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RESUMEN

Las betalainas son pigmentos sintetizados exclusivamente por plantas del orden
Caryophyllales, responsables de las coloraciones amarillas y violetas en flores, frutos y
otros tejidos especializados. Su sintesis consta de cuatro pasos enzimaticos desde el
paso final de la obtencién del aminoacido L-tirosina como sustrato inicial hasta la
formacion final de pigmentos estables. El conocimiento de la regulacién de estas etapas
de sintesis coadyuvaria en un avance sustancial en la ingenieria metabdlica de esta via
en modelos potenciales. Las pitayas son frutos producidos por Stenocereus
gueretaroensis (Cactaceaea) que acumulan cantidades significativas de pigmentos en su
pulpa. Por lo tanto, en este trabajo se analizaron tanto la acumulacion de betalainas como
la expresion de genes involucrados en las etapas decisivas de su biosintesis en una linea
celular en suspensién de S. queretaroensis, con el fin de poder determinar si existe una

relacion entre estos eventos.

Los resultados muestran que la produccion de betalainas en la linea celular SqY1 de S.
queretaroensis se mantiene mas o menos constante de inicio a fin del ciclo de cultivo; sin
embargo, han de mencionarse dos picos de acumulacién en los dias 8 y 20. No obstante,
los cambios en la expresion de los genes analizados no coincidieron con estos
incrementos, sobre todo el que se dio durante la fase de adaptacién. Los patrones de
bandas obtenidos indicaron la presencia de transcritos correspondientes al gen arogenato
deshidrogenasa (TyrAa) sin cambios aparentes durante todo el ciclo de crecimiento
establecido, mientras que los transcritos de los genes polifenol oxidasa (PPO) y 4,5-
extradiol dioxigenasa (DODA) son detectables después del primer pico de acumulacién de
pigmentos y siendo mucho mas notables hacia el fin del ciclo, coincidiendo con el

segundo pico de acumulacion de pigmentos.







ABSTRACT

Betalains are synthetized exclusively by members of the Caryophyllales order, and are
responsible for colors yellow and violet in flowers, fruits and other specialized tissues. Only
four enzymatic steps are necessary for their synthesis, from the final reaction to obtain L-
tyrosine as an initial substrate to the reaction leading to stable pigments. Knowledge of the
regulation of these synthetic reactions would translate into a substantial progress towards
metabolic engineering in suitable models. “Pitayas” are the fruits from Stenocereus
gueretaroensis (Cactaceae) that accumulate significant amounts of betalains in their pulp.
Hence, in this work, we have analyzed both, betalain accumulation and the expression of
genes involved in decisive steps of their biosynthesis in a cell line from S. queretaroensis,
aimed to try to determine if there is a relationship between these events.

Results show that betalain accumulation in SqY1 cell line from S. queretaroensis is fairly
constant from the beginning until the end of the culture cycle; nevertheless, it must be
mentioned that there are two peaks of accumulation on days 8 and 20. Changes in the
expression of the analyzed genes did not coincide with the pigment increments, more
pointedly in the one that occurred during the adaptive phase. The band patterns that were
obtained indicated no apparent variations in the presence of TyrAa transcripts,
corresponding to arogenate dehydrogenase gene, along the culture cycle. In contrast,
transcripts corresponding to polyphenol oxidase (PPO) and 4,5 - extradiol dioxygenase
(DODA) could be detected after the first peak of pigment accumulation and were very
conspicuous towards the end of the cycle, coinciding with the second peak of pigment

accumulation.
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INTRODUCCION

El color siempre sera un aspecto a considerar en casi cualquier entidad con la que
interactuemos, ya sean objetos, vestimentas, alimentos o bebidas. La eleccién de estos
insumos se verd influenciada principalmente por este aspecto tan notable. A partir de la
década de los sesentas y hasta el dia de hoy, prevalece una creciente demanda por
productos con colores brillantes, lo cual ha llevado a la inclusion de aditivos y colorantes
de origen sintético, debido a su estabilidad y bajos costos de produccién. Sin embargo,
con el tiempo, su uso se ha venido restringiendo, a tal grado de sélo contar con un
espectro especifico de colores, avalados por organismos internaacionales, debido a la

creciente evidencia de su influencia nociva sobre la salud humana.

En la busqueda de favorecer la conservacion de la salud, se han desarrollado una gran
variedad de estudios, con el fin de obtener compuestos de origen natural como los
pigmentos, partiendo de modelos altamente potenciales que puedan satisfacer las

diferentes necesidades para su utilizacién en diversos productos consumibles.

Los pigmentos vegetales, o bien llamados biocromos, son compuestos sintetizados por
las plantas para dar color a la naturaleza, ademas de cumplir con una infinidad de otras
funciones. De acuerdo a su predominancia, los pigmentos se concentran en tres grandes
grupos: los carotenoides, las antocianinas y las betalainas. Los primeros dos se utilizan
para dar color a un nimero limitado de productos y alimentos de vida corta, dado que su
inclusiéon en las formulaciones se ve restringida por su baja estabilidad ante condiciones,
como el pH o las altas temperaturas durante el procesamiento. Las betalainas, en su
caso, logran superar estas restricciones de manera significativa, lo que ha favorecido su

posible inclusion en un amplio grupo de insumos procesados.

Recientemente, se ha considerado que la incorporaciébn de pigmentos vegetales a
diversos productos podria tener efectos positivos sobre la salud humana, generando aun

mas interés de las diferentes industrias para su aplicacion.

No obstante, su explotacibn como pigmentos que proviene de una fuente natural se ve
todavia limitada, debido a la poca cantidad de modelos promisorios para su obtencion.

Actualmente, el empleo de herramientas biotecnol6gicas, como el cultivo de tejidos y la
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ingenieria metabdlica, han proporcionado los medios necesarios para el estudio de su

biosintesis, asi como de la optimizacion de plataformas potenciales para su produccion.

Algunas especies de cactus del género Stenocereus han demostrado ser excelentes
candidatos para la obtencion de betalainas, a partir de sus frutos, llamados
tradicionalmente “pitayas”; no obstante, el nUmero de estudios enfocados en la biosintesis

de estos pigmentos es todavia limitado.

El objetivo de este trabajo es analizar la expresién de algunos genes involucrados en la
sintesis de betalainas durante las diferentes etapas del ciclo celular de una linea de
células en suspension de Stenocereus queretaroensis, con el fin de comprender los

eventos de regulacién del metabolismo de estos pigmentos en la especie.
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ANTECEDENTES
1.1 PIGMENTOS EN LA NATURALEZA

Los pigmentos son compuestos que proporcionan efectos colorantes especificos en las
hojas, las flores, los frutos, los tallos y las raices de las plantas (Gomes Corréa et al.,
2019; Upadhyay, 2018). Los pigmentos deben su color a que absorben la luz en el rango
de longitud de onda de la regién visible. El color producido obedece a una estructura
especifica de la molécula (croméforo), la cual captura la energia produciendo la excitacion
de un electrén desde un orbital externo a un orbital superior. La energia no absorbida se
refleja y/o refracta para ser capturada por el ojo y los impulsos neuronales generados se
transmiten al cerebro donde podrian interpretarse como un color (Paliwal et al., 2016).

Tres grupos principales de pigmentos: las betalainas, los carotenoides y las antocianinas,
son responsables de la atractiva exhibicién de los colores presentes en la naturaleza
(Grotewold, 2006). Estas tres familias de pigmentos se consideran de gran importancia
en la ecologia de las plantas y en su capacidad para atraer polinizadores y organismos

dispersores de semillas (Kevan y Baker, 1983).

Las antocianinas son aquellos pigmentos responsables de los colores rojo a parpura y
azul en muchas frutas, verduras, flores y cereales (Wrolstad, 2004). Su aplicacion a nivel
industrial es todavia limitada, debido a su relativa inestabilidad y facil oxidacién, ademas
de su alta sensibilidad a factores, como el pH, la temperatura y la radiacién UV, los cuales
impactan dramaticamente en su estabilidad, color y propiedades nutricionales (Wrolstad et
al., 2005; Rivas-Gonzalo, 2003).

Los carotenoides, por su parte, representan el grupo mas amplio de pigmentos hasta
ahora identificados en sistemas fotosintéticos y no fotosintéticos de plantas superiores,
algas, hongos, bacterias, y al menos, en una especie de cada forma de vida animal
(Britton y Homero-Mendez, 1994). Esta clase de pigmentos son responsables de muchos
de los brillantes colores rojo, naranja y amarillo en plantas, hongos y también de pajaros,

insectos, crustaceos y truchas (Gordon et al., 1983). Desafortunadamente, su inclusion en



https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wrolstad,+RE
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gordon%20HTQAuthorS&cauthor=true&cauthor_uid=6817968
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alimentos se ha reducido, debido a su inevitable alteracién ante las diferentes condiciones
al momento del procesamiento, las cuales incluyen la exposicién al calor, pH, luz u
oxigeno (Schieber y Weber, 2016).

Las betalainas son pigmentos rojos, violetas y amarillos, restringidos de manera
importante a plantas del orden de las Caryophyllales (Polturak y Aharoni, 2018). Esta
familia de pigmentos es bastante estable en un rango de pH entre 3y 7, asi como a altas
temperaturas, lo que los hace adecuados para alimentos que pasan por distintas
condiciones de procesamiento, donde la coloracion con otros pigmentos vegetales
generalmente falla (Khan, 2016; Stintzing y Carle, 2004; Altamirano et al., 1993).

En afos recientes, los pigmentos vegetales han recibido mucho méas atencion de la
industria alimentaria, la cual los ha considerado como fuentes naturales como sustitutos
ideales de los colorantes sintéticos empleados, debido al impacto negativo en la salud
humana que conlleva su consumo. Es importante destacar el creciente interés en los
pigmentos rojos naturales, debido a sus efectos preventivos sobre las enfermedades
cronicas (Leong et al., 2018).

1.2 BETALAINAS

Las betalainas son pigmentos con estructuras nitrogenadas e hidrosolubles, sintetizados
en el citoplasma y luego, transportados y almacenados en las vacuolas. Estan presentes
en flores, frutos y ocasionalmente, en tejidos vegetativos de plantas pertenecientes a la
mayoria de las familias del orden de las Caryophyllales, como Achatocarpaceae,
Aizoaceae, Amaranthaceae, Basellaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Didiereaceae,
Halophytaceae, Hectorellaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae, Portulacaceae vy
Stegnospermataceae, donde curiosamente las familias Caryophyllaceae y Molluginaceae

producen antocianinas (Hussain et al., 2018; Mabry, 2001).

Las betalainas se sintetizan a partir de una serie de reacciones que involucran al acido
betalamico de manera central, dando lugar a dos tipos de pigmentos: los rojos
denominados betacianinas y los amarillos denominados betaxantinas respectivamente
(Figura 1.1).
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Tradicionalmente, las betacianinas se han determinado como productos de la
condensacién del &cido betalamico con ciclo-DOPA (Piattelli, 1981), en donde el
compuesto condensado resultante puede derivar hacia otros tipos de betacianinas,
generalmente a partir de hidroxilaciones o glucosilaciones (Strack et al., 2003). El mas
simple y mejor conocido es la betanina (betanidin-5-O-B-glucésido) que tiene unido un
grupo hidroxilo al Cs y un glucosido al Cs (Piattelli, 1981; Slimen et al., 2017). Otros como
la gomferina poseen grupos posicionados de manera invertida en relacion a la betanina;
por otro lado, las amarantinas tienen un grupo glucuronil-glucosilo unido al carbono Cs y
las vugambilinas que poseen un diglucésido o derivados unidos en el Cs o Ces de
betacianinas carboxiladas o descarboxiladas (Slimen et al., 2017).

En el caso de las betaxantinas, su clasificacion es dependiente del resultado de la

condensacion del croméforo con aminas o aminoacidos (Gandia-Herrero et al., 2010).

Betacianina Acido betalamico Betaxantina

Figura 1.1 Estructuras quimicas de las betalainas.

Fue a mediados de los afios cincuenta, cuando las betalainas fueron extraidas e
identificadas por primera vez a partir de betabel (Beta vulgaris) y nopal (Opuntia spp.)
(Piattelli y Minale, 1964; Wyler et al., 1963) (Figura 1.2). Sin embargo, no fue hasta 1966
que el término “betalaina” fue introducido de manera oficial para describir estos pigmentos
derivados del 4cido betalamico, pues entonces eran erroneamente llamados flavocianinas
(betaxantinas, del griego: xanthos = amarillo) y antocianinas nitrogenadas (betacianinas,

del griego: kyaneos = azul) (Mabry y Deidring, 1968).
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Figura 1.2 Betabel (Beta vulgaris L.) y nopal (Opuntia ficus indica L. Mill.).

Hasta el dia de hoy, se han identificado estructuralmente 75 betalainas en plantas en
cerca de 17 de las 34 familias del orden de las Caryophyllales (Khan y Giridhar, 2015),

concentradas en dos grandes clases: betacianinas y betaxantinas.

En la naturaleza, las betalainas estan involucradas en diversos procesos efectuados por
las plantas, con el fin de subsistir atrayendo algunos polinizadores y agentes dispersores
de semillas, asi como en la foto-proteccion de los tejidos tras la exposicién a un exceso de
luz o radiacion UV o bien, ante condiciones de sequia y estrés salino (Jain y Gould, 2015;
Jain et al., 2015; Nakashima et al., 2011; Hayakawa y Agarie, 2010; Ibdah et al., 2002;
Vogt et al., 1999; Kishima et al., 1995). La acumulacién es muy notable en familias
particularmente adaptadas a condiciones aridas o salinas como Aizoaceae, Portulacaceae

y Cactaceae.

El actual interés por estos pigmentos para su utilizacién en la industria alimentaria, radica
en que pueden ser aplicados a un amplio grupo de productos comestibles acidos o
neutros, dada su estabilidad en un amplio rango de pH (Gandia-Herrero et al., 2016) y la

significativa ausencia de sabores u olores intrinsecos (Neelwarne y Halagur, 2013).

Ademas, sus propiedades quimicas y farmacolégicas constituyen actualmente otra de las
razones principales de los estudios sobre sus actividades antioxidantes, antiinflamatorias

y anticancerigenas (Sreekanth et al., 2007).
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1.2.1 BIOSINTESIS DE LAS BETALAINAS

A diferencia de las rutas biosintéticas de las antocianinas o los carotenoides, la formacion
de betalainas es relativamente simple debido a que involucra tan sélo cuatro pasos
enzimaticos, partiendo de la formacién del aminoacido L-tirosina hasta la estructuracion

de los pigmentos estables: betaxantinas y betacianinas (Figura 1.3; Sheehan et al., 2020).

Siguiendo el modelo basico de sintesis de betalainas (Figura 1.3), ésta comienza por la
mediacion de una arogenato deshidrogenasa (TyrAa) sobre el arogenato que da lugar a la
acumulacién del aminoacido L-tirosina (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2002), que
inicialmente es hidroxilada por accién de una polifenol oxidasa (PPO), que resulta en la
formacion bimolecular de L-5,6-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (Khan y Giridhar, 2015;
Delgado-Vargas y Paredes-L6pez, 2002).

El L-DOPA puede dar lugar a otros productos a través de rutas alternas. En primera
instancia, se pueden producir reacciones de escision y apertura en el anillo de L-DOPA
entre los carbonos 4 y 5 (Esatbeyoglu et al., 2015) por la actividad de escision del anillo
aromético extradiol (Sakuta, 2014) de la enzima 4,5-DOPA-extradiol dioxigenasa (DODA),
produciendo 4,5-seco-DOPA que sirve como intermediario. Posteriormente, 4,5-seco-
DOPA se reajusta espontdneamente, mediante una condensacion intramolecular de una
amina y un grupo aldehido, dando lugar asi al croméforo central 4cido betalamico
(Esatbeyoglu et al., 2015; Khan y Giridhar, 2015).

El cromo6foro obtenido (acido betaldmico) puede sufrir una reaccién de condensacion con
el grupo imino de ciclo-DOPA para sintetizar los pigmentos rojos (betacianinas), o bien,
puede condensarse con la porcion amino o imino de aminoacidos para producir pigmentos

amarillos (betaxantinas), respectivamente (Delgado-Vargas et al., 2000).
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Figura 1.3 Ruta biosintética de las betalainas.

Hasta hoy dia, se han identificado varias posibles vias de aprovechamiento del acido
betalamico para la formacion de betacianinas y betaxantinas. En la primera, la formacion
de pigmentos amarillos (betaxantinas) implica una reaccion de condensacion espontanea
entre un aminoacido o una amina y el grupo aldehido del acido betalamico, dando como
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resultado la formacién de una imina (base Schiff) entre ambos compuestos (Zryd y
Christinet, 2003). Relativo a la formacion de las betaxantinas, los pigmentos violeta
(betacianinas) se producen cuando el 4cido betalamico se condensa con el grupo imino
de ciclo-DOPA, conduciendo a la formacion de betanidina o isobetanidina, estructuras
basicas de las betacianinas (Strack et al., 2003; Delgado-Vargas et al., 2000). Ambas
moléculas difieren Unicamente en la configuracién absoluta de su centro quiral C-15
(Wilcox et al., 1965). En otra via, se conduce a la formacién directa de betanina a partir de
la condensacion del acido betalamico con ciclo-DOPA glucosido (Sasaki et al., 2004). Por
otro lado, el &cido betaldmico puede condensarse con tirosina, sustrato inicial de la ruta,
dirigiendo la formacién de tirosina-betaxantina directamente (Gandia-Herrero et al., 2005).

Se ha propuesto una via alterna de sintesis de betalainas a partir de tiramina/dopamina,
en donde el 2-descarboxiciclo-DOPA, resultado de la oxidacién de dopamina, se conjuga
con el acido betalamico dando como resultado la formacion de 2-descarboxil-betandina
(Gandia-Herrero et al., 2005; Kobayashi et al., 2001).

La modificacion estructural de las betacianinas y betaxantinas a partir de reacciones de
glucosilacion y acilaciéon llevan a la formacion de una amplia variedad de betalainas
(Strack et al., 2003).

Existen algunos reportes sobre la arogenato deshidrogenasa en plantas (Connelly y Conn,
1986; Gaines et al., 1982; Byng et al., 1981), que indican que su actividad enzimatica se
localiza en el compartimento cloroplastico. La arogenato deshidrogenasa (TyrAa) cataliza
el paso mas importante de la ruta de biosintesis de las betalainas, la cual parte desde L-
tirosina, evento que impacta directamente en la regulacibn de la sintesis de este
aminoacido. La disponibilidad de L-tirosina en plantas suele estar muy regulada a nivel de
esta enzima (TyrAa) (Lopez-Nieves et al., 2018), ya que ésta controla el flujo de carbono
entre las dos vias competitivas de la tirosina y la fenilalanina (Rippert y Matringe, 2002;
Gaines et al., 1982).

De modo que si este evento catalitico pudiera ser modulado, el control de la arogenato
deshidrogenasa (TyrAa) abriria una puerta de enlace prospectiva para la posible
sobreproduccion de metabolitos derivados de tirosina en plantas (Schenck et al., 2015).

Un paso necesario en la sobreproduccion de metabolitos especializados derivados de la
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tirosina en las plantas, es la manipulacion del metabolismo primario para mejorar la

disponibilidad de la tirosina (Timoneda et al., 2018).

Hasta la fecha, todos los métodos aplicados para sintetizar quimicamente betalainas han
sido deficientes, debido a la complejidad en los pasos involucrados en la sintesis de acido
betalamico y por consiguiente, la obtencién de rendimientos muy bajos (Gandia-Herrero et
al., 2016; Schliemann et al., 1999).

El betabel ha sido el modelo de estudio principal para la produccion in vitro de betalainas,
a partir de sistemas de cultivo de células y raices transformadas (Pavlov et al., 2003; Shin
et al.,, 2002; Leathers et al.,, 1992). Sin embargo, debido a su alta concentracion en
nitratos y un sabor terroso desfavorable ocasionado por la presencia de geosminas y
otras pirazinas (Stintzing y Carle, 2007; Lu et al., 2003), se han considerado otras fuentes
de pigmentos betalainicos.

1.2.1.1 L-TIROSINA

La L-tirosina (Tyr) es un amino&cido aromatico, que es indispensable para la sintesis de
proteinas en todos los organismos; sin embargo, sdlo es sintetizado de novo en plantas y
microorganismos. En las plantas, la tirosina también sirve como precursor de una gran
variedad de metabolitos especializados que tienen diversos roles fisiolégicos, como
portadores de electrones, antioxidantes, atrayentes y compuestos de defensa (Schenck y
Maeda, 2018).

En animales, la tirosina necesita ser obtenida a través de la alimentacion o a partir de la
hidroxilacién de fenilalanina (Phe) por la enzima fenilalanina hidroxilasa (PheH) (Privat et
al., 2010). La tirosina es sintetizada rio abajo en la ruta del shikimato, la cual también
provee precursores para los otros aminoacidos aromaticos: fenilalanina (Phe) y tript6fano
(Trp) (Boerjan et al., 2003).

La sintesis de este amino&cido inicia a partir del prefenato, resultado del producto final de
la ruta del shikimato, el corismato (Tzin y Galili, 2010), en donde, el corismato es primero
convertido en prefenato por la intervencién de una corismato mutasa (CM), la cual cataliza
el paso comprometido para la continuacion de la biosintesis de tirosina (Tyr) y fenilalanina

(Phe). A diferencia de las bacterias y hongos, el prefenato es descarboxilado
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oxidativamente a 4-hidroxifenilpiruvato (HPP) por una prefenato deshidrogenasa (PDH), el
cual es transaminado a tirosina (Bentley y Haslam, 1990), en plantas ocurre primero la
transaminacién del prefenato a arogenato y subsecuentemente, es descarboxilado para
producir tirosina por una arogenato deshidrogenasa (TyrAa) (Rippert et al., 2009; Rippert

y Matringe, 2002), ambos eventos ocurren en los plastidos.

La via de sintesis de tirosina esta con frecuencia altamente regulada por la prefenato
deshidrogenasa (PDH) en bacterias o la arogenato deshidrogenasa (ArDH) en plantas.
Ambas enzimas homadlogas son fuertemente inhibidas por la propia tirosina y controlan el
flujo de carbén entre las dos rutas competentes: tirosina y fenilalanina (Rippert y Matringe,
2002; Gaines et al., 1982).

1.2.1.2 AROGENATO DESHIDROGENASA (TyrAa)

A diferencia de los microorganismos, que generalmente utlizan la via del
hidroxifenilpiruvato (HPP) para producir tirosina (Christendat et al.,1998; Bentley, 1990),
en las plantas, la sintesis ocurre a través de la via del arogenato (Tzin y Galili, 2010;
Siehl, 1999).

Un paso clave en la regulacion de la sintesis de tirosina en plantas estd mediada por una
reaccion de descarboxilacion oxidativa irreversible, catalizada por la arogenato
deshidrogenasa (TyrAa), una enzima oxido-reductasa, perteneciente a la familia de
proteinas TyrA, en la que también se incluye la prefenato deshidrogenasa (TyrAp) vy la

ciclohexadienil deshidrogenasa (TyrA(p)) (Bonner et al., 2004).

La conversién del arogenato a tirosina por la arogenato deshidrogenasa sucede a partir
de dos procesos quimicos: en el primero, el grupo carboxilo del anillo sale para formar
CO,, que es posteriormente liberado y segundo, una His catalitica promueve la
transferencia de un hidruro del sustrato al C4 del anillo de NAD(P)* (Sun et al., 2006;
Christendat et al., 1998; Hermes et al., 1984).

La arogenato deshidrogenasa (TyrAa) es critica en la regulacion de la sintesis de tirosina.
Esta, junto a su homdloga la prefenato deshidrogenasa (TyrAp), se inhibe fuertemente por

retroalimentacion de tirosina y controla el flujo directo de carbono hacia la sintesis de
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tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe) (Rippert y Matringe, 2002; Bentley, 1990; Gaines et al.,
1982).

1.2.1.3 POLIFENOL OXIDASA (PPO)

Hasta hace poco, no habia evidencia directa de la identificacion de los genes y enzimas
responsables de catalizar los primeros pasos en la via biosintética de las betalainas: la
hidroxilacion de L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y la subsecuente

oxidacién de L-DOPA para formar ciclo-DOPA.

Algunos autores han propuesto que ambos eventos son realizados por una polifenol
oxidasa bifuncional (PPO) (Gandia-Herrero et al., 2004; Strack et al., 2003; Strack y
Schliemann, 2001; Steiner et al., 1999), la cual cataliza dos reacciones distintas y
continuas en presencia de oxigeno molecular: la hidroxilacibn de monofenoles a o-
difenoles (EC 1.14.18.1; actividad de tirosina hidroxilasa o actividad de monofenolasa) y
su posterior oxidacion a las o-quinonas correspondientes (EC 1.10.3.1; actividad
difenolasa) (Hatlestad et al., 2012). Se han purificado PPOs con actividad tanto
bifuncional como monofuncional, a partir de ensayos in vitro en Portulacca grandiflora y
Beta vulgaris (Gandia-Herrero et al., 2004; Yamamoto et al., 2001; Steiner et al., 1999);
sin embargo, no hay evidencia sélida de su papel en la biosintesis de betalainas in vivo
(Nakatsuka et al., 2013).

Recientemente, se ha identificado el linaje CYP76AD, perteneciente a las citocromo P450
(CYP450), como responsable de la catalisis de estos dos pasos. A partir de analisis
filogéneticos, se determind que CYP76AD se concentra en tres clados, debido a una
duplicacion de genes a lo largo del orden de las Caryophyllales: CYP76AD alfa (a),
CYP76AD beta (8) y CYP76AD gamma (y) (Brockington et al., 2015).

CYP76AD1 y CYP76AD3, pertenecientes a CYP76ADaq, catalizan la formacion de L-
DOPA y posteriormente, ciclo-DOPA; mientras que CYP76AD5, CYP76AD6 vy
CYP76AD15, del clado CYP76ADp, catalizan unicamente la formacién de L-DOPA
(Polturak et al., 2016; Sunnadeniya et al., 2016; Hatlestad et al., 2012). En cuanto al clado
CYP76ADy, todavia no se ha identificado ninguna funciéon en ninguno de los homélogos

pertenecientes a éste.
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El descubrimiento de los nuevos genes involucrados en los primeros eventos de sintesis
ha permitido el avance en el control de la actividad con el objetivo de acceder a toda la

paleta de colores de betalainas observadas en las plantas (Timoneda et al., 2019).
1.2.1.4 4,5-EXTRADIOL DIOXIGENASA (DODA)

El paso siguiente en la via biosintética de las betalainas a partir de la formacion del acido
betalamico, cromoéforo central comun, es catalizado por la enzima 4,5-extradiol-
dioxigenasa (DODA). ElI mecanismo de accion de DODA comienza con la apertura del
anillo ciclico de L-DOPA entre los carbonos 4 y 5, produciendo asi un 4,5-seco-DOPA
inestable, que posteriormente se tautomeriza de forma no enzimatica, a partir de una
trasferencia de protones y la liberacion de agua, derivando en formacién del acido
betalamico (Contreras-Llano et al., 2019; Christinet et al., 2004).

La 4,5-extradiol-dioxigenasa esta codificada por el gen doda, miembro de la familia de
genes LigB (Christinet et al., 2004). Algunos reportes recientes proveen evidencia sobre
dos clados de Doda en plantas productoras de betalainas, resultado de un evento de
duplicacion génica en el linaje de genes Ligb/Doda, ocurrida durante la evolucion del
orden Caryophyllales, dando lugar a los clados Dodaa y Dodaf (Brockington et al., 2015).

Al dia de hoy, se han caracterizado enzimas con actividad DODA en especies no
productoras de betalainas; sin embargo, estos productos génicos no parecen ser capaces
de realizar la escisién 4,5-extradiol de la estructura del anillo aromatico de L-DOPA, por lo
que se sugiere que éstas tienen un papel en el metabolismo de compuestos aromaticos,
debido a las propiedades estructurales conservadas en sus sitios cataliticos (Bean, 2017;
Bahramnejad et al., 2010; Christinet et al., 2004).

Recientemente, se han caracterizado pares de paralogos de doda en dos especies
productoras de betalainas: Beta vulgaris (BvDodal y BvDoda2) y Mirabilis jalapa
(MjDodal y MjDoda2), los cuales demostraron que los ortélogos Dodal son funcionales

en la via de las betalainas, mientras que los Doda2, no (Bean, 2017).
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1.2.2 FUENTES DE BETALAINAS

Las betalainas se presentan en la mayoria de plantas de la familias del orden de las
Caryophyllales y en algunos hongos de orden superior, como en Amanita muscaria y en
algunos géneros de basidiomicetos. Las principales fuentes comestibles de betalainas
son el betabel (Beta vulgaris L.) y las acelgas, los frutos de los cacti como las tunas
(Opuntia Mill.), las pitayas (Stenocereus (A. Berger) Riccob) y pitahayas (Hylocereus (A.
Berger) Britton & Rose), ademas de algunas variedades de amaranto (Amaranthus L.).
(Azeredo, 2009; Stintzing et al., 2003; Mohammer et al., 2005; Cai et al., 1998).

El betabel ha servido como una fuente primordial en el procesamiento de colorantes
naturales para uso en productos alimenticios, segun lo aprobado por la Unién Europea
(E162) y las regulaciones alimentarias de EEUU (Titulo 21 del Cédigo de Regulaciones
Federales, 21 CFR 73.40) (Castellar et al., 2003). No obstante, su empleo en altas
concentraciones puede afectar de manera negativa las caracteristicas sensoriales del
producto, proporcionando un sabor desagradable, debido a la presencia de geosminas y
derivados de pirazina (Bach et al., 2015; Georgiev et al., 2010).

En los ultimos afios, se ha explorado la viabilidad técnica y comercial de los sistemas in
vitro para producir betalainas biotecnolégicamente. La mayoria de las actividades de
investigacion han incluido evaluaciones de enfoques novedosos para el cultivo de cultivos
de células o tejidos vegetales, y el uso de diversos sistemas para incrementar los niveles

de produccién de metabolitos secundarios (Georgiev et al., 2008).

Los recientes avances en genética molecular, bioinformatica y disefio de proteinas han
abierto la oportunidad de realizar ingenieria metabdlica partiendo de rutas y enzimas
existentes (Erb et al., 2017). La reciente caracterizacion de la hidroxilacion de tirosina a L-
DOPA, primer paso comprometido de la ruta biosintética, ha permitido los primeros
trabajos como la produccion de betalainas en sistemas heterdlogos (Guerrero-Rubio et
al., 2019; Grewal et al., 2018; Polturak et al., 2016; Sunnadeniya et al., 2016) ampliando

las perspectivas sobre el progreso de la ingenieria metabdlica de estos pigmentos.
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1.3 FAMILIA CACTACEAE

Las plantas de la familia Cactaceae han desarrollado caracteristicas anatomicas,
morfoldgicas y fisioldgicas para sobrevivir en ambientes aridos o semiaridos, donde el
agua es el principal factor limitante para las especies vegetales (Nazareno, 2014; Gibson
y Nobel, 1986).

Uno de los ejemplos mas significativos de esta adaptacién es su notable actividad
biolégica ante el ataque de especies reactivas de oxigeno a partir de la produccion
compuestos fitoquimicos que, a su vez pueden desempefiar un papel protector o curativo
contra el cancer, la diabetes, enfermedades neurodegenerativas y otros padecimientos
agudos y cronicos (Harlev et al., 2013).

Varias especies de cactus producen frutos con un alto valor nutricional, asi como una gran
cantidad de metabolitos que son de interés para las industrias farmacéutica, alimenticia y
cosmética, entre los que se encuentran las betalainas (Noé et al., 2019) presentes en
frutos producidos por algunos géneros como Opuntia, Stenocereus, Hylocereus y algunas

otras cactaceas medianamente conocidas.
1.3.1 Stenocereus (A. Berger) Riccob

Stenocereus (A. Berger) Riccob es un género perteneciente a la familia Cactaceae. Los
cactus de este género producen frutos comestibles, tradicionalmente denominados
“pitayas”, los cuales han adquirido valor comercial como frutos exéticos. Este género
comprende aproximadamente 24 especies, productoras de frutos altamente comestibles,
con una distribucién geografica que va desde el limite sur de los Estados Unidos hasta
Venezuela (Rebollar et al., 1997).

En México, Stenocereus (A. Berger) Riccob agrupa de 19 a 20 especies distribuidas casi
en todo el territorio (Sdnchez-Mejorada, 1973), y de éstas, las mas cultivadas son: S.
thurberi (Elgem.) Buxb, S. griseus (Haw.) Buxb., S. stellatus (Pfeiff.) Riccob., S. fricci
Sanchez-Mej. y S. queretaroensis (Weber.) Buxbaum, siendo ésta Gltima la que mas se
aprovecha, debido a la disponibilidad de variedades y su productividad (Cruz-Arriaga et
al., 2015; Arreola-Nava. 2006).
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Stenocereus queretaroensis (Weber) Buxbaum es una cactacea columnar arborescente,
con tronco bien definido que puede llegar a medir hasta ocho metros de altura (Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada, 1978). Sus ramas son cilindricas y poseen ocho costillas
prominentes. Sus flores se diferencian en las aréolas de la mitad superior de las ramas.
La forma de su fruto puede variar y su maduracion se da durante la primavera (Figura 1.4)
(Salcedo y Arreola, 1991).

Figura 1.4 Planta y pitaya de Stenocereus queretaroensis. (Fotografias: Dante Figueroa)

Las pitayas de S. queretaroensis son frutos que pesan entre 100 y 200 g, su forma es
ovoide o globosa, cubiertos por una cascara generalmente suave, que tienen areolas con
espinas, las cuales se pierden durante la maduracion (Pimienta-Barrios et al., 1997). La
pulpa de las pitayas es jugosa y muy dulce, y contiene semillas generalmente muy
pequefias, piriformes, de color negro. Las betacianinas y betaxantinas presentes en el
fruto proporcionan un color intenso y atractivo, el cual se puede considerar como un
indicador importante para la clasificacion de sus variedades, las cuales pueden tener
coloraciones que van desde el rojo purpura al amarillo y rara vez, verdosos. Las
variedades hasta ahora identificadas poseen pulpa blanca, amarilla, morada, solferina,

roja, guinda y mamey (Saenz, 1995).
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1.3.2 Stenocereus queretaroensis

Stenocereus queretaroensis parece ser un modelo prometedor para la obtencion de
betalainas, a partir de sus frutos, los cuales acumulan cantidades significativas de
betalainas (Miranda-Ham et al., 1999). A pesar de ello, el lento ciclo de desarrollo y
naturaleza estacional de esta cactacea limitan ampliamente la posibilidad de obtener
estos pigmentos a partir de sus frutos. Por lo que el desarrollo de tecnologias, como el
cultivo de tejidos vegetales, coadyuvaria a subsanar en gran medida el posible desabasto
de materia prima, abriendo nuevas posibilidades, tanto para el estudio de su biosintesis,

como para la optimizacion de su obtencién.

El empleo de pigmentos extraidos de las pitayas presenta algunas ventajas en contraste
con los extraidos de betabel, puesto a que se pueden aplicar en gran variedad de
alimentos sin afectar el sabor del mismo (Azeredo, 2009). Ademas, el espectro de
coloracién de las betalainas extraidas de cactaceas va desde el amarillo hasta el naranja
y del rojo a violeta, en comparacion con pigmentos obtenidos de otras fuentes.

Con fundamento en ciertos atributos como la insipidez, el amplio espectro de color, la
hidrosolubilidad y las varias propiedades bioactivas de las betalainas extraidas de las

pitayas, éstas ofrecen una ventana prometedora para su explotacion a gran escala.

En afios recientes, se ha conseguido producir metabolitos derivados de tirosina en
algunos hospederos microbianos, lograndose un progreso considerable en la
manipulacién de la regulacion metabdlica (Rodriguez et al., 2014). Sin embargo, por lo
gue sabemos, aln no se han demostrado los mecanismos para intervenir en la regulacién
metabdlica de tirosina y productos siguientes en plataformas de plantas acopladas a la

sobreproduccion de metabolitos derivados de tirosina (Timoneda et al., 2018).
1.4 Recapitulacion

El uso de pigmentos de origen vegetal se remonta desde los primeros dias de humanidad,
estando presentes en productos como telas, comidas y bebidas; sin embargo, a través del
tiempo fueron reemplazados por compuestos artificiales muchos mas baratos y faciles de
obtener. No obstante, la evidencia de los efectos nocivos sobre la salud humana de los

colorantes sintéticos ha reenfocado la busqueda, extraccion y aplicacion de pigmentos de
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origen vegetal para los productos de consumo habitual. Las betalainas son un grupo de
pigmentos amarillos y violetas presentes en algunas familias vegetales, los cuales han
demostrado una gran versatilidad en la industria alimentaria, dado a su estabilidad ante un
amplio rango de pH y temperatura que posibilitan su aplicacion en un amplio grupo de
productos, ademas de las recientemente evidencias de sus actividades antioxidantes,

antiinflamatorias y anticancerigenas.

En la naturaleza, la sintesis de estos pigmentos implica una serie de reacciones de
descarboxilacion, hidroxilacién y condensacion mediadas por enzimas claves que hasta
hoy no ha sido posible replicar mediante la sintesis quimica. El conocimiento de las vias
metabdlicas en algunas especies productoras de betalainas ha posibilitado el progreso de
la obtencion de estos pigmentos a partir de la ingenieria metabdlica.

De acuerdo a lo anteriormente planteado, este trabajo propone analizar la expresion de
algunos genes que se encuentran involucrados en la sintesis de betalainas en diferentes
etapas del ciclo celular de una linea de células en suspension de Stenocereus
queretaroensis, con el propésito de comprender los eventos de regulacion del
metabolismo de estos pigmentos en la especie.
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JUSTIFICACION

El avance logrado en relacion al conocimiento sobre las vias de sintesis y regulacion para
la obtencion de metabolitos especializados, como las betalainas, es hasta ahora

moderado, por lo que todavia quedan muchas incognitas por resolver.

La acumulacion de estos metabolitos se ve directamente influenciada por procesos
altamente regulados que se dan durante las primeras fases de la via de sintesis. La poca
relevancia que se ha dado a los eventos de regulacion de la sintesis de tirosina ha abierto
una opcion para mejorar la produccién de este metabolito. La intervencion de algunas
enzimas dentro de la via de biosintesis podria ser clave y tener efectos altamente
positivos en cuanto a la obtencién de betalainas. Con base en este hecho, estrategias de
identificacion enzimética, asi como el estudio de su regulacién, serian de gran impacto

para coadyuvar en el conocimiento de la sintesis de estos pigmentos.

Algunas especies del orden de las Caryophyllales han mostrado ser candidatos ideales
para la ingenieria metabdlica por su capacidad de sintetizar betalainas; no obstante,
algunos inconvenientes se hacen presentes durante su estudio. S. queretaroensis, una
cactacea mexicana perteneciente a este orden, produce frutos denominados pitayas, los
cuales acumulan cantidades significativas de betalainas, caracteristica que le permite ser

considerada un modelo idéneo en la producciéon de estos pigmentos.

A pesar de las enormes ventajas que presenta esta cactadcea como especie potencial, su
lento ciclo de desarrollo y su naturaleza estacional limitan la posibilidad de obtener estos
pigmentos de manera continua, directamente de sus frutos. Por lo que, el manejo de
tecnologias, como el cultivo de tejidos in vitro, se ha propuesto como una alternativa que
podria coadyuvar a remediar en gran medida el posible desabasto de materia prima,
abriendo amplias posibilidades, tanto como el estudio de la biosintesis de sus pigmentos,
asi como para su optimizacion como una plataforma de produccién alternativa de

metabolitos.
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HIPOTESIS

La expresién de los genes involucrados en ciertas etapas biosintéticas de las betalainas
cambia de acuerdo al ciclo de crecimiento de las células de S. queretaroensis. Estos

cambios en la expresion se verian reflejados en la acumulacion de estos pigmentos.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de los genes: arogenato deshidrogenasa (tyrAa), polifenol
oxidasa (ppo) y 4,5-extradiol dioxigenasa (doda), involucradas en etapas decisivas de la

biosintesis de betalainas en células en suspension de S. queretaroensis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
Cuantificar la acumulacion de las betalainas en etapas especificas del ciclo de cultivo.

Analizar la presencia de transcritos de los genes de interés en la linea celular de

Stenocereus queretaroensis.

Establecer si existe una relacion entre la acumulacion de betalainas y la expresion de los

genes de interés.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En este trabajo, se utilizaron como modelo experimental células en suspension de S.
queretaroensis establecidas a partir un fruto inmaduro traido de Querétaro. Se cuenta con
dos lineas de células que producen betalainas: SqR1 produce pigmentos rojo-violetas
(betacianinas) y SqY1 produce pigmentos amarillos (betaxantinas). De acuerdo a los

objetivos planteados, se propuso la siguiente estrategia experimental (Figura 1.5):

Se realizaron curvas de cultivo para ambas lineas celulares de S. queretaroensis, en las
que ademéas de determinar los parametros de crecimiento, se llevd a cabo la

cuantificacion de betalainas totales, asi como de betaxantinas y betacianinas.

Se estandarizé un protocolo de extraccién de ARN a partir de las células de ambas lineas,
que facilite la obtencion de un ARN integro y puro.

Con base en los datos obtenidos de los experimentos anteriores, se determinaron
aquellas etapas (o dias) de muestreo para determinar los niveles de expresion de los
genes elegidos por ensayos de PCR punto final.

Posteriormente, se utilizaron las bases de datos transcriptémicas de S. queretaroensis
para elegir secuencias de genes de interés (tyrAa, ppo y doda) y algunos genes
constitutivos. Las secuencias seleccionadas fueron consideradas para el disefio de
cebadores especificos a partir de plataformas de uso libre, en donde se asignaron por lo
menos dos pares de cebadores para cada secuencia. Se confirmé la amplificacion de los

productos a partir de los cebadores disefiados, mediante ensayos de retrotranscripcion.

Finalmente, se tratd de relacionar los datos de acumulacion de betalainas y los de niveles

de expresion de los genes en estudio.
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Figura 1.5 Estrategia experimental planteada.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIAL BIOLOGICO

El material biol6gico empleado para este estudio fue en principio, dos lineas de células en
suspension de S. queretaroensis (Weber) Buxbaum, previamente establecidas a partir de
un fruto inmaduro de pitaya, traido de Querétaro (Miranda-Ham et al., 1999). Ambas
lineas se han mantenido en un medio Murashige y Skoog adaptado para cactaceas,
basado en sales inorganicas del MS (Sigma M5524), con una concentracion total de
calcio de 4.4 uM y que omite la adicién posterior tanto el acido nicotinico como la glicina
entre los constituyentes organicos del mismo medio. Asi mismo, contiene sacarosa al 3%
(p/v) como fuente de carbono y como fitorreguladores: acido 1-naftalenacético (5.3 uM),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (4.5 uM) y cinetina (4.6 uM). El pH del medio esta ajustado
a 5.8 £0.02.

Cada linea produce mayoritariamente una clase de betalainas en particular: la linea SqR1
produce pigmentos rojo-violetas (betacianinas) y la linea SqY1, pigmentos amarillos

(betaxantinas) (Figura 2.1).

W\ /NPT -

» b o
02w VAN

i
/ I T
v di / 2oV Y
ik i
e > ( A
' 1% |
¢ A Ny

Figura 2.1 Lineas celulares empleadas para la cuantificacion de betalainas y de acidos

nucleicos. A la izquierda, se muestra la linea SqY1 y a la derecha, la linea SqR1.
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2.2 METODOS
2.2.1 DETERMINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

De acuerdo con los datos documentados sobre el crecimiento de ambas lineas, la fase de
adaptacion se presenta hasta dia 8 de haber iniciado el ciclo, luego, entran a la fase
exponencial hasta el dia 22 y finalmente, se concluye con las fases estacionarias y de
decaimiento celular. A partir de esto, se determinaron curvas de crecimiento para ambas
lineas, con el fin de definir las etapas de maxima acumulacion de betalainas en cada linea
y establecer los periodos especificos para la realizacion de la cuantificacion de los
transcritos de los genes candidatos.

Para realizar el ciclo de cultivo, se prepar6 una suspension madre inicial, incorporando 15
matraces con células en suspension de cada linea a un matraz Erlenmeyer de un litro (en
condiciones asépticas). Una vez homogenizada la suspension madre, se transfirieron 10
mL de la suspension, equivalentes a 1.8 + 0.2 g de peso fresco, a cada uno de los
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 40 mL del medio de cultivo MS modificado para
cactaceas, previamente esterilizados. Al finalizar la inoculacion, los matraces fueron
transferidos al cuarto de cultivo bajo luz continua, a una temperatura de 25 + 2°C y 125

rpm tomandose dos matraces en los tiempos previamente determinados.

Se muestrearon ambas lineas al comienzo de la curva (dia 0) y después, cada cuatro dias
(4, 8, 12, 16, 20 y 24). Las muestras fueron colectadas por filtracién al vacio. Las células
se colocaron en papel aluminio, formando paquetes de 0.5 g, los cuales fueron
congelados con nitrégeno liquido y almacenados a -80°C en el ultracongelador hasta la

realizacion de los andlisis.
2.2.2 CUANTIFICACION DE LAS BETALAINAS

El contenido de betalainas correspondiente a cada linea fue determinado, empleando el
método espectrofotométrico reportado por Stintzing y colaboradores (Stintzing et al.,
2003). En corto, se extrajeron los pigmentos correspondientes a cada dia de muestreo,
moliendo las células en un mortero de porcelana frio hasta obtener un polvo fino. El
pulverizado final se transfirié6 a un tubo de ensayo y se afiadié etanol grado reactivo en

una proporcion 1:5 (p/v). Con ayuda del politrén, la muestra se homogeneiz6 durante 2

25



CAPITULO Il

minutos, con el fin de romper las paredes celulares y luego, se centrifugé a 13000 rpm
durante 20 min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo de ensayo nuevo, el cual se
empled para llevar a cabo la cuantificacion de los pigmentos, utilizando la siguiente

formula;

- (n;g) _ A(P]\:l):P(FD)

Donde CB es el contenido de betalainas en mg g* PF; V es el volumen en mL del extracto
obtenido; FD, el factor de dilucién; L, la longitud del paso 6ptico en cm y P, el peso de la
muestra en gramos. A es la absorbancia medida a 538 nm y a 480 nm para betacianinas
y betaxantinas, respectivamente; PM es la masa molecular, para betanina (550 g/mol) e
indicaxantina (308 g/mol);, la absortividad molar, para betanina (60000 L/mol x cm) e
indicaxantina (48000 L /mol x cm).

Los resultados obtenidos en la cuantificacion se analizaron, obteniéndose los promedios

finales de las tres repeticiones por cada experimento.
2.2.3 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES tyrAa, ppo y doda

El andlisis de la expresion de los genes tyrAa, ppo y doda se realizé por PCR de punto
final, asimismo se utilizé el gen constitutivo factor de elongacién (EF-1a) como control de
las reacciones de PCR. Se. Para ello, se obtuvo el RNA de las células de S.
queretaroensis en las etapas de crecimiento celular establecidas y se emplearan

cebadores especificos para el transcrito a analizar.
2.2.3.1 EXTRACCION DE RNA

Células de cada linea fueron colectadas en etapas especificas del ciclo de crecimiento,
con base en la cuantificacion de betalainas. La colecta de las muestras se realizo
mediante filtracion al vacio, en donde 0.1 g de células fueron depositadas en criotubos de
20 pL (CRYOKING®) y finalmente, almacenadas a -80 °C hasta su uso.
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Para la extraccion de RNA total, se utilizé el protocolo de Chomczynski y Sacchi (1987),
con ligeras modificaciones. Inicialmente, se usaron 0.1 g por muestra de células
almacenadas a -80 °C de cada linea y dia, homogeneizadas individualmente en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, en 750 pL del reactivo Trizol (Life Techologies™) con perlas de

vidrio y agitadas en el vortex.

El tejido se homogeneizé6 manualmente con 300 uL de cloroformo y se incubd en hielo
durante 3 min. Posteriormente, las fases se separaron centrifugando a 12,000 x g durante
15 min a 4°C, la fase acuosa se recuperé en un tubo nuevo al que se le anadieron 500 pL
de isopropanol, se agité e incub6 a temperatura ambiente durante 10 min, la mezcla se
centrifugd a 12,000 x g durante 15 min a 4°C, desechandose cuidadosamente el
sobrenadante.

Se lavé la pastilla de RNA en 1000 pL de etanol al 70%, se agito en vortex y se centrifugd
a 7,500 x g durante 5 min. Se realizaron tres lavados consecutivos de la pastilla,
afiadiendo 100 uL de etanol al 70% y centrifugando a 8,000 x g durante 5 min a 4°C cada
vez. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 30 uL de agua con dietilpirocarbonato

(DEPC) y se almacen6 a -22°C hasta su uso.

Alternativamente, se extrajo RNA utilizando el paquete de extraccion PureLink™ RNA
Mini Kit (invitrogen®), en donde se utilizé la misma cantidad de muestra (0.1 g) y los
mismos primeros pasos del protocolo estandar (Chomczynski y Sacchi, 1987) hasta
obtener la mezcla de isopropanol, de la cual se transfirieron 700 yL a un cartucho nuevo
(PureLink™ RNA Mini Kit) y se centrifugd a 12,000 x g durante 15 seg, se desechd
cuidadosamente el sobrenadante de la parte inferior del tubo, y se repitié6 este proceso
hasta completar toda la mezcla. Se anadieron 700 pyL del amortiguador de lavado | y se

centrifugd a 12,000 x g durante 15 seg, descartandose el precipitado.

Se transfirid el cartucho a un tubo de coleccidon nuevo y se afiadieron 500 pL del
amortiguador de lavado Il, centrifugando a 12,000 x g durante 15 seg, se descarto el
precipitado y se repitid el proceso. Se centrifug6 el tubo con el cartucho a 12,000 x g

durante 1-2 min para secar la membrana con el RNA y se descarto el tubo de coleccion.
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Se reinsertd el cartucho en un tubo de recuperacion nuevo y se afiadieron
cuidadosamente 50 pL de agua libre de RNAsas en el centro del cartucho, se incubé a TA
durante 1 min y se centrifugd durante 2 min. Finalmente, se colecté el eluato en un tubo

Eppendorff y se almacend a -22°C.

La concentracion y pureza del RNA obtenido en cada método de extraccion se confirmé
por espectrofotometria (Azso/A20 = 2.0, una proporcion de 2.0 asegura una extraccion
pura) en un NanoDrop-1000 (ThermoScientific®). La integridad y calidad del RNA total se
verificd por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR® Gold nucleic acid
gel stain (Invitrogene®).

2.2.3.2 DISENO DE CEBADORES

En el principio, cuando todavia no se contaba con el transcriptoma de S. queretaroensis
para el disefio de los cebadores, éstos se obtuvieron a partir de las secuencias
codificantes reportadas en algunas especies del orden de las Caryophyllales, en
especifico de Beta vulgaris (betabel), debido a que era la informacion disponible sobre la

especie mas cercana a nuestro modelo de estudio.

Con base en las secuencias obtenidas del betabel, se disefiaron oligonucle6tidos para el
gen de arogenato deshidrogenasa (arDH) y los genes de referencia de actina (act),
tubulina (tub) y ubiquitina (ubq), utilizando programas de alineamiento y andlisis de las
secuencias, como nBLAST y MEGA 10 (Cuadro 2.1). El disefio de los cebadores se
realizé6 empleando Primer3. Los parametros que se consideraron para su disefio fueron:
Tm de 60°C, contenido de GC de 45+55%, longitud del cebador de entre 18 y 22 bases y

un producto amplificado de maximo 150 bases de longitud.
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Cebador Bases Secuencia ™m %GC Amplicén
ADHF1 21 TGGTGGATAATACGTCGAAGG 59.83 47.6 104
ADHR1 20 CTCAAACGCCCAATCTAACC 58.57 50
ADHF2 20 ACGCCGATTAATACGAAAGG 59.1 45 142
ADHR2 20 CAAACGCCCAATCTAACCTC 59.57 50
ACTF1 20 GAATCAGAGACCGCCAAGAG 59.95 55 142
ACTR1 20 CAGCGGACTCCATACCAACT 60.13 55
ACTF2 20 TGCTCAGTGGTGGTTCAACT 59.31 50 138
ACTR2 20 ACCCTCCAATCCAGACACTG 59.96 55

TUB-BF1 20 GAGTTCACCGAGGCTGAGAG 60.1 60 103

TUB-BR1 21 CCTCTTCCTCGTCCTCGTACT 59.9 57.1

TUB-BF2 20 CATTGGTACACTGGGGAAGG 60.2 55 136

TUB-BR2 21 CCTCTTCCTCGTCCTCGTACT 59.9 57
UBQF1 20 GAGGAACCGCACACTGGTAT 60 55 131
UBQR1 20 GGCATTCCTTGGACTTCTGA 60.2 50
UBQF2 20 TTGATGTGGATGGTGAGGAA 59.9 45 149
UBQR2 20 TTCTGGCATTCCTTGGACTT 59.7 45

Cuadro 2.1 Cebadores disefiados a partir de secuencias codificantes de Beta vulgaris.

Una vez que se contd con el transcriptoma secuenciado del modelo de estudio fue posible

disefiar cebadores especificos a partir de algunos genes de interés, como arogenato

deshidrogenasa (tyrAa), polifenol oxidasa (ppo) y 4,5-extradiol dioxigenasa (doda),

ademas del disefio de los cebadores especificos de los genes de referencia: actina 7

(act7), beta tubulina (btub), ubiquitina ¢ (ubc) y el factor de elongacién 1 alfa (efl). El

disefio de estos cebadores se realiz6 considerando los mismos parametros del primer

conjunto de cebadores disefiados con anterioridad (Cuadro 2.2).
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Cebador Bases Secuencia Tm %GC Amplicén
AroDHa-FW1 20 ACAACTCACTGGGCATCTTC 62.1°C 50 136 pb
AroDHa-RV1 22 CTCTGGGAGCATAAGTTITCCTG 62.3°C 50
AroDHa-FW2 18 GCCGAGCACGATAAGCAT 64.5°C 55.6 139 pb
AroDHa-RV2 22 CTGTGTTGTCCACTAAGTTCCT 64.1°C 45.1

PPO-FW1 21 ACCACCAACCTCCAACAATAG 62.2°C 47.6 148 pb

PPO-RV1 20 TGCCCTAGAAATAGCCTTGC 62 °C 50

PPO-FW2 22 GACAGGCTCCTCATCAAGA 62.7°C 52.6 111 pb

PPO-RV2 21 TCCTCGTCCTCCTTCTCT 62.5°C 55.6

ACT7-FW1 19 AACCGCCAAGAGTAGTTICT 62.5°C 474 130 pb
ACT7-RV1 22 TGCTTCCATACCAATGAATGAG 62.5°C 474

ACT7-FW2 21 ATTCCAGGTGCTTCCATACC 61.2°C 47.6 149 pb
ACT7-RV2 20 TGCTTCCATACCAATGAATGAG 61.8°C 50

BTUB-FW1 20 GCAACTCCACATCCATTCAG 60.9 °C 50 129 pb
BTUB-RV1 20 CTGCCTCTGTGAACTCCATC 62 °C 55

BTUB-FW2 23 CAGGAGGGTAAGTGAGCAATTTA 62 °C 43 133 pb
BTUB-RV2 22 GTACTCAGCCACCAGATCATTC 62 °C 50

UBC3-FwW1 21 AGGTAGCATTCAGGACAAAGG 62 °C 47.6 134 pb
UBC3-RV1 22 CAGGAGTGAGCAGATAGAAAGC 62.2 °C 50

UBC3-FW2 20 TGATGGAGAGGAGGCTTACA 62 °C 50 133 pb
UBC3-RV2 21 AACTTGGACATCACCCAGAAG 62 °C 47.6

EF1-FW1 21 CCAGAAACTACAGGTCCCAAC 62 °C 52.4 137 pb

EF1-RV1 21 CCTCTCATGTTCTCTTCAGCC 62 °C 52.4

EF1-FW2 20 AAAGCAAGAGACAGTGGAGG 62.2 °C 50 133 pb

EF1-RV2 20 ACTTCATAGCACGGATTGGG 62 °C 50

DODA-FW1 21 CAAACTGGAAACTGGCACATC 61.9°C 47.6 109 pb
DODA-RV1 23 TCCCAACTACGATGAATAAGCTC 61.9 °C 43.5
DODA-FW2 23 AAGATAGAAAGTCATGCTTCAGC 61.1°C 39.1 106 pb
DODA-RV2 23 CCTACTTICTCTGTCTGTCACAAG 61.8 °C 47.8

Cuadro 2.2 Cebadores especificos disefiados a partir de secuencias codificantes

obtenidos a partir del transcriptoma de S. queretaroensis.
2.2.3.3 SINTESIS DE cDNA

Para la sintesis de cDNA, se utilizé el paquete SuperScript™ Il First Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen). Se tomé 1 ug del RNA total previamente extraido y
tratado con DNAsas y se deposité en una mezcla que contenia 1 pyL de oligo (dT), 1 uL de
dNTP mix (10 mM) llevado a un volumen de 10 pL con agua DEPC e incubado a 65 °C
durante 5 min. Para la sintesis de la cadena complementaria, se afiadié la mezcla de
sintesis de cDNA, compuesta por 2 pyL del amortiguador RT (10X), 4 yL de MgCl, (25
mM), 2 ul de DTT (0.1 M), 1 yL de RNAseOUT™vy 1 pL de SuperScript® Il RT (200 U/uL)
y se incubd inicialmente a 50 °C durante 50 min y se finalizé calentando a 85°C durante 5
min. Finalmente, cada reaccion fue tratada con 1 yL de RNase H por tubo y se incubd a
37°C durante 20 min.
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2.2.3.4 PCR DE PUNTO FINAL

Se tomo 1 ug de cDNA y se incubd en la mezcla de PCR que contenia 25 uL de
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), 10 uM de cebadores especificos (Cuadro 2.2),
llevado a un volumen total de 50 uL con agua libre de nucleasas. El programa consistio en
una desnaturalizacion inicial 2 min a 95°C. Se emplearon 40 ciclos de 30 s a 95°C para la
desnaturalizacion. La temperatura del alineamiento de los cebadores fue de 50 - 55°C
durante 30 s. La condicién de elongacion fue por 1 min a 72°C y la elongacion final fue por
10 minutos a 72°C. Los productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 2% y se
visualizaron en un sistema de transiluminacion.
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CAPITULO 1II

RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LAS LINEAS EN SUSPENSION SqY1y SqR1

Se realizaron las curvas de crecimiento de las dos lineas de células en suspension de S.

queretaroensis iniciando el dia 0 y concluyé el dia 24. El muestreo se realiz6 cada cuatro

dias,

en donde por filtracién al vacio, se colectaron tres paquetes de células de 0.5 g por

dia considerados como repeticiones y se almacenaron a -80°C hasta la realizacién de los

analisis de cuantificacion.
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Figura 3.1 Curva de crecimiento (peso fresco) de la linea celular SqY1. Promedio de tres

repeticiones + desviacion estandar.
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Figura 3.2 Curva de crecimiento (peso fresco) de la linea celular SqR1. Promedio de tres

repeticiones * desviacién estandar.

En las figuras 3.1 y 3.2, se muestran las curvas de crecimiento de las lineas SqY1 y
SgR1, con base en la ganancia de peso fresco. En ambos casos, se puede observar una
curva sigmoide, tipica del crecimiento de células vegetales, en donde es posible identificar
las siguientes fases: 1) lag, entre el dia 0y 8, y 2) exponencial, que va del dia 9 al 24. De
trabajos anteriores, se sabe que la fase de desaceleracidn progresiva empieza a partir del

dia 25, para luego dar paso a la fase de decaimiento alrededor del dia 30.
3.2 CUANTIFICACION DE BETALAINAS EN LAS LINEAS SqY1y SqR1

En la siguiente figura, se puede observar la relacion del contenido de pigmentos
(betaxantinas y betacianinas) a lo largo de la curva de crecimiento presentes en la linea
SqgY1. La cantidad de pigmentos amarillos (betaxantinas) se mantuvo estable durante los
primeros dias, alcanzando el punto méaximo el dia 8 (18.41 ug g* PF) y con un leve
descenso que se mantuvo hasta el dia 20, para después aumentar hasta los mismos
niveles del dia 0. En el caso de las betacianinas, su comportamiento fue similar al de las
betaxantinas, teniendo su punto méaximo el dia 24 (4.69 ug g* PF) (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Contenido de betalainas en la linea SqY1 de S. queretaroensis (ug g PF) a lo largo de

un ciclo de cultivo de 24 dias. Promedio de tres repeticiones + desviacion estandar.

En lo que respecta a la cuantificacion de betalainas en la linea SgR1, alcanz6 un punto
maximo el dia 8 respecto a pigmentos rojos (betacianinas) (82.77 ug g* PF) y en el dia
16, en los pigmentos amarillos (betaxantinas) (78.76 ug g* PF). Cabe decir que la
cuantificacion de los pigmentos para la linea roja se detuvo el dia 20, pues no se pudo

seguir muestreando por la contingencia (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Contenido de betalainas (barras amarillas) y de betacianinas (barras rojas) en la linea
SqR1 de S. queretaroensis (g g PF) a lo largo de un ciclo de cultivo de 24 dias. Promedio de tres

repeticiones * desviacién estandar.

De los resultados obtenidos, se determind que los ensayos de medicion de la expresion

génica en la linea SqY1 se realizaran solamente en dias 4, 8, 12, 16, 20 y 24 de cultivo.
3.3 EXTRACCION DE ARN DE CELULAS DE Stenocereus queretaroensis

Se estandariz6 el método de extraccion de RNA total para las lineas de S. queretaroensis,
realizando algunas modificaciones en los parametros de las distintas etapas del protocolo

estandar de extraccion de acidos nucleicos (ver Materiales y Métodos).

Inicialmente, de todos los métodos probados para el lisado celular, las perlas de vidrio
fueron las que proporcionaron una mejor integridad del RNA en la extraccion (Figura 3.5).
Por otro lado, el incremento de los reactivos Trizol y cloroformo favorecié notablemente la
extracciéon de los acidos nucleicos y la inhibicién de enzimas degradativas del RNA, ya

que se pudo obtener uno de mayor integridad.
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Carril 1: SqY1 Carril 1-2: SqY1 Carril 1: SqY1
Carril 2: SqR1 Carril 3-4: SqR1 Carril 2: SqR1

Figura 3.5 Ensayos iniciales de extraccién de RNA. Inicialmente, se utilizaron un micropistilo de
plastico (A) y un homogeneizador manual (B) para el lisado de las células; sin embargo, no se logré
obtener buen rendimiento, ni la calidad de RNA esperado (considerando los parametros de
pureza), por lo que se procedi6 a utilizar perlas de vidrio (C), las cuales mejoraron notablemente la
integridad del material extraido. En cada pocillo del gel, se cargd 1 ug de RNA total de la muestra

extraida.

A pesar de las modificaciones aplicadas, la presencia de sales en los pocillos del gel
todavia era notoria, por lo que se procedié a probar de 2 a 3 lavados consecutivos, lo que

disminuy6 en buena proporcion la presencia de sales en la extraccion (Figura 3.6).
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Muestra |Concentracion (ng/pL) | A 0/A 20 Az /A 260 Muestra |Concentracion (ng/uL) | A 560/A 250 Az lA 560
1 57.2 1.89 1.99 1 163.3 1.92 1.93
2 366.2 1.95 1.73 2 187.4 1.92 2.07
3 47.5 1.95 0.51 3 245.7 1.99 1.72
4 220 1.96 2.22 4 174.3 1.97 1.94
1-2=5qY1; 3-4=SqR1 1-2=5qY1; 3-4=SqR1

Figura 3.6 Ensayos posteriores de extraccion de ARN con modificaciones en el protocolo.En el
primer gel (A) se pueden observar las bandas ribosomales 28S y 18S un poco mas uniformes; sin
embargo, las manchas negras en los pocillos indican la presencia de sales en los mismos que fue
todavia muy conspicua. En el segundo gel (B), se pueden observar las bandas ribosomales 28S y
18S mucho mas claras, indicativo de una buena extraccion de los acidos nucleicos, asi como en la

eliminacion de sales y otros compuestos presentes en los ensayos anteriores.

Finalmente, se probsd el protocolo con todas las modificaciones realizadas, de igual
manera se mejoro en el pipeteado obteniendo asi, un RNA mucho mas integro y puro, de
acuerdo a los parametros requeridos para los andlisis subsiguientes. En las siguientes
(Figuras 3.7 y 3.8), se muestran los geles de agarosa al 1% del RNA extraido a lo largo de
la estandarizacion del protocolo, detallando los resultados de los cambios realizados en
cada etapa del protocolo modificado. De igual manera, se presenta la informacion
correspondiente a los valores de densidad Optica registrados en el andlisis de
absorbancia.
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1-2 =SqY1; 3-4 =SqR1; 5-7 =SqY1

Muestra |Concentracién (ng/uL) A 260 /A 250 A 30 /A 260
Muestra |Concentracién (ng/pL) A 260 /A 250 A z0/A 20

1 161.5 1.91 1.8

1 743.9 1.96 221
2 353.6 1.9 1.61

2 748.2 2.02 23
3 743.5 2 1.82

3 244.4 1.95 217
4 457.5 1.89 1.94

4 2155 1.89 2.32
5 390.3 1.84 2.33

5 712.7 1.9 2.04
6 162.7 1.87 2.43
7 172.7 19 1.89 1-2-5=SqR1; 3-4=5qY1

Figura 3.7 Resultados finales con el protocolo estandarizado. Se pueden ver bandas uniformes y

ausencia de degradacion en cada muestra.

Muestra| Concentracion (ng/uL) | Azeo/Azo Azz0/Az0
1 298.1 1.86 1.98
2 181.7 1.91 1.82
3 404.9 1.80 1.95
4 589.8 1.91 1.9

1-2=dia0; 3-4=dia4; 5-6=dia 8; 7-8=dia 12

Figura 3.8 Extraccion de RNA de muestras obtenidas de la curva de crecimiento de la linea celular

SqY1. En el gel es posible observar las bandas ribosomales 28S y 18S. Las concentraciones

depositadas en cada carril fueron las mismas.
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3.4 EXPRESION DE LOS GENES tyrAa, ppo y doda EVALUADOS MEDIANTE PCR

Para los analisis moleculares, se emplearon muestras a lo largo del ciclo de cultivo (dias
4, 8, 12, 16, 20 y 24) de la linea SqY1l. Los genes propuestos para este estudio
corresponden a tyrAa, ppo y doda, como genes claves en la ruta biosintética de las

betalainas.

Los transcritos del gen tyrAa estan presentes en todos los dias evaluados (Figura 3.9). Es
de notarse que aparentemente en los dias 20 y 24, las bandas son un poco mas intensas.
Estos resultados sugieren que las células mantienen un nivel constante de transcritos a lo
largo del ciclo, para que se encuentren disponibles en caso de necesitar ser traducidos
para la produccion de L-tirosina.
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Figura 3.9 Expresion de la arogenato deshidrogenasa (tyrAa) en células durante el ciclo de cultivo

de lalinea SqY1 de S. queretaroensis.

Por otro lado, se pudieron visualizar bandas correspondientes para los transcritos del gen
ppo a lo largo del ciclo de cultivo. En los dias 4 y 8, su presencia es casi imperceptible.
Esta expresion aumenta de manera importante el dia 12, para luego disminuir casi a la
mitad durante los dias 16 y 20 (Figura 3.10). La banda es mucho mas notoria el dia 24,

cuando iniciaria la fase estacionaria.
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Figura 3.10 Expresion de la polifenol oxidasa (ppo) en células durante el ciclo de crecimiento de

S.queretaroensis.

Finalmente, para el gen doda, su expresion se detectdé con mayor intensidad en los dias
20 y 24 del ciclo (Figura 3.11), aunque podria decirse que la banda empieza a notarse a
partir del dia 12 del ciclo. Estos resultados contribuyen a proponer que la presencia de
transcritos de ppo daria por resultado una mayor disponibilidad de L-DOPA, que es
utilizada por DODA para producir el &cido betalamico.
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Figura 3.11 Expresion de la 4,5-extradiol doxigenasa (DODA) en células durante el ciclo de

crecimiento de S. queretaroensis.

Adicionalmente se amplifico factor de elongacion (EF-1a) con gen control empleando las
mismas cantidades de cDNA que en las demas reacciones (Figura 3.12). Su expresion se

mantiene constante y sin cambios aparentes durante todo el ciclo establecido.

0 20 24

Figura 3.12 Expresion del factor de elongacion - 1a (EF-1a) en células durante el ciclo de
crecimiento de S.queretaroensis.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL

En los ultimos afos, las betalainas han sido objeto de estudio debido a sus caracteristicas
fisico-quimicas y como compuestos bioactivos; sin embargo, la mayoria de estos estudios
no han conseguido realizarse en modelos mas viables que puedan satisfacer a un
mercado mas amplio. Entre las caracteristicas mas importantes de las betalainas para su
utilizacion en la industria, se encuentra su alta estabilidad a rangos amplios de
temperatura y pH. Ademas, su versatilidad como metabolitos bioactivos en la prevencién
de algunas enfermedades ha generado un gran interés en estos pigmentos.

Los frutos de S. queretaroensis representan una alternativa como modelo de estudio con
relacién a los pigmentos mencionados, debido a la gran cantidad de betalainas que se
producen en la pulpa de éstos. Este trabajo fue realizado con la finalidad de entender una
de las caracteristicas mas importante de la linea celular de S. queretaroensis: la
acumulacién de betalainas, con base en la regulacion de algunos genes claves

involucrados en su biosintesis.

La biosintesis y acumulacién de metabolitos especializados en las plantas son inducidas
en respuesta a diversos factores, como el estrés abi6tico o el ataque de patégenos. Por
otro lado, la maquinaria celular de las plantas regula estos aspectos en las diferentes
etapas del crecimiento, de acuerdo a las necesidades. Dicha regulacién requiere de la
expresion de mdultiples genes que dan lugar a enzimas y reguladores que actdan de

manera coordinada en momentos especificos.

Para este estudio, se consideraron dos de las fases de crecimiento celular de la linea: la
fase de adaptacion o lag y la exponencial, en un ciclo de 24 dias (Figura 3.1). Para el dia
8 del ciclo, la cantidad de pigmentos amarillos (betaxantinas) alcanza su punto maximo,
para después descender levemente hasta el dia 20, donde vuelve a aumentar similares a

los registrados en el dia O (Figura 3.3).

Para la realizacion de los experimentos que implican el uso de acidos nucleicos, se tuvo
que afinar una metodologia de extraccion, a partir de las células en suspension de la linea
SqY1, que implicaba una manera diferente de romperlas, pues se utilizaron perlas de

vidrio (Figura 3.5). Este hecho implica que las células de S. queretaroensis poseen una
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pared celular bastante resistente, que pudiera compararse con la de Saccharomyces
cereviceae, el Unico otro modelo que ha requerido de este sistema de ruptura en el

laboratorio.

Asi mismo, hubo que afinar detalles de uso de reactivos y tiempos para lograr que el RNA
obtenido estuviera en la cantidad y la calidad necesarias para poder determinar la

expresion de los genes involucrados en la sintesis de la tirosina y las betalainas.

Es de mencionarse que, al principio del trabajo, la Unica otra referencia cercana de los
genes a estudiar era en Beta vulgaris, especie que ha sido ampliamente estudiada con
respecto a la sintesis de betalainas, pero que no esta cercana filogenéticamente hablando
a nuestro modelo experimental. Es por esto que se hizo necesario al mismo tiempo,
realizar la obtencién del transcriptoma de S. queretaroensis. Después de hacer los
andlisis bioinformaticos pertinentes, se pudo contar con varias opciones para la busqueda
de los genes de interés. Una vez elegidas las secuencias codificantes, se pudo realizar el
disefio de cebadores especificos de los genes tyrAa, ppo y doda.

Con base en los resultados obtenidos a partir de los ensayos moleculares, no se encontrd
una relacion consistente entre el nivel de la expresion génica y la acumulacién de
betalainas. Sin embargo, la expresion de tyrAa, que es detectable en todos los dias
evaluados, coincide con otros estudios que evallan este mismo gen en la sintesis de L-
tirosina (Figura 3.9), un aminoacido esencial en la mayoria de procesos vitales para la
planta. Es probable que las células necesiten un nivel basal de transcritos listos para ser
traducidos a lo largo de la curva de crecimiento, pues se sabe que los aminoacidos

aromaticos, en general, no se acumulan, sino que son utilizados inmediatamente.

Por otro lado, se ha propuesto que la PPO realiza la hidroxilacién de L-tirosina a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), asi como su subsecuente oxidacion para formar ciclo-
DOPA. Algunos autores han propuesto que ambos eventos son realizados por una
polifenol oxidasa bifuncional (Gandia-Herrero et al., 2004; Strack et al., 2003; Strack y
Schliemann, 2001; Steiner et al., 1999).

Se pudo detectar una expresion baja de ppo durante los dias 4 y 8, para luego aumentar
notablemente el dia 12. Entre los dias 13 y 23, la expresion disminuye aproximadamente

a una quinta parte de la del dia 12, para luego volver a subir en el dia 24, previo al
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segundo pico de acumulacién de pigmentos evaluados. Sin embargo, no hay aumento en

la aparicion de los transcritos durante el primer pico de acumulacion (Figura 3.10).

Finalmente, doda se empieza a expresar el dia 12, mas los maximos de su nivel se
encuentran entre los dias 20 y 24, correspondiendo con la formacion del acido betaldmico,
(Figura 3.11) cromdforo central de las betalinas, a partir de la apertura del anillo ciclico de
L-DOPA entre los carbonos 4 y 5, produciendo asi un 4,5-seco-DOPA inestable, que
posteriormente se tautomeriza de forma no enzimatica, a partir de una trasferencia de
protones y la liberacion de agua (Contreras-Llano et al., 2019; Christinet et al., 2004). Este
aumento en el nivel de los transcritos de ppo y doda en el dia 24 parece coincidir con el
segundo pico de acumulacion de batalainas en las células de S. queretaroensis. Sin
embargo, queda la interrogante de qué esta pasando durante el primer pico, a lo que se
podria sugerir que habria que determinar cuantitativamente la cantidad de transcritos
necesarios para poder llevar a cabo la exitosa traduccién que daria lugar a las enzimas

necesarias para el proceso.

Seria interesante saber qué ocurre después del dia 24 con estos genes, asi como
considerar la busqueda de otras isoformas, que puedan estar involucradas en otras partes

de la ruta metabdlica de estos pigmentos.

Con base en los resultados obtenidos, no podemos descartar por completo la hipotesis
planteada en el proyecto, pues hay datos que apuntan a que un aumento en la expresiéon
de ppo y doda podrian estar relacionadas con el incremento en la acumulacién de
betalainas en la fase tardia del ciclo de cultivo de la linea SqY1 de S. queretaroensis.
Empero, no se pudo determinar algo similar para el primer pico de acumulacién de

pigmentos durante el dia 8.

Esto podria indicar que el control de la sintesis de betalainas en estas células no es
puramente a nivel transcripcional, sino que también deberian considerarse eventos
posteriores, desde la traduccion, la compartamentalizacion de las enzimas y la

disponibilidad de sustratos, entre otras.

También podrian sugerirse otros eventos suscitados previos al primer pico de
acumulacion de pigmentos, como la regulacién mediada por otras enzimas o a través de
rutas alternas que estan parcialmente identificadas en otros modelos; asi mismo, no se

descarta la posibilidad de que existan transcritos en dias previos al dia 0 o inclusive en
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dias no analizados del ciclo, que finalmente dan lugar a las enzimas que actdan en la

produccién de pigmentos para el dia 8.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se logré cuantificar con éxito la acumulacion de pigmentos en los periodos establecidos
del ciclo de crecimiento de la linea, lo que permitié la evaluacién de la expresion de los

genes involucrados en la sintesis de betalainas.

La expresion de tyrAa se presenta durante todos los dias evaluados del experimento,
apuntando a su papel en la sintesis de L-tirosina, aminoacido esencial para la mayoria de
procesos metabdlicos. En cuanto a los otros genes evaluados, ppo tiene su mayor
expresion los dias 12 y 24, mientras que doda comienza a expresarse en mayores niveles
hasta el dia 20.

El trabajo realizado en este proyecto contribuye a comprender la biosintesis de las
betalainas en S. queretaroensis. Los resultados hasta ahora nos indican los eventos
puntuales suscitados en el desarrollo de la linea celular, con respecto a la producciéon de

estos pigmentos.

Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo presentan evidencias que
permiten sugerir que la hipétesis propuesta inicialmente puede no ser totalmente valida,
debido a la ausencia de los patrones claros de expresion génica en etapas esperadas.
Sera necesario analizar la abundancia relativa de los transcritos de interés. Sin embargo,
lo realizado sugiere que estos genes juegan papel en la sintesis y regulacion de estos
pigmentos. Es pertinente realizar estudios mas integrales del modelo, como la obtencion
de transcriptomas en mas puntos del ciclo de cultivo y el analisis cuantitativo por RT-PCR
de los transcritos en base a ellos. Un conocimiento mas profundo de las vias de sintesis
de las betalainas permitira aplicar ingenieria genética en modelos de alto rendimiento

para producir pigmentos que puedan satisfacer a las diferentes industrias.
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