especies (Saladie 

M. et al., 2014). En el clado II una sub-ramificación se presentó, dividiéndolo este clado en 

los subclados: IIa (DXS2a) y IIb (DXS2b). Así mismo, las DXSs de Bixa orellana eran más 

idénticas a las DXS de plantas dicotiledóneas que a las DXS de monocotiledóneas. La 

BoDXS2a se localizó en el clado II, subclado IIa y es más idéntica a la DXS2 de Carica 

papaya  y Citrus sinensis.  

Por otro lado, la posición evolutiva de BoPSY1 y BoPSY2, junto con 44 proteínas PSY de 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, se mostró en un árbol filogenético (Figura 3.7). 

Las PSY se agruparon en clados etiquetados como clado I: PSY1; Clado II: PSY2; clado III: 

PSY3 de dicotiledóneas, y clado IV: PSY3 de monocotiledóneas. Los clados I y II se sub-

ramificaron en PSY1 y PSY2 de monocotiledóneas y dicotiledóneas. BoPSY1 se agrupo en 

el clado I, con las PSY1 de dicotiledóneas y presentó más identidad con la PSY2 de Carica 

papaya  y la PSY1 de Gossypium raimondii y Cucumis melo. Asimismo, BoPSY2 se agrupo 

en el clado II, con las PSY2 de dicotiledóneas y presentó más identidad con la PSY2 de 

Teobroma cacao y Gossypium raimondii. 

Por último, con el objetivo de conocer la estructura terciaria de las proteínas DXS y PSY de 

Bixa orellana e identificar su centro activo, se realizó un modelado por homología por medio 

del programa UCSF Chimera, empleando información tridimensional de enzimas que 

comparten dominios proteínicos conservados y catalizan reacciones similares.  

Al igual que la DXS de las plantas, la DXS de bacterias catalizan la reacción de 

condensación entre el piruvato y el GAP para formar 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DOXP). 

De forma similar, al igual que la PSY, la escualeno sintasa cataliza reacciones de cabeza-

cabeza de los fenil difosfatos para formar terpenos lineales.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Gossypium_raimondii
https://en.wikipedia.org/wiki/Gossypium_raimondii
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=1-Desoxi-D-xilulosa_5-fosfato&action=edit&redlink=1
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Nuestras predicciones sobre el modelado de la proteína BoDXS2a mostraron que es un 

homodímero con tres dominios en cada monómero, cada dominio presenta alfa-hélices que 

envuelven láminas beta. La región putativa del sitio catalítico de BoDXS2a se localizó entre 

el dominio I y II, donde se ubicaron los residuos de aminoácidos identificados a través del 

alineamiento múltiple (Glu444 y Arg472) y que participan en la unión del cofactor tiamina 

pirofosfato (Figura 3.8). En el caso del modelado de las proteínas PSY de Bixa orellana, 

nuestras predicciones, mostraron que son estructuras ricas en alfa hélices, con alfa hélices 

antiparalelas que forman una cavidad central. Los dos dominios ricos en aspartato 

conservados e identificados a través del alineamiento múltiple ((DELVD y DVGED) se 

localizaron en alfa-hélices opuestas dentro de la cavidad central, donde se predice que 

ocurre la condensación cabeza-cabeza de las moléculas GGPP (Figura 3.9). No se 

registraron importantes cambios de aminoácidos en la secuencia de BoDXS2a, BoPSY1 y 

BoPSY2 que pudiera afectar la estructura de la región putativa de sus sitios catalíticos.  
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Figura 3.6 Análisis filogenético de las proteínas DXS. La historia evolutiva se infirió utilizando el 

método de Máxima Verosimilitud basado en el modelo de la matriz JTT. El análisis involucró 38 

secuencias de aminoácidos: Bixa orellana (BoDXS1; AMJ39459.1, BoDXS2a; AMJ39460.1 

BoDXS2b; AMJ39461.1, BoDXS3;  AMJ39462.1), Theobroma cacao (TcDXS1; EOY06358.1, 

TcDXS2; EOY06359.1, TcDXS3; EOY31425.1), Gossypium raimondii (GrDXS1; XP_012474408.1, 

GrDXS2; XP_012473158.1, GrDXS3; XP_012473159.1), Tripterygium wilfordii (TwDXS2; 

AKP20998.1, TwDXS3; AKP20999.1), Citrus sinensis (CsDXS1; XP_006483308.1, CsDXS2; 

XP_006466336.1), Vitis vinifera (VvDXS1;   XP_002282428.1, VvDXS2; XP_002266925.1), Malus 

domestica (MdDXS1; XP_008340868.1, MdDXS2; XP_008338474.1), Zea Mays (ZmDXS1; 

AAX49359.1, ZmDXS2; AAX49358.1),Sorghum bicolor (SbDXS1; XP_002441088, SbDXS2; 

XP_002459488.1), Carica papaya (CpDXS1; XP_021904955.1, CpDXS2;  XP_021897429.1), Prunus 

pérsica (PpDXS1; XP_007225144.2, PpDXS2; XP_020410722.1, PpDXS3; XP_020410723.1), 

Populus trichocarpa (PtDXS1; XP_024445464.1, PtDXS2; XP_024445465.1; 

PtDXS3  XP_024445466.1), Citrus clementina (CcDXS1; XP_006450503.1,CcDXS2; 

XP_024033824.1), Ricinus communis (RcDXS1; XP_015573388.1, RCDXS2; XP_002533688.1), 

Manihot esculenta (MeDXS1; XP_021607979.1, MeDXS2; XP_021607981.1), Solanum lycopersicum 

(SlDXS1; NP_001234672.1, SlDXS2; CAZ66649.1), Escherichia coli (EcDXS; 2O1S). Los círculos sin 

relleno representa el clado de las DXS tipo I de dicotiledóneas y los círculos rellenados el mismo 

clado de DXS pero de especies monocotiledóneas, en cambio los triángulos con contorno negro sin  

relleno representan a las DXS del clado IIa y los triángulos con contorno azul sin relleno a las DXS 

del clado IIb, por último los cuadros representan el clado de las DXS tipo III. Los análisis evolutivos 

se llevaron a cabo en MEGA7. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Gossypium_raimondii
https://es.wikipedia.org/wiki/Tripterygium_wilfordii
https://en.wikipedia.org/wiki/Vitis_vinifera
https://es.wikipedia.org/wiki/Malus_domestica
https://es.wikipedia.org/wiki/Malus_domestica
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Figura 3.7 Análisis filogenético de las proteínas PYS. La historia evolutiva se infirió utilizando el 

método de Máxima Verosimilitud basado en el modelo de la matriz JTT. El análisis involucró 46 

secuencias de aminoácidos: Bixa orellana (BoPSY1: AMJ39471.1, BoPSY2:AMJ39472.1), 

Gossypium raimondii, (GrPSY1: AIJ00007.1, GrPSY2:  XP_012459972.1), Manihot esculenta 

(MePSY1: ACY42666.1, MePSY2:  ACY42670.1) Theobroma cacao (TcPSY1: EOY32351.1, 

TcPSY2: XP_007048944.1), Populus trichocarpa ( PtPSY1: XP_024452991.1, PtPSY2: 

XP_002304008.2), Citrus sinensis (CsPSY1: XP_006481943.1, CsPSY2: XP_006492716.1), Carica 

papaya (CpPSY2: XP_021910865.1), Ricinus Communis (RcPSY1: EEF29412.1, RcPSY2: 

XP_002527067.1), Citrus clementina (CcPSY1: AIU48701.1, CcPSY2: XP_006445819.1), Vitis 

vinifer (VvPSY1: AFP28795.1, VvPSY2: XP_010651361.1), Prunus pérsica (PpPSY1: AIU48724.1, 

PpPSY2: XP_007215407.1), Zea mays (ZmPSY1: NP_001108124.2, ZmPSY2: NP_001108117.1, 

ZmPSY3: ABD17618.1), Sorghum bicolor (SbPSY1: AAW28996.1, SbPSY2: XP_002442578.1, 

SbPSY3: AAW28997.1), Oryza sativa (OsPSY1:  AAS18307.1, OSPSY2: XP_015611707.1, 

OsPSY3: ACI62767.1), Solanum lycopersicum (SlPSY1: ABU40773.1, SlPSY2: ABV68559.1, 

SlPSY3: Solyc01g005940), Arabidopsis thaliana (AtPSY: AED92400.1), Daucus carota (DcPSY1: 

DQ192186.1, DcPSY2: DQ192187.1, DcPSY3: XP_017217851.1), Cucumis melo (CmPSY1: 

JF745118.1, CmPSY3 JF745117.1), Eriobotrya japónica (EjPSY1: KF922363.1, EjPSY2a: 

KF922364.1, EjPSY2b: KF922366.1, EjPSY3: KF922367.1), Malus domestica (MdPSY2a: 

MDP0000151924, MdPSY2b: MDP0000237124), Pantoea ananatis (paCrtB: BAA14128.2). Los 

círculos, cuadros y triángulos sin color representan a el grupo de las PSY1, PSY2 y PSY3 de 

dicotiledóneas, respectivamente, en cambio los anteriores símbolos a color representan los mimos 

clados pero de especies monocotiledóneas. Los análisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA7. 
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Dominio I 

Dominio III 

Dominio II 

Figura 3.8 Estructura de BoDXS2a modelado por homología. El dominio I se muestra en color azul, el 

dominio II en verde y el dominio III en amarillo, la parte de la estructura en rojo, corresponde al otro 

monómero. La figura muestra el sitio activo putativo de la proteína BoDXS2a y su interacción con la 

molécula de TPP, que se muestra forma de bastones. El modelado se realizó en UCSF Chimera 
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Figura 3.9 Estructura de BoPSY2 modelado por homología. En la figura se observan las alfa 

hélices que conforman la proteína PSY de Bixa orellana. Estos residuos forman una cavidad en 

donde se observa la localización de los residuos de aspartato, señalados en forma de bastones de 

color gris, así como los iones de magnesio (esferas verdes) que permiten la interacción de la 

proteínas PSY con su sustrato el GGPP ( moléculas en forma de bastón de color blanco con 

extremos amarillo-rojo). El modelado se realizó en UCSF Chimera 
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3.4 AISLAMIENTO Y CLONACIÓN DEL ORF DE BoDXS2a, BoPSY1 Y BoPSY2. 

Con el objetivo de verificar la función enzimática de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 mediante 

el análisis de complementación de color, se procedió a aislar y clonar el ORF de los genes 

BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2. Los ORF fueron aislados mediante PCR usando cebadores 

OR específicos, diseñados para cada gen. Los fragmentos que coincidieron con el tamaño 

de banda esperado (Figura 3.10), se clonaron en el vector pGEM y los constructos se 

analizaron con enzimas de restricción.  

Los resultados de las digestiones sobre los constructos: pGEM_BoDXS2a, pGEM_BoPSY1 

y pGEM_BoPSY2 indicaron la realización de cortes por digestión en las posiciones 

predichas por computadora (Figura 3.11) y que se pudieron visualizar por el patrón de 

bandeo que presentó cada constructo digerido (Figura 3.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.10 Amplificación del ORF de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2. En la figura 

A se muestra la banda que corresponde al ORF de BoDXS2a, en la figura B la banda 

que corresponde al ORF de BoPSY1 y por último, en la figura C  la banda que 

corresponde al ORF de BoPSY2. Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa 

al 1% teñido con Red-Gel, después de la electroforesis a 90V por 35 min. 
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Figura 3.11 Predicción de cortes por medio de enzimas de restricción sobre los constructos 

pGEM. En la figura A se puede observar los cortes que realiza la enzima EcoRI sobre 

pGEM_BoDXS2a,  en  la figura B los cortes que realiza esta misma enzima sobre pGEM_BoPSY1  

y por último, en la figura C se muestran los cortes que realizan las enzimas EcoRI/SacI sobre el 

constructo pGEM_BoPSY2. 
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Con base en los resultados anteriores podemos confirmar que el ORF de los genes 

BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 fue aislado y clonado correctamente. 

Figura 3.12 Digestión de los constructos pGEM_BoDXS2a, pGEM_BoPSY1 y pGEM_BoPSY2 

con enzimas de restricción. La figura A muestra el patrón de bandeo que se generó después de 

digerir el constructo pGEM_BoDXS2a con la enzima EcoRI, en la figura B  el patrón de bandeo que 

generó después de digerir el constructo PGEM_BoPSY1 con la misma enzima anterior, y por último, 

en la figura C se muestra el patrón de bandeo que se generó después de digerir el constructo 

pGEM_BoPSY2 con las enzimas EcoRI/SacI. Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 

1% teñido con Red-Gel, después de la electroforesis a 90V por 35 min. 
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3.5 ELABORACIÓN DE LOS CONSTRUCTOS: pET_BODXS2a, pET_BoPSY1 Y 

pET_BOPSY2. 

La expresión de genes eucariotas en bacterias valiéndose de plásmidos, ha facilitado el 

análisis de su función y de su producto proteínico. Para analizar la función de la proteína 

de los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2, el ORF de cada gen se colocó en el plásmido 

de expresión pETDuet_1, mediante la formación intencionada de extremos cohesivos en 

los ORFs, complementarios a los extremos del pETDUet_1 lineal. 

La digestión sobre el constructo pGEM_BoDXS2a y pETDuet_1 con las enzimas 

BamHI/SalI, y la digestión sobre los constructos pGEM_BoPSY1, pGEM_BoPSY2 y sobre 

el plásmido de expresión pETDuet_1 con las enzimas NcoI/BamHI, permitió la liberación de 

los ORFs del vector pGEM y linearizó el vector pETDuet_1, logrando adicionalmente la 

formación de extremos cohesivos en las moléculas de DNA (Figura 3.13). 

Los constructos: pET_BoDXS2a, pET_BoPSY1  y pET_BoPSY2 que se generaron después 

de ligar cada ORF al vector de expresión pETDuet_1, fueron analizados con enzimas de 

restricción. Un primer análisis se realizó empleando la enzima de restricción HindIII sobre 

el constructo pET_BoDXS2a, un segundo análisis empleando las enzimas EcoRI/HindIII 

Figura 3.13 Liberación de los ORFs y linearización del plásmido pETDuet_1 por medio de 

enzimas de restricción. En la figura A se puede observar el plásmido pETDuet_1 linearizado, en la 

figura B se muestra el ORF de BoDXS2a, en la figura C el ORF de BoPSY1 y por último, en la figura 

D el ORF de BoPSY2. Todos los ORFs fueron liberados del plásmido de clonación pGEM por medio 

de enzimas de restricción. Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con Red-

Gel, después de la electroforesis a 90V por 35 min. 
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sobre el constructo pET_BoPSY1 y un último tercer análisis se realizó empleando las 

enzimas de restricción NcoI/BamHI sobre el constructo pET_BoPSY2. Los resultados de la 

digestión indicaron cortes realizados por las enzimas de restricción, en los sitios de los 

constructos pET, predichos por el análisis en computadora (Figura 3.14), y que pudieron 

ser visualizados por el patrón de bandeo que presentó cada constructo digerido (Figura 

3.15.).   

Figura 3.14 Predicción de cortes por medio de enzimas de restricción sobre los constructos 

pET. En la figura A se muestran los cortes realizados por HindIII sobre el constructo pET_BoDXS2a, 

en  la figura B se muestran los cortes realizados por las enzimas EcoRI/HindIII sobre el constructo  

pET_BoPSY1 y por último, en la figura C se muestran los cortes realizados por las enzimas 

NcoI/BamHI sobre el constructo pET_BoPSY2. 
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Con base en los resultados anteriores, confirmamos que la sub-clonación del ORF de cada 

gen, en el plásmido de expresión pETDuet_1 fue de forma correcta.  

 

  

  

Figura 3.15 Constructos pET digeridos con enzimas de restricción. En la figura A se muestra el 

patrón de bandeo generado después de digerir el constructo pET_BoDXS2a con la enzima HindIII, 

en la figura B se muestra el patrón de bandeo generado después de digerir el constructo 

pET_BoPSY1 con las enzimas de restricción  EcoRI/HindIII y por último, en la figura C se muestra 

el patrón de bandeo generado después de digerir el constructo pET_BoPSY2 con las enzimas de 

restricción NcoI/BamHI. Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con Red-

Gel, después de la electroforesis a 90V por 35 min. 
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3.6 COMPLEMENTACIÓN DE COLOR 

La elaboración del transcriptoma, permitió identificar moléculas de mRNA implicados en la 

ruta: MEP, carotenoides y bixina, como los mRNA de BoDXS2a, BoPSY1  y BoPSY2. Sin 

embargo, la pregunta de que si estos mRNA codifican proteínas funcionales aún no estaba 

resuelta. Para responder esta cuestión, se elaboraron los plásmidos constructos: 

pET_BoDXS2a, pET_BoPSY1 y pET_BoPSY2 y se emplearon en el desarrolló la 

metodología de complementación de color. 

A continuación, se cotransformaron con el constructo pET_BoDXS2a cepas de E. coli que 

albergan el plásmido pACCRT-EIB, para probar la actividad 1-desoxi-D-xilulosa-5 fosfato-

sintasa, siguiendo el criterio de los experimentos de Yuru Tong et al., (2015). De manera 

similar, se cotransformaron con los constructos pET_BoPSY1 y pET_BoPSY2 de forma 

individual, en cepas de E. coli que albergan el plásmido pACCAR25ΔcrtB, para probar la 

actividad fitoeno sintasa.  

Las células de Escherichia coli que albergan el plásmido pACCRT-EIB produjeron el 

carotenoide licopeno, como se esperaba, aun cuando se cotransformaron con el constructo 

pETDuet_1 vacío, estas células sirvieron como control negativo. Las células de  Escherichia 

coli que albergan el plásmido pACCRT-EIB y se cotransformaron con el constructo 

pET_BoDX2a, de igual manera fueron capaces de producir licopeno, pero no se observó 

un aumento en el flujo del carotenoide que se le pudiera atribuir a BoDXS2a (Figura 1.16). 

 

Figura 3.16 Análisis de la función de BoDXS2a por complementación de color. Células de 

Escherichia coli que albergan el plásmido pACCRT-EIB fueron transformadas con el constructo 

pET_BoDXS2a. La trasformación de las células con el pETDuet_1 vacío se empleó como control. El 

análisis de la función fue con base en aumento del flujo del licopeno como se propone en el trabajo 

de Yuru Tong et al., (2015). 
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Con respecto a la función de las PSY, las células de Escherichia coli que albergan el 

plásmido pACCAR25ΔcrtB no produjeron el producto final de la ruta, la zeaxantina, cuando 

se cotransformaron con el plásmido pETDuet_1 vacío, estas células sirvieron como control 

negativo. Las células de  Escherichia coli que albergan el plásmido pACCAR25ΔcrtB y se 

cotransformaron con el plásmido pET_BoPSY1, fueron capaces de producir zeaxantina, 

pero no produjeron el carotenoide cuando se cotransformaron con el plásmido 

pET_BoPSY2. El análisis por HPLC de extractos de carotenoides de los cultivos celulares 

de Escherichia coli, mostró un pico de zeaxantina que coincidía con el tiempo de retención 

y espectro del estándar de zeaxantina, en el extracto de bacterias que se cotransformaron 

con el plásmido pET_BoPSY1, pero el pico no estaba presente en los extractos de bacterias 

que se cotransformaron con el plásmido pET_BoPSY2, así como tampoco en el control 

(Figura 3.17). 

 

 

Figura 3.17 Análisis de la función de BoPSY1 y BoPSY2 por complementación de color. Células 

de Escherichia coli que albergan el  plásmido pACCAR25ΔcrtB fueron transformadas con los 

constructos de PSY. Como control se tiene el plásmido pETDUET_1 vacío. La presencia de 

zeaxantina se detectó a 450 nm y se determinó en los extractos, por comparación de los tiempos de 

retención con el estándar comercial de Zeaxantina marca Sigma (CAS: 144-68-3). 



 

88 

 

Con base en los resultados anteriores, se confirmó en bacterias: que el mRNA de BoDX2a 

codifica una proteína sin función 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa. Así mimo de los dos 

mRNA de PSY analizados, se confirmó que únicamente la proteína codificada por el gen 

BoPSY1 tiene función fitoeno sintasa. 

 

  



 

89 

 

CAPITULO IV 

DISCUSIÓN GENERAL 

Bixa orellana L. es un cultivo de importancia agronómica por ser la fuente natural de la 

bixina, un apocarotenoide que procede del licopeno. La bixina se sintetiza y acumula en las 

semilla de Bixa orellana, además este apocarotenoide es empleado como pigmento natural 

en los productos de la industria alimentaria, cosmética y textil (Vilar et al 2014; Raddatz-

Mota et al., 2017). Los estudios indican que la ruta de biosíntesis de bixina se coordina con 

las rutas metileritritol fosfato (MEP) y carotenoides (Cárdenas-Conejo et al., 2015), por lo 

tanto es necesario estudiar los genes de estas últimas dos rutas con el objetivo de 

comprender el mecanismo bioquímico implicado en la biosíntesis de bixina.  

Se sabe que el paso donde participa la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa y 

fitoeno sintasa desempeña un papel importante en la ruta metileritritol fosfato y 

carotenoides, respectivamente: debido a la posición que ocupan estas enzimas como el 

primer paso comprometido y que controla la ruta a la que pertenece (Toledo Ortiz et al., 

2010: Estévez et al., 2001). Se sabe que muchas especies de plantas superiores tienen 

múltiples genes DXS y PSY (López-Emparán et al., 2014; Fu X. et al., 2014; Yuru Tong et 

al., 2015), incluida Bixa orellana. Los múltiples genes DXS y PSY resaltan el problema de 

la diversidad funcional debido al potencial para adquirir subfuncionalización o incluso perder 

la función original (Kramer et al., 2004). Anteriormente la expresión de los genes BoDXS2a, 

BoPSY1 y BoPSY2 fueron estudios en tejidos de Bixa orellana. Por lo tanto, continuando 

con el estudio de estos genes mencionados anteriormente, el objetivo de este estudio fue 

determinar si están involucrados en la biosíntesis de bixina. 

Para la biosíntesis de cualquier tipo de isoprenoide, es necesario la disponibilidad de 

moléculas de IPP que pueden provenir de la ruta MVA o MEP (Rodríguez-Concepción et 

al., 2012). Los estudios señalan que las moléculas de IPP sintetizadas por medio de la ruta 

MEP se emplean como bloques en la producción de carotenoides (Lichtenthaler et al., 1997; 

Rohmer et al., 1999). La biosíntesis del IPP por la vía MEP comienza con la producción de 

1-Desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP). Esta reacción es catalizada por la enzima DXS 

(Sprenger et al., 1997; Lois et al., 1998), que está codificada por al menos cuatro genes 

nucleares en Bixa orellana, este número de genes coincide con el número de genes DXS 
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encontrados en Cucumis melo (Saladie et al., 2014). Por otro lado, la biosíntesis de 

carotenoides comienza con la producción de fitoeno, un carotenoide incoloro. Esta reacción 

es catalizada por PSY (Dogbo et al., 1988), que está codificada por al menos dos genes 

nucleares en Bixa orellana, este mismo número de genes PSY coincide con los encontrados 

en el genoma de Nicotiana tabacum L. y Daucus carota L. (Busch  y Seuter, 2002; 

Rodriguez-Concepción y Stange, 2013). 

La familia de genes DXS de Bixa orellana codifica enzimas con motivos DXS característicos, 

y la estructura tridimensional de la proteína codificada por el gen BoDXS2a contiene un sitio 

activo DXS putativo. Adicionalmente, con excepción del gen BoDXS3, las proteínas que se 

codifican a partir del resto de los genes DXS contiene en su secuencia de aminoácidos, 

residuos de aminoácidos indispensables para la unión de la enzima con su cofactor tiamina 

pirofosfato (TPP) y para la interacción con su sustrato el gliceraldehído-3-fosfato (GAP). 

Asimismo, la familia de genes PSY de Bixa orellana, codifican enzimas con motivos PSY 

característicos, como son los dos motivos ricos en aspartato (DELVD y DVGED). La 

estructura tridimensional de la proteína PSY tienen un sitio activo PSY putativo. El nivel más 

alto de variabilidad entre las secuencia de aminoácidos de las proteínas DXS y PSY de Bixa 

orellana se encontró en la región correspondiente al péptido señal.  

Desde otro ángulo, los arboles filogenéticos señalaron que las proteínas DXS y PSY de 

Bixa orellana evolucionaron bajo restricción funcional y se agrupan con base en su función 

y no a la especie a la cual pertenecen, reforzando la teoría de que las duplicaciones de los 

genes DXS y PSY ocurrieron antes de la división de los primeros linajes de plantas (Walter 

et al., 2002). Adicionalmente, todas las DXS y PSY de Bixa orellana presentaron mayor 

cercanía evolutiva con las DXS y PSY de especies dicotiledóneas, en comparación con las 

monocotiledóneas, esto podría indicar que los procesos de divergencia funcional continúan 

aun después de la separación de dicotiledóneas/monocotiledóneas.  

Aunque las predicciones en in silico indicaron que los genes DXS y PSY de Bixa orellana 

codifican probablemente enzimas activas, solo su caracterización funcional podría 

confirmar la capacidad de cada uno de estos genes para actuar como 1-desoxi-D-xilulosa-

5-fosfato sintasa y fitoeno sintasa, respectivamente. Los análisis de la función de BoDXS2a, 

BoPSY1 y BoPSY2 con el uso de un sistema de complementación heterólogo confirmaron 

que el gen BoDXS2a no tiene función 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa al no poder 
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aumentar el flujo de licopeno en las bacterias. Así también se confirmó que de los dos genes 

PSY, únicamente BoPSY1 podría complementar las cepas de E. coli deficientes en fitoeno 

sintasa y producir zeaxantina. Sin embargo, se debe tener en cuenta que si bien la 

expresión heteróloga de genes de plantas en bacterias es un método ampliamente utilizado, 

el entorno plástido en el que funcionan estas enzimas está ausente, lo que puede afectar 

la actividad catalítica debido a la localización inadecuada de la enzima por falta de sus 

interacción con membranas y/o la formación de complejos de proteínas unidos a 

membranas. Por ejemplo en Sinapsis alba la actividad fitoeno sintasa de PSY, únicamente 

fue detectado en fracciones del pellet membranosos de los plastos, siendo mucho más alto 

en cloroplastos que en etioplastos, confirmando que la asociación a membranas es esencial 

para la actividad de esta enzima (Welsch et al., 2000). Por lo tanto aún queda por verse si 

la actividad de las proteínas BoDXS2a y BoPSY2 se ve  afectada por la formación de 

complejos de proteínas unidos a membranas.  

La expresión de BoDXS2a y BoPSY2 se correlaciona con la presencia de bixina 

Sumado a esto, examinamos los niveles de transcripción de BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 

para averiguar si estos genes están implicados en la biosíntesis de bixina. Los resultados 

indicaron que los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 presentan alta expresión en las 

primeras etapas del desarrollo de las semillas de Bixa orellana. Sin embargo, los genes 

BoDXS2a y BoPSY2 presentaron mayor expresión respecto a BoPSY1 en las variantes con 

mayor producción de bixina, además BoDXS2a y BoPSY2 mostraron un mismo patrón de 

expresión. Los resultados de la alta expresión de los genes analizados, en las primeras 

etapas del desarrollo de la semilla, concuerda con la mayor presencia de bixina en las 

semillas en estas mismas etapas de maduración (Carballo-Uicab, 2013). Además, el hecho 

de que los genes DXS2a y BoPSY2 presenten mayor expresión en las variantes con alta 

bixina, sugiere que estos genes están directamente involucrados en la ruta MEP y 

carotenoides, que se coordinan con la ruta de biosíntesis de bixina durante la producción 

del apocarotenoide en las semillas. Aun cuando los análisis de complementación de color 

indiquen que estas proteínas no tienen función en bacterias. 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

5.1. CONCLUSIONES  

De los genes BoDXS2a, BoPSY1 y BoPSY2 analizados en este estudio, se concluye que 

los genes BoDXS2a y BoPSY2 podrían estar involucrados en la biosíntesis de bixina. Sin 

embargo, la función de sus proteínas es escasa en bacterias por lo que es muy probable 

que la función dependa de un ambiente celular distinto al que se localiza en estas células.   
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5.2. PERSPECTIVAS 

La confirmación del papel de los genes BoDXS2a y BoPSY2 en la biosíntesis de bixina, 

incentiva a continuar estudiándolos. Entre nuestras perspectivas está: 

1. Analizar la función de las proteínas codificadas por los genes BoDXS2a y BoPSY2 

en un sistema heterólogo vegetal, y al mismo tiempo identificar su localización 

celular. 

2. Purificar y estudiar los parámetros de la actividad enzimática de estas proteínas de 

forma in vitro.  

3. Cuantificar los carotenoides totales y la bixina durante el proceso de maduración de 

la semilla de las tres variantes de Bixa orellana empleadas en este estudio, con el 

objetivo de entender mejor la diferencia de expresión que presentaron los genes 

BoDXS2a y BoPSY2 en estas variantes. 

Por último, de manera paralela hemos analizado la expresión y la función en bacterias de 

la pequeña familia de PSY de Bixa orellana (BoPSY1 y BoPSY2), por lo que consideramos 

interesante, utilizar los experimentos empleados en este estudio, para analizar la función 

de la pequeña familia de genes DXS de Bixa orellana, así como de otros genes que 

pudieran estar implicados en la biosíntesis de bixina. 
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