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RESUMEN

Bixa orellana L. es una planta que produce bixina, el segundo pigmento
apocarotenoide mas importante apocarotenoide en la industria alimenticia. La
bixina se acumula principalmente en las semillas. La biosintesis de la bixina
involucra la actividad de una Carotenoide dioxigensa (CCD) la cual ha sido
confirmada in vitro. Sin embargo, la biosintesis de la bixina aun es un proceso no
clarificado del todo.

Las Carotenoide dioxigenasa (CCDs) son enzimas implicados en la biosintesis de
una amplia diversidad de metabolitos secundarios (apocarotenoides) con alto valor
econdémico como la bixina. En el andlisis del transcriptoma de B. orellana L. se
identific6 un nuevo grupo de genes CCDs (CCD4s y CCD1s) como
potencialemente involucrados en la biosintesis de la bixina (Cardenas-Conejo et
al. 2015). Para confirmar esta propuesta se realiz6 el andlisis por RT-PCR en
cinco etapas de desarrollo de las semillas de dos accesiones con contenido de
bixina diferente (P13, bajo contenido de bixina y N4, alto contenido de bixina) de
B. orellana L. Los resultados del analisis de expresion mostraron que solo tres
BoCCDs (BoCCD1-1, BoCCD4-1, BoCCD4-3) mostraron un patron consistente
con la acumulacion de la bixina durante el desarrollo de la semilla. La expresiéon de
estos genes fue analizada por PCR in situ.

Adicionalmente, se analiz6 la expresion de BoB-LYC1l y BoeLCY, enzimas
regulatorias clave en la biosintesis de la bixina, los resultados fueron consistentes
con la conversion del licopeno en bixina. Por otro lado, un alineamiento y andlisis
por homologia de proteina fue realizado para confirmar que las BoCCs son CCDs
bona fide, esto revel6 que las tres enzimas tienen caracterisiticas preservadas y
pertenecen a la familia de las CCDs. Adicionalmente la actividad enzimatica de
las BoCCDs seleccionadas fue determinada mediante su expresion en cepas de
E. coli. y el andlisis subsecuente de los productos generados fue analizado
mediante HPLC-ESI-QTOF-MS/MS. El producto generado (bixina aldehido) fue




identificado por HPLC-ESI-QTOF-MS/MS y FTIR; sugiriendo que en condiciones in
vitro las enzimas BoCCD1-1 y BoCCD4-3 pueden cortar al licopeno en la posicion
5,6-5",6". Este resultado indica que las enzimas BoCCDs tienen diversos modos

de accion para la produccion de bixina.




ABSTRACT

Bixa orellana L. is a plant that produces bixin, the second most important
apocarotenoid pigment in the food industry. Bixin accumulates mainly in the seeds.
The biosynthesis of bixin involves a Carotenoid dioxygenase (CCD) activity which
has been confirmed in vitro. However, the biosynthesis of bixin is still a process not
fully clarified.

Carotenoid dioxygenases (CCDs) are enzymes involved in the biosynthesis of a
wide variety of secondary metabolites (apocarotenoids) with high economic value
such as bixin. In the analysis of the transcriptome of B. orellana L., a new group of
CCD genes (CCD4s and CCD1s) was identified as potently involved in the
biosynthesis of bixin (Cardenas-Conejo et al., 2015). To confirm this proposal, the
RT-PCR expression analysis was carried out in five stages of development of B.
orellana L. seeds from two accessions (P13, low bixin content and N4, high content
of bixin) with different bixin content. The results of the expression analysis showed
that only three BoCCDs (BoCCD1-1, BoCCD4-1, BoCCD4-3) display a pattern
consistent with the accumulation of bixin during development and the expression of
these genes were analyzed by in situ PCR.

Additionally, the expression of BoB-lycl and Boglcy, both key regulatory enzymes
in the biosynthesis of bixin, were analyzed. The results were consistent with the
conversion of lycopene into bixin. On the other hand, an alignment and analysis by
protein homology of BoCCDS was performed to confirm that the BoCCDs are bona
fide CCDs, this revealed that the three enzymes have preserved characteristics
and belong to the family of the CCDs. Additionally, the enzymatic activity of the
selected BoCCDS enzymes was determined by their expression in strain of E. coli
and the subsequent analysis of the products generated was analyzed by means of
UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS. The generated product (bixin aldehyde) was identified
by UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS and FTIR, suggesting that BoCCD1-1 and BoCCD4-
3 can cleave lycopene in the position 5,6-5', 6' in vitro. This result suggests that the




BoCCDs enzymes have different modes for the production of bixin.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Bixa orellana L. es una planta tropical perenne que produce considerables cantidades del
pigmento apocarotenoide bixina, el cual se acumula principalmente en el arilo de la
semilla. La bixina es un pigmento de valor cultural y econémico, ocupa el segundo lugar
entre los colorantes naturales en el mundo. La producciéon mundial anual de semillas de
achiote es de 14500 toneladas (peso seco) (Raddatz-Mota et al. 2017). La bixina,
representa el 80% del total de los carotenoides de la semilla de B. orellana L. (Rivera-
Madrid et al. 2006).

La biosintesis de bixina se ha demostrado utilizando un sistema de expresion en un
organismo heterdlogo, Escherichia coli (Bouvier et al. 2003b). Asi se demostré por
Bouvier y colaboradores que la biosintesis de la bixina comienza con el corte oxidativo del
licopeno en la posicién del doble enlace 5,6 (5,6’) por la enzima licopeno carotenoide
dioxigenesa (BoLCD), seguidamente la sintesis de la bixina requiere de la actividad de
dos enzimas adicionales: la bixina aldehido deshidrogenasa (BoBADH) y la norbixina metil
transferasa (BonMET). Sin embargo, esta investigacion no ha podido ser reproducida en
ni siquiera usando los genes reportados en el Gen Bank por este grupo de investigacion
(Sergeant et al., 2009; Walter and Strack, 2011, Rodriguez-Avila et al. 2011a).

Con la obtencion y el analisis del transcritoma de B. orellana L. en nuestro grupo de
investigacion se encontraron nuevos genes CCDs que podrian estar potencialmente

involucrados en la biosintesis de la bixina (Cardenas-Conejo et al. 2015).

El andlisis de la expresion de los genes CCDs durante el desarrollo de las semillas
(6érganos donde se acumula mas bixina), en dos accesiones con -caracteristicas
contrastantes tanto en color de flor y fruto, como en contenido de bixina, ayudaran a
elucidar la sintesis de este pigmento, lo cual eventualmente permitira llevar acabo su

sintesis en otros organismos o manipular su produccion en la planta.
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ANTECEDENTES

1. Generalidades de Bixa orellana L. o achiote
1.1 Descripcién botanica

Bixa orellana L. con numero cromosémico diploide n= 14 (da Silva et al. 2018), es
conocida como achote, achote de la montafia, achioti, bixa, bija, bijol, bijo, urucu, onoto,
annatto orellana, orlean, pumacua, bicha caituco, chacangaricua, entre otros nombres
(Raddatz-Mota et al. 2017). Pertenece a la clase: Magnoliopsida; subclase: Dilleniidae;
Orden: Malvales; Familia: Bixaceae; Género: Bixa (Cardenas-Conejo et al. 2015).
Recientemente se ha reportado que Bixa urucurana es el ancestro silvestre de B. orellana,
B. arborea, B. excelsa, B. platycarpa (Moreira et al. 2015). B. orellana es un arbusto
perenne, que generalmente mide de 3 a 5 m de altura y llega a medir hasta 10 m.
Presenta una copa baja y extendida; tallo pardo, ramifica a poca altura del terreno. Sus
hojas son simples, palmatinervias y con estipulas, grandes de 10-20 x 5-10 cm y base
redondeada o subtruncada, verdosas claras, persistentes, alternas, margenes lisos,
cordadas, de largos peciolos delgados y pubescentes de 3-8 cm de largo, engrosado en
los extremos. Tanto las hojas como el tallo contienen una savia rojiza (Leal y de Clavijo
2010, Villar et al. 2014). Figura 1.1.
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Figura 1.1. Arbusto de achiote. (Tomada de da Silva et I. 2018)

Las flores son simétricas, poseen ambos sistemas de reproduccion en inflorescencias
paniculares; de 5-10 cm de longitud con cinco pétalos imbricados y retorcidos en la yema,;
blanquecinas a rosadas segun variedades, flores de 3-6 cm de didmetro, en pedicelos de
7-16 mm de largo, y un anillo de glandulas debajo del cdliz; éste con sépalos anchos,
ovados a orbiculares, de 1 a 2 cm de largo, caducos; corola de pétalos muy obovados, de
1-2 cm de largo, rosados a blancos; muchos estambres, y anteras violaceas. B. orellana
L. florece escalonadamente, comenzando por los capullos terminales (Leal y Michelangeli,
2010., Rivera y Flores 1988). Figura 1.2.

Los estambres son numerosos con filamentos libres, dos tecas, que se abren en el apice

por dos hendiduras. El ovario es supero, con dos a cuatro carpelos fundidos en un l6culo
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y dos placentas parietales con numerosos 6vulos. El estilo es delgado, el cual termina en

un estigma bilobado (que tiene dos I6bulos). Figura 1.2.

Figura 1.2. Flores de achiote

El fruto es una capsula roja, verde, pardos, o morados de 2 a 6 cm de largo. La capsula
presenta espinas cortas o sin ellas, de color verdoso oscuro a morado, (segun la
accesion), dehiscente (fruto abierto), y que al madurar se separan en dos valvas de
simetria bilateral, aunque pueden encontrarse accesiones indehiscentes (fruto cerrado);

gue al madurar pasa a pardo rojizo oscuro. Figura 1.3.
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Figura 1.3. Frutos de achiote

La semilla es considerada la parte de la planta con mayor valor comercial, ya que es la

principal fuente de almacenamiento del pigmento natural, la bixina (Villar et al. 2014).

En cada valva hay semillas en numero variable (30-45, en relacion con el tamafio
capsular) (Raddatz-Mota et al. 2017). La semilla puede medir de 0.3-0.5 cm de largo y
0.2-0.3 cm de didmetro y varia de forma piramidal a conica (Villar et al. 2014), tiene un
tegumento recubierto de una sustancia viscosa rojiza intensa (Zotyen, 2002). Las semillas
contienen un embrion grande rodeado por un endospermo granular, con almidon

abundante (Leal y Michelangeli, 2010). Figura 1.4.
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Figura 1.4. Semilla de achiote. a) semilla inmadura. b) semilla madura
1.2. La bixina

La bixina es la forma cis del monometil éster del acido norbixina dicarboxilico, el cual se
encuentra en todos los tejidos de la planta de achiote y principalmente en el arilo de la
semilla (3.4-5.3%) donde representa del 80% al 90% de los colorantes totales (Akshatha
et al. 2011, da Silva et al. 2018). La bixina es un carotenoide carboxilico con una
estructura basica, con un grupo carboxilico libre y otro esterificado, los cuales le confieren
las caracteristicas de un &cido organico, en especial en lo referente a solubilidad y
estabilidad.

Gracias al radical esterificado, la bixina es soluble en aceites y grasas, ademas de en
solventes como el cloroformo, piridina, acido acético glacial y propilenoglicol; bajo
condiciones normales tiene gran estabilidad, pero tiende a degradarse en presencia de la
luz y de las temperaturas altas; es resistente a acidos, alcoholes y a la accién microbiana
(Akshatha et al. 2011).

10
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1.3 Usos de la bixina

La bixina ha sido utilizada desde la época precolombina como colorante y especia con
propositos medicinales. La bixina es un colorante natural (E 106b) que se utiliza en la
industria de los alimentos, farmacéutica, cosmética y recientes estudios han encontrado
propiedades medicinales y biol6gicas (Rivera-Madrid et al. 2016, Raddatz-Mota et al.
2017, da Silva et al. 2018).

1.3.1 Alimentacioén

La bixina ahora se valora comercialmente por la industria alimentaria, ya que reemplaza
los colorantes sintéticos desarrollados en el siglo pasado (Moreira et al. 2015). La bixina
es muy utilizada como condimento o como sazonador de carnes, cereales y mas como
colorante natural en lacteos, grasas y helados, alimentos de aves de corral, preparacion
de pescado, surimi, panaderia, varios postres, mermelada, gelatinas, crema y glaseado
para pasteles, salsas, condimentos, dulces, y bebidas como aperitivos, refrescos, jugos y
emulsiones (Venugopalan et al. 2011, Raddatz-Mota et al. 2017, da Silva et al. 2018).

1.3.2 Medicinal

Hay una gran cantidad de literatura que apoya el uso de la bixina como un componete con
propiedades bioactivas, ademas de su uso como colorante alimentario (Rivera-Madrid et
al. 2016, da Silva et al. 2018).

Se ha documentado el uso de diferentes partes de la planta, especialmente las hojas,
semillas y raices contra la viruela, enfermedades digestivas como la diarrea, dolor
abdominal, indigestion, dolor de cabeza, dolor de garganta, asi como para curar
enfermedades urinarias y como agente abortivo (Rivera-Madrid et al. 2016).

El arilo de la semilla se utiliza para el tratamiento en quemaduras y sangrado, disenteria,
gonorrea, constipacion y fiebre. La semilla y hojas del achiote también tiene propiedades
anti-inflamatorias (Zarza-Garcia et al. 2017), la decoccion de las hojas es utilizada para
detener el voOmito, problemas en la préstata, hipertension, colesterol, obesidad e

insuficinecias renales (Dike et al. 2012, Raddatz-Mota et al. 2017).

La bixina también tiene efecto anti-oxidante, protege a la célula contra los radicales libres
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(Rios et al. 2007); se ha estudiado sus propiedades anticacerigenas y apoptéticas (Kumar
et al. 2009, Coronado-Céaceres et al., 2014). Se ha reportado que sus propiedades
anticancerigenas se atribuyen a compuestos como el geranilgeraniol, escualeno y beta-

sistosterol (Kumar el al. 2009).

Por otro lado, se ha estudiado su actividad antimocrobial apartir de los extractos de etanol
de las hojas y semillas contra los microorganismos: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus pyogenes, Salmonella typhi, Escherichi coli, Candida albicans, Bacillus

subtilis and Pseudomonas aeruginosa (Fleischer et al. 2003, Abayomi et al. 2014).

1.3.3 Industrial

A nivel indutrial, la bixina ha sido utilizada en la industria textil, en la tinsion de madera,
cuero y principalmente en la insudtria cosmética (Guiliano et al. 2003). Por otro lado,
también se utiliza en la fabricacion de pinturas, lacas, colorante para mantequilla, helados,
productos relaciondaos a la reposteria (Villar et al. 2014, Raddatz-Mota et al. 2017). Los
extractos de bixina solubles en agua son utilizados en la elaboracién de aperitivos vy
tratamiento de bebidas; como emulsificante es utilizado en la preparacion de alimentos,

tales como helados, dulces y otros productos (Raddatz-Mota et al. 2017).

1.3.4 Uso ornamental

Como planta ornamental el achiote es muy decorativa, en especial aquellos tipos que
tienen capsulas de colores encendidos que pueden estar entre el rosado fuerte al rojo

oscuro (Alvarez y Gémez 1990, da Silva et al. 2018).

1.4 Compuestos Isoprenoides

Los isoprenoides son un grupo de moléculas biol6gicamente activas (Walter y Strack,
2011). Constituyen uno de los mas diversos grupos de los productos en la naturaleza y
participan en una amplia variedad de funciones biol6gicas, como ejemplos claros son la
fotosintesis, donde los componentes esenciales del aparato fotosintético son las clorofilas
y los carotenoides. Los esteroles y carotenoides son mas abundantes en las células
vegetales, estan involucrados en el mantenimiento de la fluidez de la membrana (funcion
desempefada por los esteroles en la mayoria de las eucariotas), asi como en la

estabilizacion de las membranas tilacoidales y proteccion de los componentes
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fotosintéticos contra el dafio foto-oxidativo (funcidon desempefiada por los carotenoides)
(Hirschberg 2001, Fraser y Bramley 2004). Otros isoprenoides intervienen en procesos de
modificacion post-traduccional de proteinas como la prenilacion (grupos prenil) y la
glucosilacion (dicoles) y forman parte de las cadenas de transporte electrénico (la cadena
lateral de los tocoferoles y de las quinonas, ubiquinonas, plastoquinona y filoquinona),
sefalizacién intra-celular, mecanismos de defensa y degradacién de proteinas (Hannoufa
y Hossain 2012, Frank y Groll 2016).

Los isoprenoides participan también como reguladores de crecimiento como el &cido
abscisico (ABA), giberelinas (GA), citocininas (CK), brasinosteroides (BR) vy
estrigolactonas (SL) (Cazzonelli y Pogson, 2010). Los isoprenoides participan en
mecanismos de defensa de las plantas como por ejemplo la 8-ionona; los productos del
catabolismo de los carotenoides participan en interacciones planta-insecto (Hannoufa y
Hossain 2012) y adaptacién a las condiciones del ambiente; no obstante, la mayoria de
los isoprenoides presentes en las plantas actian como metabolitos secundarios en la
interaccion de las plantas con su entorno. Algunos terpenos como los monoterpenos o los
sesquiterpenos, desempefian un importante papel en la defensa de la planta frente a
patdgenos y herbivoros. Algunos monoterpenos volatiles son los responsables de
participar en la atraccion de insectos para favorecer la polinizaciéon, asi también la
acumulacién de carotenoides en flores y frutos son responsables de la atraccién de
animales para la dispersion de las semillas (Chappell, 2002., Croteau et al. 2000).
Ademas, varios grupos de isoprenoides son empleados comercialmente como fuente
natural de pigmentos, aromas, fibras, o ceras, asi como por sus aplicaciones

farmacéuticas (artemisina y taxol) y agroquimicas (Walter y Strack, 2011).

A pesar de su enorme diversidad, todos los isoprenoides derivan de un precursor
universal el isopentinilpirofosfato (IPP), molécula formada de cinco carbonos (C5) y su
isdmero dimetilalildifosfato (DMAPP). La clasificacion de los isoprenoides esta basada en
el nimero de construcciones de residuos IPP o Cs Todos los terpenos son mdltiplos de
isoprenos con la formula molecular (CsHs),, donde n es el nimero de unidades de
isopreno en la molécula (Kumari et al. 2013). La enorme diversidad de los terpenos no

sélo se limita a la estructura y a su funcién, también depende de los patrones de emision
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dentro y entre especies, los cuales pueden depender del clima, genes u otros factores
(Kumari et al. 2013).

1.5 Rutas de Biosintesis de los Isoprenoides

La via de biosintesis de los isoprenoides fundamentalmente se basa en tres etapas; la
primera etapa resulta en la formacién de IPP y DMAPP, la base de unidades de IPP
(isopreno). La segunda etapa involucra la condensacion de dos o tres unidades de Cs
para formar prenil difosfatos (PDPs) de Cisy Cz, catalizados por una pequefia cadena
enzimatica de prenil transferasas (PT). Al final de la etapa de la biosintesis del terpeno los
PDPs son convertidos en diversos compuestos a través de multiples pasos de ciclizacion
catalizados por una amplia familia de enzimas Unicas llamadas terpeno sintasas (TPSs)
(Kumari et al. 2013).

Actualmente se conoce la existencia de dos rutas biosintéticas para la formacion de
precursores de isoprenoides, la via del mevalonato (MVA) y la via del 2-C-metil-D-eritritol-
4-fosfato (MEP) (Rohmer et al. 1993; Lichtenthaler et al. 1997). Las plantas utilizan ambas
vias para sintetizar los precursores de sus isoprenoides, aunque ellas se localizan en
compartimientos celulares diferentes (Withers y Keasling, 2007). Claramente las vias MVA
y MEP representan dos diferentes estrategias empleadas por la naturaleza para sintetizar
precursores de cinco carbonos. Ademas, existe una distribucion bien definida de las vias

entre diferentes reinos (Zhao et al. 2013).

1.5.1 Via del Mevalonato (MVA)

La via de mevalonato para la biosintesis de isoprenoides representa el paso inicial en una
serie de reacciones enzimaticas que han sido establecidas para la produccién de
poliisoprenoides y esteroles en hongos, citoplasma de células vegetales, animales, la
mayoria de los eucariotes, arqueas y algunas bacterias Gram-positivas (Miziorko, 2011;
Rohmer et al. 1996). Sin embargo, existen algunas excepciones con este patrén, se sabe
gue algunas eubacterias utilizan la via del mavalonato en lugar de la ruta MEP, con
alguna especie que lleva genes en ambas vias, donde el protozario parasito Plasmodium

falciparum se basa en la via MEP (Kirby y Keasling, 2009).

14



CAPITULO |

En la via del acido mevaldnico (MVA), tres moléculas de acetil-CoA se condensan para
formar acido mevalénico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP) en el
citoplasma (donde sesquiterpenos (Cis) y triterpenos (Cso) asi como esteroles son
producidos) (Estévez et al. 2001; Zhao et al. 2013).

La via de mevalonato consiste en seis pasos que transforman acetil-CoA a IPP
(Isopentenildifosfato), seguido por una isomerasa de IPP que mantiene un balance entre
el IPP y su isémero DMAPP (Kirby y Keasling, 2009), Figura 1.5.

Para la sintesis de isoprenoides por la via MVA, el precursor acetil-CoA es derivado de un
metabolismo intermediario, via 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintasa y el HMG-
CoA reductasa. La produccién de Mevalonato es reversible y la enzima HMG-CoA
reductasa regula este paso limitante. EI mevalonato es fosforilado, descarboxilado, e
isomerizado a IPP, la base principal para la construccion de isoprenoides. La
condensacion de dos moléculas de IPP produce geranil difosfato (GPP), y una
condensaciéon adicional de IPP, mediante la farnesilpirofosfato (FPP) sintasa, produce
FPP, que es el principal intermediario de todos los isoprenoides mayores.
Particularmente, la subsecuente biosintesis de geranilgeranildifosfato (GGPP) mediante la
enzima GGPP sintasa, conduce a la ubiquinona, mientras que la biosintesis de escualeno

conduce a través de lanosterol, a colesterol (Miziorko, 2011; Kirby y Keasling, 2009).
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Figura 1.5 Via del Mevalonato. (Tomada de Miziorko, 2011).
1.5.2 Via del 2C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP)

La via MEP fue descubierta por Rohmer et al. (1993) con experimentos en Escherichia
coli (E. coli). Por afios se pensé que la Unica fuente de isoprenoides era la via MVA,
incluso el esquema biogenético habia sido establecido para muchos eucariotes y algunas
arqueobacterias, poco se conocia sobre la biosintesis de isoprenoides en eubacterias.
Con la incorporacién de acetatos y glucosa marcados con *3C y 2H en triterpenoides de la
serie de hopanos y en la cadena lateral isoprénica de ubiquitina de E. coli, se descubri6
que la biosintesis de carotenoides iba en contradiccion con el esquema clasico de la via
MVA, promoviendo que la via MVA no operaba en todos los organismos y que el
esqueleto isoprénico podia ser formado apartir de derivados de la triosa fosfato a través
de otra via (Rohmer et al. 1993, 1996).

Asi se empezé a considerar la existencia de una ruta alterna concerniente a los primeros
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pasos de la biosintesis de isoprenoides.

En plantas, la ruta MEP (hombrada por la primera molécula comprometida en la via 2C-
metil-D-eritritol 4-fosfato) se localiza en los plastidios donde se genera el IPP (Figura 1.6).
En estudios filogenéticos el origen exacto de los genes de la via MEP en plantas no es
claro, porque la mayoria de los genes de plantas de esta via no se ramifican con sus
homologos de cianobacterias. Se tiene una teoria sobre que los genes en plantas fueron
adquiridos subsecuentemente del origen de los plastidios y la transferencia lateral de
genes hacia eubacteria juega un papel importante (Lichtenthaler et al.1997; Lichtenthaler
et al. 1999; Kirby y Keasling, 2009; Walter y Strack, 2011).

El IPP y DMAPP de los plastos son los precursores activos en la biosintesis de
fitohormonas (giberelinas y acido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y
xantofilas), esteroles (ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de los esteroles
(glucésidos cardiacos), latex y aceites esenciales, a travées de reacciones de
condensacioén catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a prenil bifosfatos como
geranil difosfato (GPP), precursor de monoterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP)
precursor de diterpenos (Walter y Strack, 2011).

La via MEP comienza por la condensacién de piruvato y gliceraldehido-fosfato para dar
lugar a 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP); una reaccién catalizada por 1-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). Esto seguido por una reaccion catalizada por 1-desoxi-D-
xilulosa 5- fosfato reductoisomerasa (DXR) y una cascada de otras reacciones que llevan
produccién de las moléculas de isopentenil difosfato (IPP) y de dimetilalilpirofosfato
(DMAPP). EI IPP y el DMAPP constituyen los bloques de cinco carbonos esenciales a
partir de los cuales se generara la gran variedad de isoprenoides (Figura 1.6). Las
actividades de las enzimas DXS y DXR afectan la acumulacion de carotenoides en
plantas, presumiblemente a través del control del flujo de IPP y DAMPP (Hannoufa y
Hossain 2012). El IPP y el DMAPP son substrato para la geranil difosfato sintasa para la
produccion de Geranil difosfato (GPP), Cio, que a su vez actia como substrato para la
enzima geranil-geranil difosfato sintasa, originandose el Geranil Geranil difosfato (GGPP),
C20. GGPP resulta ser el principal intermediario para la produccion de fitoeno, Cao, que es

el precursor carotenoide para la biosintesis de bixina. Por tanto, la enzima fitoeno sintasa
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(PSY), la cual actiua sobre GGPP para generar fitoeno, es una enzima clave para la

biosintesis de carotenoides y bixina (Hannoufa y Hossain, 2012), Figura 1.6.

1.6 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales distribuidos ampliamente en
plantas, algas, hongos y bacterias. Algunas flores, frutos y raices tienen colores vividos
naranja, amarillo y rojos debido a los carotenoides (Sun et al. 2017). Los carotenoides son
un grupo de compuestos isoprenoides que comprenden méas de 700 estructuras (Della
Penna y Pogson, 2006). Se biosintetizan a partir de precursores de cinco carbonos, el IPP
y su isébmero DMAPP, precursores que comparten con el resto de los compuestos de
naturaleza isoprenoide como giberelinas, tocoferoles, clorofilas y fitoquinonas (Walter y
Strack, 2011). Los carotenoides son moléculas de 40 carbonos cuya principal
caracteristica es la presencia de una larga cadena de polieno (en donde la presencia de
dobles enlaces puede variar de 3 a 15) responsable del color percibido por el ojo humano
(Rodriguez 2010). Los cientos de estructuras conocidas de carotenoides se dividen en
dos grupos: carotenos (moléculas no oxigenadas) y las xantofilas (carotenoides
oxigenadas). El centro de la via para la biosintesis de la mayoria de los carotenoides en
plantas ha sido bien establecido, son producidos en los plastidos por precursores de

isopreno por la via MEP (Rodriguez-Concepcién y Stange 2013).

En plantas, la biosintesis y almacenamiento de los carotenoides es en los plastidios; en
plantas existen varios tipos de plastidios como son los proplastidios, amiloplastos,
etioplastos, cloroplastos y cromoplastos. Todos los tipos de plastidios con exepcién de los

proplastidios poseen la capacidad de producir carotenoides (Sun et al. 2017).

Los cloroplastos se encuentran asociados a las proteinas que forman los complejos
fotosintéticos contribuyendo a la captacién de la luz y actuando como antioxidantes
esenciales para la fotoproteccién. En algunos tejidos no fotosintéticos, los carotenoides se
acumulan en plastos especializados llamados cromoplastos. En estos plastos los
carotenoides son acumulados en distintos tipos de estructuras lipoproteicas y cristalinas
(Vishnevetsky et al. 1999). Ademas de colorear flores y frutos, los productos de
degradacion de los carotenoides proporcionan aromas y sabores caracteristicos. Los

carotenoides también son precursores de un grupo de metabolitos apocarotenoides que
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actian como moléculas sefial. Los plastidios tienen funciones especificas y una Unica
morfologia Unica, lo que los lleva a a tener capacidades diferentes de sintetizar y

acumular carotenoides (Sun et al. 2017).

Los animales no pueden sintetizar carotenoides de novo por lo que necesitan ingerirlos a
través de su dieta para la produccién esencial de retinoides como el retinol o vitamina A.
(Della Penna y Pogson, 2006; Aguila y Rodriguez-Concepcion, 2012). Algunos animales
acumulan grandes cantidades de carotenoides de la dieta como, por ejemplo, los
flamingos y el salmoén que tienen color bermellén causado por el carotenoide astaxantin.
El consumo de alimentos ricos en carotenoides ha sido asociado a numerosos beneficios
sobre la salud. Los carotenoides no sélo colorean el mundo, también tienen funciones
fisiologicas como precursores de la vitamina A, antioxidantes y captadores de luz. Por lo
tanto, los carotenoides a menudo se han sugerido como biomarcadores de enfermedades,
ya que pueden indicar estados de salud y nutricional general de un individuo (Lintig y Sies
2013).

Recientemente se ha publicado que una ingesta diaria elevada de carotenoides en la
dieta se correlaciona con la prevencién de ciertos tipos de canceres y enfermedades
coronarias (Christen et al. 2003). Una dieta pobre en (-caroteno aumenta el riesgo de
padecer cataratas y degradacion macular (Christen et al. 2003), cancer de pulmén
(aunque dosis muy elevadas en pacientes de riesgo como fumadores presentan efectos
adversos) del mismo modo que se relaciona con la aparicion de enfermedades
cardiovasculares (Kohlmeier, 1995). Diversos estudios relacionan dosis elevadas de
licopeno con la prevenciéon de cancer de pecho (Dorgan et al. 1998), del cancer de
préstata (Giovannucci et al. 1995) y el caso de ingestas elevadas de luteina aun queda
por determinar su efecto positivo en la disminucién del riesgo del cancer de colon
(Slattery, 2000). Pero sin duda el mayor beneficio que presenta una dieta rica en
carotenoides, en concreto en B-caroteno, es su papel como provitamina A, este hecho
cobra relevancia en paises en vias de desarrollo, donde el B-caroteno se encuentra
ausente en la mayor parte de los alimentos que constituyen la dieta basica de la mayoria
de la poblacién causando una ligera incidencia de ceguera infantil (Hannoufa y Hossain,
2012).

Debido a sus propiedades antioxidantes beneficiosas para la salud humana y a sus
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propiedades colorantes empleadas en el mundo de la industria como pigmentos naturales,
se ha generado una fuerte demanda en la produccion de carotenoides. Sin embargo, las
técnicas empleadas hasta el momento, como son la sintesis quimica y la extraccion a
partir de fuentes naturales han demostrado ser insuficientes, por lo que aparece como
alternativa la produccion biotecnolégica de carotenoides en sistemas bacterianos vy
vegetales (Kirby y Keasling, 2009, Zhao et al. 2013). En las Ultimas décadas se han
realizado numerosos esfuerzos para manipular genéticamente microorganismos y plantas
para enriquecerlos en su produccion de carotenoides o su empleo como fébricas celulares
(Giuliano et al. 2008). Especialmente notorio es el caso de “golden rice”, donde la
introduccion de los genes psy, pds, zds, B-lyc en arroz para la formacion del S-caroteno
permitié tener una variedad enriquecida con este pigmento (Beyer et al. 2002), cuya
ingesta se considera que puede ayudar a prevenir la ceguera infantil en los paises en vias
de desarrollo (Ye et al. 2000).

Sin embargo, pese a los avances realizados en esta area, aun son muchas las incognitas
por resolver en cuanto a como se regula la biosintesis de estos pigmentos para la
consecucion de una produccién biotecnologica de elevado rendimiento. El limitado
conocimiento de los pasos limitantes en la biosintesis de carotenoides, asi como otros
factores relacionados con su almacenamiento o su relacién con otras vias biosintéticas
impide la conversion de esta industria biotecnolégica en una industria madura,
constituyendo estos factores por su importancia, un area de estudio de elevado interés
(Rodriguez, 2010, Nisar et al. 2015).
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Figura 1.6 Via metabolica de la sintesis de carotenoides en plantas.
(Tomada de Hannoufa y Hossain, 2012).

1.7 Biosintesis de carotenoides en Plantas

Los carotenoides son derivados de la via MEP localizada en los plastidios, en la cual el
gliceraldehido 3 fosfato y piruvato actian como substratos iniciales para llevar a la sintesis
de geralgeranil disfosfato (GGPP), el primer paso en la biosinteis de carotenoides en
plantas (Figura 1.6). La condensacion de dos moléculas de GGPPs por accién de la
fitoeno sintasa (PSY) forman una molécula de fitoeno (Hirschberg, 1999), el primer
carotenoide incoloro de la ruta biosintética (Cazzonelli y Pogson, 2010; Hannoufa y
Hossain 2012; Han et al. 2014).
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PSY cataliza dos reacciones: condensacion cabeza-cabeza de dos moléculas de GGPP
para formar la reaccién intermedia pre-fitoeno difosfato seguida de la eliminacion del
grupo fosfato de este intermediario en un complejo rearreglado que involucra una
neutralizacion del carbocatién para la formacion de fitoeno (Hannoufa y Hossain 2012).
Las enzimas PSY de las plantas usualmente utilizan todo el trans GGPP como un
substrato para sintetizar 15-cis fitoeno, isébmero normalmente encontrado en células
(Walter y Strack, 2011; Aguila y Rodriguez-Concepcion, 2012). PSY es generalmente
aceptada como la enzima reguladora mas importante en la via. Los genes que codifican
para esta enzima han sido identificados y aislados variando en numero entre las
diferentes plantas. En Arabidopsis se ha identificado un Unico gen, mientras que dos
fitoeno sintasas han sido descritas en tabaco (Busch et al. 2002), en jitomate (Fray y
Grierson, 1993; Giorio et al. 2008), maiz, arroz, alamo, trigo (Cazzonelli y Pogson, 2010) y
en Bixa orellana L. (Cardenas-Conejo et al. 2015).

Los miembros de la familia del gen PSY son diferencialmente expresados en varios
organos de las plantas y también diferencialmente regulados por estimulos del ambiente
(Arango et al. 2010; Li et al. 2008 a, b; Welsch et al. 2008). A este respecto, se ha
observado que la expresién del gen PSY es regulada durante la formacién de frutos y

acumulacién de carotenoides en plantas de tomate (Ray et al.1992).

Todas estas enzimas se sitlan en los plastos, desde donde son importadas después de
ser sintetizadas (Fraser y Bramley, 2004; Dogbo et al. 1988; Misawa et al. 1994). Se creia
que la enzima PSY era una proteina integral de membrana, sin embargo, a partir de
estudios bioquimicos llevados a cabo en fitoeno sintasas aisladas de cromoplastos
(PSY1) y de cloroplastos (PSY2) de tomate (Fraser et al. 2000), se lleg6 a la conclusién
de que esta enzima estaba asociada a membranas y se llegd a pensar en la formacién de
un complejo proteico soluble formado por Geranil geranil piriofosfato desaturasa (GDS) y
PSY que catalizaria la formacion de fitoeno en el estroma plastidico (Cunningham y Gantt,
1998). La actividad de enzimas mdultiples parece redundante, pero su expresion es
especifica de tejido y muestra una Unica respuesta al estimulo ambiental en raices de
cereales (Arango et al. 2010; Li et al. 2008a, b; Welsch et al. 2008). En los siguientes
pasos de la via de sintesis de los carotenoides, una serie de cuatro desaturaciones y dos

isomerizaciones incrementan la serie de dobles enlaces conjugados para transformar el
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15-cis isémero fitoeno en all-trans licopeno, un carotenoide rosa/rojo (Aguila y Rodriguez-
Concepcion, 2012; Isaacson et al. 2002) el cual requiere un complejo de cuatro
reacciones catalizadas por fitoeneo desaturasa (PDS), {-caroteno isomerasa (Z-1SO), C-
caroteno desaturasa (ZDS) y carotenoide isomerasa (CRTISO), asi como una

isomerizacidbn mediada por luz (Rémer et al. 2000).

Los pasos de desaturacion transforman fitoeno por fitoflueno en {-caroteno, neurosporeno
y licopeno, incrementando el numero de dobles enlaces conjugados a cinco, nueve y
once, repectivamente. Este incremento en los cambios de los dobles enlaces de la
cadena de polieno provoca una longitud de onda mas larga, lo que lleva a obtener un
color palido/amarillo de {-caroteno, naranja/amarillo de neurosporeno y rosa/rojo de
licopeno (Cunningham y Gantt, 1998). Las dos desaturaciones de fitoeno para producir C-
caroteno via fitoflueno son catalizadas por PDS y las dos desaturaciones de (-caroteno
para producir licopeno via neurosporeno son catalizadas por ZDS (Misawa et al. 1994).

Todos los genes que condifican para la PDS que han sido aislados e identificados en
Arabidopsis thaliana (Lange y Ghassemian, 2003), jitomate (Pecker et al. 1996), maiz y
tabaco (Busch et al. 2002), preservan un dominio conservado de unién a un dinucleétido
FAD/NADP (flavina-adenina /nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), en el extremo
amino terminal. Cada reaccién de desaturacion conlleva la desaparicion de dos atomos de
hidrégeno y la reduccion de moléculas de plastoquinona que actian como aceptoras. La
generacion de estas moléculas aceptoras tiene lugar gracias a la cadena de transporte de
electrones de la fotosintesis en cloroplastos. Los componentes de esta cadena redox en
otros tipos de plastos han sido elucidados gracias a la caracterizacibn de mutantes de
Arabidopsis (Josse et al. 2000). En plastos no fotosintéticos como los cromoplastos o
etioplastos de plantulas de Arabidopsis crecidas en la oscuridad, se vi6 como la
reoxidacion de las cinasas se llevaba a cabo por esta enzima empleando como aceptor
final de electrones el oxigeno (Carol y Kuntz, 2001). Se observé que la actividad de esta
enzima es crucial en los primeros estadios de desarrollo de las hojas, sin embargo, pese a
continuar activa, va perdiendo relevancia a medida que la biogénesis de los cloroplastos
se complementa (Carol y Kuntz, 2001). La conversion de la forma predominante en
plantas de 15-cis fitoeno en todo trans-licopeno sugeria la existencia de una isomerasa

(CRTISO), que realizara la isomerizacion de carotenoides (Isaacson et al. 2002), junto con
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la accion de la enzima {-caroteno isomerasa (Z-1SO). La existencia de esta enzima se ha
corroborado en trabajos realizados en maiz. No obstante, no ha sido demostrada a nivel
molecular (Li et al. 2007).

De manera sorprendente, todas las reacciones necesarias para la conversion de fitoeno
en licopeno pueden ser realizadas por la fitoeno desaturasa bacteriana (Crtl), quien es
capaz de realizar todas las reacciones de isomerizacibn y desaturacién antes
mencionadas (Giuliano et al. 2008). Por esta razbn, esta enzima bacteriana ha sido
ampliamente utilizada en estudios de ingenieria genética que pretendiendo incrementar
los niveles de carotenoides en diferentes especies de plantas (Fraser y Bramley, 2004).
La coexpresion de los genes fitoeno sintasa (psy) en plantas y en bacterias (CtrB y Ctrl)
conlleva un aumento en los niveles de pigmentos (Diretto et al. 2007). Del mismo modo, la
coexpresion de ambos genes en el endospermo del arroz, induce la acumulaciéon de -
caroteno, un pigmento de color naranja, dando lugar al conocido “golden rice” (Ye et al.
2000; Beyer et al. 2002). Se ha postulado que la acumulacion de fitoeno involucra una
regulacion de retroalimentacién negativa. Por ejemplo, en mutantes de pds3, algunos
genes que codifican en la etapa rio abajo de la ruta metabdlica de carotenoides, asi como
zds y Blyc, fueron negativamente regulados, lo mismo que los genes que codifican para
enzimas que participan rio arriba de la ruta, como IPI, GGPS y PSY (Cazzonelli y Pogson,
2010).

1.7.1 Biosintesis de carotenoides apartir de licopeno

Por otro lado, la ciclizacién del licopeno constituye un punto central de ramificaciéon en la
ruta de biosintesis de los carotenoides, conduciendo por una parte hacia la formacién de
pigmentos fotosintéticos con uno o dos ciclos tipo beta, y por otra a la de pigmentos con
uno o dos anillos tipo alfa (Cunnigham y Gantt, 1998; Bartley y Scolink, 1995).
Consecuentemente, las actividades relativas de la enzima ¢- y B-licopeno ciclasa pueden
determinar el flujo de carotenoides desde el licopeno, hacia la formacion de carotenoides
ciclicos o hacia la biosintesis de compuestos lineales como bixina (Cazzonelli y Pogson,
2010; Hannoufa y Hossain, 2012).

El licopeno, que es una molécula lineal, sufre una reaccion de ciclizacion que le genera un

anillo de seis carbonos a cada uno de sus extremos. La formacion de un anillo € o un
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anillo B en el primer paso de ciclacion, Unicamente depende del tipo de ciclasa que actle
sobre el licopeno, ya que la actividad de la enzima -ciclasa (B3-Icy) difiere de la actividad
del enzima ¢-ciclasa (e-Icy) Unicamente por la posicion donde introduce el doble enlace en
el anillo ciclohexano. Estos dos pasos de competicion de licopeno ciclasa determinan la
via de ramificacion de los carotenoides; §-caroteno y a-caroteno, ambos de color naranja.
Las dos vias de ramificacién resultan de la reaccién de ciclacion nombrada via de 8, 3-
carotenoides y la via B, e-carotenoides (Hannoufa y Hossain, 2012, Rodriguez-

Concepcion y Stange 2013).

Generalmente la actividad relativa de B-LCY y ¢-LCY regulan la distribucion de substratos
hacia las B, B-carotenoides y 8, e-carotenoides. En crisantemo, el cambio en la composion
entre pétalos y hojas es causado por la expresion diferencial de B-LCY y &-LCY (Kishimoto
y Ohmiya 2006).

Estos y otros hallazgos han llevado a varios intentos de emplear la ciclacion del licopeno
como un medio de manipulacion de las proporciones del a-caroteno y el B-caroteno en las
plantas. En jitomate, para silenciar los genes B-lcy y ¢-lcy por la técnica de RNA de
interferencia, se construyeron vectores de expresion de los genes B-Ilcy y ¢-lcy y se
transformaron plantas via Agrobacterium tumefaciens. En las plantas transgénicas se
redujo el nivel de los transcritos de B-lcy y &-lcy en comparacion con las plantas tipo
silvestres, sin embargo, también se incrementé el contenido de licopeno. El silenciamiento
del gen B-lcy caus6 disminucion del contenido de (-caroteno, luteina y carotenoides
totales; en caso contrario, al silenciar el gen ¢-Icy, el 8-caroteno y los carotenoides totales
incrementaron, no obstante, la luteina disminuyé (Ma et al. 2011). Experimentos
realizados en cromoplastos de chiles (Camara y Dogbo, 1986) y en jitomates (Fraser et al.
2000), demostraron que ambas ciclasas requerian de NADPH como cofactor para
desarrollar su actividad de ciclasa (Beyer et al. 1991). A diferencia de B-Icy que es capaz
de catalizar la conversion de licopeno en B-caroteno introduciendo dos anillos 3, el cual
posteriormente es convertido a zeaxantina via criptoxantina; para la formacion de a-
caroteno se requiere la actuacién consecutiva de ambas ciclasas. La incapacidad de la ¢-
ciclasa de anadir mas de un anillo € se ha sugerido como un mecanismo para controlar la
formacion de carotenoides ciclicos en Arabidopsis, ya que su homdlogo en ciertas

especies de la lechuga (Lactuca sativa) ha demostrado introducir dos anillos €, pese a
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presentar un 80% de homologia proteica con enzimas BLCY (Pecker et al. 1996).

En frutos de citricos, mandarina Satsuma (Citrusunshiu Marc.), naranja Valencia (Citrus
sinensis Osbeck) y limon Lisbon (Citrus limon Burm.f.), se observd que existe una
diferencia en la acumulacién de carotenoides 8, e-caroteno entre el flavedo y en los sacos
de jugo durante la maduracion de los frutos (Kato et al. 2004). Este cambio es causado
por la presencia de dos tipos de cilcasas tipo beta: LYCb1 y LYCb2. Sin embargo, como el
papel de los genes LYCbl y LYCb2 en la produccion de a-caroteno no fue claro, se
analizé el cambio de expresion estos genes en el flavedo y los sacos de jugo en las tres
variedades de frutos en diferentes etapas de maduracion. Se aislaron y analizaron los
genes Blcy y elcy (CitLCYb1, CitLCYb2 y CitLCYe) por complementacién de color en
células de E. coli, el andlisis funcional mostré6 que ambas enzimas de CitLCYbl y
CitLCYb2 participan en la formacion de B-caroteno y cuando son co-expresados con
CitLCYe, el a-caroteno puede ser producido en células de E. coli. Sin embargo, cuando
CitLCYDb2, esta expresada el nivel de produccién es muy bajo, por lo que se sugirié que
CitLCYb2 no participa en la formacion de a-caroteno durante las primeras etapas de
maduracion del flavedo (Zhang et al. 2012).

Los carotenoides ciclicos pueden ser modificados para generar xantofilas, las cuales son
moléculas derivadas de la oxidacion de carotenos. La hidroxilacién de a-caroteno y del g-
caroteno produce la luteina y la zeaxantina, respectivamente (Fraser y Bramley 2004).
Asi, la hidroxilacion del C-3 y posicién C-3’ de cada anillo del a-caroteno (B, e-caroteno) y
B-caroteno (B, B*-caroteno), produce la xantofila, luteina y zaxantina. Otras oxidaciones en
las posiciones C-5,6 y C-5,6’ del anillo 8-3-hidroxi de zeaxantina, producen violaxantina
por la via del mono-eopoxidado intermediario anteraxantina (Fraser y Bramley 2004). La
violaxantina puede ser tranfomada nuevamente a zeaxantina por la de-eopoxidacion
(lamado ciclo de la xantofila) o convertida a neoxantina por la apertura del anillo del
ciclohexano (Hirschberg, 2001; Aguila y Rodriguez-Concepcién, 2012), Figura 1.6. En

plantas superiores, la reaccion de hidroxilacion es muy comun (Zhu et al. 2010).

La hidroxilacién redundante de estas enzimas puede llevarse a cabo a través de la accion
de dos no-hemo hidroxilasas (CHY1 y CHY2) o bien a través de las hidroxilasas tipo
citocromo P450, CYP97A y CYP97C (Giuliano et al. 2008). La hidroxilacion del anillo 3, la

llevada a cabo tanto por CHY1 y CHY2, como por CYP97A, genera zeaxantina a partir de
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B-caroteno. Sin embargo, la hidroxilacion del anillo € del a-caroteno para producir luteina
tiene lugar gracias a la accién de la hidroxilasa CYP97C (Tian et al. 2004, Galpaz et al.

2006). El nivel de redundancia varia segun el tejido (Galpaz et al. 2006).

Mientras la hidroxilacion de a-caroteno produce un carotenoide como producto final que
se acumula en altos niveles en los cloroplastos (luteina), la hidroxilacién de B-caroteno
produce una xantofila (zeaxantina), que bajo condiciones de luz y en la obscuridad, es
realmente convertida a violaxantina através de anteraxantina, por la reaccion catalizada

en dos pasos por la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP) (Hirschberg, 2001).

Los carotenoides pueden ser catabolizados para la formacion de apocarotenoides por la
accion de dioxigenasas de carotenoides (CCD), que contribuyen al mantenimiento de los
niveles de carotenoides (Auldridge et al., 2006a). La eoxantina y la violaxantina pueden
ser catabolizadas por la 9-epoxicarotenoide dioxigenasa para la formacion de xantoxina,
el substrato directo de la fitohormona &cido abscisico (ABA) (Schwartz et al. 2003),
molécula implicada en regular numerosos procesos del crecimiento vegetal, asi como en
la coordinacién de diferentes respuestas a estrés abidtico (De Smet et al. 2003, Nambara
y Marion-Poll, 2005, Li et al. 2008a; Welsch et al. 2008). El conocimiento sobre cada una
de las reacciones enzimaticas implicadas en la biosintesis de carotenoides, ha sido
esencial en el desarrollo de diferentes aproximaciones biotecnolégicas intentando

moadificar el contenido de pigmentos en organismos bacterianos y vegetales.

La hidroxilacion ha sido mencionada como un proceso importante para la esterificacion de
carotenoides, que a su vez es necesario para la secuestracion y estabilizacion en el
cromoplasto (Schweiggert y Carle, 2017, Giuliano 2017, Sun et al. 2017). En pétalos de
Japanese morning (Ipomoea sp.) se analizé la expresion de los genes carotenogénicos en
diferentes etapas de desarrollo en los pétalos, observado que la mayor diferencia fue en
la expresion del gen CHYB (B-hidroxilasa), el cual increment6 en la etapa 2 y 3 de la
accesion Ipomea sp., mientras que en las otras dos accesiones (Ipomoea nil L. e Ipomoea
obscura L.) su expresion se vié reducida, evidenciando asi que CHYB tiene un papel
importante en la acumulacion de carotenoides en los cloroplastos de varias plantas, y
GGPS, PSY y PDS, estan involucrados en la regulacion de dicho proceso (Yamamizo et
al. 2010).
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En camote (Ipomea batatas Lam.), un importante cultivo y fuente de alimento, para
incrementar el contenido de B-caroteno a través de la inhibicion de hidroxilacién de -
caroteno, se evalud el efecto de silenciar B-caroteno hidroxilasa (BCHY) en la via de
biosintesis de carotenoides en tres diferentes cultivares con tonalidades diferentes de
color en la pulpa: blancas (Yulmi), morada (Shinzamil) y naranja (Shinhwangmi). Se
evalud la expresion de los genes GGPS, PSY, ZDS, LCY-B, LCY-¢ CHY-B, y ZEP, y se
reporté que PSY fue fuertemente expresado en hojas y en tallos en las tres variedades,
pero la mayor expresion en raices se presentd en la variedad de coloracion naranja (Kim
et al. 2012). La expresion de los genes en diferentes tejidos en las tres variedades fue
regulada diferencialmente. [-caroteno se identific6 como el mayor carotenoide
acumulado; sin embargo, hubo diferencias en la cantidad de acumulacién de carotenoides
en los cultivares, por lo que se sugiri6 que no existe una relacion positiva entre la
acumulacién de carotenoides y en los niveles de expresion de esos genes. Se observo
que la variedad blanca fue la que presenté menos acumulacién de B-caroteno, por lo que
se eligioé para analizar el efecto de la inhibicibn de BCHY. Mostrando asi un incremento de
B-caroteno. Sin embargo, se observd que las plantas transgénicas tenian un incremento
en zeaxantina y B-criptoxantina; y se identificé que este efecto era causado por una

diferente hidroxilasa que puede agregar un grupo hidroxilo a los anillos 8 (Kim et al. 2012).

1.8 Apocarotenoides

Los apocarotenoides son una clase de compuestos derivados del corte oxidativo de los
carotenoides por las enzimas carotenoide dioxigenasas (CCDs) involucradas en la
biosintesis de una gran diversidad de metabolitos secundarios (Schwartz et al. 1997). Los
apocarotenoides en plantas incluyen pigmentos, aromas y esencias, moléculas
regulatorias y otros compuestos con funciones desconocidas, que desempefian funciones
biol6gicamente esenciales en las plantas, animales, insectos y bacterias fotosintéticas
(Britton, 2008). La familia de CCDs es antigua, con un largo numero de miembros
presentes en bacterias, animales y plantas (Ryle y Hausinger 2002).

Ejemplos de apocarotenoides biolégicamente activos en las plantas incluyen las
fitohormonas como el acido abscisico (ABA) (Schwartz et al. 1997) y las estrigolactonas
(SL) (Dun et al. 2009).

En plantas, las CCDs constituyen una familia de enzimas que cortan los dobles enlaces
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de la estructura de los carotenoides y pueden clasificarse en seis subfamilias de acuerdo
con la posicién del corte a lo largo de la estructura / o el substrato de preferencia: CCD1,
CCD2, CCD4, CCD7, CCD8 y NECDs (Auldridge et al. 2006a, Kloer y Schulz 2006,
Walter y Strack 2011, Frusciante et al. 2014).

Las NCEDs (9-cis-epoxy-carotenoide dioxigenasas) en plantas estan involucradas en la
biosintesis de ABA; La NCED1 de Zea mays L. fue la primera enzima carotenoide
dioxigenesa caracterizada bioquimicamente y cataliza el primer paso para la biosintesis
de ABA cortando en las posiciones 11, 12 (11°, 12’) del doble enlace de la 9-cis-
violaxantina o 9-cis-neoxantina (Schwartz et al. 1997; Tan et al. 1997). El gen fue aislado
de una mutante de maizdificiente de ABA (VP14) en Z. Mays (Schwartz et al. 1997; Tan et
al. 1997).

En contraste, las CCDs 1, 2, 4, 7 y 8 cortan diferentes carotenoides en un solo extremo o
en ambos y estan ivolucrados en la produccion de difentes compuestos (Simkin et al.
2004a, Schwartz et al. 2001, Vogel et al. 2008, Walter y Strack 2011).

La CCD1 se distingue de las otras CCDs debido a su localizacion citosélica requerida
para la produccion de esencias y aromas volatiles como la 3-ionona (Schwartz et al. 2001,
Tan et al. 2003).

Estas enzimas pueden cortar en la posicion 5,6 (5',6'); 7,8 (7',8"); y 9,10 (9',10") del doble
enlace en un rango de carotenoides ciclicos y no ciclicos para producir diversos
apocarotenoides (Schwartz et al. 2001, Bouvier et al. 2003b; Schmidt et al. 2006, Rubio et
al. 2008, Simkin et al. 2004a, Vogel et al. 2008).

Ort6logos de las CCD1s han sido identificadas en varias especies de plantas tales como
petunia (Simkin et al. 2004b), tomate (Solanum lycopersicum L.) (Simkin et al. 2004a),
azafran (Crocus sativus) (Bouvier et al. 2003a, Rubio et al. 2008), uvas (Vitis vinifera L.)
(Mathieu et al. 2005), melén (Cucumis melo L.) (Ibdah, 2006), citricos (Kato et al. 2006),
arroz (llg et al. 2009), nectarina (Prunus persica L.) (Baldermann et al. 2005), rosa (Rosa
damascena Mill.) (Huang et al. 2009), y Medicago truncatula var. (Floss et al. 2008), y
Bixa orellana L. (Rodriguez-Avila et al 2011b, Cardenas-Conejo et al. 2015).

En contraste con las CCD1s, que se localizan en el citoplasma, las demas CCDs se
encuentran localizadas en los plastidios (Tan et al. 2003, Ytterberg et al., 2006, Rubio et
al, 2008, Lashbrooke et al. 2013).
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Las CCD7 y CCD8 han sido identificadas en mutantes de brotes axiliares en Arabidopsis
(Booker et al. 2004) y estan involucradas en la sintesis de SL (Dun et al. 2009). Cuando
se encuentran presentes en el mismo tejido, estas enzimas actlan en conjunto; cortan (-
caroteno en la posicion 9,10, sucuencialmente, CCD8 corta el producto generado por
CCD7 (Cy7 aldehido) en la posicién 13, 14 para producir 13-apo-B-caroteno (Schwartz et
al. 2004a, Auldridge et al. 2006b).

La subfamilia de CCD4s pueden cortar simétricamente carotenoides ciclicos o lineales en
la posicion 9,10 (9°,10’), para procuducir apocarotenoides de Ciz (Ohmiya et al. 2009,
Rubio et al. 2008, Huang et al. 2009). También se ha reportado que tienen actividad de
corte en la posicion 5,6 (5,6’) en uvas (VcCCD4a y VcCCD4b) y en Bixa orellana L.
(BoLCD) (Lashbrooke et al. 2013, Bouvier et al. 2003b). En azafran se ha reportado que
una CCD4 (ZCD), corta simétricamente a la zeaxantina en la posicién 7,8 (7°,8’) (Bouvier
et al. 2003a).

La CCD2 recientemente ha sido identificada y esté involucrada en la produccién de la
crocetina en el azafran, se encuentra en los plastidios y actla cortando la zeaxantina en la
posicién 7,8 (7°,8’) (Frunciante et al. 2014, Ahrazem et al. 2015).

1.9 Biosintesis de bixina

Jako y colaboradores (2002) fueron los primeros en plantear hip6teticamente la
biosintesis de bixina; proponiendo que debia de existir s6lo un nimero pequefio de genes
estructurales involucrados en su biosintesis, iniciando a partir de la ruta principal de los
carotenoides, y que estos genes debian de tener cierta similitud a aquellos que codifican
para dioxigenasas, aldehido deshidrogenasas y metil-transferasas, ya que estas enzimas

suelen presentarse en rutas biosintéticas similares, como la del acido abcisico.

Esto fue apoyado por su trabajo experimental, en el que generaron una biblioteca de
marcadores de secuencias expresadas (EST’s por sus siglas en inglés) construida a partir
de arilos de semillas de Bixa orellana L. y seleccionando aquellas enzimas involucradas
Unicamente con el metabolismo de los isoprenoides, por ejemplo, las correspondientes a
la ruta DOX/MEP, dentro de las cuales se encontrarian incluidas las implicadas en la

biosintesis de bixina (Jako et al. 2002).
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Por otro lado, tomando en cuenta la similitud estructural entre bixina y el pigmento
crocetina (del azafran), Bouvier et al. (2003b) aislaron y expresaron en un organismo
heterélogo (E. coli recombinante que produce licopeno) tres enzimas requeridas para la
sintesis de la bixina: una dioxigenasa (BoLCD), una aldehido deshidrogenasa (BoBADH),
y una metiltransferasa (BonBMT), en una serie de reacciones procedentes de forma
secuencial, cuyo substrato inical fue el licopeno producido por la cepa de E. coli (Bouvier
et al. 2003b). De esta manera, se propusieron encontrar los genes candidatos que

estaban involucrados en la biosintesis de bixina.

En el grupo de la Dra. Renta Rivera; Rodriguez-Avila et al. (2011a) se identifico un gen
gue codifica para una CCD (BoCCD1) en Bixa orellana L., la cual es diferente en la
secuenica del marco de lectura abierto con la BoLCD aislada por Bouvier et al. (2003b).
La expresion de esta nueva BoCCD1 fue documentada en diferentes estados de
desarrollo de la planta, diferentes tejidos y durante la formacién de las semillas. De
manera importante se observé que BoCCD1, incrementa su expresion a través de la
maduracion de la semilla y disminuye la expresion en estadios mas maduros. La fuerte
sefial del gen BoCCD1 obtenida en las semillas, indica que la localizacion del mRNA
BoCCD1 concuerda con la produccion del total de carotenoides y especificamente

apocarotenoides como la bixina (Rodriguez-Avila et al. 2011a).

Soares et al. (2011) identificé una nueva BoCCD4 y una BoOMT a partir de etiguetas de
cDNAs involucradas en la biosintesis de bixina, los analisis de expresion revelaron que
fueron mas expresados durante el desarrollo de la semilla, reportando asi un papel
importante de estas enzimas en la acumulacion de apocarotenoides en las semillas de B.

orellana L.

Rivera-Madrid et al. (2013), intentando entender mejor la regulacién de la biosintesis de
carotenoides y bixina, documentaron el efecto de tratar a las plantulas de Bixa orellana L.
con diferentes concentraciones de norfluorazén (NF), un inhibidor de carotenogenesis
através de la inhibicion de fitoeno desaturasa (PDS). Los resultados obtenidos
demostraron que licopeno no fue detectado en las plantas control, ni en las platas con
tratamientos de norfluorazén. Este resultado es conflictivo, ya que se ha establecido y es
aceptado que el licopeno es precursor de la bixina (Bouvier et al. 2003b), sin embargo, las

plantulas tratadas acumularon bixina ain cuando no se detecto licopeno. Un resultado
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similar se ha reportado en Rosa damascense L., donde se observd sélo una pequefa
cantidad del MHO (6-methy-5-hepten-2-one), compuesto aromatico primario de esta
planta (Huang et al. 2009). Asi, se sugiere que el licopeno no sea el Unico precursor de la
bixina o que el licopeno se esté transformando rapidamente para producir bixina, lo que

justificaria la dificultad para detectarlo (Rivera-Madrid et al. 2013).

Recientemente en el laboratorio y en colaboracién con el Dr. Luca Comai de la
Universidad de California Campus Davis, se obtuvo el transcriptoma de Bixa orellana L. a
partir de tres tejidos: hoja, semilla inmadura y semilla madura de la accesion Peruana
Roja (PR) (Cardenas-Conejo et al. 2015). Durante el andlisis del transcriptoma de achiote
no se encontraron los genes involucrados en la sintesis de la bixina previamente
reportados por Bouvier et al. (2003b). Consecunetemente, Cardenas-Conejo et al. (2015)
proponen nuevos genes involucrados en la biosintesis de la bixina que incluyen genes
CCD1s y genes CCD4s, los cuales se encontraron sobreexpresados en las semillas
inmaduras de B. orellana L. (Cardenas-Conejo et al. 2015).

Dada la importancia de las CCDs en la sintesis de bixina, este trabajo de investigacion se
enfocd en la caracterizacién de los genes CCD1 y CCD4, que potencialmente pudieran
estar involucrados en la biosintesis. La primera aproximacion para la seleccion mas
precisa de las cuatro BoCCD1s y cuatro BoCCD4s, fue realizar el analisis de la expresion
y funcion de estos genes obtenidos del transcriptoma de B. orellana L. y determinar su
relacion con la acumulacién de la bixina durante el desarrollo de la semilla en dos
accesiones con caracteristicas contrastantes, en produccién del pigmento. Mas adelante,
este analisis permitiria profundizar en el entendimiento de los mecanismos por los que
este apocarotenoide se sintetiza en esta especie. Asi también, mas adelante se podra
avanzar en el conocimiento de la ruta de biosintesis de bixina para eventualmente intentar
manipular genéticamente dichas rutas metabdlicas ya sea en B. orellana L. o en

organismos heterdlogos.
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HIPOTESIS

La acumulacion de la bixina en diferentes accesiones de Bixa orellana L. esta relacionada
con la expresion diferencial de los genes BoCCD4 y BoCCD1s, de ser asi, ambas podrian
estar involucras en la biosintesis de bixina. Alternativamente, se podria considerar que
estos genes trabajan de manera coordinada o que sélo uno de ellos esta involucrado en la
biosintesis de la bixina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar que genes de la familia CCDs 1 y 4, estan involucrados en la sintesis de
bixina mediante la caracterizacién de su expresion durante el desarrollo de las semillas de
dos accesiones de B. orellana L. con contenido de bixina contrastantes, asi como
mediante su expresion heteréloga en una cepa de E. coli productora de licopeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Documentar las etapas de desarrollo de las semillas de dos accesiones de B.

orellana L.

2. Analizar el contenido de bixina en diferentes etapas de desarrollo de las semillas

de dos accesiones de B. orellana L.

3. Analizar la expresién génica de BoCCDs 1 y 4, durante el desarrollo de las
semillas y determinar su relacion con la sintesis de bixina en dos accesiones de B.

orellana L.
4. Analizar las secuencias de los genes seleccionados BoCCDs 1y 4.

5. Analizar la funcién de las proteinas BoCCDs 1 y 4 en una cepa de E. coli
modificada genéticamente para producir licopeno.
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JUSTIFICACION

Bixa orellana L. es una planta con un potencial uso comercial para la industria alimenticia,
farmacéutica y cosmética, debido a la produccién del colorante de color rojizo (bixina) que
se obtiene de sus semillas. Sin embargo, el rendimiento de bixina, como de otros
carotenos presentes en la semilla, varia considerablemente entre las diferentes
accesiones de B. orellana L. tal y como sucede con el contenido de carotenoides entre
diferentes variedades de las especies productoras de estos compuestos, como en
jitomate (licopeno), zanahoria (Bcaroteno) y cempasuchil (luteina), en donde dichas
variaciones se han asociado a la acumulacion de transcritos de los genes involucrados en

la sintesis de carotenoides.

Adicionalmente, de acuerdo con las investigaciones realizadas en el grupo de la Dra.
Rivera, el mecanismo de la biosintesis de la bixina resulta mas complejo de lo demostrado
por Bouvier y colaboradores (Bouvier et al. 2003b). Al respecto, basta decir, que la ruta
propuesta por Bouvier et al. 2003b, mediante el uso de una cepa de E. coli modificada
genéticamente para producir licopeno, que involucra la actividad secuencial de tres
proteinas: una dioxigenasa (BoLCD), un aldehido deshidrogenasa (ADH), y una
metiltransferasa (MET) en una serie de reacciones secuenciales a partir de licopeno, no
se ha podido reproducir por ningun otro grupo de investigacion (Sergeant et al. 2009;
Walter and Strack, 2011; Rodriguez-Avila et al. 2011a). Adicionalmente, los genes de
estas enzimas no se encontraron por en el transcriptoma de achiote (Cardenas-Conejo et
al. 2015). De tal manera, a partir del andlisis del transcriptoma de B. orellana L., se
plantea la posibilidad de que sean otros genes tipo CCDs 1y 4 los que estén involucrados
en la sintesis de bixina. Para demostrarlo, resulta necesario realizar un estudio mas
detallado de la expresion de estos genes en diferentes tejidos de las semillas inmaduras y
en diferentes estados de desarrollo, donde se sabe que se presenta la maxima
acumulacion de bixina en achiote, asi como tratar de demostrar la funcion de estas
BoCCDs mediante su expresion en cepas de E. coli productoras de licopeno. Este estudio
pretende la identificacion de genes involucrados en la sintesis de bixina, cuya posterior
caracterizacion funcional permitira entender mejor los mecanismos de la sintesis de este

apocarotenoide en B. orellana L.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Bixa orellana

4BoCCDIs
4BoCCDA4s

secuencias

Caracterizacion de semillas en ‘ ' ' . ..
desarrollo: analisis de contenido de }7 ' Andlisis de
S1 S2 S3 S4 S5

bixina

Extraccion de RNA total
y sintesis de cDNA

l

[ Analisis de expresion en tiempo real y ]

seleccion de BoCCDs

A 4

Analisis de funcion de BoCCDs por el sistemas de
expresion heteréloga: E. coli

[ Analisis por UHPLC-Masa ]

v

[ Resultados y discusion J

Figura 1.7. Estrategia experimental
Esquema general de la estrategia experimental planteada para cumplir con los objetivos de este
trabajo.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal

La colecta del material vegetal se realizd en las plantaciones de achiote de la compafiia
“La Extra”, localizada en el municipio Chicxulub Pueblo, ubicado en la regién centro norte

del estado de Yucatan, a 20 km de la ciudad de Mérida.

Se seleccionaron dos accesiones de B. orellana L.: N4 y P13, las cuales presentan
caracteristicas contrastantes; principalmente se consider6 que produjeran diferentes
cantidades de bixina, aunque también difieren en el color de la flor, color y dehiscencia del
fruto. Apartir de aqui, seran nombradas como “Rosa” y “Blanca”. La accesiéon “Rosa” (N4)
tiene las caracteristicas siguientes: flores color rosa, frutos inmaduro color rojo y los
frutos maduros abiertos, con un contenido de bixina (3.5%). La accesion “Blanca” (P13)
tiene flores blancas, frutos inmaduros verdes y frutos maduros cerrados con un menor
contenido de bixina (2.19%). Se colectaron semillas inmaduras y maduras de cada planta
a analizar. Las muestras tomadas se depositaron en nitrégeno liquido al momento de la

colecta y se almacenaron a -80 °C, hasta el momento de su procesameinto.

2.1.1 Caracterizacion de semillas inmaduras

Para los diferentes estadios de maduracion, las semillas imaduras fueron colectadas a
intervalos de siete dias después de la antesis, clasificandose como etapa 1: S1 (0 a 7
dias), etapa 2: S2 (7 a 14 dias), etapa 3: S3 (14 a 21 dias), etapa 4: S4 (21 a 28 dias) y
etapa 5: S5 (28 a 42dias). Ademas de la etapa de desarrollo, la caracterizacion de las

semillas consistié en el registro de su peso y tamafio.

Para una mayor precision se registro el peso de cinco semillas de tres lotes para obtener
el valor promedio de peso por estado de maduracién de cada accesién. De la misma
manera, se midié el largo y ancho de cada una de las cinco semillas de cada uno de los
tres lotes. Como parte esencial de la caracterizacion de las semillas, se realizaron cortes

histolégicos para visualizar las partes de la semilla donde se acumula la bixina.

2.1.2 Cortes histoldgicos de las semillas y PCR in situ
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Las semillas de las diferentes etapas de maduracidn se conservaron en FAA
(formaldehido acido &cetico alcohol) durante 24 h y posteriormente se sometieron a vacio
por periodos de 15 min para promover la penetracion del solvente. Al dia siguiente, las
semillas fueron deshidratadas utilizando diferentes concentraciones de alcohol (10, 30,
50, 70, 85, 95, 100 %) por peridédos de 1 h en cada concentracién, seguido de mezclas de
etanol/histoclear (3:1; 1:1, 1:3 v/v) durante 1 h en cada solucion y luego tres cambios con
histoclear al 100 %. Posteriormente, las semillas se mantuvieron a lo largo de 3 dias en
un horno a 60 °C adiciondndoles paraplast paulatinamente conforme se fue evaporando el
histoclear (cada 4 h). Para los cortes, las semillas fueron embebidas en bloques de
parafina que una vez que que solidificaron, se guardaron a 4 °C hasta su uso. Cortes de
10 micras se realizaron en un micrétomo (Microm GmbH, mod. HM340E, Lab Tech), los
cuales se observaron en microscopio 6ptico con objetivos de 10 y 20X para ver la
integridad del tejido y se utilizaron para la PCR in situ (Javelle et al., 2011).

Para la PCR in situ los cortes se lavaron con histo-clear dos veces durante 10 min,
después se lavaron en diferentes concentraciones de alcohol (100 %) durante 1 min, y a
continuacioén, sucesivamente por 30 s, continuando en soluciones alcohdlicas de 95, 85,

70, 50, 30, y 10 % terminando con un lavado de agua con DEPC.

Estos tejidos, inmediatamente fueron tratados con PBS 1x (tapdn fosfato salino) durante 2
min y proteasa (1 mg/ml) durante 20 min a 37 °C. Posteriormente, la proteasa se
neutralizé con PBS + glicina (0.2 %) durante 2 min y se lavé con PBS 1x durante 2 min.
Finalmente se trataron con DNasa a 37 °C por 30 min (DNasa | Grado
Amplificacion/Invitrogen, N° de Cat. 18068-015).

Para la reaccion de PCR, los tejidos se procesaron de acuerdo con las indicaciones del
sistema One step (Invitrogen Cat. No. 12574026), en una reaccion de 25 pl con
amortiguador 2x y DIG-dUTP (Roche, 11573179910). Inmediatamente, los tejidos se
trataron de acuerdo con a las indicaciones del sistema DIG Wash and Block Set (Roche,
Cat. N° 1158576200), y se observaron en un microscopio equipado con el sistema

Axioplan Il (Zeiss).

2.2 Contenido de bixina

El contenido de bixina de las semillas se realizé por espectrofotometria, en base al
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método reportado por Mckeown y Mark (1962), que estd basado en el coeficiente de

extincién molar del cloroformo y es especifico para medir bixina de semillas basado.

Para ello, las semillas se liofilizaron e inmediatamente se maceraron hasta obtener un
polvo fino, 20 mg de cada muestra se diluyé en 5 ml de cloroformo grado HPCL y la
mezcla fue filtrada a través de microporos de 0.20 um (Millex®-FG, Syringe Driven Filter
Unit de Millipure Corporation). Posteriormente, se realizé una dilucién de 10 ul de muestra
en 2 ml de cloroformo grado HPLC para el analisis espectrofotométrico de las
absorbancias a 680, 500nm, 480 y 404 nm.

El contenido de bixina se determiné utilizando la férmula Mckeown y Mark (1962).

de vi . daad il myg \ _ [(Abs 500 + Abs404)(0.256 x Abs500)x V X 100 X FD] — Total de pi ; g
mg de pigmento por cada g de semilla o) 826X 1000 XW = Tota eptgmeno(lo[]g)

Donde cada absorbancia representa: A500 es la absorcion a 500 nm (bixina y sus
isbmeros). Abs404, es la absorcion a 404 nm para norbixina y otros pigmentos amarillos.
Por otra parte, V es el volumen final, W es el peso del ejemplar y FD es el factor de

diluciéon (volumen final en la cubeta /volumen de extracto obtenido de las semillas).
2.4 Extracciéon de RNA Total
El RNA total fue obtenido para la sintesis de cDNA de los diferentes estadios de

desarrollo de las semillas.

La extraccion de RNA total se realiz6 empleando el paquete de Invitrogen (Cat. No.
12183-018) “Pure-Link” Micro-to-Midi, Total RNA Purification System (Cat. No. 12183-
018), modificado para B. orellana L. por Rodriguez Avila. et al. (2009b).

Las muestras de RNA se almacenaron a -80 °C hasta ser utilizadas para la sintesis de
cDNA.

2.4.1 Tratamiento con DNAsas

Con el fin de garantizar que el RNA total estuviera libre de contaminacion con DNA
gendmico, las muestras de RNA total se sometieron a una digestion con la enzima

“DNase | Amp Grade” de Invitrogen® (Cat. No. 18068-018), siguiendo las indicaciones del
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provedor. En las muestras tratadas con DNAasa se estimd la concentracion de RNA en un
NanoDrop Spectrophotometer ND-100 y la integridad del RNA se corrobor6 por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%. Las muestras se almacenaron a -80 °C

separando alicuotas de 10 ul en tubos Eppendoorf.

2.4.2 Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se llevo a cabo a partir de 100 ng de RNA total empleando la enzima
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cat. No. 18080-093) siguiendo el
protocolo del proveedor y optimizado por Rodriguez-Avila et al. (2011b). Resumidamente,
en un tubo tipo Eppendorf de 0.5 ml libre de nucleasas, se mezclé 1 yl de mezcla de
dNTPs (conteniendo dATP, dGTP, dCTP cada a una concentracion de 10mM de cada
nucleétido), 100 ng de RNA total, hexadmeros aleatorios como iniciadores y agua
bidestilada estéril libre de nucleasas, en un volumen final de 13 pl. Esta mezcla de
reaccién se calenté a 65 °C por 5 min. y se incubd en hielo por 1 min, antes de agregar
4ul de amortiguador First-Strand 5X, 1 yl DTT 0.1M, 1ul de inhibidores de RNAsas de
Invitrogen (RNase OUT™ Recombinant RNase Inhibitor, Cat. No. 10777-019, 40 U/ul) y 1
pl de transcriptasa reversa (SuperScript™ [ll RT 200 U/uL) para un volumen total de 20 pl.
Posteriormente, la reaccion se incub6 a temperatura ambiente por 5 min y a 55 °C por 60
min, para finalmente proceder a la inactivacion de la enzima calentando la reaccién a 70

°C por 15 min. Las reacciones se almacenaron a -20 °C.

2.4.3 Disefio de oligonucledétidos

Para el estudio de expresion de los genes BoCCDs durante el desarrollo de las semillas
se disefaron oligonucledtidos para reacciones de gRT-PCR utilizando el programa
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), tomando en cuenta que los inicadores sélo
amplificaran regiones especificas de cada gen. Las secuencias de los oligonucleétidos

seleccionados se muestran en el Cuadro 2.1.

Cuadro 2.1. Oligonucleétidos para el andlisis de la expresion de los genes BoCCDs y 18S

Oligonucleétidos Secuencia 5’-3’ Tm pb del No. Accesibén

produto GenBank
F-BoCCD1-1 CTGGCACTTAACGAGGGT 62.3 127 KT359018
R-BoCCD1-1 CAACCTTAGGATGAGCAGTG
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F-BoCCD1-2 CTGGCACTTCAAGAGGCA 62.3 127 KT359019
R-BoCCD1-2 CAACCTTAGGATGAGCAGTG

F-BoCCD1-3 TCCCAACCCAAAGTTTCAC 57.6 198 KT359020
R-BoCCD1-3 TCCTATGCTTACCATGAGTGG

F-BoCCD1-4 TGCCAATATGGACGAGTCC 57.6 214 KT359021
R-BoCCD1-4 TAGCCATCATCCTCCTCCA

F-BoCCD4-1 AGCTTCCACCGTCTCTCCA 57.6 200 KT359022
R-BoCCD4-1 AATGATCGCAGCTCCTCTGC

F-BoCCDA4-2 GATTCCCACCTCTCTGGA 57.6 213 KT359023
R-BoCCD4-2 AACATATTGGGCATGCGA

F-BoCCDA4-3 ATGAGGACACCAAGGACG 57.6 213 KT359024
R-BoCCD4-3 CTAGCATCATTTTGGCAACG

F-BoCCD4-4 TACTGCCAAGATGATCTGG 57.6 153 KT359025
R-BoCCD4-4 GCATTGAGGACATGTAATGG

F-18S CGGCTACCACATCCAAGGAA 57.6- 200 AF206868
R-18S GCTGGAATTACCGCGGCT3 o

Se muestra la secuencia, la TM de amplificacién de los pares de oligonucleétidos, asi como el
namero de acceso de los genes analizados y el tamafio del amplicon esperado. El par de
oligonucleétidos 18S se amplifica en ambas temperaturas mostradas (TM).

2.5 Andlisis de expresion de los genes BoCCDs por RT-PCR en tiempo real

Para la identificacion de genes potencialmente involucrados en la biosintesis de la bixina,
se analiz6 la expresion de los genes BoCCDs en diferentes etapas del desarrollo de la

semilla, que es el érgano de la planta donde este pigmento es mas abundante.

Las reacciones de amplificaciones se llevaron a cabo en el termociclador Step one
(Applied Biosystems) utilizando los oligonucleétidos del Cuadro 2.1 y el sistema
Platinum® SYBR® Green gqPCR SuperMix-UDG de Invitrogen (Cat. no. 11733-038)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada una de las muestras se analizé por
triplicado utilizando las condiciones indicadas en los Cuadros 2.2 y 2.3. La cuantificacion
de la expresion de los genes se realizé mediante el método 2-AACt (Livak et al., 2001) y
como gen de expresion constitutiva al gen ribosomal 18S, considerando el estadio S1

como referencia. Todos los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias, seguido de
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una comparacion multiple (T-test) (P = 0.05) y un analisis multifactorial para correlacionar
el nivel de expresion con la acumulacion de bixina, seguido de la prueba de correlacion de
la Pearson. El indice de correlacion varia en el rango de (-1,1), donde los valores mas

cercanos a 1 indican una mayor correlacion (Little et al. 1976).

Cuadro 2.2. Mezlca de reaccién para RT-PCR en tiempo real

Componentes Volumen (1x)

Oligonucle6tidos FW 0.5 ul

cDNA 1 I (100 ng)

Rox reference Dye 0.2 ul

Cuadro 2.3. Program de amplificacion para RT-PCR en tiempo real

Ciclo 1 1X Temperatura Tiempo (min)

Paso 2 95 oC 01:00

Paso 1 95 °C 00:30
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Paso 3 72 °C 00:30

Recopilacion y analisis de datos en tiempo real

Ciclo 3 1X

Paso 1 72 °C 00:30
Ciclo 4 1X

Paso 1 20 oC Hold

2.6 Andlisis de secuencias de los genes BoCCDs

En colaboracion con el Dr. Luca Comai (Departamento de Biologia de Plantas, del Centro
gendmico de la universidad de California, Campus Davis USA), se llev6 a cabo la
secuenciacién del transcriptoma de Bixa orellana L. de tejido foliar, semilla madura y
semilla inmadura, utilizando la plataforma de llumina®. La longitud de las secuencias de
los contings producidos por la secuenciacion varié de 399 pb hasta 4549 pb, con un
tamafio promedio de contigs ensamblados de 1924 pb, los cuales fueron analizados y
ensamblados para la obtencién de los ORFs (Marcos de lectura abierto) de las BoCCDs
(Cardenas-Conejo et al. 2015).

Con las secuencias del transcriptoma se obtuvieron las secuncias de las BoCCDs y se
realizaron alineamientos utilizando la herramienta “Basic Local Aligment Search Tool”
(BLAST): BLastx y Blastp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov) para compararlas con proteinas
homélogas de otras plantas tomadas de la base de datos del GenBank

(https://mww.ncbi.nim.nih.gov).

Un érbol filogenético fue construido utilizando el método de maxima verosimilitud basado
en el modelo de sustitucion de Jones-Taylor-Thorton (JTT) (Jones et al. 1992) y una
distribucion gama con (G + ). En ambos casos, el analisis y el modelo de sustitucién fue
predicho por el modelo de sustitucion de mejor ajuste de funcién (ML) incluido en MEGA6
(Tamura et al. 2013). El analisis filogénico fue construido con un Bootstrap de 1000

réplicas. El alineamiento de las secuncias de aminoé&cidos fue realizado mediante el
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algoritmo de Clustal W en Mega6 (http://en.bio-soft.net/tree/MEGA.html). El &rbol
filogenético fue enraizado utilizando una apocorotenoide dioxigenasa (ACO)

deSynechocytis sp.

La prediccion de la localizacion subcelular fue realizada con el servidor de iIPSORT
Prediction (http://ipsort.hgc.jp/predict.cgi), (Bannai et al. 2002), para asi determinar y
corroborar la localizacion subcelular in silico de las BoCCDs obtenidas del transcriptoma

de achiote realizado por Cardenas-Conejo et al. (2015).

Adicionalmente, las enzimas seleccionadas de acuerdo al RT-PCR en tiempo real fueron
analizadas en un BLAST contra PBD (Protein Data Bank/
http://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=file_formats/pdb/index.html), para determinar el mejor
templete para el modelaje por homologia. La cristalografia de la estructura de la proteina
de VP14 de Zea mays L. (PDB: 3NPE) (Messing et al. 2010) fue seleccionada como
templete. Los modelos por homologia fueron generados utilizando el servidor SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org) (Biasini et al. 2014), el andlisis estructural fue
realizado por medio de Coot (https://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/),
(Emsley et al. 2010). Las representacion gréfica fue generada utilizando CCP4mg version
2.10.6 (http://www.ccp4.ac.uk/MG/download/) (McNicholas et al. 2011).

2.7 Andlisis de la funcion de los genes BoCCDs en E. coli

Para determinar la funcibn de los genes BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3 se
expresaron en E. coli. Para, los productos de PCR de cada uno se insertaron en vectores
del sistema GATEWAY Cloning Technology, que consiste en dos vectores: el primero es
un vector intermedio para realizar la clonacion del gen de interés, conocido como vector
de entrada (pPCR™8/GW/TOPOQ), de donde se movilizan por recombinacion al vector de
expresion (pPDEST™17) en E. coli (BL21).

2.7.1 Seleccion de genes BoCCDs candidatos para el analisis de la funcion
en E. coli

Con base a los resultados de la expresion génica, se seleccionaron los genes BoCCD1-1,
BoCCD4-1 y BoCCD4-3 para realizar su analisis funcional en E. coli. Para esto, dichos
genes se expresaron en la cepa BL21 de E. coli que contienen el plasmido pACCRT-EIB

que lleva los genes (crtE, crtl y crtB) para la produccién de licopeno (Misawa et al. 1990,
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Misawa et al. 1995); Figura 2.1. Esta técnica, conocida como complementacién de color
en bacterias, se basa en que si el licopeno que produce la cepa pACCRT-EIB de E. coli
es usado como substrato por la BoCCD recombiante introducida en el plasmido de
expresion, se observard un cambio de color con respecto al control (cepa pACCRT-EIB
transformada con el plasmido pDEST™17 sin inserto), que indica asi que la BoCCD esta
utilizando al licopeno como substrato para generar nuevos compuestos (Misawa et al.
1995, Simkin et al. 2004a).

=
// Cm" "

Aval ™
Ori

(p15A) ; Hindlll

Xbal

_.,(\/ |

I pACCRT-EIB
Sall -=-—-‘1 7.99 Kb crtB

Ncol

Figura 2.1 Plasmido pACCRT-EIB. (Tomada de Misawa et al. 1995).

El origene de replicacion (p15A) de este vector es compatible con la mayoria de los vectores como
pBluescript Il y series pUC. Gen de resistencia a cloranfenicol (Cm").

2.7.2 Disefio de oligonucle6tidos para amplificar los marcos de lectura
abiertos

La amplificacion de los ORFs de los genes BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3, se baso
en el disefio de oligonucledtidos (Cuadro 2.4) sobre las regiones conservadas entre

proteinas homologas depositadas en el GenBank, identificadas a partir de las secuencias
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del transcriptoma de B. orellana L. (Cardenas-Conejo et al. 2015).

Cuadro 2.4. Disefo de oligonucleétidos para amplificacion de ORF de BoCCDs

Nombre Tamafo No de Secuencia de oligonucleottidos 5°-3’ ™
del ORF  Acceso (°C)
(pb) GenBank

TTACTCGAGATGGCTCAGGAGGCGGAGAAGC 61

BoCCD1-1 1656 KT359018 ATACTCGAGGTCTTGCCTCAAGATCTCTCCATGTG

CATcatatgTTCTTCCTTCGCATGATG 53

BoCCD4-1 1846 KT359022 AAAgQatccGTGACTAACATAGGAAATCTCC

CATcatatgTCCTCACAGAAGATGTACTG 58
AAAggatccTAGTCAAGGAGTATGCACACGA

AT XTT O

BoCCD4-3 1785 KT359024

2.8 Amplificacion de ORF y Clonacién de los genes BoCCDs en
pCR™8/GW/TOPO

La amplificacion de los ORFs se realiz6 utilizando los oligonucledtidos mostrados en el
Cuadro 2.4 mediante PCR punto final utilizando el sistema Phusion Hot Start Il High -
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific Cat. F549L) de acuerdo a las instrucciones
del proveedor. Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1%, y
purificados mediante el paquete: QIAquick Gel Extraction de QIAGEN (50) (Cat. No.
28704).

2.8.1 Ligacion de ORF de los genes BoCCDs en el vector pCR™8/GW/TOPO

Para clonar los ORFs en el vector pPCR™8/GW/TOPO (Figura 2.2), se utilizaron productos
purificados del gel para realizar la reaccion de ligacion para la que se utilizaron 0.5-4 pl de
la banda purificada, 1 pl de solucién salina, 1 ul del vector pPCR™8/GW/TOPO (Invitrogen
Cat. no. K2500-20) y 1 ul de agua, para un volumen total de 6 pl. Esta reaccion se
mantuvo 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se utilizé para realizar una
transformacién por choque térmico.
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2817 bp

Figura 2.2 Vector de clonacion pCR8/GW/TOPO
El origene de replicacion es pUC ori. Se muestran los sitios de recombinacion attL1 y attL2
requeridos para la transferencia del gen clonado que bordean a los sitios de digestion de la enzima
de restriccion EcoRI que liberara el producto de PCR clonado en el vector. Es resistente a

espectonomicina.

2.8.1.1 Transformacién por choque térmico

La introduccion de los plasmidos recombinante que contienen los genes BoCCDs a E.
coli se realizé6 mediante transformacién por choque térmico de células competentes One
Shot® Competent E. coli (Thermo Fisher Cat. C404010) de la siguiente forma: Se
tomaron los 2 ul de la reaccion de ligacion, se adicionaron a 50 ul de células competentes
que se incubaron en hielo por 30 min, seguida de un choque térmico de 30 s a 42 °C y
una incubacién de 2 min en hielo. Posteriormente se agregaron 250 yl de medio SOC
(Thermo Fisher Cat. C404010) y se incubaron por 1 h a 37 °C en agitacion continua.
Finalmente, diferentes volumenes (20, 50 y 100 pl) de estas bacterias se dispersaron en
en placas de medio LB agar selectivo (espectinomicina 100 ug/ml) que se incubaron las

cajas a 37 °C durante toda la noche.
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2.8.1.2 Verificacion de colonias recombinantes

Pa la verificacion se hicieron indculos de 10 colonias medio liquido LB suplementado con
espectinomicina (100 ug/ml), de donde después de al menos 8 h de crecimiento, se
realizaron extracciones de DNA plasmidico (miniprep). Sobre estas muestras de DNA se
realiz6 una digestion con la enzima EcoR1 para excindir el fragmento clonado. La
extraccion de DNA plasmidico se realizd6 con el sistema comercial QIAprep® Spiny
Miniprep Kit de QIAGEN (250) (Cat. No. 27106) y la digestion se hizo de acuerdo al
protocolo Assembly of Restriction Enzyme digestions de Promega (Cat. No. R6011). Los
productos de la digestion se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 1 %

para determinar el tamafio del inserto clonado.

2.9 Subclonacién de los genes BoCCDs en el vector de expresion
pDEST™17Geteway®

Los plasmidos pCR™8/GW/TOPO recombinantes verificados por digestion para contener
los ORF de los genes BoCCDs se utilizaron para movilizar los ORF al vector de expresion
Gateway® pDEST™17 (Figura 2.3), mediante la reaccion de recombinacién LR de
Invitrogen (Cat. No. 11801-016). Dichas reacciones de recombinacién fueron utilizadas
para realizar la tranformacion por choque térmico de células competentes DH5o de la
manera descrita previamente. En este caso, como marcador de seleccion se utilizd
ampicilina (100 pg/ml). Nuevamente, la comprobacion de colonias recombinantes se

realiz6 mediante la digestién con la enzima EcoRI de la manera ya descrita.
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SgrA 16313

Sph 16162

EcoN 1 6097
PshA | 6004

Nru| 5748 \

Xba | 59

Nde | 98
Not | 265

T7 promoter A Neol 887

BssH 11 1080

Bsg | 5070
Srfl 1454

Smal 1455
BstX | 1567

pDEST™7  _

6354 bp

Sall 1714
Tth111 14500

BsaA | 4495
Sap | 4367

Bpu1102 | 1899

BsplLU11 | 4245 Nhe | 2128

Afl Il 4245 Hind 111 2328

Cla| 2334
Aat |l 2434

Eam1105 | 3352

Fig. 2.3 Vector de expresion pDEST17™17

El vector contiene el promotor T7 para expresion en bacterias. Los sitios de recombiancién attR1 y
attR2 para la clonacién del gen de interés, bordean el gen de resistencia a cloranfenicol (Cm") que
es sustituido por el ADN introducido causando la pérdida de esta resistencia. Ap' es el gen de
resistencia a ampicilina que se utiliza como marcador de seleccion.

3 Movilizacibn de plasmidos recombinantes a la cepa E. coli BL21

productora de licopeno

Los plasmidos control (pDEST17 sin inserto) y recombinantes de interés
(pPDEST17B0oCCD1-1, pDEST17BoCCD4-3), fueron introducidos en células competentes
BL21-AI™ One Shot® E.coli de Thermo Fisher (Cat. C6020-03), previamente fueron
transformadas con el plasmido modificado para producir licopeno (pACCRT-EIB) que les
permite producir licopeno manifesrando un color rojo. Las colonias de bacterias
portadoras de ambos plasmidos fueron seleccionadas por su capacidad de crecer en
placas de medio LB adicionadas con cloranfenicol (50 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml), que

representan las resistencias confereidas por cada uno de los plasmidos.
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3.1 Anélisis de los productos generados por las BoCCDs en E. coli.

Los productos generados en E. coli por la actividad de las BoCCDs se aislaron de la
siguiente manera: Una colonia transfomante se inocul6 en 5 ml de medio de cultivo LB
adicionado con cloranfenicol (50 ug/ml) y ampicilina (100 ug/ml) y se dejo crecer toda la
noche a 37 °C en agitacion continua.

Dicho pre-inéculo se transfirié a 100 ml de medio de cultivo LB selectivo y se dejo crecer
toda la noche a 24 °C en agitacion continua. La expresion de los genes fue inducida con
arabinosa al 0.2 % (W/V) de acuerdo a las indicaciones del proveedor (Cat. No. 11801-
016, Invitrogen).

El cultivo se centrigug6é a 9000 rpm por 10 min, se deseché el sobrenadante y la pastilla
se resuspendié en 5 mL de cloroformo/metanol (2:1), este procedimiento se repitié hasta
la obtencion de una pastilla de células blancas que se resuspendié perfectamente con
ayuda de un vortex. Esta suspension celular se evaporé con nitrégeno liquido y se
almacend a -80 °C para su analisis posterior por cromatografia liquida de ultra alta
presién-acoplado a un ionizador por electrospray (ESI) y a un cuadropolo con tiempo de
vuelo (QTOF) y a espectrometro de masas en tandem (MS/MS) por sus siglas en ingles
UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS por acronimo del inglés: ultrahigh pressure liquid
chromatography accurate mass quadrupole time-of-flight mass spectrometry with

electrospray ionization).

3.2 Andlisis de absorbanciay fluorescencia

Los espectros de absorbancia y fluorescencia de los productos aislados se obtuvieron
utlizando el sistema de detecciom multi-modo del equipo BioTek Cytation™ 3. Se
registraron las absorbancias de 230 a 800 nm con intervalos de 10 nm con una lectura de

100 ms. Por su parte, la flourescencia se midi6 a 420, 460 y 490 nm.

3.3 Analisis por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS

El perfil de los extractos de la cepas testigo pACCRT-EIB, pDEST17BoCCD4-3 y
pDEST17BoCCD1-1 fueron analizados con el equipo Waters XEVO-G2XSQTOF, se
realizaron dos tipos de inyeccion a) inyeccién con un flujo de 5 ul/min, con un rango de

deteccidén de masa de 100-1000 m/z y la lectura fue en un promedio de 1 min de lecturas,
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ESI + Source: voltaje sobre el capilar: 32 kV, cono de muestreo 40 volts y flujo de iones a
80 Volts y flujos de N2 gas: cono gas 50 L/h, desolvatacién del gas 500. b) por UHPLC,
utilizando una columna ACQUITY UPLCr BEH C18 1.7um, temperatura de columna 25
°C, a un flujo de 0.4 ul /min, con una fase mobil que consitdé en: A) ACN:Isprop:Metanol
(75:10:15) (Acetonitrilo: isopropanol:metanol) con 1% AF (acido férmico), solvente B) ACN
con 1% AF, a una relacién inicial de 25-75 %, con un gradiente después de 3 min de 85%
B a 90% B por 5 min, para regresar en 20 min a 75 % de B, la velocida de flujo de la
rampa fue 0.45 min. El volumen de inyeccion fue de 2ul (Arathi et al. 2015). El rango del
espectro de masa fue adquirido en un rango de 100 a 1000 m/z, los pardmetros de masas
fueron los siguientes: ESI sorce in positive mode; voltaje sobre el capilar: 32 kV, cono de
muestreo 40 volts y flujo de iones a 80 Volts y flujos de N2 gas: cono gas 50 L/h,
desolvatacion gas 500. MS/MS: voltaje del cono 35V, energia de colision 25V (Arathi et al.
2015).

3.4 Analisis por FTIR

La identificacion de los grupos funcionales de los productos generados por las proteinas
recombinates pDEST17BoCCD1-1 y pDEST17BoCCD4-3 fue utilizando en el
espectrofotdmetro Cary 630 FTIR (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) en
un rango de espectro de 4000 a 500 cm?.

50



CAPITULO III

CAPITULO Il

RESULTADOS

3 Caracterizaciéon de las etapas de desarrollo de semillas y contenido de
bixina

3.1 Material vegetal

Estudios previos en la caracterizacidbn de accesiones de B. orellana L. mostraron una
amplia variacion en la acumulacion de pigmentos, asi como en la expresion de varios
genes de la ruta de carotenoides, tanto a nivel de los diferentes érganos de la planta
como en las distintas variantes (Rivera-Madrid et al. 2006; Valdez-Ojeda et al. 2008;
Rodriguez-Avila et al. 2011b). Las caracterisiticas diferentes en las accesiones de B.
orellana L. pueden entorpecer la confiable interpretacién de los mecanismos genéticos
implicados en la acumulacion de apocarotenoides en esta especie. Por lo tanto, se
considerd importante realizar un analisis detallado durante el desarrollo de la semilla para
entender mejor el patron de la expresion génica en este drgano que es el principal
acumulador de bixina. De esta manera, se pretendi6 documentar y entender las
diferencias al respecto entre dos accesiones con caracteristicas contranstantes

principalmente en produccion de bixina.

En la Figura 3.1, se pueden observar las caracteristicas morfolégicas y 6rganos de las
accesiones utilizadas en este trabajo: hoja, botones florales, flores, semillas inmaduras y

maduras, frutos inmaduros y maduros.

Figura 3.1. Caracteristicas morfolégicas de dos accesiones de Bixa orellana L.
a) Accesion “Rosa”, b) Accesion “Blanca”. H: hoja, BF: botén floral, F: Flor, FRI: fruto
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inmaduro, SlI: semilla inmadura, FRM: fruto maduro, SM: semilla madura.

3.1.1 Etapas de las semillas en desarrollo

290006
eo® B@

9 99 € @

S1 S2 S3 S4 S5

Figura 3.2. Frutos y Semillas en etapas de desarrollo.
a) Accesion “Rosa”, b) Accesion “Blanca”. ¢) Etapas de desarrollo de las semillas (S)
Dias de colecta S1: (0 a 7), S2: (7 al4), S3: (14 a 21), S4: (21 a 28), S5: (28 a 42) después
de la antesis.

Durante el analisis y caracterizacion de las semillas, se observaron las principales
diferencias entre las accesiones, como son el color del boton floral, la flor y el fruto, asi
como la forma del fruto y la dehiscencia de la accesién blanca (fruto abierto) y la
indehiscencia de la accesion rosa (fruto cerrado). En este andlisis se documentd que
existen variaciones en el tamafio y numero de las semillas independientemente de la

etapa de desarrollo o madurez del fruto (Tabla 1).

Por otro lado, se observé que las semillas al madurar (S5) disminuyen en tamafio con
respecto a los estadios anteriores (S3 y S4) (Figura 3.2 C). De tal manera, la

caracterizacion de las semillas fue de utilidad para homogenizar los estadios de desarrollo
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de la semilla para su analisis.

3.1.2 Cortes histologicos de las semillas

En los cortes histologicos se pudo observar a la bixina formando cumulos circulares en la
parte periférica de la semilla que se incrementan su tamafio a medida que avanza el
desarrollo de la semilla (Figura 3.3 d, e, f). Es interesante sefalar que este pigmento se
almacena en células especializadas en almacenamiento de bixina, nombradas como BSC
(por su acrémimo en inglés; Louro y Santiago, 2015), que se localizan alredor del arilo de
la semilla y que van incrementando su tamafio a lo largo del desarrollo de las semillas. De
la misma manera, es interesante observar que la bixina no solo se limita al arilo de la
semilla, sino que también se observa en el embrién y en el tugumento (Figura 3.3 c).
como fue previamente reportado en un analisis por RT-PCR in situ en las semillas y en
otros 6rganos de la planta. (Rodriguez Avila et al. 2011a). En el andlisis aqui presentado,
se observé que la hixina se acumula mas en el estadio S4 en el que al parecer el

contenido de bixian también incrementa (Figura 3.3 f).
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Figura 3.3. Cortes histolégicos de semillas inmduras de achiote.
a) Semilla inmadura, b) corte transversal, c) corte longitudinal, d) semilla inmadura en estado
de desarrollo S2, e) semilla inmadura en estado de desarrollo S3, f) semilla inmadura en
estado de desarrollo S4. BSC: células de almacenamiento de bixina.

3.1.3 Cuantificacién de bixina durante el desarrollo de las semillas

El analisis de acumulacién de pigmento por espectrofotometria reveld que la bixina es
detectada en todas las etapas de desarrollo de las semillas, teniendo como punto maximo
de acumulacion de bixina la etapa S4 para ambas accesiones. En dicha etapa la accesién
Rosa acumula un 3.15 %, mientras la accesion Blanca acumula 2.19 %. De manera
interesante, en la etapa S5 el contenido de la bixina disminuye un 45 % en la accesion

Rosa y un 76 % en la accesion Blanca (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Caracterizacion de semillas inmaduras

Accesion Semillas D.D.A  Largo (mm) Ancho Peso(g) (SD) % Bixin

en (SD) (mm) (SD) (SD)

desarrollo

Rosa S1 0-7 2 (0) 1.6 (0.41) 0.0074(0.0003) 1.916(0.20)
S2 7-14  2.9(0.22) 1.5(0.35) 0.0086(0.0002) 2.057(0.06)
S3 14-21  3.7(0.44) 2.2(0.27) 0.0113(0.0002) 2.716(0.12)
S4 21-28 4.1(0.22) 2.3(0.44) 0.0261(0.0005) 3.158(0.03)
S5 28-42 45(0.21) 4(0.40) 0.032(0.0017)  1.731(0.17)

Blanca S1 0-7 1.8 (0.27) 1(0) 0.0069(0.001)  1.473(0.03)
S2 7-14 3(0) 1(0) 0.0076(0.0006) 1.973(0.13)
S3 14-21 3.9(0.22) 2(0) 0.012(0.0009) 2.070(0.13)
S4 21-28 6 (0) 3.5(0.3) 0.0231(0.0009) 2.191(0.13)
S5 28-42 4.8(0.2) 3.4(0.32) 0.026(0.0017)  0.525(0.05)

D.D.A: Dias des pues de la antesis, (SD) desviacion estandar.
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De manera interesante, este andlisis demostron que si existe diferencias en la
acumulacién de la bixina entre las accesiones analizadas. Siendo la accesion Rosa la que
mayor acumulacién de bixina presenta. De la misma manera, es interesante observar que
el porcentaje de bixina disminuye drasticamente en el estadio S5 que corresponde a su
maxima etapa de desarrollo, que es donde se pensaba que existia la maxima
acumulacién de bixina, ya que es cuando comercialmente el pigmento es extraido para su

comercializacion.

Este resultado concuerda con lo reportado por Rodriguez-Avila et al. (2011 a, b) y con lo
reportado por Louro y Santiago (2015), ya que la acumulacion de bixina incrementa
durante el desarrollo de la semilla y se va almacenando en las BSCs.

3.2 Extraccion de RNA total

Para realizar un analisis de la expresidon de genes potencialmente involucrados en la
sintesis de bixina, se realizdé la extracciéon de RNA total de los diferentes estadios en

desarrollo de las semillas, mismo que se utilizé para la sintesis de cDNA.

Para cada estadio de desarrollo se obtuvo RNA total de buena calidad, aunque en
diferentes concentraciones; como se puede observar en la Figura 3.4, donde se muestra
un gel de agarosa en el que las muestras de RNA toals se resolvieron por una

electroforesis.

Rosa Blanca
S2 S3 S4 S5 §1 S2 S3 S84 S5

M S1

28S
18S

Figura 3.4 RNA total de semillas en diferentes etapas de desarrollo de Bixa orellana L.

55



CAPITULO 1l

Electroforesis en gel de agarosa a una concentracion al 1.2%. 1kb: marcador molecular (M).
Muestras de RNA obtenidas de Semillas de 7(S1), 14(S2), 21(S3), 28(S4) y 42(S5) dias después
de la antesis de cada una de las accesiones indicadas.

La concentracion de RNA total en cada muestra se estimé en un NanoDrop
Spectrophotometer ND-100, después de haber sido tratas con DNAasa I. La integridad del
RNA se estimd por una relacion arriba de 1.8 de la absorbancia (Abs) a longitudes de

onda a 260 y 280 nandmetros (nm) (Cuadro 3.2).
Cuadro 3.2. Concentraciones del RNA total y relacion Abs 260/280

Semilla en desarrollo Concentracién ng/uL Abs 260/280
ROSA
S1 113 2.12
S2 89.3 2.14
S3 128.7 2.15
S4 80.8 2.13
S5 117.4 2.17
BLANCA

S1 78 2.13
S2 156.6 2.14
S3 49.5 2.1
S4 89.3 2.15
S5 50.1 2.13

3.2.1 Sintesis de cDNA

En la Figura 3.5 se puede observar que a partir de todas las muestras de RNA total se
logro la sintesis de cDNA que posteriormente se utiliz6 para amplificaciones por RT-PCR

en tiempo real.
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Rosa Blanca
M S1 82 S3 S4 S5

Figura 3.5. cDNA obtenido de semillas en diferentes etapas de desarrollo de Bixa orellana L.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. M: marcador molecular (1KB). cDNA de las semillasen en
los estadios en desarrollo, S1, S2, S3, S4 y S5, indicadas para cada accesion.

3.3 Cuantificacién de la expresién de genes BoCCDs por RT-PCR

Mientras el perfil de la acumulacién de la bixina incrementa de manera similar en ambas
accesiones durante el desarrollo de la semilla, el andlisis de la expresion de genes
BoCCDs mostré un perfil de expresion diferencial durante el desarrollo de las semillas

entre las accesiones.

3.3.1 Anadlisis de expresion de los genes BoCCD4

En ambas accesiones, los genes BoCCD4-1 y BoCCD4-3 mostraron un perfil de
expresion similar a la acumulacion de la bixina, es decir: muestran su maximo nivel de
expresion en el estadio S4, mismo que drasticamente decrece en el estadio S5 (Figura
3.6. E, G). Este resultado sugiere que los genes BoCCD4-1 y BoCCD4-3 podrian estar
involucrados en la biosintesis de la bixina, de manera que la relacion entre la expresion de
genes y la acumulacién de bixina se analizdé utilizando el método de coeficiente
correlacion de Pearson. Este analisis mostr6 que en la accesion Rosa los genes BoCCD4-
3 y BoCCD4-1 tienen una correlacion positiva con la acumulacion de la bixina. De 0.72 y
0.8 respectivamente (Cuadro 3.3). Por su parte, en la accesion Blanca BoCCD4-3 mostré
un bajo coeficiente de correlacion (0.37), mientras que BoCCD4-1 si mostré una alta
correlacion (0.9) (Cuadro 3.3).

57



CAPITULO 1l

Con respecto a los genes BoCCD4-2 y BoCCD4-4, los perfiles de expresién no mostraron
un patron consistente con la acumulacién de la bixina. Sin embargo, el gen BoCCD4-2
mostré un maximo de expresion en el estadio S2, con un bajo coeficiente de correlacion
con la acumulacion de la bixina en la accesion Blanca (0.44). En la accesién Rosa
BoCCD4-2 mostr6 su mayor nivel de expresion en la etapa S4, con un coeficiente de
correlacion de 0.6. Por su parte, el gen BoCCD4-4 mostré una correlacién de 0.7 en la
accesion Blanca en el estadio de desarrollo S4, mientras que en la accesién Rosa en el
estadio de desarrollo S3 mostré una correlacion menor (0.4), (Figura 3.6. F, H y Cuadro
3.3).

Estos resultados son interesantes, ya que en el analisis del transcriptoma se establecio
que los genes BoCCDs son mas expresados en la etapa inmadura (aproximadamente en
el estadio S3), en comparacion con el estadio maduro (S5), postulando como candidatos
para estar involucrados en la biosintesis de la bixina a los genes BoCCD1-3, BoCCD1-4,
BoCCD4-1, BoCCD4-2 y BoCCD4-3 (Céardenas-Conejo et al. 2015). De tal manera,
conjugando los resultados de ambos estudios es valido proponer a los genes BoCCD4-3 y
BoCCD4-1 como candidatos para participar en la biosintesis de bixina.

3.3.2 Andlisis de expresion del gen BoCCD1

El nivel de expresion del gen BoCCD1-1 en la accesion Blanca incrementa durante el
desarrollo de las semillas y drasticamente decrese en la etapa S5. (Figura 3.6 A). Este
perfil de expresion tuvo una correlacién positiva (0.8) con respecto a la acumulacion de la
bixina, sin embargo, en la accesién Rosa la expresion de este gen tuvo una muy baja

correlacion (-0.05) con la acumulacién de pigmento (Cuadro 3.3).

Los niveles de expresion de los genes BoCCD1-2, BoCCD1-3 y BoCCD1-4 en la accesion
Blanca, mostraron una baja correlacién (0.4) con respecto a la acumulacion de la bixina.
(Cuadro 3.3). De manera interesante, en la accesion Rosa los genes BoCCD1-2 y
BoCCD1-3 incrementaron su expresion en la etapa S3, siendo 10 veces mayor que la
expresion del gen BoCCD1-1, sin embargo, ambos genes tuvieron una correlacion baja
con respecto a la acumulacion de la bixina, de 0.6 y 0.4 respectivamente, (Figura 3.6 B, C
y Cuadro 3.3).

Con base a este resultado, el gen BoCCD1-1 también se consideré como potencialmente
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implicado en la sintesis de la bixina. Al respecto, Rodriguez-Avila et al. (2011a) reportaron
que posiblemente la BoCCD1 estuviera involucrada en la biosintesis de la bixina, ya que
durante el analisis de su expresion en seis estadios de desarrollo de la semilla, se
observé que la expresion del gen BoCCD1 incrementa hasta antes del estadio maduro, lo

cual concuerda con los resultados de expresion y con la acumulacion de bixina.

En general, la maxima acumulacion de los genes BoCCDs se presenta en los estadios de
desarrollo S3 y S4, mientras que en el estadio S5, su nivel de expresion decrece

drasticamente (Cuadro 3.1).

3.3.3 Analisis de expresion de los genes B y ¢ ciclasas

Considerando el importante papel de las B y ¢- ciclasas en la transformacién del licopeno
para producir a- y f- carotenoides, como punto importante en la regulacion de la
conversion de carotenoides y apocarotenoides como la bixina, se analizén la expresion de
los genes Bog - y Boe- ciclasas para explorar su posible participacion en la sintesis de la

bixina.

El nivel de expresion de los genes B y - ciclasas en la accesion Rosa decrece a medida
que avanza el desarrollo de la semilla, lo cual coincide con la mayor acumulacion de la
bixina en esta accesion. El estadio S3 mostr6 la mayor expresion de Bog- ciclasa con una
correlacion de 0.6 con relacién a la acumulacién de la bixina, para el caso de Boe- ciclasa,
la mayor expresion fue en le estadio S4, con un coeficiente de correlacién de 0.4 con

respecto a la acumulacion de la bixina (Figura 3.6 I, J y Cuadro 3.3).

Por otra parte, en la accesion Blanca pasa lo opuesto, el nivel de expresion de B vy -
ciclasas es mayor con respecto a a la accesion Rosa. Ademas, el nivel de expresion de
Bog- ciclasa es maximo en el estadio S1 con un coeficiente de correlacién de 0.5 con
respecto a la acumulacion de la bixina, mientras que para el gen Boe- ciclasa el nivel de
expresion es maximo en el estadio S2, con un coeficiente de correlacion de 0.4 con

respecto a la acumulacion de la bixina. (Figura 3.6 |, J y Cuadro 3.3).

Estos resultados son interesantes ya que las Sy & ciclasas determinan tanto el flujo de

los carotenoides, asi como la disposicion de licopeno presente, lo cual podria indicar que
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By & ciclasas juegan un papel importante en la biosintesis de la bixina y posiblemente

explicar las diferencias en la acumulacion de la bixina entre accesiones.

A) BoCCD1-1 B) BoCCD1-2 Q) BoCCD1-3 D) BoCCD1-4

Relative expression
Relative expression
uoissaidxa aAneRYy
Relative expression
uoissaldxa annePy
Relative expression

E) BoCCD4-1 F) BoCCD4-2 19) BoCCD4-3 H) BoCCD4-4

uolssaidxa anneey
Relative expression
Relative expression

Relative expression
Relative expression

)} BobLCY J) BoeLCY K) Bixina

iy
5

uoissaldxa annepy
% of bixin

Relative expression
uoissaidxa anne@y
&

Relative expression

Figura 3.6. Analisis de la expresion por qRT-PCR de los genes BoCCDs, B y &- ciclasas en dos
accesiones de Bixa orellana L.

Las barras de color rojo representan la accesion Rosa y las barras de color blancas representan la
accesion Blanca. S1 a S5 corresponden a los diferentes estadios en desarrollo de las semillas. Los
niveles de expresion fueron normalizados de acuerdo con la expresion del gen 18S y en todos los
casos el estadio S1 se utilizd6 como referencia. Los valores reportados representan las medias + SD
de n=3. En K se muestra el porcentaje de acumulacion de la bixina de las dos accesiones en los
diferentes estadios de desarrollo. Diferentes letras indican diferencias significativas en los niviles de
expresion.

Cuadro 3.3. Analisis de correlacién entre la expresion de los genes referidos y la acumulacién de
bixina.

Rosa

Correlacion CCD1-1 CCD1-2 CCD1-3 CCD1-4 CCD4-1 CCD4-2 CCD4-3 CCD4-4 BLYC ELYC BIXIN
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CCD1-1 1.00 0.01 0.06 0.81 0.04 0.03 0.29 -0.05 0.11 0.38 -0.05
CCD1-2 1.00 0.82 0.03 0.51 -0.06 0.45 0.76 0.68 -0.12 0.64
CCD1-3 1.00 -0.01 0.18 -0.17 0.28 0.35 048 -0.20 0.44
CCD1-4 1.00 0.14 0.19 0.34 0.07 -0.07 0.49 0.08
CCD4-1 1.00 0.73 0.82 0.55 0.60 0.57 0.89
CCD4-2 1.00 0.75 0.04 026 0.78 0.66
CCD4-3 1.00 044 064 059 0.73
CCD4-4 1.00 0.66 0.05 0.49
BLYC 1.00 0.23 0.62
ELYC 1.00 0.43
BIXIN 1.00
Blanca
Correlacion CCD1-1 CCD1-2 CCD1-3 CCD1-4 CCD4-1 CCD4-2 CCD4-3 CCD4-4 BLYC ELYC BIXIN
CCD1-1 1.00 0.30 0.14 0.20 0.74 0.26 0.30 0.54 055 020 0.81
CCD1-2 1.00 0.70 0.81 0.30 0.78 0.87 -0.14 041 042 0.46
CCD1-3 1.00 0.74 0.26 0.80 0.73 -0.21 040 0.28 0.35
CCD1-4 1.00 0.29 0.79 0.79 -0.08 053 0.23 047
CCD4-1 1.00 0.30 0.15 0.79 028 046 091
CCD4-2 1.00 0.67 -0.18 0.27 049 044
CCD4-3 1.00 -0.18 0.69 0.06 0.37
CCD4-4 1.00 0.22 0.22 0.71
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BLYC 1.00 -0.16
ELYC 1.00
BIXIN

0.52

0.41

1.00

3.4 Andlisis in silico de las secuencias de los genes BoCCDs

3.4.1 Andlisis de sucuencias y modelo por homologia de BoCCD
Como ya se menciond, los genes de la familia de CCDs presentan caracteristicas

estructurales conservadas entre esta familia de enzimas.

Una de las caracteristicas que distingue a las CCD1s de las CCD4s es su localizacion
celular. Las CCDl1s estan localizadas en el citosol, mientras que las CCD4s se localizan
en los plastidios en la mayoria de las plantas, donde también se localizan sus sutratos
(Cunningham y Gantt, 1998; Walter y Strack, 2011). Bajo esta consideracion la prediccion
de la localizacion subcelular de las BoCCDs, se determind en iPSORT Prediction,
(http:/fipsort.hgc.jp/) (Figura 3.7 A).

La comparacion de las secuencias proteicas de CCDs de Bixa orellana L. con otras
plantas, revel6 que existe mucha variabilidad en el extremo N-terminal, donde
presuntamente se localiza el péptido sefial de localizacién subcelular.

De acuerdo a las predicciones, las CCD1s no contienen péptido sefial de localizacion
plastidica y de hecho, las enzimas de este tipo no han sido localizadas en los plastidos
(Walter y Strack, 2011). En Arabidopsis, todos los miembros de la subfamilia CCDs,
excepto AtCCD1, contienen un péptido sefal de localizacion plastidica (Tan et al. 2003,
Bouvier et al. 2003b, Auldridge et al. 2006b). Por su parte, las BoCCD4s de Bixa orellana
L., contienen un péptido sefal plastidico, lo que concuerda con lo reportado por
Cardenas-Conejo et al. (2015) Figura 3.7 A.

El nivel de identidad entre secuencias de las familias de CCDs y las NCEDs en plantas ha
logrado que la estructura de VP14 sea considerado un prototipo ideal para el analisis de la
estructura de todas estas enzimas (Messing et al. 2010, Von et al. 2004).

Con este analisis, se observo que las BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3 de B. orellana
L. cuentan con los motivos conservados que caracterizan a la familia de CCDs, como son
los dominios de hélices tipo o y B con los cuales forma un tlnel en el que se encuentra

cuatro histidinas que coordinan el cofactor Fe*? requerido para su actividad de corte (Kloer
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y Scholz, 2006, Messing et al. 2010, Harrison y Bugg 2014), Figura 3.7 B.

Este andlisis es importante, ya que reveld que las tres BoCCDs analizadas cuentan con
toda la estructura que caracteriza una CCD de plantas, por lo que muy probablemente
puedan tener actividad de corte sobre algun substrato como el licopeno.

En muchos casos la estructura de CCDs de otras plantas y la falta de los dominios o

regiones, esta implicada en la actividad de una CCD particular (Rodrigo et al. 2013,
Frusciante et al. 2014).
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Figura 3.7. Andlisis In silico de BoCCDs

A) Alineamiento de secuencias BoCCDs con proteinas homologas. Las secuencias fueron
alineadas con Mega6 (Tamura et al. 2013). Osmanthus fragrans (Thunb.) (ABY60887.1), Oryza
sativa Japonica Group (NP_001047858.1), Crocus sativus L. (CAD3326.1), Theobroma cacao L.
(XP_007023695.1), Zea mays L. (024592), Citrus unshiu (Yu. Tanaka ex Swingle) (BAE92957.1),
Vitis vinifera (AAX48772.1), Coffea canephora L. (ABA43900.1), Osmanthus fragrans (Thunb.)
(BAJ0O5401.1), Bixa orellana L. (CAD71148.1, ABS19630.2, KT359018, KT359019, KT359020,
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KT359021, KT359022, KT359023, KT359024), y Arabidopsis thaliana L. (NP_191911.1). El nimero
cercano a cada clado representa el valor bootstrap por 1000 replicas. El arbol fue enraizado
utilizando Synechocystis sp. apocarotenoid cleavage oxygenase (ACO) (P74334). Los diamantes
naranjas representan las BoCCDs analizadas, en rectangulos verdes el péptido sefial de acuerdo a
iPSORT (http://ipsort.hgc.jp/). Las letras en rojo y amarillo indican los residuos de histidina y
aspartato o glutamato respectivamente. B) Suporposicion estructural de la BoCCD1 (verde),
BoCCD4-1 (azul claro) y BoCCD4-3 (verde fuerte). Los modelos muestran el centro catalitico
(esfera roja) y los dominios a-y - helice, en los recuadros negros un acercameinto de las cuatro
hisitidinas que coordinan el Fe?*.

3.5 RT-PCR in situ de BoCCD1-1, BoCCD4-1, BoCCD4-3

Para identificar las células en las cuales son expresados los genes BoCCDs se utilizé la
técnica deRT-PCR in situ. La expresién de los genes BoCCD1-1, BoCCD4-1, BoCCD4-3
a nivel celular fue analizada en la etapa S4. La presencia de la tincién en color azul indica
la presencia de transcritos del gen analizado. Como control positivo (18S+, con anticuerpo
digoxigenina) y negativo (18S-, sin anticuerpo digoxigenina) fue utilizado el gen RNA

ribosomal 18S de achiote (Figura 3.8).

La expresion del gen 18S+ se observé en el arilo de la semilla, donde se ve formando
estructuras circulares en la periferia de la semilla (BSC) (Figura 3.8, flechas blancas) y en
el endospermo (flechas amarillas). Por su parte, los transcritos de los genes BoCCDs
fueron encontrados en las mismas células en las que se detecté la expresion del gen 18S,
sin embargo, se observé que la intensidad de la tincién fue diferente para cada gen
analizado. El gen BoCCD4-3 fue el que presentd mayor expresion y tincion en las BSC (e)
en comparacion con BoCCD4-1 (f) y BoCCD1-1 (d). El gen BoCCD4-1 fue el gen que
presenté menor expresion y tinsién en la mayoria de los tejidos analizados, los cuales
mostraban menor tincion. En comparacion con los genes 18S+ (i) y BoCCD4-3 (k), la
expresion del gen BoCCD1-1 fue més intensa en el endospermo (j).

De manera interesante se observo que las células BSC son las zonas con tincibn mas
intensa (a-f). Los tejidos fueron testificados de manera negativa con la expresion del gen

18S-, que no muestrd expresion en los tejidos indicados (b, h).

La expresion del gen BoCCD4-3 en las BSC es un resultado interesante, ya que estas
células son las encargadas de almacenar bixina (Louro y Santiga 2015) por lo que la
expresion de este gen en estas células podria indicar su participacion en la sintesis de la

bixina. Por su parte el gen BoCCD1-1 parece expresarse mas en el endospermo que en
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las BSC, lo cual difiere con lo reportado por Rodriguez-Avila et al. (2011b), esto
posiblemente esta relacionado al estadio de la semilla analizado o la expresién de otro

alelo del gen BoCCD1-1 por tratarse de una accesion diferente, ya q.

Por otro lado, el gen BoCCD4-1 al parecer podria no estar involucrado en la sintesis de
bixina, ya que muestra una baja expresion en los tejidos analizados. Sin embargo, los
resultados apoyan que por lo menos una de las BoCCDs analizadas podria estar

involucrada en la sintesis de bixina.

Endospermo

Sin
tratamiento

18S ()

18S ()

BoCCDI-1

BoCCD4-3

BoCCD4-1
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Figura 3.8. PCR in situ de semillas inmaduras de achiote en etapa S4.

La tincion en color azul indica expresion del gen referido.

a, g) Semilla inmadura sin tratamiento; b, h) 18S- control negativo; c, i) 18S control postivo; d, j)
Gen BoCCD1-1; e, k) Gen BoCCD4-3; f, ) Gen BoCCD4-1. BSC: células de almacenamiento de
bixina: (flechas blancas), flechas amarillas: endospermo. Barra = 100um.

3.6 Andlisis de la funcion de los genes BoCCDs en E. coli
3.6.1 Clonacién de los genes BoCCDs en E. coli

De acuerdo al analisis de expresion de los genes BoCCDs, se seleccionaron los genes
BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3, para estudiar su funcién y posible participacion en la
biosintesis de la bixina, ya que su expresién se incrementa durante el desarrollo de la

semilla y correlaciona con la acumulacion del pigmento.

Para determinar la funcién los genes BoCCDs referidos, como primer paso fue necesario

clonarlos en E. coli utilizando el sistema de expresibn GATEWEY.

3.6.2 Amplificacién de los ORFs de las BoCCDs seleccionadas y su
clonacién en el vector pCR™8/GW/TOPO.

Inicialmente se obtuvieron los amplicones correpondientes a los marcos de lectura
abiertos de los genes BoCCD1-1 (1656 pb), BoCCD4-1 (1846 pb) y BoCCD4-3 (1780 pb),
Figura 3.9.

BoCCD1-1 BoCCD4-1 BoCCD4-3

2000pb
1650pb

2000pb
1650pb

2000pb
1650po

Figura 3.9 Productos de la amplificaciéon de los ORFs de los genes BoCCDs.

Se muestran geles de agarosa al 1% tefiidos con gel red en los que se resolvieron los fragmentos
de amplificacién obtenidos. Amplicones obtenidos de los genes BoCCD1-1: 1656 pb, BoCCD4-1.:
1846 pb, BoCCD4-3: 1780 pb. Marcador de peso molecular 1kb plus.

Los productos de amplificacion se purificaron del gel y se ligaron al vector de clonacion

pCR™8/GW/TOPO de la manera referida en materiales y métodos.
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3.6.2.1 Seleccidén de colonias de bacterias transformadas

La insercion del ORF en el vector pPCR™8/GW/TOPO se corroboro6 por digestion de DNA
plamidico obtenido de las colonias transformantes seleccionadas con la enzima EcoRI
(Promega). Como producto de la digestion en todos los casos se obtuvieron dos
fragmentos, para BoCCD1-1 de 2860 y 1692 pb, para BoCCD4-1 de 2868 y 1908 pb y
para BoCCD4-3 de 2868 y 1824 pb (Figura 3.10).

BoCCD1-1
*

2860pb
1692pb

BoCCD4-1,

4000pb — |
300006 2868pb
2000pb 1908pb
1650pb
BoCCD4-3

4000pb

2000pb——— < 1824pb
1650pb

Figura 3.10. Verificacion de los productos de recombinacion entre pPCR™8/GW/TOPO y los genes
BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3.

Los plasmidos fueron digeridos con EcoRI. En * colonias utilizadas para el siguiente andlisis. Cada

carril representa una colia transformada. Gel de agarosa al 1% tefiido con gel red. Marcador 1kb
plus.

3.6.3 Movilizacién de los genes BoCCDs al vector de expresion
pDEST™17Gateway®
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Las bacterias recombiantes obtenidas de la clonacion de las BoCCD en el plasmido
pCR™8/GW/TOPO se utilizaron para transferir el gen de interés al vector de expresion
pDEST™17Geteway® por LR recombinacion. La confirmacion del fragmenteo de DNA
movilizado nuevamente se realiz6 por digestidon con la enzima EcoRI. En este caso, como
producto de la digestién se obtuvieron tres fragmentos para BoCCD1-1 de 4223, 1692 y
546 pb), para BoCCD4-1 de 4223, 1908, 546, y para BoCCD4-3 de 4223, 1824 y 546 pb
(Figura 3.11).

4000pb
3000pb
2000pb
1650pb

650pb
500pb

Figura 3.11. Clonas seleccionadas que llevan funsiones traduccionales de los genes a) BoCCD1-1,
b) BoCCD4-1, ¢) BoCCD4-3 en el vector de expresion pDEST17TM Gateway.

Digestion de DNA plasmidico con enzima EcoRI, los tres fragmentos producidos por la digestion
son sefialados por las fechas rojas. Gel de agarosa al 1% tefiido con gel red. Marcador 1kb plus.

3.6.3 Expresion de genes BoCCDs en la cepa de E. coli BL21 productora de
licopeno.

Los plasmidos  recombinates pDEST17BoCCD4-3, pDEST17BoCCD4-1 vy
pDEST17BoCCD1-1 fueron introducidos en cepas de E. coli BL21 previamente co-
transformadas con el plasmido pACCRT-EIB que le permite acumular licopeno, (Figura
3.12). Las colonias se seleccionaron en medio LB liquido suplementado con ampicilina y
cloranfenicol y posteriormente se indujo la expresién de los genes de interés con
arabinosa al 2% (W/V). pDEST17BoCCD4-1 no pudo ser clonada, por lo que se continud
Unicamente con las contrucciones pDEST17BoCCD1-1 y pDEST17BoCCD4-3.
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a) b)

-

Figura 3.12. Diferencia entre las cepas bacterianas a) pACCRT-EIB (control) y b) pDES17BoCCDs
(experimental).

3.6.3.1 Andlisis de la funcion de los genes BoCCD1-1 y BoCCD4-3 por
complementacion de color

La funcién de los productos proteicos de los genes BoCCD1-1 y BoCCD4-3 se determiné
por su capacidad de degradar el licopeno producido por la cepa pACCRT-EIB. Cuando se
indujo la expresion de los transgenes con arabinosa, se observé cambio de coloracion en
las cepas de E. coli que expresan los plasmidos pDEST17BoCCD1-1 vy
pDEST17BoCCD4-3 en comparacion con la cepa control pACCRT-EIB que sélo expresa
los genes para producri licopeno. La pérdida de color indica que el carotenoide (licopeno)
producido por la cepa pACCRT-EIB es utilizado como substrato por las BoCCDs para

producir nuevos compuestos (Figura 3.13).

a)

B S

Figura 3.13. Andlisis de la expresion de BoCCDs en E. coli. a) pACCRT-EIB, b) pACCRT-EIB +
pDEST17BoCCD1-1, ¢) pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD4-3.

Los andlisis de expresion en E. coli han sido de gran ayuda para elucidar rutas o
productos en otras plantas; los productos de estas enzimas han demostrado tener un
impacto importante en la pigmentacion de érganos en crisantemos, papa, durazno
(Ohmiya et al. 2006, Campbell et al. 2010, Brandi et al. 2011, Adami et al. 2013).

Este andlisis indica que BoCCD1-1 y BoCCD4-3 son funcionales en E. coli. por lo que

podrian estar involucradas en la biosintesis de bixina, produciendo algin compuesto
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involucrado en su biositesis como podria ser la bixina aldehido.

3.6.5 Andlisis de absorbanciay fluorescencia de BoCCD1-1, BoCCD4-3y
bixina

El analisis de funcionalidad mostré un cambio en el color de los extractos de las BoCCDs
analizadas (Figura 3.13 A, B, C), por lo que para tratar de ideintificar los productos de su
actividad sobre el licopeno, se midieron los espectros de absorbancia y fluorescencia de

los extractos.

Se obsevd que las absorbancias de los extractos presentan picos cercanos a las
longitudes de onda de absorcién del licopeno vy la bixina. Figura 3.14 D. Para obtener el
espectro de emision de fluorescencia, los extractos fueron excitados a una longitud de
onda de 420 nm, donde los espectros de absorcion de pDEST17BoCCD1 vy
pDEST17BoCCD4 presenta el maximo de absorcion (Figura 3.14 E).

En cuanto al andlisis por fluorescencia, se obtuvo un perfil de emisiéon aproximadamente
de 450 a 590 nm, mientras que, para el extracto de pACCRT-EIB, al igual que para los
controles (licopeno y bixina), no se presentd una intensidad significativa en ese rango de
longitudes de onda.

v
\

TV

Fig. 3.14 Espectros de absorbancia y fluorescencia de los extractos.
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A) pACCRT-EIB, B) pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD1-1, C) pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD4-3.
D) Espectros de absorbancia normalizada al maximo, de los estandares de licopeno (linea negra) y
de la bixina (linea gris). E) Espectros de absorbacia normalizada al méximo, de los extractos de
pACCRT-EIB (linea continua), pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD1-1 (linea discontinua) y pACCRT-
EIB + pDEST17BoCCD4-3 (linea punteada). F) Espectros de emisién de fluorescencia de
pACCRT-EIB (linea continua), pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD4-3 (linea discontinua) y pACCRT-
EIB + pDEST17B0oCCD1-1 (linea punteada), a una excitacion con longitud de onda de 420nm.

De tal manera, se sugiere que existen compuestos que sOlo se producen como
consecuencia de las actividades de BoCCD1-1 y BoCCD4-3, como podria ser el caso de
la bixina aldehido (Figura 3.14 F), que es el compuesto formado después que el licopeno
(presente en pACCRT-EIB) ha sido cortado por una CCD en la pisicion 5,6/ 57,6 (Bouvier
et al. 2003a). Hasta este punto, es véalido suponer que BoCCD1-1 y BoCCD4-3 estan
involucradas en la biosintesis de la bixina. Para corroborar esta suposicién, se procedié a
nalizar los extractos de pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD1-1 y pACCRT-EIB +
pDEST17BoCCD4-3 para tratar de identificar la presencia de la bixina aldehido.

3.6.4 Andlisis de productos generados en cultivos de E. coli: pACCRT-EIB,
pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD1-1y pACCRT-EIB + pDEST17B0oCCD4-3 por
UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS

Para este analisis primero se identific6 la presencia de licopeno en las muestras:
pACCRT-EIB (Control), pACCRT-EIB + pDEST17BoCCD1-1, pACCRT-EIB +
pDEST17BoCCD4-3, utilizando como control positivo un estandar de licopeno (536.4
g/mol).

En los extractos analizados se pudo observar que los perfiles generados varian

dependiendo de la BoCCD expresada en E. Coli.

El andlisis de la muestra pACCRT-EIB mostr6é un pico en 536.4 g/mol que comprende de
340 a 540 m/z, (Figura 3.15 A), que es consistente con el tiempo de retencion del
estandar de licopeno (536.4 g/mol). Dicho pico se reduce cuando la expresion de
BoCCD1-1 o BoCCD4-3 es inducida, indicando que las BoCCDs analizadas utilizan al

licopeno como substrato (Figura 3.15 By C).

De acuerdo con Jako et al. (2002) y Bouvier et al. (2003b), el producto generado por el
corte simétrico del licopeno en las posiciénes 5, 6 y 5", 6° es la bixina aldehido (348.3

g/mol). Asi, asumiendo que la BoCCD1-1 o BoCCD4-3 puedan realizar este corte; se
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procedio a determinar la presencia de este compuesto en los extractos.

La bixina aldehido se encontr6 en los extractos de BoCCD1-1 y BoCCD4-3 como un
aducto de 349.2 m/z, el cual correponde a [M+H]", es decir de 348.2 m/z + peso molecular
del hidrégeno. La relacion 349.2 m/z corresponde al porcentaje presentado por las
relaciones m/z en el rango de 340 a 540 m/z. Para este analisis se utilizé el estandar de
bixina, ya que a la fecha no existe un estandar de bixina aldehido, pero se consider6 que

el estandar de bixina deberia contenerlo.

En la Figura 3.15 A, se puede observar que el aducto [M+H]" no se encuentra presente en
el control pACCRT-EIB, lo cual indica que efectivamente las BoCCDs estan utilizando al

licopeno como substrato para formarlo.

De manera interesante este resultado nos indica que, al menos en condiciones in vitro,
ambas BoCCDs pueden realizar el mismo corte sobre el licopeno, sugiriendo tanot la
participacion de estas enzimas en la biosintesis de la bixina, como que, en la ruta de

biosintesis de este pigmento, aparentemente hay mas de un producto génico involucrado.
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Figura 3.15 Espectros ESI-TOF-MS por inyeccion directa de A) pACCRT-EIB, B) pACCRT-EIB +
pDEST17BoCCD1-1, C) pACCRT-EIB + pDEST17B0oCCD4-3.

El triangulo rojo indica al licopeno m/z, y el triangulo naranja correponde a la relacién m/z de la
bixina aldehido (aducto [M+H]+). Todas las relaciones identificadas se relacionaron con las masas
del estandar de bixina.

Sin embargo, dado que la relacibn m/z sélo corresponde a la relacion masa/carga y no el
compuesto, se decidid realizar un FTIR (“Fourier Transform infrared absorption spectra”),
para identificar los grupos funcionales presentes en los extractos y asi buscar la presencia
de los grupos aldehido y &cido en los extractos de BoCCD1-1 y BoCCD4-3, en

comparacion con el estandar de bixina.

3.6.5 Andlisis de FTIR, absorbancia y fluorescencia de BoCCD1-1, BoCCD4-3
y bixina

Los resultados del andlisis por FTIR mostraron un pico a los 2250 cm™ en los extractos de
BoCCD1-1 y BoCCD4-3, que no esta presente en el espectro de la bixina, este pico

podria ser producto de la absorcién armoénica entre el cambio de enlaces de los grupos
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CHO (*), CH (**) y CH3 (***), presentes por los diferentes compuestos generados por la
digestién de licopeno. En esa zona también se registran los picos correspondientes a los
triples enlaces entre carbono y carbono (2100-2250 cm™). Otro cambio significativo se
registré en la zona comprendida entre 1600 a 1800 cm™, donde los picos representativos
indican la presencia de dobles enlaces entre carbono y oxigeno de los grupos ésteres
(1735-1800), grupos de acidos carboxilicos (1700-1725) y grupos de aldehido y cetona
(1630-1820). El cambio observado es la asimetria que se presentan los dos picos de esta
zona en los espectros de BoCCD1 y BoCCD4, comparados con los de bixina, que podria
indicar la presencia de la union C=0 entre los grupos aldehidicos (bixina aldehido) y
acidos (norbixina) o éster (bixina), detectados con las diferentes masas. (Figura 3.16).

bR i 5 T P e, L IS Uil ST WO R S
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Figura 3.16. Espectros de FTIR para A) BoCCD4-3, B) BoCCD1-1 y C) STD de Bixina.
Absorciones arménicas del IR-cercano (near-infrared overtone absorptions): entre CHO y CH (*, **)
y entre CH2 y CH3.

Este resultado da mas evidencia tanto de que BoCCD1-1 y BoCCD4-3 son funciolaes y
podrian estar involucradas en la biosintesis de bixina, ya que en este analisis los perfiles
apuntan a la produccion de compuestos con grupos aldehido en su estructura, como que

posiblemente en la biosintesis de este pigmento participan mas de una CCDs.
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CAPITULO IV
DISCUSION, CONCLUSIONES Y PESPECTIVAS
4.1 Discusion

Debido a que la ruta de biosintesis de la bixina reportado por Bouvier et al, (2003b) no ha
sido reproducible y que en el andlisis del transcriptoma de B. orellana L. (Cardenas-
Conejo et al. 2015) reveld, no sélo la falta de expresion de los genes publicados, si no
también, la expresion de un alelo para los genes de las familias: CCD, ADH, MET
involucradas en la biosintesis de bixina, ha llevado a un analisis mas complejo de lo
publicado por Bouvier et al. (2003b). El analisis incluyo el estudio de la primera enzima
implicada en la biosintesis de la bixina, CCD, estableciendo su localizacion subcelular,
funciones de modelado de proteinas homélogas, analisis de expresion por RT-PCR en
tiempo real y RT-PCR in situ, determinacion de la funcién de las BoCCD en E. coli. y la
identificacion y caracterizacion de los productos resultantes de la degradacion del

licopeno mediada por las BoCCDs expresadas en E. coli.

Asi, con base en el transcriptoma recientemente obtenido en nuestro grupo de
investigacion, se seleccionaron diferentes BoCCDs 1 y 4 como potencialmente
involucradas en la biosintesis de bixina, considerando tanto sus patrones de expresion

diferencial como la relacion de su expresion con el contenido de bixina.

Este estudio, que se realiz6 a través de diferentes etapas de desarrollo de la semilla que
es el 6rgano de la planta de B. orellana L. donde se encuentra la mayor concentracion de
bixina, contribuye a entender mejor las diferencias en la acumulacién de este pigmento en

dos accesiones contrastantes de Bixa orellana L.: Rosa (N4) y Blanca (P13).

Los resultados obtenidos mostraron que las dos accesiones analizadas producen
diferentes cantidades de bixina durante el desarrollo de la semilla. La acumulacion del
pigmento, si bien comienza desde las primeras etapas de desarrollo, es el estadio S4 es
donde mas se acumula, mientras que, en la etapa de maximo desarrollo (S5) que
representa el estadio donde se pensaba existia la maxima acumulacién y es cuando
comercialmente el pigmento es extraido para su comercializacién, el nivel de bixina

disminuye.
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De manera interesante, se observé que la accesién Rosa presenta 30 % mas bixina que
la accesion Blanca. Se ha reportado que el contenido de bixina en las semillas varia de
una planta a otra y coincide con las caracteristicas fenotipicas (Rivera-Madrid et al. 2006;
Valdez-Ojeda et al. 2008, Trujillo-Hernandez et al. 2013).

Por otro lado, en ambas accesiones el contenido de la bixina disminuye en el estadio S5,
un 45 % para la accesion Rosa y un 76 % para la accesion Blanca, por lo que la
disminucién del contenido de bixina podria estar relacionada con otros factores como
podria ser un proceso de degradacion asociado al desarrollo de la semilla, causado por la
oxidacion o por la translocacion a la parte externa del arilo donde el pigmento se acumula
en la semilla madura. Otra razén de la disminucién del contenido de bixina podria estar
asociado a la relaciéon peso fresco / peso seco, ya que las semillas inmaduras tienen mas
agua y son mas grandes. Otra posibilidad es que cuando se alcanza el maximo contenido
de bixina en las semillas inmaduras el pigmento comienza a ser excretado en las semillas
maduras. Finalmente es probable que la semilla madura sea utilizada como un érgano de
almacenamiento de bixina y sus niveles disminuyen como consecuencia de la pérdida de

las funciones de sintesis.

Resultados similares se han observado durante el desarrollo de los estigmas en el azafran
(Crocus sativus L.), en el cual se observé que los niveles de la crocetina son mayores en

estadios inmaduros que en estadios maduros (Ahrazem et al. 2015).

De manera interesante, Frusciante et al. (2014) y Ahrazem et al. (2015) han reportado que
la expresién del gen carotenoide dioxigenesa 2 en el azafran (CaCCD2) tiene una
correlacion con el contenido de crocetina en el azafran y la acumulacion de este pigmento

es controlada principalmente a nivel transcripcional por dicho gen.

En el andlisis de la expresién de ocho genes BoCCDs en Bixa orellana L., se observo que
BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3 incrementan su expresion durante el desarrollo de la
semilla hasta el estadio S4 y disminuyen en el estadio S5 (Cardenas-Conejo et al. 2015;
Rodriguez-Avila et al. 2011b), en paralelo, la reduccién de la expresion de estos genes
coincide con la acumulacion de bixina, lo que sugiere que los genes BoCCDs se expresan
cuando comienza la produccién bixina y disminuyen su expresion cuando la biosintesis de

bixina se ha completado. De cualquier manera, la comparacion de los perfiles de
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expresion de los genes BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3, resulté interesante, ya que
se observé que el gen BoCCD4-3 se expresa particularmente mas en la accesion Rosa
(mayor contenido de bixina), mientras el gen BoCCD1-1 se expresa mas en la accesion
Blanca (menor contenido de bixina). Por su parte, la expresion del gen BoCCD4-1 es

similar en ambas accesiones.

Esta observacion sugiere que la expresion diferencial de las BoCCDs puede estar
relacionada a los diferentes tipos de apocarotenoides producidos en esta especie como
se ha reportado en otros casos. Por ejemplo, la expresion de la CCD1 tiene en un papel
importante en la formacion de apocarotenoides volatiles en flores y frutos como la B-
ionona (Schwartz et al. 2001), mientras que las CCD4s han sido documentadas para
participar en la sintesis de pigmentos como crocetina en el azafradn (Crocus Sativus L.)
(Bouvier et al. 2003a, Rubio et al. 2008) y la bixina en el achiote (Bixa orellana L.)
(Bouvier et al. 2003b).

El andlisis de la expresién de CCDs en otras especies de plantas han mostrado que
genes individuales tienen un perfil de expresién en tejido especifico, que es controlada de
acuerdo con la produccién de apocarotenoides tales como los involucrados en el
desarrollo o la respuesta a estrés (Simkin et al., 2008). Mecanismos reguladores de
retroalimentacién acttan en la via de los carotenoides y se ha reportado que los

apocarotenoides estan involucrados en dicho control (Cazzonelli y Pogson, 2010).

Por otro lado, en Bixa orellana L. se ha reportado de la existencia de unas células de
almacenamiento de carotenoides (CSC) en el arilo de la semilla (Louro y Santiago 2015),
cuya principal caracteristica de estas células es que almacenan bixina, norbixina y otros
carotenoides. En el andlisis de la semilla por histologia, se observé a la bixina formando
cumulos circulares (BSC) en la parte periférica de la semilla las cuales incrementan y
aumenta de tamafio durante el desarrollo de la semilla, como previamente fue reportado
por Louro y Santiago (2015). La identificacién de estas células motivé el andlisis de la la
expresion de los genes BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4 -3 por RT-PCR in situ y el

resultado mostré que el gen BoCCD4-3 se expresa mas en ellas.

De manera interesante, el gen BoCCD4-3 ha sido reportado como uno de los principales

candidatos para participar en la biosintesis de la bixina (Cardenas-Conejo et al. 2015), por
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lo que el resultado de su expresion en las BSC, aporta mas evidencia sobre la posible

participacion de esta BoCCD en la biosintesis de bixina.

Sobre el papel que desempefian los genes BoS-LYC1 y Boe-LCY en la biosintesis de la
bixina, cabe sefalar que las licopeno ciclasas son un punto importante de regulacion
durante la biosintesis de carotenoides en plantas, ya que determinan el flujo de los
carotenoides mas abundantes y las xantofilas, especificamente regulan la proporcion de

luteina versus B-caroteno y zeaxantina (Cunnigham y Gantt 1998; Kennis et al., 2001).

La expresion de los genes BoB-LYC1 y Boe-LCY durante los estadios en desarrollo de la
semilla de B. orellana L. mostraron una importante relacion con la acumulacion de la
bixina. BoB-LYC1 y Boe-LCY se expresan mas en la accesion Blanca (menor contenido
de bixina) y menos en la accesién Rosa (mayor contenido de bixina), lo cual sugiere que
los altos niveles de expresion de BoB-LYCL1 y Boe-LCY corresponden con la viabilidad del
licopeno como substrato para la biosintesis de bixina, en concordancia con el bajo
contenido de bixina presente en la accesion Blanca. En el caso de la accesion Rosa, los
bajos niveles de expresion promueven la acumulacion del licopeno, el cual
subsecuentemente es utlizado como substrato para la biosintesis de la bixina,
coincidiendo asi con que esta accesion sea la que mayor contenido de bixina tiene. Por
otro lado, estos resultados concuerdan con un reciente analisis, en el cual en una
poblacion de B. orellana L. se identificé un polimorfismo utilizando a la BoS-LYC1 como
marcador funcional. EI SNPs (polimorfismo de nucledtido simple) obtenido mostré que
esta asociado con el color de la flor y el bajo contenido de bixina en accesiones con flores
blancas (Trujillo-Hdz et al. 2016).

Los resultados de expresion de BoB-LYC1 y Boe-LCY, son consistentes con el modelo
propuesto por Cardenas-Conejo et al. (2015), donde los bajos niveles de expresiéon de
BoB-LYCL1 y Boe-LCY durante el desarrollo de las semillas conllevan a la acumulacién de
licopeno, el cual es utilizado por las BoCCDs para la biosintesis de la bixina. La relacion
entre la acumualcién de apocarotenoides y los altos niveles de expresiéon de los genes
licopeno ciclasas también ha sido documentado durante el mencanismo de sintesis del
azafran (Ahrazem et al. 2009). Asi estos resultados parecen indicar que - y e-ciclasa son

clave en el control de la sintesis de la bixina.
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El analisis de secuencias a nivel de amino acidos de varias familias de CCD indic6 que los
miembros de las CCDS de Bixa orellana L. se agrupan en los clados de las familias
CCD4s y CCD1s. El arbol filogenético mostré cinco clisters que corresponden a cada
grupo de CCDs, nombrados NCED, CCD1, CCD4, CCD7, CCD8. Cada sub-familia CCD,
en la mayoria de las especies de la misma familia de plantas se agrupan en el mismo
clado (Priya y Siva, 2014). La relacion filogenética de los genes CCD se documento
previamente en algunas especies de plantas como la uva (Lashbrooke et al, 2013), maiz,
sorgo y arroz (Vallabhaneni et al. 2010). De manera interesante, la ya caractarizada
BoLCD, reconocida como la enzima directamente involucrada en la sintesis de bixina
(Bouvier et al., 2003b), no se agrupd con las BoCCD4s caraterizadas por Cardenas-
Conejo et al. (2015). El gen que codifica para BoLCD fue aislado con base a la secuencia
de CsZCD (Bouiver et al. 2003b), por esta razén, BoLCD (CAD71148.1) y CsZCD
(CAD3326.1) se encuentran el mismo clado. Ademés, CsZCD y BoLCD comparten una
identidad de secuencia inusualmente alta a nivel de nucleétidos (98 %) y de aminoacidos
(97 %), lo cual es sorprendente para enzimas de diferentes especies que catalizan la
escision en diferentes dobles enlaces (Auldridge et al., 2006a).

Por otro lado, en el andlisis del transcriptoma de B. orellana L. (Cardenas-Conejo et al.,
2015) no se encontré a la BoLCD, quizas por esta razon las BoCCD4s en este trabajo se
agruparon en clados diferentes y alejada del clado donde se agrupa la BoLCD. De esta
forma, las CCDs de Bixa orellana L., podrian considerarse como miembros

potencialmente implicados en la produccion de bixina.

Rubio y colaboradores (2008), demostraron que la secuencia de la CsZCD esta
incompleta y que la proteina completa del azafran (Crocus sativos L.) (CsCCD4) puede

catalizar la conversion de -caroteno en B-ionona en E. coli.

Por su parte, Frusciante y colaboradores (2014) por su parte al realizar un andlisis in silico
de ambas secuencias propusieron que BoLCD podria estar truncada en el extremo N-
terminal, ya que se aisl6 originalmente a partir de la de la secuencia del gen CsZCD del
azafran (Crocus sativus L.), que aparentemente no tiene las caracteristicas estructurales
presentes en otras CCDs, como, por ejemplo, los residuos y dominios importantes para su
atividad dioxigenasa (Rubio et al. 2008). En conjunto, estos resultados apoyan la idea de

que las actividades de CsZCD y BoLCD deberian ser examinadas de forma mas
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cuidadosa (Ohmiya et al., 2009). Asi mismo, estas observaciones dan mas elementos

para considerar la participacién de nuevos miembros de CCD4 en la sintesis de bixina.

La estructura cristalografica de VP14 del maiz, ha sido utilizada como modelo para el
analisis de las caracteristicas estructurales de las CCDs de otras especies vegetales
(Schwartz et al. 1997), revelando importantes dominios funcionales, ayudando a identificar
residuos involucrados en el centro catalitico o la especificidad por un substrato (Kloer and
Schulz 2006, Messing et al., 2010).

El analisis de modelaje molecular de las BoCCD1-1, BoCCD4-1 y BoCCD4-3 de B.
orellana L., revel6 la presencia de los dos dominios conservados entre CCDs, estructuras
de a-hélice que se predice interactian con membranas y el dominio B-hélice, estructura
gue contiene el centro catalitico, coordinado por cuatro residuos de histidina altamente
conservados donde se encuentra el Fe?", cofactor necesario para su actividad
dioxigenasa (Messing et al., 2010, Kloer and Schulz 2006, Sui et al. 2013, Harrison y
Bugg 2014).

Por otro lado, todas las CCD4 contienen un péptido sefial para localizacion plastidica y
estudios de organelos en diferentes especies de plantas localizan a las CCD4s en los
partiuclarmente en plastoglébulos (PG), donde junto con otras enzimas carotenogénicas,
tienen acceso directo a sus sutratos (Rubio et al. 2008, Ytterberg et al. 2006, Ma et al.
2013).

Las BoCCD4s de Bixa orellana L. contienen un péptido sefial para localizacién plastidica
en su regién N-terminal. Considerando que BoCCD4-3 y BoCCD4-1 se localizan en los
plastidios (dentro de los PG), esto le otorgaria el acceso al licopeno, el substrato directo
para la sintesis de la bixina. Por su parte, las BoCCD1s carecen del péptido sefial.
Ensayos in vitro por immunohistolocalizaciébn, marcaje con tritio y por la fusién a la
proteina verde fluorescente (GFP), demostraron que las CsCCD1 de Crocus sativus L.,
AtCCD1 de A. thaliana y LeCCD1 de tomate, se localizan en el citoplasma (Simkin et al.
2004a, Auldridge et al. 2006b, Rubio et al. 2008).

Asi, tomando encuenta que las CCD1s son proteinas citoplasmaticas, puede pensarse

que sus substratos carotenoides son en gran parte inaccesibles para estas enzimas. Sin
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embargo, cantidades significativas de carotenoides se han encontrado en la envoltura
exterior de los cloroplastos en las espinacas (Douce et al. 1973) y en el guisante
(Markwell et al. 1992), donde probablemente si pueden ser accesibles para estas

enzimas.

También puede especularse que las enzimas CCD1 y CCD4 han evolucionado en
diferentes compartimentos de la célula. Rubio et al. (2008) han propuesto que las CCDs
podrian diversificar su acceso a los substratos de un compartimento celular, como el
plastidio, generando asi nuevas posibilidades de actividad para estas enzimas dando
origen a otros compuestos y proporcionandole a la planta diferentes beneficios.

Por lo tanto, la capacidad de interaccion con membranas de las CCDs es importante y el
dominio a-hélice permite tal interaccion. Asi, BoCCD4-3 y BoCCD4-1 podrian estar en los
plastoglébulos y transportar al licopeno hacia el centro activo formado por los dominios a-
hélices y B-hélices, que permiten el paso de moléculas como los carotenoides (Rubio et
al. 2014; Nugent y Jones 2012). Por lo que respecta a la BoCCD1-1, en el citosol podria
interaccionar con las membranas para tener acceso a los sutratos necesarios para la
formacion de apocarotenoides, o a productos de degradacién provenientes desde los

plastidios.

Otros residuos que no son preservados en todas las CCDs, como en el caso de citricos o
papa (Messing et al., 2010, Ahrazem et al. 2016), también son cruciales para la actividad
de las NECD. Esto puede estar involucrado en la actividad enzimatica, y por esta razén,

las CCDs son promiscuas al escoger sus substratos (Auldrige et al. 2006b).

Por ejemplo, el andlisis de la funcién de las enzimas NECDs a través de su expresion
heteréloga en E. coli, ha demostrado que ellas son capaces de realizar cortes en
diferentes posiciones; las enzimas NECDs producen cortes en las posiciones 11, 12
(11°,127) del doble enlace de la 9-cis-violaxantina o la 9-cis-neoxantina, considerado en el

primer paso para la biosintesis de ABA (Schwartz et al., 1997).

Sin embargo, las CCD1 y 4 son promiscuas, pues pueden cortar en las posiciones 5,6 0
(5,6 7, 8(7, 8)y9, 10 (9, 109, de un rango diverso de carotenoides para producir

diversos apocarotenoides o compuestos volatiles (Auldrige et al. 2006a, Vogel et al. 2008,
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Ohmiya 2009, Lashbrooke et al. 2013).

El andlisis de la funcion medainte la expresiéon de los genes BoCCD1-1 y BoCCD4-3 en E.
coli, reveld que estas CCD si son funcionales, lo cual indica que si utilizan al licopeno
como substrato para generar bixina aldehido (348.3 m/z), como resultado del corte

simétrico del licopeno en la posicion 5,6/ 57,6 (Bouvier et al. 2003b).

Durante el andlisis por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS de los compuestos generados en los
extractos de BoCCD1-1 y BoCCD4-3 se detectdé un compuesto como el aducto de 349.2
m/z que corresponde a [M+H]*. Este resultado es particularmente muy interesante ya que
permite suponer que tanto BoCCD1-1 y BoCCD4-3 tienen actividad de corte 5, 6/ 57, 6°
sobre el licopeno. Lo més relevante de este trabajo es haber identificado dos BoCCDs con
la misma actividad de corte; ya que a la fecha no se ha reportado que una CCD1 que
pueda cortar en ambas posiciones al licopeno. Se conoce que las CCD1s puede cortar en
alguna de estas posiciones para formar 6-metil-5-heptano-2-one (MHO) y otros
compuestos como la pseudoionona y volatiles que no fueron analizados en este trabajo
(Vogel et al. 2008).

En los analisis de absorbancia y florescencia de los extractos, se observo un perfil de
absorbancia distinto a los controles, lo que se sugiere que las modificaciones realizadas
por BoCCD1 y BoCCD4 se deben a la presencia de diferentes compuestos resultantes de
la actividad de estas enzimas. Por otro lado, la comparacién de los espectros de IR
demostr6 que efectivamente hay una diferencia entre el estandar de bixina y los productos
de los extractos, particularmente en la zona que corresponde a las sefiales de aldehidos,
cetonas, acidos carboxilicos y ésteres, que presentan grupos funcionales que van siendo
sustituidos durante la sintesis de bixina. Este resultado apoya que las BoCCD1-1 y

BoCCD4-3 parecen estar involucradas en la biosintesis de la bixina.

La presencia de familia de genes con la misma actividad enzimatica parece ser comuin en
el metabolismo secundario (Pichersky and Gang, 2000). Los resultados aqui presentados
parecen indicar que BoCCD1-1 y BoCCD4-3 podrian trabajar de manera coordinada para
sintetizar bixina o, dependiendo de las condiciones de la planta, constituir un mecanismo

alternativo para sintetizar bixina y, probablemente, otros compuestos.
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4.2 Conclusiones

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar la expresion de genes de las BoCCDs
1 y 4 para identificar aquellas isoformas que presentaran una mayor relacién con la
acumulacién bixina en las diferentes etapas de desarrollo de la semilla. Los resultados
revelaron dos potenciales BoCCDs que parecen estar jugando un papel importante en la
sintesis de bixina: BoCCD1-1y BoCC4-3

El andlisis de la funcién de las BoCCD1-1 y BoCCD4-3 en E. coli reveld6 que ambas
enzimas recombiantes son capaces de formar un compuesto implicado en la biosintesis
de bixina a partir de licopeno: bixina aldehido. Este resultado esta soportado por el

analisis por FTIR que indicé la presencia de compuestos aldehidos.

Aparentemente ambas enzimas parecen estar involucradas en el metabolismo de
carotenoides, sugieriendo que la biosintesis de bixina es mas compleja de lo que se

pensaba, ya que implica la participacion de mas enzimas de las que se han propuesto.

Los mecanismos en los cuales BoCCD1-1 y BoCCD4-3 participan en la biosintesis de la
bixina y otros compuestos aun son inciertos, por lo que su esclarecimiento requiere de

estudios mas detallados.

En muchos sentidos la elucidacion de la ruta de biosintesis de bixina es incipiente,
guedando pendiente estudiar la contribucién de las enzimas subsecuentes a la actividad

de las CCDs, con fin de definir su participacion.

4.2.1 Modelos propuestos para la biosintesis de bixina

Considerando la presencia de un complejo plastidico asociado a la membrana, la
localizacién de celular de carotenoides y la existencia de las BSC (Fraser et al., 2000,
Camara 1993, Lopez et al., 2008, Joyard et al., 2009, Louro y Santiago 2016), en conjunto
con los resultados aqui presentados, se proponen los modelos ilustrados en la Figura 4.1

para la biosintesis de la bixina. Dichos modelos consisten en:

A) La biosintesis de la bixina se lleva a cabo en los plastidios por la BoCCD4 que
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corta al licopeno en la posicion 5,6 (5,6’) para producir bixina. Esta hipotesis se
soporta por la expresion diferencial de BoCCD4 en ambas accesiones de achiote,
su correlacion con la sintesis de la bixina y la baja expresion de las BogLCY1 y
BosLCY asi como por la localizacién in silico de BoCCD4 en los plastidios (PG)
(Kessler et al., 1999, Rey et al., 2000, Bréhélin et al., 2007). En este caso, una vez
terminada la sintesis de bixina, ésta seria transportada por los estromulos

plastidicos hacia las BSC (Figura 4.1 A).

Los miembros de la familia de CCD4 han sido reportados para corta al licopeno
simétricamente y asimétricamente, formando bixina aldehido en un corte simétrico y
Metil 9'Z-apo-6’-lycopenoate o 6-methyl-5-hepten-2-one por un corte asimétrico
(Lashbrooke et al., 2013, Rodrigo et al., 2013). Adicionalmente, los resultados
obtenidos de mayor expression en E. coli y los productos analizados por masas, FTIR,
absorbancia y fluorescencia, sugierien que el producto presente es una bixina
aldehido, por otro lado, se observé que el licopeno es reducido en presencia de

BoCCD4 o BoCCD1 con respecto al control.

B) Si el licopeno es cortado asimétricamente por BoCCD4 en la posicion 5, 6, el
producto generado (Cs;), puede ser exportado al citosol por difusion (Ahrazem et
al., 2016). Una vez en el citosol, la BoCCD1-1 puede utilizar este compuesto para
realizar el segundo corte en la posicion 5,6’ y producir bixina aldehido. Esta
hipotesis es soportada por que BoCCDL1 se localiza en el citosol, lo que le impide
tener acceso al sustraro licopeno que se acumula en los plastios. Para esta
propuesta se toma en consideracion la evidencia bioquimica de la presencia de un
complejo plastidico asociado a las membranas, que sugiere que las enzimas
carotenogénicas interacttan entre ellas formando complejos asociados a las
membranas de los plastidios (Camara de 1993; Fraser et al, 2000; Lopez et al,
2008, Joyard et al, 2009, Moise et al. 2013, Pech et al. 2014). De tal manera, los
posibles complejos enzimaticos en la membrana de los plastidios pudieran estar
participando en la biosintesis de bixina. Ademds, esta segunda hipétesis esta
apoyada por la presencia de dominios a-hélice en la estructura de las BoCCDs;
gue les permitiria interactuar con el complejo enzimético en la membrana de los
plastidios (Messing et al., 2010, Kloer and Schulz 2006).
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Adicionalmente, los resultados de esta tesis también sugieren una tercera hipétesis donde
los mecanismos descritos en A y B, puedan ocurrir de manera simultanea para sintetizar
bixina. Una vez sintetizada la bixina en los plastidios o en el citosol, la bixina podria ser
transportada a las células de almacenamiento de bixina y de ahi, posiblemente a las
valuolas, como se ha observado con otros carotenoides sintetizados en los plastidios,
cuyo compartimiento de almacenamiento final son las vacuolas y los espacios
intracelulares (Bouvier et al., 2005, Giuliano et al. 2003, Camara y Bouvier 2004, Grilli y
Canini 2004, Gomez-Gomez et al. 2017).

La elucidacion de las funciones de las enzimas BoCCD junto con la identificacion de
posibles substratos adicionales, son claramente uno de los principales desafios en la
comprension de la sintesis de bixina (Rivera-Madrid et al. 2013). Los resultados aqui
presentados revelaron que la sintesis de bixina es mucho mas compleja de lo considerado
a la fecha. Ademas, para que los resultados sean mas confiables es necesario realizar el
andlisis enzimatico de todas las anzimas potencialmente involucradas. Asi como llevar a
cabo estudios més detallados de las otras enzimas potencialmente involucradas, como es
el caso de ADH y MTH. Finalmente, seria muy interesante hacer estudios de expresion
heteréloga de estas enzimas en otras especies de plantas, tanto para demostrar la

funcién como, mas a futuro, lograr la sintesis de bixina en otras especies vegetales.
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Figura 4.1. Modelos para la biosintesis de bixina.

4.3 Perspectivas

1. Sintetizar bixina aldehido en organismos heter6logos para disponer de un estandar que
pueda ser utilizada en trabajos posteriores para corroborar los resultados expuestos en

esta tesis.

2. Aislar y clonar los genes subsecuentes a la ruta de la biosintesis de la bixina para
determinar su funcionalidad y corroborar si sus productos verdaderamente estan

involucrados en la ruta de biosintesis de la bixina.

3. Producir bixina en bacterias (E. coli) o en plantas transgénicas para realizar mas
estudios sobre la ruta de carotenoides y su relacion con la biosintesis de bixina u otros

compuestos de interés como el geranilgeraniol, escualeno y beta-sistosterol.
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