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RESUMEN 

La planta tropical Bixa orellana (anato) es la principal fuente de bixina, el cual es el 

pigmento natural mas usado en la industria alimenticia. Sin embargo, poco se conoce 
acerca de la fisiologia, bioquimica y gen~tica molecular de este cultivo. En este estudio, se 
presentan algunos resultados sabre la sintesis de carotenoides en B. ore/lana. Se 
establecieron cultivos in vitro de diferentes tejidos de esta planta y se aisl6 y analiz6 el ADN, 
el ARN y las proteinas. Similarmente, se cuantificaron carotenoides totales y bixina. Durante 
la obtenci6n de estos resultados se establecieron un conjunto de metodologias que pueden 
ser aplicadas al an~lisis de la sintesis de carotenoides en B. orellana. 

Par otra parte, este trabajo representa el primer estudio con un enfoque molecular y 
bioquimico sobre el desarrollo de las flores y frutos. Esta investigaci~n consisti en el 
estud10 de dos enzimas involucradas en la sintesis de isoprenoides en B. orellana. 

La primera enzima investigada fue la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (HMGR), la 
cual juega un papel importante en la sintesis del isopentenil difosfato, et precursor de los 
isoprenoides, esta enzima se investigo a nivel de su actividad enzim~tica y de su expresion 
gen~tica a trav~s del desarrollo de la flor, fruto y formaci~n de las semillas. Un fragmento de 
503 pb del gen hmg se obtuvo a partir del AON gen6mico usando la reacci6n en cadena de 
la polimerasa (PCR), y se us como sonda para northern blot, southern blot y ensayos de 
protecci6n contra ribonucleasas. En este trabajo, presentamos datos sobre la actividad 
especifica de la HMGR y de la acumulaci6n de sus transcritos en diferentes estadios del 
desarrollo de las flores y frutos de B. orellana. Nuestros datos indican que la HMGR es 
codificada por una pequefa familia g~nica y es regulada transcripcionalmente durante el 
desarrollo de la flor y el fruto. La actividad especifica de la enzima, asi como la acumulaci6n 
de sus transcriptos mostr6 ser significativa en las semillas inmaduras. 

La segunda enzima analizada, la fitoeno sintasa (PSY) es clave en la sintesis de 
carotenoides. Se aisl~ un fragmento de 687 pb del gen psy a partir del ADN gen~mico 
usando la reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR) y se utiliz6 como sonda para estudios 
de expresin. En este trabajo presentamos datos de la acumulacin de transcritos en 
diferentes estadios de desarrollo de las flares, frutos y semillas de B. oreflana. La 
acumulaci6n de transcritos fue significante en las semillas inmaduras, el mismo 6rgano 
donde comienza la acumulaci6n de bixina. 
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ABSTRACT 

The tropical plant Bixa orellana (annatto) is the main source of bixin, which is one of the 
most frequently natural pigment employed in the food industry. However, little is known about 
the physiology, biochemistry and molecular genetics of this crop. In this study, some results 
on the study of carotenoid biosynthesis in B. orellana are presented. In vitro cultures from 
different B. orellana tissues were established and DNA, RNA and proteins were extracted 
and analyzed. Similarly, bixin and total carotenoids were quantified. These studies were 
intended to establish a set of methodologies to analyze the carotenoids synthesis in B. 
orellana. 

On the other hand, this work represents the first study with a biochemical and molecular 
approach on flower and fruit development of this plant. This investigation consisted in the 
study of two enzymes involved during the isoprenoid biosynthesis in B. ore/Jana. The first 
enzyme investigated was the 3-hydroxy-3-metylglutaryl CoA reductase (HMGR), which plays 
an important role in the synthesis of isopentenyl pyrophosphate, the precursor of 
isoprenoids, this enzyme was investigated a level of its activity and genetic expression 
through flowering, fruit development and seed formation. A fragment of 503 bp of the hmg 
gene derived from genomic DNA was obtained using the polymerase chain reaction (PCR) 
and it was utilized as probe for northern blotting and ribonuclease protection assay. In this 
work, we present data of HMGR specific activity and transcript accumulation at different 
development stages of flowers and fruit of B. orellana. Our data indicate that HMGR is part of 
a small genie family and is transcriptionally regulated during the development of the flower 
and fruit. The specific activity of the enzyme, as well as gene transcript accumulation was 
shown to be significant in immature seeds. 

The second enzyme investigated was the phytoene synthase (PSY) that is key in the 
synthesis of carotenoids. It was isolated a fragment of 687 bp of the psy gene derived from 
genomic DNA using the polymerase chain reaction (PCR) and it was utilized as probe for the 
expression studies. In this work, we present data of transcript accumulation at different 
development stages of flowers, fruits and seeds of B. ore/Jana. The transcript accumulation 
was significant in immature seeds, the same organ where it begins the bixin accumulation. 
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INTRODUCCIN 

INTRODUCCION GENERAL 

Bixa orellana, es un arbusto originario de America tropical, apreciado par su producci6n 
de pigmentos carotenoides en la cubierta de sus semillas. Esta planta crece Silvestre en 
toda Am~rica desde M~xico hasta Brasil. Con la llegada de los espafioles y el 
descubrimiento de sus cualidades colorantes, esta planta se introdujo en Africa y de alli 
pas6 a Asia y Oceania, actualmente se cultiva de forma comercial en diversas partes del 
mundo (Arce, 1999). 

La bixina, el principal carotene de B. orellana se encuentra acumulado en sus semillas y 
es un caroteno soluble en agua, aceites y grasas. Este pigmento tiene diversas aplicaciones 

en la industria de los alimentos, ya que posee una gran capacidad para colorearlos 
adecuadamente, de forma estable y en asociaci6n con alg(m otro antioxidante sin disminuir 
su coloraci6n, ni afectar su sabor (Meggos, 1984). El pigmento de las semillas posee 
adem~s aplicaciones como condimento en alimentos tradicionales en la peninsula de 
Yucatan, donde es conocido como achiote. 

La demanda de este pigmento como colorante comercial va en aumento en el mercado 
mundial, ya que actualmente se prefiere su uso con respecto a otros colorantes sint~ticos de 
caracteristicas similares presentes en el mercado (Juarez et al,, 1998). Por lo anterior, el 
achiote ha pasado de ser un cultivo casi olvidado, a una fuente importante de recursos 
econ6micos en paises donde se ha cultivado tradicionalmente y en Africa tropical donde fue 
introducido (Le6n, 1987). 

A pesar de la importancia econ6mica de esta planta, s6Io se han reafizado algunos 
estudios de car~cter agronomico y sobre la naturaleza quimica de los carotenoides 
presentes en sus semillas (Mercadante et al,, 1996; Godoy-Hernandez, 2000). 

La bixina y otros carotenoides presentes en las semillas de B. orellana pertenecen al 
grupo de los isoprenoides, una diversa familia de compuestos naturales que presentan mas 
de 22,000 productos identificados y con una gran variedad de funciones en las plantas 
(Chappell, 1995; Wendt y Schulz, 1998). 

La mol~cula precursora de todos las compuestos isoprenoides es el isopentenil 
difosfato (PP), Debido a la gran diversidad de funciones que tienen estos compuestos en el 
metabolismo de las plantas, la regulaci6n de la sintesis del IPP es compleja, existiendo dos 
rutas para su sintesis en las plantas, una ruta plastidica donde el IPP se origina a partir del 
gliceraldehido 3-fosfato y el piruvato (Rohmer et al., 1996; Lichtenthaler, 1999) y una ruta 
citos~lica donde se emplea mevalonato como precursor del IPP (Heintze et al., 1994; 
Chappell, 1995). Por otra parte, la mayoria de los compuestos isoprenoides en las plantas 
son producidos ~nicamente en el interior de los pl~stidos (Hugueney et al., 1996). 

De las dos rutas productoras de IPP, las enzimas 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 
reductasa (HMGR) y desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXPS) son reguladas en las rutas 
citos6Iica y plastidica respectivamente (Bach et al., 1990; Learned y Coonolly, 1997; 
Lichtenthaler, 1999). Por otra parte, se ha demostrado que la enzima fitoeno sintasa (PSY) 
es una enzima clave para la formacin de carotenoides, ya que es la primera enzima 
involucrada de forma exclusiva en su biosintesis (Bonk et al., 1997). 

Un primer aspecto de inter~s para el estudio sobre la acumulaci~n de pigmentos 
carotenoides en 8. orellana, es incrementar el conocimiento sobre la regulaci6n de los 
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genes involucrados directamente en su biosintesis y en la formacion de las 6rganos donde 
estos se acumulan. Varias evidencias sugieren que la ruta plastidica es mas importante para 
la formaci6n de las carotenoides (Lichtenthaler et al., 1997) ya que el IPP que produce esta 
comprometido directamente en la formaci6n de estos compuestos en las plantas. 

En B. orellana se acumulan carotenoides en diferentes tejidos de la planta (Lancaster y 
Lawrence, 1995) y par lo tanto, resulta interesante coma un modelo para el estudio y an~lisis 
de la expresion y regulaci6n de enzimas involucradas en la biosintesis de carotenoides yen 
la formaci6n de las 6rganos y tejidos donde estos se acumulan. 

En este trabajo se ana1iz6 la expresibn de las mensajeros que codifican para las 
enzimas HMGR y PSY, durante la producci6n de carotenoides a lo largo del desarrolto de 
las flores, frutos y semillas de esta planta, asi como en diferentes cultivos in vitro reci~n 
establecidos para B. orellana, que presentan cantidades diferentes de carotenoides. 

A lo largo del presente trabajo tambi~n se implementaron diversas metodologias 
moleculares y de cultivo de tejidos que seran usadas coma herramientas para generar un 
mejor entendimiento de la biosintesis de carotenoides en B. orellana, asi como contribuir al 
conocimiento sobre la regulaci6n del enzimas involucradas con la formaci6n del IPP y de las 
carotenoides en las plantas. 
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CAPITULO 1 
ANTECEDENT ES 

1. Modelo de estudio Bixa orellana 

Caracteristicas de B. orellana 

La planta de Bixa orellana, la cual com~nmente se conoce como achiote; anato o bija, 
es un ~rbol silvestre originario de Am~rica tropical, iniciado como un cultivo debido a que de 
sus semillas se obtiene un colorante rojo-naranja muy apreciado en la industria alimenticia, 
principalmente en la elaboracibn de l~cteos como quesos y mantequillas (Marquez y Del 
Amo, 1982). 

Clasificacion 

El achiote se clasifica de la siguiente manera: 

Divisibn: Spermatophyta. 
Subdivision: Angiospermae. 
Clase: Dicotyledonae. 
Orden: Guttiferales. 
Familia: Bixaceae. 
Genero: Bixa 
Especie: orellana L. (Arce, 1999). 

Descripci~n de la planta 

El achiote es un arbusto que mide entre 2 y 7 m de altura, posee un sistema radicular 
bien desarrollado, hojas compactas con bases acorazonadas y punteadas en el ilpice, las 
flores son hermafroditas con 5 p~talos, 5 s~palos, numerosos estambres y de color variado, 
el fruto es una capsula espinosa dehiscente con dos valvas de simetria bilateral (Figura 1.1) 
Las diferentes combinaciones de forma, tamaFio, color y tipos de espinas del fruto permiten 
hacer distinciones entre las diferentes variedades de la planta (Juarez et al., 1998). 

Variedades cultivadas 

Son muchas las variedades cultivadas comercialmente de Bixa orellana. Sin embargo, 
las preferidas par las agricuttores son aquellas que tienen altos contenidos de bixina 
{superior al 3 % en las semillas) y aquellas con mucha produccibn de semillas. 

En Mexico esta planta se cultiva principalmente en huertos familiares y con manejo 
agronmico minimo en las estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, Oaxaca, Chiapas y 
Yucatan. Hasta el momento se han caracterizado cuatro variedades de B. orellana; la india, 
la jamaiquina, la peruana verde y la peruana roja (Ju~rez et al., 1998). 
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Figura 1.1. Diferentes brganos caracteristicos de B. orellana var. india. A) botones florales, B) flores, C) frutos 
inmaduros pequenos, D) frutos inmaduros grandes, E) semilas inmaduras y F) semillas maduras. 

2. Isoprenoides 

Caracteristicas generales de los isoprenoides 

Los isoprenoides presentes en las plantas pertenecen a una gran familia de productos 
naturales que suman mas de 22,000 compuestos, muches de las cuales incluyen 
metabolitos esenciales como los esteroles, quienes act~an para la estabilizaci~n de la 
membrana y como precursores de las hormonas esteroidales, las hormonas ~cido absicico y 
giberelinas, los carotenoides y cadenas prenil de las clorofilas que act~an en los complejos 
fotosint~ticos, las ubiquinonas y las plastoquinonas requeridas para las cadenas de 
transporte de electrones; algunos otros metabohtas de esta ruta estan involucradas en la 
prenilaci6n de proteinas y otros mils en una multitud de funciones dentro de la biologia 
celular. La mol~cula base para la formacibn de los diferentes compuestos isoprenoides es el 
isopentenil pirofosfato (IPP) (Bach, 1987; Bach et al.,1990; Rohmer, 1999). 

Los isoprenoides est~an formadas por adiciones subsecuentes de mol~culas de [PP, 
este proceso es catalizado por diferentes prenil transferasas de las cuales se han 
caractenzado 16 tipos que catalizan desde la formacibn del geranil (10 carbonos) hasta el 
caucho (con mas de 5000 carbonos) (Ogura y Koyama, 1998). La variedad estructural 
dentro de las isoprenoides es originada par diferentes terpenociclasas (Wendt y Schulz, 
1998). Un esquema de la ruta se presenta en la figura 1.2. 

Rutas biosint~ticas para la formaci~n def IPP en plantas 

Durante mucho tiempo se creia que las compuestos isopr~nicos sintetizados en todos 
las seres vivas derivaban del IPP formado por la via conocida como mevalonato (MVA) (Fig. 
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1.2). Sin embargo, durante las Ultimas aflos se generaron resultados que no eran 
compatibles con la idea de una sola ruta de sintesis para los isoprenoides. 

Mitocondria Sesquiterpeno 

HMG-CoA 
I 
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l ·" (pp-» Monoterpenos 
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y Carotenoides 

see<, ] 
biterpenos 

FPP?. 

IPP 
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Citosol 

DMAPP 
l,esterote r, 
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@non»as.@ 
Figura 1.2. Sintesis de isoprenoides en plantas. Se muestran ambas vias productoras de [PP. La ruta del 
mevalonato para la produccion de IPP desde acetil-CoA, por accion de la HMGR, es bien conocida en animales y 
levaduras y se sugiere se presenta en el citoplasma de las plantas. La ruta desde el piruvato y GAP para la 
formacion de IPP es catalizada por la enzima DXPS y se presenta en bacterias, algas y se sugiere en los pl~stidos 
de plantas. Abreviaciones; Dimetil alil difosfato (DMAPP), isopentenil difosfato (PP), geranil difosfato (GPP), 
faresil difosfato (FPP), geranil geranil difosfato (GGPP), farnesil difosfato sintasa (FPPS), geranil geranil difosfato 
sintasa (GGPPS), desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXPS), gliceraldehido 3-fosfato (GAP) (Lichtenthaler, 1999) 

La existencia de una ruta alternativa fue primero demostrada en algas verdes y 
13 

bacterias, posteriormente en plantas usando experimentos de suministro con [ C] glucosa 
marcada en el carbono 1 (Rehmer et al., 1996; Schwender et al., 1996; Lichtenthaler et al., 

13 
1997) (Fig. 1.3). Se cultivaron algas verdes en media enriquecido con [ C-1] glucosa y se 
analiz6 la incorporaci6n del carbono marcado en el IPP sintetizado, el cual no present6 el 

13 
incremento de [ CJ en las carbonos 2, 4 y 5 de acuerdo al patron esperado par la ruta del 
mevalonato. El IPP se marc6 en las carbonos 1 y 5, y esto sugeria una ruta diferente para la 
sintesis de IPP en las algas verdes. Experimentos subsecuentes en plantas superiores 
demostraron la existencia de esta ruta productora de IPP en ellas (Schwender et al., 1997; 
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Arigoni et al., 1997; Contin et al., 1998). La ruta alternativa para la producci6n de IPP fue 
llamada en un inicio como ruta de Rohmer (por su descubridor), ruta del GAP/piruvato, ya 
que estos ~ltimos son los compuestos precursores del IPP (Schwender et al., 1996; 
Lichtentha1er, 1999) y posteriormente ruta del 2-C-metil-D-eritritol 4-P (MEP) por el 
intermediario directamente anterior a la formacibn de IPP y DMAPP (Takahashi et al., 1998). 

CH, .e. 
A 

CH, 

%» 

Ac-CoA ACAc-CoA HMG-CoA MVA MVA6pp IPP 

• l • ts brae. 
O OH - 4 OPP 

2 

pieuvato GAP D-1-de0xy- 
ilulosa-5 

[pp 

Figura 1. 3. Representaci6n de ambas vias productoras de IPP, presentando los carbonos marcados, cuando se 
1.3 

suministra [1- C] glucosa. A) ruta del MVA, B) ruta del MEP. Los carbonos marcados se representan con 
asteriscos (Lichtenthaler et al,, 1997) 

En las plantas la formaci6n del IPP se localiza en diferentes compartimentos de la 
c~lula. La ruta que usa mevalonato se realiza en el citoplasma y la que utiliza GAP/piruvato 
en los pl~stidos (Lichtenthaler et al., 1997). 

La ruta que se lleva a cabo en el citoplasma, tambi~n llamada ruta del mevalonato 
(MVA) utiliza a este Ultimo compuesto como un precursor directo del IPP. La enzima que 
forma al MVA es la HMGR. 

En constraste en los pl~stidos de las plantas, el IPP se forma por la condensaci~n de 
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y piruvato. La enzima encargada de realizar esta reaccion es 
la desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXPS) (Rohmer et al., 1996; Lichtenthaler, 1999). El 
producto de esta reaccibn es un intermediario temporal, la desoxi-D-xilulosa-5-fosfato, 
posteriormente esta mol~cula es reducida por la enzima desoxi-D-xilulosa-5-fosfato 
reductoisomerasa (DXR) y el producto de esta reaccin es fosforilado para formar el IPP 
(Fig. 1.3) (Schwender et al., 1999; Lange y Croteau, 1999; Bouvier et al., 1998). 

Compartimentalizaci6n del IPP en las plantas superiores 

La regulaci6n de las dos rutas formadoras de IPP en una misma cE!lula es un proceso 
poco claro. Sin embargo, en la actualidad se cree que los isoprenoides presentes en los 
pl~stidos son obtenidos principalmente por la ruta del MEP y del transporte de IPP desde la 
ruta det MVA en el citoplasma, esto en contraposici6n a la teoria que se tenia en un principio 
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(cuando se descubrio la ruta del MEP), que proponia que ambas rutas trabajan de manera 
separada sin que exista un intercambio de 1PP desde el citoplasma al cloroplasto y 
viceversa (Heintze et al., 1994; Hugueney et af., 1996). 

Como mencionamos anteriormente, existe una compartimenta1izaci6n del IPP en 
diferentes partes de la c~lula vegetal (Fig. 1.2). Un ejemplo de la compartimentalizacion 
entre ambas rutas se present en los frutos de Capsicum annuum donde se observ6 que la 
expresin de mensajeros para las enzimas geranil geranil pirofosfato sintasa (GGPPS), 
filoeno desaturasa (PDS), capsantina sintasa (CS) y fitoeno sintasa (PSY) se localiz6 en las 
pl~stidos, dicha expresibn adem~s est~ relacionada con la maduracin del fruto y la 
acumulacion de carotenos. Par otra parte, la expresi6n de mensajeros para las enzimas IPP 
isomerasa (IPI) y farnesil difosfato sintasa (FPPS) se localiz6 en et citoplasma y es 
constitutiva o se encuentra inducida por factores externos, como estr~s o elicitores 
(Hugueney et al., 1996). En C. annuum se demostr6 la presencia de la ruta del MEP en la 
maduraci~n del fruto y la acumulacibn de mensajeros para la DXPS durante el desarrollo del 
fruto y acumulaci6n de carotenos (Bouvier et al., 1998). 

En otro estudio usando tamale se observo que la inhibici6n de la HMGR empleando 
mevinolina un inhibidor especifico, disminuye la producci6n de esteroles y modifica el 
desarrollo, pero no afecta la acumulaci6n de carotenos en el fruto (Rodriguez-Concepci6n y 
Gruissem, 1999). En Arabidopsis thaliana, las mutantes deficientes de la enzima DXPS (gen 
CLA-1) tienen alteraciones en sus cloroplastos y en su producci~n de carotenos 
presentando un fenotipo albino, bajo condiciones especiales son capaces de crecer y 
desarrollarse, lo cual sugiere que la ruta del MEP se ve afectada, ya que las carotenoides se 
producen en los pl~stidos, no asi la ruta del mevalonato que ayuda al crecimiento y 
desarrollo de la planta (Mandel et al., 1996). 

Las evidencias mas directas acerca de la separaci6n de ambas rutas productoras de 
IPP se presentan en C. annuum donde se realizaron inmunodetecciones con anticuerpos 
contra la DXPS y se encontr6 que esta enzima varia en los pl~stidos y no en el citosol 
(Bouvier et al., 1998). Recientemente en Lycopersicon esculentum se demostr6 la 
localizaci~n de la DXPS en los cloroplastos mediante la fusion del p~ptido tr~nsito de la 
DXPS con la proteina verde fluorescente (Lois et af., 2000) 

Cooperacin entre las dos rutas productoras de IPP en las plantas superiores 

El intercambio entre IPP u otros prenil difosfatos, como geranil difosfato (GPP), farnesil 
difosfato (FPP) o geranil-geranil difosfato (GGPP) producidos por las dos rutas, permanece 
desconocido hasta el momenta, algunas evidencias sugieren que existe intercambio. En 
experimentos empleando 'C.Glucosa en Heteroscyphus se observo que las primeras tres 
unidades isopr~nicas del fitol son marcadas por la ruta del MVA, no asi la ~ltima (Nabeta et 
al., 1997). Schwarz en 1994, tomado de una revisi6n hecha por Lichtenthaler (1999), report 
el caso del diterpeno ginkg~lido en Ginko biloba, donde el suministro exogeno de 'C- 
Glucosa result~ en la incorporacin de tres unidades isopr~nicas provenientes de la ruta del 
MVA y una unidad isopr~nica proveniente de la ruta de MEP. La caracteristica com~n en 
estos ejemplos anteriores es el transporte de tres unidades isopr~nicas o de un FPP desde 
el citoplasma al cloroplasto. En Catharanthus roseus se observ6 que el alcaloide 
secologanina esta marcado principalmente por la ruta del MEP, sin embargo, se presentan 
algunos carbonos marcados que pudieran venir de la ruta del MVA. Los autores sugieren la 
incorporacion al azar del acetil-CoA marcado producido por el metabolismo de la 'c. 
Glucosa, al alcaloide secologanina (Cantin et al., 1998). La exportaci6n de IPP desde el 
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cloroplasto al citoplasma tambi~n puede existir, ya que los experimentos de incorporaci~n 
de 'C-MVA y [1-H] desoxi-D-xilulosa-5-fosfato en algas demostraron que parte del [1-H] 
de la desoxi-D-xilulosa-5-fosfato se incorpor6 en los esteroles citos61icos (Schwender et al., 
1997). En C. roseus tambi~n fue encontrada la incorporaci~n de [PP producido por la ruta 
del MEP a fitoesteroles, sin embargo, la incorporaci6n es 15 veces menos eficiente con 
respecto a isoprenoides plastidicos como carotenoides y fitol (Arigoni et al., 1997). Las 
evidencias reportadas hasta el memento sugieren el intercambio del IPP producido por las 
dos rutas (MEP y MVA) Sin embargo, la cooperaci6n y regulaci6n entre las dos rutas 
productoras de [pp, necesita ser mas investigado en el futuro. 

3. Biosintesis de carotenoides 

Carotenoides 

Los carotenoides son compuestos isoprenoides esenciales de las membranas 
fotosint~ticas en todas las plantas. Estos compuestos principalmente asociados al complejo 
fotosint~tico ayudan a atrapar radicales libres formados durante el proceso de fotosintesis y 
a disipar el exceso de energia (Britton, 1995; Norris et al., 1995; Soffers et al., 1999). En la 
actualidad son utilizados en la industria como colorantes y fuente de vitamina A (Misawa y 
Shimada, 1998). 

Entre las fuentes naturales para la obtenci6n de carotenoides se encuentran diferentes 
tipos de bacterias como Erwinia spp., hongos como Candida utilis y algunas especies de 
plantas como L. esculentum, Tagetes erecta y B. orellana (Wendt y Schulz, 1998). 

Los carotenoides se forman en los pl~stidos de las plantas y poseen un esqueleto de 40 
carbonos, el cual se forma par la uni6n de dos mol~culas de 20 carbonos de GGPP. La ruta 
se lleva a cabo con la dimerizaci6n de dos mol~culas de IPP para formar al dimetil alil 
difosfato (DMAPP) el cual es el substrate para la geranil difosfato sintasa que forma al GPP, 
~ste es el substrata de la geranil-geranil difosfato sintasa para formar GGPP, que 
posteriormente forma al fitoeno, el primer compuesto carotenoide (Fig. 1.2) (Cunningham y 
Gantt, 1998). 

Los carotenoides se sintetizan a partir del GGPP, el cual es precursor de otros 
isoprenoides de importancia, como las clorofilas, tocoferoles, quinonas y giberelinas (Fraser 
et al., 1995). 

Desaturaciones y ciclizaciones de los carotenoides 

El fitoeno sufre una serie de reacciones de desaturaci6n que resultan en la formaci6n 
del fitoflueno y posteriormente el (-caroteno, neurosporeno y licopeno. Estas reacciones de 
desaturaci6n sirven para formar las dobles enlaces carbono-carbono que constituyen la 
naturaleza crom6fora de los pigmentos. Las cuatro reacciones secuenciales de desaturaci6n 
del fitoeno son catalizadas en las plantas por dos enzimas, PDS y K-caroteno desaturasa 
(ZDS) (Bartley y Scolnik, 1995). 

Los carotenoides en el aparato fotosint~tico de las plantas son compuestos biciclicos 
principalmente con dos anillos [, la enzima licopeno [-cilcasa (LCYB) cataliza esta reaccibn 
de ciclizaci6n. Algunos otros carotenoides ciclicos de plantas y algas poseen tambi~n un 
anillo e caracteristico, por ejemplo la luteina, la enzima que cataliza esta reacci6n es la 
licopeno e-ciclasa (LCYE) (Bartley y Scolnik, 1995; Cunningham y Gantt, 1998) (Fig. 1.4). 
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La ciclizacibn del licopeno es un punto central de ramificaci6n de los carotenoides, una 
ruta conduce a las J3,J3-xantofrlas, zeaxantina, violaxantina y neoxantina, y la otra ruta 
conduce a las [,e--xantofila y luteina. Las actividades relativas de la e --ciclasa con respecto 
a la [-ciclasa pueden determinar el flujo de carotenoides desde el licopeno al a-caroteno o 
al J3-caroteno. La regulaci6n sabre las dos tipos de ciclizaciones del licopeno podrian por lo 
tanto controlar la composici6n de las carotenoides in vivo. Hay evidencia de que la c- 
ciclizacion podria ser el proceso inicial en la biosintesis del a-carotene, y par lo tanto, este 
proceso podria ser regulado ya que su producto el ~-caroteno est destinado a formar el o- 
caroteno. El ADNc para la licopeno E-ciclasa ha sido clonado de A. thaliana y L. esculentum 
(Cunningham et al., 1996; Ronen et al., 1999) y el ADNc para la licopeno f3-cyclase ha sido 
clonado de L. esculentum (Pecker et al., 1996). 

Apocarotenoides 

Los apocarotenoides son compuestos derivados de la degradacibn oxidativa de las 
carotenoides. Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y algunos 
poseen funciones importantes metabolicas y hormonales en diversos organismos. Los 
apocarotenoides se farm an par rupturas al azar, producto de la fotaoxidaci6n a par la co- 
oxidacin provocada por lipoxigenesas. La regulacin de la sintesis de los apocarotenoides 
biologicamente importantes podria requerir de mecanismos mas precisos para su sintesis, 
que incluyan rutas y enzimas especificas para su formacin (Schwartz et al., 1997). 

, AN y R 73¥ 
~ cve ucopeno eve An6 Aoollo, I ·4 R j� \ � 1 y ca,oteoo JR ,,,- 
LCYE LCYB LCYE LCYB 

-c0 
Figura 1.4 Ciclizacion del licopeno. El e caroteno es producto del ~ caroteno y presenta dos anillos e, el p caroteno 
es producto del y caroteno y presenta dos anilos [, el a caroteno esta formado con un anilloe y 3. LCYE: licopeno e 
ciclasa, LCYB: licopeno 3 ciclasa, R: cadena de carbono (Cunningham y Grant, 1998). 

Existen algunas madelos prapuestos para explicar la farmaci6n de algunos 
apocarotenoides, tal es el caso de la formaci~n del 3-ciclocitral (C4) que se lleva a cabo en 
el alga Microcystis durante la formacibn de los derivados de la ciclohexanona (Cg) (J~nttner 
y H~flacher, 1985), otro ejemplo es la formaci~n de las micorricidinas (Ca) en algunas 
plantas colonizadas por micorrizas (Walter et al.,2000), otro modelo es la formaci~n del 
~cido abscisico y los epoxi apo-aldehidos (Cg) en Zea mays (Cai-Tan et al., 1997). Para el 
caso de la formaci6n del 8cido abscisico se clan6 el gen de la enzima encargada de realizar 
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la ruptura inicial en el carotenoide de 40 carbonos, la VP14 (Cai-Tan et al., 1997). 
Recientemente en Drosophila melanogaster fue clonado el gen ~-diox que codifica para una 
enzima dioxigenasa que al expresarse en E. coli, forma al apocarotenoide retinal, precursor 
de la vitamina A, a partir del 3-caroteno, al igual que la enzima VP14, el producto de este 
gen solo tiene efecto en el compuesto ciclico [3-caroteno y no en carotenoides lineales, los 
autores proponen un modelo para la formacibn del retinol a partir de un carotenoide biciclico 
(Von Lintig y Vogt, 2000). 

En 8. orellana se demostr6 la existencia de algunos apocarotenoides parecidos al 
licopeno como el metil 9Z-apo-6-licopenoato, el metil (9Z)-apo-8'-licopenato y el (all-E)- 
apo-8'-licopenoato (Mercadante et al.,1996; 1997). La caracteristica principal en estos 
apocarotenoides es que tienen m~s de 30 carbonos. 

La gran acumulaci~n de bixina en B. Orellana, sugiere un control enzim~tico para su 
produccibn, m~s que una degradaci~n oxidativa al azar, La formacin de bixina a partir de 
carotenoides lineales es probable, sin embargo, no se conocen enzimas que corten 
carotenoides lineales, ni modelos para la formaci6n de apocarotenoides a partir de estos, 
mas aun, se cree que los carotenoides lineales desde el fitoeno participan en un canal 
metab6Iico, el cuat termina en carotenoides ciclicos, tal coma se describir8 mas adelante. 
En contraste la presencia de apocarotenoides lineales de gran tamano, asi como la 
existencia de enzimas que corten carotenoides ciclicos en otras plantas y animales, sugiere 
una ruta metab6Iica para la formaci6n de bixina que incluya al menos un paso con una 
enzima dioxigenasa, cuyo sustrato sea un carotenoide bicfclico o hemiciclico y al menos un 
paso subsecuente en el esqueleto lineal para la formacibn de bixina (Fig. 1.5). 

Carotenoides en B. orellana 

El pigmento mas importante del extracto que produce B. orellana es la bixina, el cual 
fue el primer cis-carotenoide aislado de la naturaleza (Isler et al., 1962) y ha sido encontrado 
Unicamente en esta planta. La bixina es un pigmento rojo-naranja de 24 carbonos, 
perteneciente a la familia de las apocarotenoides, cuya formacibn se da a partir de 
carotenos de 40 carbonos y representa m~s del 80% de los carotenos totales de la planta y 
del 2 al 3% del peso total de la semilla (Fig. 1.5; compuesto 1) (Mercadante et al., 1996). 
Entre las caracteristicas de la bixina se encuentra su solubilidad, su facilidad para 
absorberse a los pH alcalinos de la mayoria de las alimentos y su capacidad de convertirse 
a una sal mas estable, la norbixina (Freund, 1985). 

La bixina es un colorante natural aceptado par la Administracin de Alimentos, 
Medicamentos y Cosmeticos (FDA&C, de las Estados Unidos), par lo tanto se comercializa 
libremente en la Comunidad Econ~mica Europea y en los Estados Unidos de Am~rica 
(Meggos, 1984). 

La pasta com~nmente extraida de las semillas se comercializa como anato, sus 
componentes fueron separados por primera vez par McKeown y Mark (1962), usando 
coromatografia en papel y la cantidad de bixina fue medida por espectrofotometria. Poca 
despu~s Dendy en 1966, report~ la separacibn de bixina por cromatografia de capa delgada 
(TLC) en placas de silica gel. En anos recientes se ha utilizado la separaci6n par 
cromatografia de liquidos de alta resoluci6n (HPLC) en extractos de anato (Rouseff, 1988) y 
en las alimentos coloreados con este pigmento (Lancaster y Lawrence, 1996). 

Se sabe que en el extracto de anato ademas de pigmentos carotenoides, existen otros 
isoprenoides como el all-E-Geranilgeraniol, la farnesi1acetona, el geranilgeranil 
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octadecanoato, el geranilgeranil foramato y el o-tocotrienol (Jondiko y Pattend 1989; 
Mercadante et al,, 1996). Tirimanna (1981) public evidencia de la existencia de p-caroteno, 
luteina y zeaxantina en las semillas. Posteriormente, se demostr6 la existencia de 
apocarotenoides parecidos al licopeno como el metil 9Z-apo-6'-oato, el metil (9Z)-apo-8- 
licopenato y el (all-E)-apo-8'-licopenoato en las semillas de B. orellana (Mercadante et al., 
1996; 1997). 
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Figura 1.5. Modelos propuestos para la sintesis de apocarotenoides. El $-caroteno (3) por accibn de dioxigenasas 
(flechas punteadas) o degradacion oxidativa produce compuestos de 13 y 14 carbonos. El compuesto ciclico (5) se 
transforma a un precursor del ABA en m~iz y a ciclohexanona en raices de plantas colonizadas por micorrizas. El 
compuesto lineal (4) se transforma a micorradicina en raices colonizadas de plantas (Cai-Tan et al., 1997; Walter et 
al., 2000). En B. orellana se han encontrado apocarotenoides de mas de 30 C como el meti 9Z-apo-6'-licopenoato 
(2), posiblemente precursores de la bixina (1). El "tamano" de los precursores, asi como la existencia de enzimas 
que corten carotenoides ciclicos en las plantas, indica una posible ruta de formacion de bixina a partir de un 
compuesto biciclico o hemiciclico empleando este tipo de enzimas. 

4. Enzimas de estudio 

Para este trabajo se seleccionaron tres enzimas importantes en la produccibn de 
isoprenoides; la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMGR) y desoi-D- 
xilulosa-5-fosfato sintasa (DXPS), las cuales son reguladas en las rutas citos61ica y 
plastidica respectivamente (Bach et al., 1990; Learned y Coonolly, 1997; Lichtenthaler, 
1999), y la enzima fitoeno sintasa (PSY), la cual es clave para la formaci6n de carotenoides 
yes considerada la primera enzima involucrada de forma exclusiva en su producci6n (Bonk 
et al., 1997). 
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Generalidades de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa 

La enzima HMGR se caracteriza por su participaci6n en la sintesis del mevalonato de 
forma irreversible a partir del 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG). La cin~tica de la enzima 
en la reaccibn involucra la incorporaci~n del HMG-CoA, de dos mol~culas de NADPH y Su 
posterior oxidacibn a dos mol~culas de NADP, HS-CoA y mevalonato (Bach, 1987). 

En animales se ha generado una gran cantidad de informaci6n sabre la HMGR par su 
capacidad para regular la sintesis del colesterol (Goldstein y Brown, 1990). Se han realizado 
muches trabajos con enfoque bioquimico para intentar elucidar la regulaci6n de esta enzima 
en animales y se sabe que es regulada par la retroalimentaci6n de sus productos finales las 
esteroles. La actividad del sitio catalitico es regulada par fosfori1aci6n con una cinasa 
dependiente de AMPc (Hampton et al., 1996)y la degradaci6n de la HMGR es regulada por 
su dominio N-terminal en el reticulo endoplasmico (Ramulph et al., 1994). En mamiferos se 
ha encontrado que esta enzima es producto de un s6Io gen y su peso molecular varia entre 
90 a 100 kDa (Gertier et al., 1988). Se ha aislado el gen que codifica para esta enzima en 
algunos organismos coma la rata, el hamster y el humane, entre otros (Chin et al., 1994). 

HMGR en plantas 

En plantas existen mllltiples isoformas de la HMGR las cuales son sintetizadas por una 
pequena familia de genes (Chappell, 1995). La presencia de las diversas isoformas sugiere 
que cada una se regulada diferencialmente y posea funciones especificas en diversos 
tejidos y procesos del desarrollo y del metabolismo en las plantas (Ar~balo y Mitchel, 1984). 
En este sentido se realizaron diversos estudios para conocer la regulaci6n de la expresibn 
de mensajeros para las diversos genes hmg con respecto a ciertas funciones de la planta. 
En general, estas funciones pueden agruparse en cuatro grandes clases (Tabla 1.1). 

Constitutivas: Se piensa que al menos un gen de cada familia g~nica del hmg est~ 
involucrado con el mantenimiento y desarrollo celular, principalmente par su funci6n en la 
produccibn de esteroles, necesarios para la formacibn de membranas de las c~lulas reci~n 
producidas (Bach et al., 1990). 

Defensa: Se han reportado estudios que relacionan la expresibn de genes del hmg con 
el dano mec~nico, heridas, ataque de pat~genos, infeccibn por hongos o derivados del ~cido 
araquid6nico (Genschik et al., 1992; Choi et al., 1992; Maldonado-Mendoza et al., 1997; 
Joost et al., 1995; Nelson et al., 1994; Weissenborg et al., 1995). EI incremento de la 
expresin del hmg y la actividad enzim~tica de alguna de sus isoformas est~n asociados a 
la sintesis de sesquiterpenos y fitoalexinas involucrados en la defensa de las plantas 
(Burnett et al., 1993). 

Desarrollo especifico: Se observa la expresi6n y actividad diferencial de algunas 
isoformas de la HMGR en diferentes tejidos u 6rganos de las plantas durante determinadas 
etapas de su desarrollo. Particularmente en zonas con intensa divisi6n celular ya que 
participa durante la producci6n de esteroles (Bach et al., 1990). Por otra parte se han 
publicados trabajos donde se estudia la expresi6n del hmg o la actividad de la HMGR 
durante el desarrollo de la flor, el fruto y formacibn de semillas en diversas plantas (Ar~balo 
y Mitchell, 1984; Loguercio et al., 1999; Jain et al., 2000). 

Metabolitos de inter~s: Uno de los enfoques que mas ha contribuido al estudio de esta 
enzima es su posible participaci6n en la acumulaci6n de diferentes metabolites de inter~s 
para el hombre, par lo anterior se ha intentado relacionar su expresion con la acumulaci6n 
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de alguno de estos metabolitos (Chye et al., 1991; Maldonado-Mendoza et al., 1997; Re et 
al., 1995). 

Se ha avanzado en el conocimiento sobre la forma en que se regulan algunos genes 
del hmg y se conoce que la regulacibn transcripcional es un mecanismo general para todos 
las hmg de plantas. Se ha demostrado que estos genes son influenciados par una gran 
variedad de estimulos ambientales y fisiol6gicos, tales coma fitohormonas, luz, danos 
mec~nicos, ataque de pat6genos y factores proteicos end6genos (Bach et al., 1990; 
Learned et al., 1997). Se han identificado regiones regulatorias importantes para el hmg2 de 
A. thaliana, hmg3 de Hevea brasiliensis, hmg2 de So/anum tuberosum y el hmg1 de L. 
escu/entum (Enjunto et al., 1995; Daraselia et al., 1996; Chye et al., 1992). Se ha realizado 
una descripci6n detallada de la regi6n regulatoria del hmg1 de L. escu/entum, se determin6 
su tamano con 180 pb, la localizaci6n de la caja TATA, una secuencia rica en pirimidinas 
que regula de forma positiva la expresin y una estructura secundaria en forma de horquilla 
alrededor del cod6n de inicio (ATG) que regula de forma positiva la expresi6n de este gen 
(Daraselia et al., 1996). 

Otro nivel de regulaci~n de la HMGR estudiado en plantas, es su actividad enzim~tica la 
cual es modificada por proteinas cinasas, Ca ? y lipooxigenasas en S. tuberosum (Choi y 
Bostock, 1994), par fosforilaci6n en A. thaliana (Dale et al., 1995)y se ha demostrado la 
existencia de una cinasa dependiente de AMPc que fosforila a la HMGR en Hordeum 
vulgare (Barker et al., 1996). 

Estructura de la HMGR de plantas 

En la estructura primaria de la HMGR, se han definido cuatro regiones: la regi6n N- 
terminal, el dominio membranal, la regi6n de uni6n y el dominio catalitico. El dominio 
membranal y el catalitico son las mas conservados entre todas las isoformas de la HMGR, 
mientras que los dominios N-terminal y la region de uni~n son los m~s divergentes. En A. 
thaliana y en L. esculentum se propuso un modelo hipot~tico para la estructura de la HMGR 
(Campos y Boronat, 1995; Denbow et al., 1996), en este el dominio transmembranal 
contiene una regi6n hidrof6bica de 120 aa y permanece unido a la membrana del reticulo 
endoplasmico por dos giros transmembranales, lo que es una caracteristica de todas las 
HMGR de plantas. El dominio catalitico consiste de aproximadamente 400 pb en el extrema 
carboxilo de la proteina. La region de uni6n presenta un sitio PEST, posiblemente 
involucrado en su regulaci6n y se localiza entre el dominio transmembranal y la regi6n 
catalftica. El dominio N-terminal y el dominio catalitico se localizan en el citosol. 
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Tabla 1.1. Genes y funciones de las isoformas de la HMGR en las plantas. Las funciones senaladas con 
suspensivos son probables. Los asteriscos denotan falta de informacion. 

Planta Copias Genes posibles funciones Referencias 
Detectadas Clonados 

L ycopersicon 4 Hmg1 Division celular, frutos Jelesko et al,, 1999 
esculentum inmaduros, "constitutiva" Daraselia et al., 1996 

Narita y Gruissem, 1989 
Hmg2 "Defensa" frutos maduros Rodriguez-Concepcion y 

Gruissem, 1999 
Park et al., 1992 

Gossypium 7-9 Hmg1 Constitutiva", "defensa", Lougercio et al., 1999 
hirsutum aumenta su expresibn en Joost et al, 1995 

petalos y ovarios 
Hmg? Embriones en desarrollo, 

acumulacion de 0osno], 
Arabidopsis 2 Hmg1 Constitutiva", se incrementa por Caelles et al., 1989 
thaliana luz Learned y Fink, 1989 

Hmg2 Pl~ntulas jovenes, raices, Enjunto et al,, 1994; 1995 
inflorescencias. Learned v Connolly, 1997 

Nicotiana 162 Hmg1 Apices, anteras, raiz, "defensa'. Genschik et al., 1992 
svlvestris 
Trticum aestivum 3-4 Hmg 10 Unicamente en callos en Aoyagi et al., 1993 

crecimiento. 
Hmg18 Estimulado por luz y tejidos en 

crecimiento. 
Hmg 23 Estimulado por luz, se presenta 

en todos los tejidos analizados, 
constitutiva" 

saliva 2 H 1 "Defensa". Nelson et al,, 1994 
Solanum 1.2 Hmg 1 Constitutiva". Yang et al., 1991 
tuberosum Hmg1.1-1.7 La hmg1.2 es abundante en el Bhattacharyya et al., 1995 

polen. Choi et al,, 1992 
Hmg2 "Defensa". Korth et al., 1997 

Hmg2.2 Flores, sepalos, ovarios. 
Hmg3 Defensa". 

Hma3.3 P~talos maduros v anteras. 
Hevea brasiliensis 3 Hmg1 Lacticiferos, hojas, posible Chye et al., 1991 

acumulacion de hule Chye et al., 1992 
Hmg2 %% 

Hmo3 Constitutiva. 
Camptotheca 3 Hmg1 Semillas inmaduras, apices, Burnett et al,, 1993 
acuminata Hmg2 Defensa", frutos Maldonado-Mendoza et al., 

Hma3 Constitutiva". 1997. 
Tagetes erecta 2-5 Hmg1 .... Del Villar Martinez y 

Hma2 .... Paredes-Lbpez, 1999 
Catharanthus 1 Hmg1 Constitutiva", no responde al Maldonado-Mendoza et al., 
roseus Me-Ja 1992 

Maldonado-Mendoza et al., 
1994 

Moros alba 2-4 Hma1 Flores, hojas jovenes Jain et al,, 2000 
Lithospermum ... Hmg1 Acumulacibn de shikonina. Lange et al., 1998 . . 
erthrorhizon. 
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Desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa 

Utilizando la informaci6n bioqulmica obtenida acerca de la ruta alternativa, se realiz 
una bUsqueda en el genoma de Escherichia coli, encontr8ndose una secuencia con las 
caracteristicas esperadas del gen que podria codificar para una enzima capaz de catalizar la 
conversi6n de GAP y piruvato al intermediario de xilulosa fosfato propuesto (Sprenger et af., 
1997), posteriormente se clon6 este gen de la bacteria y se demostr6 su actividad 
enzim8tica. Este gen recibi6 el nombre de OXS (Lois et al., 1998) y la enzima fue llamada 
desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXPS). 

La secuencia del gen OXS en E. coli, result6 tener una alta homologia con el gen CLA 1 
de A. thaliana, el cual fue previamente clonado y estaba involucrado en el desarrollo de los 
plilstidos alterando la producci6n de carotenos y proporcionando un fenotipo albino (Mandel 
et al., 1996). EI OXS ha sido clonado en otras plantas coma C. annuum (Bouvier et al., 
1998), Oryza sativa (Campos et af., 1997), Mentha piperita (Lange et al., 1998) y L 
esculentum ( Lois et al., 2000). La enzima DXPS es codficada par un solo gene y su peso 
molecular en E. coli es de 70 kDa con una secuencia de nucle6tidos de 2.1 kb y en A. 
thaliana es de 77 kDa con una secuencia de nucle6tidos de 2.3 kb (Mandel et al., 1996). 

En M. piperita y A. thaliana se demostr6 la actividad enzim~tica de las genes DXS y 
CLA 1 respectivamente usando sus protein as recombinantes en un sistema in vitro de E. 
coli, en ambos casos se demostr6 con ~xito la sintesis de desoxi-D-xilulosa a partir de GAP 
y piruvato (Lange et al., 1998; Est~vez et al., 2000). 

Se generaron anticuerpos contra la proteina recombinante de la DXPS de C. annuum y 
se observ6 su inmunodetecci6n en cloroplastos y cromoplastos del fruto, no asi en la 
mitocondria (Bouvier et al., 1998). En tomate se fusion6 una secuencia que probablemente 
es el p~ptido transito de la DXPS con la proteina verde fluorescente y se observ su 
localizacibn dentro de los pl~stidos de las hojas (Lois et al., 2000). 

Utilizando la estrategia de marcaje con glucosa C se observo que los diterpenos, 
monoterpenos, sesquiterpenos, cadenas de fitol y carotenos, son producidos par la ruta del 
MEP en algunas plantas tales coma, C. roseus, L. esculentum, Nicotiana tabacum, Taxus 
chinensis, M. piperita, H. vulgare, Ginkgo biloba, Salvia oficinalis y Thymus vulgaris 
(Lichtenthaler, 1999). 

La importancia de la DXPS y la ruta bioquimica en que participa para la formaci6n de 
carotenoides se demostr6 en A. thaliana donde las plantas defectuosas para el gen CLA 1 
producen muy pequeas cantidades de carotenoides. Posteriormente, en L. esculentum 
utilizando experimentos de marcaje con glucose Tc se demostr~ que el licopeno es 
producido exclusivamente por la ruta del ME (Schwender y Lichtenthaler, 1998) y los 
mensajeros para la DXPS est~n asociados a la producci~n del licopeno (Lois et al., 2000). 
La sobreexpresibn del DXS en bacterias productoras de pigmentos result6 tambiE!n en un 
incremento de la producci6n de licopeno (Harker y Bramley, 1999). 

Fitoeno sintasa 

La enzima fitoeno sintasa cataliza la conversion de dos mol~culas de GGPP (C0) a 
fitoeno (Co), el cual es considerado el primer caroteno. La PSY se encuentra localizada en 
los pl~stidos de las plantas y se sabe que generalmente est~ unida a la membrana del 
tilacoide (Hugueney et al., 1996). Se propone un modelo multienzimatico para la localizacibn 
de la PSY con respecto a otras enzimas involucradas en la formaci6n de las carotenes 
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dentro de los pl~stidos (Fig. 1.6) (Cunningham y Gantt, 1998). La PSY act~a primero de 
forma coordinada con enzimas en la ruta de los isoprenoides tales como la GGPS y la IPI en 
el estroma de los cloroplastos. Posteriormente la PSY se une a la membrana del tilacoide 
para que se activen las enzimas PDS LCYE y la LCYB involucradas en la formaci6n de los 
carotenes (Bonk et al., 1997). 

La expresibn de mensajeros para la PSY es regulada durante la formaci~n de frutos y 
acumulacion de carotenoides en L. escufentum y en C. annuum (Ray et al., 1992; R~mer et 
al., 1993). En L. esculentum se han realizado diversos estudios para conocer mas acerca de 
la regulaci6n de esta enzima. De esta forma se conoce que el gen pTOM5 (psy1) solo se 
expresa en las etapas finales de maduraci6n. Sin embargo, la actividad enzim~tica de la 
PSY se mantiene muy alta a trav~s de todo el desarrollo del fruto (Ray et al., 1992). Los 
experimentos de inmunodetecci~n utilizando anticuerpos policlonales contra la PSY1 
durante la formaci6n del fruto mostraron dos proteinas con diferente peso molecular (42 y 38 
kDa) y las inmunodetecciones realizadas con anticuerpos monoclonales de la PSY2 
mostraron la presencia de una sola proteina de 38 kDa en las etapas iniciales de 
maduraci6n del fruto (Fraser et al., 1994). La sobreexpresi6n del psy1 en antisentido 
ocasion6 una disminuci6n en la producci6n de licopeno y una acumulaci6n de giberelinas 
(Fraser et al., 1995) y la sobreexpresi6n constitutiva del psy conduce a la disminuci6n de 
giberelinas y ocaciona anormalidades en el crecimiento de la planta (Fray et al., 1995). 

8pp 

ESTROMA 

B~-COMPLEJO 

PRODUCTO: B-CAROTENO 

FITOENO 

° 

Be-COMPLEJO 

G-CAROTENO 

Figura1.6. Complejo multienzimatico propuesto para la formacion de carotenoides. Este complejo se presenta en la 
membrana del tilacoide y estroma de las plantas. GGPS, geranilgeranil pirofosfato sintasa; IPI, isopentenil 
pirofosfato isomerasa; LCYB, licopeno p-ciclasa; LCYE, licopeno e-ciclasa; PDS, fitoeno desaturasa; PSY, fitoeno 
sintasa; ZDS, &-caroteno desaturasa (Cunningham y Gantt, 1998). 
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Se han clonado los ADNc que codifican para esta enzima de diferentes bacterias coma 
Erwinia spp. y Agrobacterium aurantiacum (Misawa y Shimada, 1998) y en plantas coma A 
thaliana (Scolnik y Bartley, 1994), L. esculentum, donde se han clonado dos (Ray et al., 
1992; Bartley y Scolnik, 1993), en Z. mays (Buckner et al., 1996), Cucumis melo (Karvouni 
et al., 1995; Aggelis et al., 1997), en Narcissus pseudonarcissus (Scledz et al., 1996) yen C 
annuum (R~mer et al., 1993). El tamanio de la secuencia de nucleotidos para la PSY en 
plantas es de aproximadamente 2 kb (R~mer et al., 1993). 
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HIP~TESIS 

Las hipotesis planteadas para este trabajo son: 
1. Si la expresi6n de los mensajeros para la PSY es regulada durante la sintesis de 

carotenoides, entonces su expresibn debe estar relacionada con la acumulaci~n de 
carotenes durante el desarrollo de la flor, el fruto y en los cultivos in vitro productores de 
estos metabolites. De esta forma la expresi6n de las mensajeros para la PSY puede 
funcionar coma un indicador de la expresibn de otros genes relacionados con la produccin 
de carotenoides. 

2. Si la ruta del MEP est~ involucrada con ta producci6n de carotenoides en las 
pl~stidos de las plantas, entonces el gen DXS debe presentar una expresion asociada con la 
acumulacibn de carotenoides similar al caso del psy en las tejidos analizados. 

3. Si la expresin del gen hmg no esta involucrada con la producci6n de carotenoides, 
sino con procesos del desarrollo de la flor y el fruto, entonces debe presentar un 
comportamiento diferencial durante estos estadios del desarrollo, asi mismo est~ expresin 
no necesariamente debe estar ligada a la acumulaci6n de carotenoides en 8. ore/lana. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar la expresi6n de las mensajeros que codifican para las enzimas HMGR, la PSY 
y la DXPS durante el desarrollo del fruto y la acumulaci6n de carotenos en B. orellana. 

Objetivos particulares 

1. Establecer protocolos para la obtenci6n de AON y ARN total en B. orellana. 
2. Cuantificar la cantidad de carotenoides totales y bixina durante el desarrollo de la flor y 

el fruto yen los diferentes cultivos in vitro obtenidos de B. orellana. 
3. Obtener secuencias parciales de los genes DXS, hmg y psy. 
4. Realizar un an~lisis de la expresin de los mensajeros para las enzimas DXPS, HMGR 

y PSY en los diferentes tejidos seteccionados de la flor y el fruto en desarrollo. 
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CAP[TULO 2 
M~TODOS 

1. Obtenci6n del material vegetal 

Planta adulta 

Los tejidos de la planta adulta se clasificaron de acuerdo a su etapa de desarrollo. La 
clasificaci6n se realiz6 coma sigue: bot6n floral, flor, fruto inmaduro, fruto maduro, semilla 
inmadura (obtenida del fruto inmaduro) y semilla madura (obtenida del fruto maduro) (Figura 
1.1). Los tejidos fueron colectados durante las meses de octubre y noviembre, en el unidad 
Temozon Yucatan del Centro de Investigaciones Regionales de Chapingo. Inmediatamente 
despu~s de la cosecha, los tejidos se colocaron en nitrbgeno liquido y se almacenaron a -80 
C para su an~lisis posterior. 

Obtencin de las pl~ntulas 

Para la obtencion de las pl~ntulas, se cosecharon semillas durante los meses de enero 
de la variedad india de Bixa orellana. Se conservaron en la oscuridad y a baja humedad 
relativa a fin de garantizar su potencial germinativo. Las pl~ntulas se obtuvieron mediante la 
germinaci6n de las semillas as~pticas y escarificadas con HCI al 4%, en medio s~lido MS 
(Murashige y Skoog, 1962). Para la desinfecci6n y escarificaci6n de las semillas, se efectu6 
un lavado con etanol al 70% por 15 min, se enjuagaron con agua destilada est~ril por 3 min 
y posteriormente se trataron con una soluci6n de cloro comercial al 6% (v/v) (Cloralex O) por 
15 min. Se realizaron de tres a cuatro lavados mas con agua est~ril para eliminar el exceso 
de cloro. Despu~s de la asepsia, se realiz~ una incision en la testa para facilitar la 
germinaci6n, posteriormente se colocaron las semillas en una soluci6n de cloro por un 
periodo de 7 min, a continuacin se efectuaron tres lavados con agua est~ril. Una vez 
desinfectadas, las semillas, se colocaron en agua destilada est~ril durante 72 horas, para 
posteriormente sembrarlas en cajas Magenta con medio MS s61ido. 

Obtenci6n de los callos 

Para la inducci6n de callos se utilizaron como explantes segmentos de hojas y de tallos 
procedentes de las pl~ntulas germinadas in vitro. En todos los casos se empleb como medio 
basal el medio PC (Phillips y Collins, 1979). Los explantes de hojas y cotiledones fueron 
cultivados en el medio de cultivo PC suplementado con 0.54 uM de ~cido naftalenac~tico 
(ANA) y 8.88 M de bencil amino purina (BAP), mientras que los segmentos de tallo se 
cultivaron en medio PC (2.68 µM de ANA y 4.44 µM de BAP) (Herrera, 1998). Los explantes 
provenientes de frutos inmaduros se colocaron en el mismo medio, con un balance 
ANA/BAP de 13.43/11.09 µM (Castillo, 1998) 

Una vez formados los callos, su mantenimiento se realiz6 en medios de cultivo con 
ANA/BAP a razon de 0.54/8.88, 2.68/4.44 y 8.05 M/11.09 M, para hojas, tallos y frutos 
inmaduros, respectivamente (Herrera, 1998). Las resiembras se realizaron cada 30 dias. 
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2. Aislamiento de AON gen6mico 

Se aisl ADN gen~mico para realizar la amplificacion por PCR a partir de pl~ntulas de 
B. oreflana mediante la modificaci6n de la t~cnica propuesta por Doyle y Doyle (1990). La 
t~cnica se describe a continuaci~n: Un gramo de tejido se pulveriz6 en nitr6geno liquido. El 
macerado se resuspendi6 en 8 ml de soluci6n de extracci6n (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 
20 mM, Tris-HCI 100 mM) y se incubo a 65 C por 30 minutos. Posteriormente, se realiz6 
una partici6n con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (F:Cl:AI) (25:24:1 ), la 
suspension se centrifug6 a 8000 rpm, durante 10 minutos en una centrifuga marca Beckman 
J2-21. Et sobrenadante se coloc6 en otro tubo y se repiti~ la partici6n con F:Cl:AI en las 
mismas condiciones. 

Posteriormente, se recuper~ el sobrenadante en otro tubo y se precipitaron los acidos 
nucleicos con un volumen de alcohol isopropilico durante 30 minutos a 20 c. La ~cidos 
nucleicos se recuperaron al centrifugar a 12,000 rpm a 4 "C durante 30 minutos. Los ~cidos 
nucleicos se lavaron con una solucibn de etanol al 76 % y acetato de amonio 10 mM, y se 
recuperaron al centrifugar a 12,000 rpm a 4 °c durante 10 minutos. El AON se resuspendi 
en 500 L de agua y se le agreg 3 L de ARNasa A (10 pg/mL), esta solucin se incub~ 
durante 30 minutos a 37 °c, para eliminar el ARN presente. Se extrajo la ARNasa con un 
vo1umen de F:Cl:AI, la solucibn se centrifug6 a 8000 rpm a 4 °c durante 5 minutos en una 
centrifuga marca Eppendorf modelo 5417 R. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo donde 
el AON se precipit6 con 2 volUmenes de isopropanol y 50 µL de acetato de sodio 3M pH 7 a 
4 C durante 30 minutos. La pastilla se recuper6 al centrifugar a 12, 000 rpm, a 4 °c y se 
resuspendi6 en 500 µL de etanol al 20 %. 

Posteriormente, se lav6 con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1), el 
sobrenadante se pas a otro tubo y se precipit6 el AON con 2 volllmenes de etanol absoluto 
y 50 µL de acetato de sodio 3M pH 7. El AON se recuper al centrifugar a 12, 000 rpm a 4 
c durante 30 minutos. Finalmente, el ADN se resuspendi~ en 40 L de agua est~ril y se 
realiz6 la cuantificaci6n del AON por su absorbancia a 260 nm como propone Hoelzel, 
(1992) y por usar un VersaFluor Multiple-Wavelength Fluorometer (Bio-Rad) de acuerdo a 
las instrucciones del fabricante. La integridad del ADN se verific6 por electroforesis en un gel 
de agarosa al 1 % teliido con bromuro de etidio. 

3. Aislamiento de ARN total 

El mE!todo modificado a partir de los protocolos establecidos por De Vries et al., (1988) 
y Schuler y Zielinski (1989) propuesto durante el desarrollo de este trabajo, por su uso 
comUn a lo largo de esta investigaci6n se describe en esta seccibn: un gramo de tejido es 
macerado con nitr6geno lfquido y resuspendido en 20 ml de amortiguador con 50 mM Tris- 
HCI pH 8.5, 10 mM EOTA, 200 mM NaCl y 20 ml de soluci6n fenol:cloroformo:alcohol 
isoamilico (50:49:1 ). La suspensi6n se incub6 10 minutos a 80 C en agitaci6n constante e 
inmediatamente se enfrio en hielo. Posteriormente, se extrajeron los acidos nucleicos por 
centrifugar a 8000 g durante 5 min en una centrifuga Beckman J2-21. El sobrenadante se 
pas~ a un nuevo tubo y se extrajeron los cidos nucleicos una vez mas con un volumen de 
fenol:cloroformo:atcohol isoamilico (50:49:1). Se recuper6 el sobrenadante y se realiz6 una 
precipitaci6n con un volumen de isopropanol a-20C durante 30 min y se centrifug6 a 8000 
g por 30 minutos. 

32 



Posteriormente, la pastilla obtenida fue resuspendida en 5 mL de amortiguador TE y se 
realizo una segunda precipitacion con dos vol~menes de etanol absoluto frio y 0.1 vol de 
NaCl 5 M, durante 30 minutos a-20C, para limpiar del exceso de fenol. Posteriormente se 
centrifug6 a 7000 g par 20 minutos y se resuspendi6 en 0.5 ml de amortiguador TE. En este 
punto el ARN se encuentra contaminado con ADN y polisac~ridos por lo que se realiz6 una 
precipitaci6n selectiva con 0.25 vol de urea 8M y 0.25 vol de LiCl 10 M durante 12 horas a- 
20 C. EI ARN fue recuperado al centrifugar a 15,000 g durante 30 minutos a 4 °c, la pastilla 
obtenida se resuspendi6 en 0.5 ml de amortiguador TE y se volvi6 a precipitar con dos 
vol~menes de etanol absoluto frio y 0.1 vol de acetato de potasio 3 M durante 20 minutos a 
20 C. La pastilla se recuper6 centrifugando a 15,000 g con 4 C durante 20 minutos. El 
ARN obtenido se resuspendi en 0.5 ml de agua y se le agreg un volumen de etanol al 20 
%, posteriormente a la resuspensi6n se le agreg6 un volumen de cloroformo, se agit6 
brevemente, y se centrifugo a 3000 g para obtener un sobrenadante, el cual se transfiri6 a 
un nuevo tubo donde se precipit~ el ARN nuevamente con 2.5 vol~menes de etanol absoluto 
y 0.1 vol de NaCl, se almaceno a -80 C para su uso posterior. La cantidad de ARN aislado 
se cuantific~ por espectrofotometria a 260 nm y su integridad se verific en un gel de 
agarosa al 1% no desnaturalizante corrido a 60 volts durante 1 hora. 

4. Obtenci~n de las sondas hom6Iogas de los genes del hmg, psy y DXS 

Selecci6n y disenio de las secuencias de oligonucletidos 

Se disenaron secuencias de o1igonucle6tidos para realizar la amplificaci6n especifica 
por PCR de los genes de inter~s (Tabla 2.1) 

Hmg. En este caso se seleccionaron oligonucle6tidos degenerados obtenidos de 
regiones conservadas producidas por el alineamiento de secuencias de amino~cidos de 
diferentes HMGR de plantas, tales coma A. thaliana (Enjuto et al., 1994; Learned y Fink, 
1989), 0. saliva (Nelson et al., 1994), H. brasiliensis (Chye et al., 1992)y C roseus 
(Maldonado-Mendoza et al., 1992) (Fig. 2.1). 

Psy. En este caso se utilizaron oligonucle6tidos degenerados obtenidos a partir de 
alinear las secuencias de diferentes PSY de A. thaliana (Scolnik y Bartley, 1994), L. 
esculentum (Ray et al., 1992), Z. mays (Buckner et al., 1996) y C annuum (R~mer et al., 
1993) (Fig. 2.2) 

DXS. Para este caso se utilizaron oligonucle6tidos sin degeneraci6n obtenidos a partir 
de la secuencia reportada para el DXS de Rhodobacter capsulatus (Youvan et al., 1984). La 
regi6n de los oligonucle6tidos se obtuvo a partir de la alineaci6n de secuencias de diferentes 
DXPS de bacterias y una planta. El disefio y elaboraci6n de estos oligonucle6tidos fue 
realizado en el grupo de la Ora. Patricia Le6n en el lnstituto de Biotecnologia de la 
Universidad Autbnoma de M~xico (Fig. 2.3). 
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Tabla 2.1. Nomenclatura y secuencia de los oligonucleotidos usados para la amplificacion de los genes de estudio 
Y.(C,G,T); R(C,G); H(A,T,C); N(A,T,G,CK(G,T); D:(G.A,T) 

Nombre Gene blanco Orientacion Traduccibn a amino~cidos Secuencia 
A Hmg Sentido DAMGMNM 5'GATGCNATGGGNATGAAYATG 3 
B Hmgl Sentido GOCCEMP 5'GGNCARTGYTGYGARATGSC 3' 
C Hmg Reverso MMEAVND 5'GTCRT TNACNGCYTCCATCAT 3 
A Psy Sentido WAIYVWC 5'TGGGCNATHTAYGTNTGCTG 3' 
B Psy Sentido EANDYNN 5'AARTTRTTRTARTCRTINGCYTC 3' 
RSF DXS Sentido YPHKILT 5'TATCCGCACAAGATCCTGAC 3' 
RSR DXS Reverso DVGIAEOHA 5TGCTGTTCCGCGATGCCGAC 3' , 

Amplificacion por PCR de los genes de inter~s 

Se ensayaron diversas condiciones de PCR a partir del ADN gen6mico de B. orellana, 
variando la cantidad del AON gen6mico como molde, la concentraci6n de los 
oligonucle~tidos, la concentracibn del MgCl, la temperatura de alineamiento, la duracion y 
el nmero de ciclos. Las condiciones finales de amplificaci~n para la obtencion de 
fragmentos de inter~s que concordaran con el tamano esperado para los diferentes genes 
blanco se resumen en la tabla 2.2. 

Tabla 2.2 Condiciones finales de amplificacion en el ADN genomico para cada par de oligonuclebtidos disenados. 
Solo se mencionan las combinaciones que generaron productos de PCR. (A + B); oligonucle~tidos especificos para 
el hmg. (A + By; oligonuclebtidos especificos para el psy. (RSR + RSF); oligonucledtidos especificos para el DXS. 

Variables (A+ B) (A+B) (RSF + RSR) 
hey DSV DXS 

ADN molde 250 ng 100 ng 200 ng 
MgC 1.5mM 1.5 mM 1.5mM 
Desnaturalizacibn 94 °C, 3 min 94 C, 3min 94 C, 3 min 
Alineamiento 55C, 2 min 60C, 2 min 53C, 1.5 min 
Amplificacion 72 C, 2 min 72C, 2 min 72C, 2 min 
Ciclos 45 25 35 

Clonaci6n de los productos de PCR 

Los productos amplificados fueron purificados para su reamplificaci6n cuando fue 
necesario o ligados directamente de la mezcla de reacci6n al vector seleccionado. 

Los productos de PCR obtenidos con oligonucle6tidos degenerados para los hmg y psy 
fueron ligados directamente de la mezcla de reacci6n al vector pCR 2.1 usando el kit de TA 
cloning (lnvitrogene). Los productos de PCR obtenidos con los oligonucle6tidos especificos 
del DXS se purificaron empleando agarosa bajo punto de fusi6n y se ligaron al vector 
pBluescript II KS +/- con el m~todo propuesto por Marchuk y colaboradores (1991), el cual 
emplea una modificaci6n de los extremos del vector al afladir una cola de timinas. 

En todos los casos la transformaci6n se realiz~ con bacterias competentes de la cepa 
DH5 por choque t~rmico y CaCl (Sambrook et al., 1989). 
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B 
EMPVGYVIPVGIAGPLLLNGREYSVPMATTEGCLVASTNRGCKAI YL 
EMPVGYI IPVGIAGPLLLDGYEYSVPMAT TBGCLVASTNRGCKAMP 
EMAVGYVMAVGIAGPLLLDGREYLVPMATTEGCLVASTNRGCKAI YA 
EMPVGYV LPVGIAGPLLLDGREYMLPMATT BGCLVASTNRGCKAILA 

SGGATSVLLKDGMTRAPVVRFASATRAAELKFFLEDPDNFDTLAVVPNKSSRFARLOGIK 
SGGATSTVLKDGMTRAPVVRFASARRASELKFFLENPENFDTLAVVFNRSSRFARLSVK 
SGGATSVILRDGMTRAPVVRFGTAKMSAELKFFLEDPRNFDTLAVVFNKSSRFGRFQGIH 
SGGANSVLLRDGMTRAPVVRFGTAKRAAELKF'YMEDTQNFETISVVFNKSSRFAKLSVQ 

VNWIEGRGKSVVCEAIIKEET ELNMVKNLAGSA IAGALGGFNAHA.SN 

A 
CSIAGKNLYIRFSCS' IDAMGI 'SKGVQNVLEFLQSDFSDMDVIGISGNFCSDKKPAA 
CTIAGKNAYVRFCCS' 'SKGVQNVLEYLTDDF PDMDVIGISGNFCSDKKPAA 
CALAGONLYMRFSCS' IDAMG 'SKGVQNVLDF LQNDF SDMDVIGISGNFCSDKKPAA 
cAGNYRscST[" 'KGvoNVLEFLTDYPDMDVLGISGNCADKKPAA 

VNWIEGRGKSVVCEAIIKEEVVKKVLKTNVASLVELNMLKNLAGSA VAGALGGFNAHAGN 
VNWIEGRGKSVVCEAVIRGEI VNKVLKTSVAALVELNMLKNLAGSAVAGSLGGFNAHA.SN 
VNWIEGRGKSVVCESIIKEEVVRKVLKTNVASLVELNMLKNLT GSAMAGALGGFNAHA.SN 

c 
IVSAIFIATGODPAQNVESSHCITJMEAVNDG »LHISVTMPSIEVGTVGGTOLASOSA 
IVSAVF IATGQDPAONVESSQCIT /MEAINDGI IHISVTMPSIEVGTVGGGTQLASOSA 
IVSAVY IATGQDPAQNVESSHCITAMEAVNDG »LHVSVSMPSIEVIVGGG-TQLASOSA 
IVSAIFIATQDPAQNVESSQCIT IMEAVNDG LHISVTMPS IEVGTVGGGTOLA8QSA 

Figura 2.1. Alineamiento de secuencias de amino~cidos de diferentes HMGR de plantas, con el objetivo de 
encontrar secuencias conservadas para elaborar oligonucletidos degenerados para la posterior amplificacion por 
PCR. HB: Hevea brasiliensis, OS: Oryza sativa, AT: Arabidopsis thaliana, CR: Catharanthus roseus. Las cajas 
indican la localizacibn de la secuencia utilizada para la elaboracion de los oligonucleotidos. El alineamiento de las 
secuencias de inter~s se realizo con el programa CLUSTALW: (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu.9331/multialign). 

A 
LDVKKDIPIPGTLGLLS-EAYDRCSEVCAEYAKTFYLGTMLMT PERRKAI RT 
LDVKPDIVLPGTLSLLN - EA YDRCGEVCAEYAKTFYLGTMLMT PERKAI [RRT 
VKKPQDVVLPGSLSLLVGEAYDRCGEVCAEYPKTFYLGTLLMTPERRKAI 'RRT 
- VLDAR PQDMDMP RNGLKEA YDRCGEICEEYAKTFYLGTMLMTEERRRAI [RRT 

l 
DELVDGPNASHIT PAALDRWEDRLEDVFSGRPFDMLDAALSDTVSKF PVDIQPFRDMIEG 
DELVDGPNASHIT PTALDRWEARLEELFQGRPFDMLDAALADTVTKPPVDIQPFKDMIEG 
DELVDGPNASHIT PMALDRWEARLEDLFRGRP FDMLDAALADT VARY PVDIQPFRDMIEG 
DELVDGPNANY IT PT ALDRWEKRLEDLFTGRPYDMLDAALSDTISRFPIDIOPFRDMIEG 

MRMDLRKSRYRNFDELYLYCYYVAGTVGLMSVPIMGIAPESKATTESVYNAALALGLANO 
MRMDLRKSRYKNFDELYLYCY'YVAGTVGLMSVPVMGLAPESQASTESVYNAALALG1AN, 
MRMDLKKSRYONFDDLYLYCY YVAGT VGLMS VPVMGIDPKSKATTESVYNAALALGIANQ 
MRSDLRKTR YNNFDELYMYCYYVAGTVGLMSVPVMGIATESKATTESVYSAALALGIANQ 

LTN-ILRDVGEDARRGRVYLPQDELAQAGLSDEDI FAGRVTDKWRI FMKKQIQRARKFFD 
APPNILRDVGEDARRGRIYLPQDELAQAGLSDEDI FAGRVTDKWRNFMKNQIKRARMF FD 
LTN-ILRDVGEDARRGRVYLPQDELAQAGLSDEDI FAGKVTDKWRNFMKMQLKRARMFFD 
LTN-lLRDVG£DARRGRIYLPQDELAOAGLS�WRNFMKRQIKRARMFFE 

EAERGVTELSAASRWPVLASLLLYRRILDEI. 'KRAYVSKPKKLLALP IAYAK 
EAEKGVLELNKASRWPVHASLLLYRQILDEI. 'YDN 'KRAYVSKAKKILALPMAYGR 
EAEKGVTELSAASRWPVHASLLLYRRILDEI. ID' KRAYVGKVKKIAALP LA YAK 
EAERGVNELSQASRWPVWASLLLYRQILDET 'KRAYVGKGKKLLALPVAYGK 

Figura 2.2. Alineamiento de secuencias de amino~cidos de diferentes PSY de plantas, con el objetivo de encontrar 
secuencias conservadas para elaborar oligonucleotidos degenerados para la posterior amplificacion por PCR. C.A: 
Capsicum annuum, LE: Lycopersicon esculentum, A.. Arabidopsis mays. Las cajas indican la localizacion de la 
secuencia utilizada para la elaboracibn de los oligonucleotidos. El alineamiento thaliana, ZM: Zea de las secuencias 
de inter~s se realizo con el programa CLUSTALW: (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign) 
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RGESEHDCPGTGHSSTTISAGLGMAVGRDLKGKNNNVVAVIGDGAMTAGQA YEAMNNAGY 
RDESEYDPFGAGHSSTSISAALOMA VGRDVKGKKNSVIAVIGDGAITGGMAYEAMNHAGF 
RSESPHDAFGAGHSSTSISAALGFAVGRELGQPVGDT IAI IGDGSI TAGMAYEALNHAGH 
RGESEYDVLSVGHSSTSISAGIGIAVAAEKEGKNRRTVCVIGDGAITAGMAFEAMNHAGD 

LDSDMI VILNDNKQVSLPTAT LDGPSPPVGALSSALSRLQSNPALRELREVAKGMTKOIG 
LDKNMIVILNDNQQVSLPT QYNNKNQDPVGALS SALARLOANRPLRELREIAKGVTKOLP 
LKSRMFVILNDND-------- -MSIAPPVGALOHYLNT IARQAPFAALKAAAEGIEMHLP 
IRPDMLVILNDNE--------MSISENVGALNNHLAQLLSGKLYSSLREGGKKVFSGVP 

GPMHQLAAKVDV YARGMISGTGSSLFEELGLYYIGPVDGHNIDDLVAILKEVKSTRTTGP 
DVVOKATA.KIDE'YARGMISGTGSTLFEELGLYYIGPVDGHNLDDLIAVLSEVRSAETVGP 
GPVRDGARRARQMVTAMPG- -GATLFEELGFDYIGPVDGHDMAELVETLRVTR-ARASGP 
-PIKELLKRTEEHIKGMVVD- -GTLFEELGFNYIGPVDGHDVLGLI TT LKNMR- -DLKGP 

VLIHVVTEKGRGYP YAERADDKYHGVVKFDPATGRQPR&TTNETSYTTY FAEAL VAEAEV 
VLVHVVTEKGRGYLPAET AQDKMHGVVKFD PRTGKQVQA.KTKAMSYTNY FADALTAEAER 
VLIHVCT TKGKGYAPAEGAEDKLHGVSKFDIETGKQKKSI PNAPNY TAVFGERLTEEAAR 
QFLHIMT KKGRGYEPAEKDPITFHAVPKFDPSSGCLPKSSGGLPSYSKI FGDWLCETAAK 

GKMPTMRQTNGLS&PT 
RKGMATIRQTNGLSGPTY 

RMLT LRQAGGISGFPK 
RDKIGTIRQKGGLHPFPW 

FAAGLACEGLKPFCAIYSSF 
FAAGLACEGLVPFCTIYSTF 
FAAGMAAAGLKPFLALYSSF 
FAAGLAIGGYKPIVAIYSTF 

LGSSLGVVELTVALHYI FNTPODKILWDVGHO 
LSSSLGVVELT VAMHYVFNT PEDKI IWDVGH 
LGSSLGVVELTVALHAVPNSPGDKLIWDVGH 
FASGLGTVELTVALHYVYNTPFDQLIWDVGH 

DKDVVAIHAAMGGGTGLNL FQRRPPTR 
DSRIVAVHAAMAGGTGLYRFEKKFPDR 
DQAIVAVTAAMPTGTGLD IMQKRF PRR 
DNKLMAITPAMREGSGMVEFSRKFPDR 

CL 116 
CM 121 
RC 50 
EC 50 

CLA 176 
CM 181 
RC 110 
EC 110 

CLA 236 
CM 24l 
RC 170 
EC 170 

CLAN 296 
CM 301 
RC 221 
EC 221 

CL 356 
CM 361 
RC 278 
Ee 276 

CL 416 
CM 421 
RC 338 
EC 336 

Figura 2.3. Alineamiento de secuencias de amino~cidos de diferentes DXPS de bacterias y una planta. Se realiz 
el alineamiento con el objetivo de encontrar regiones conservadas a partir de secuencias heterlogas y de esta 
forma elaborar oligonucleotidos para la posterior amplificacin por PCR. CLA: Arabidopsis thaliana, Clam: 
Chlamydomonas reinharditii, Ecol: Escherichia coli. Las cajas indican la localizacion de la secuencia utilizada para 
la elaboracion de los oligonucleotidos. EI alineamiento de las secuencias de interes se realizo con el programa 
CLUSTALW: (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign). 

An~lisis de los insertos de inter~s 

Se realiz6 una seleccin de las clonas positivas a partir de las bacterias transformadas 
de acuerdo a la complementaci6n a. La coloraci6n azul 6 blanco permite la eleccin de 
bacterias que contienen insertos (productos de PCR) en sus pl~smidos. La coloraci6n azu1 
es originada por la hidr~lisis del X-gal como un resultado de la expresibn del gen Lac?Z 
presente en el pl~smido pCR2.1 o pBluescript II KS +/-. EI gen LacZ codifica para la 
subunidad pequena de la [-galactosidasa que complementara la subunidad grande 
expresada a partir del genoma bacteriano. La incorporaci6n de un fragmento de PCR dentro 
del gen Lacz inactiva su funcion e impide a la bacteria producir una [-galactosidasa 
funcional, par lo que no es posible hidrolizar el X-gal presente en el media. La hidrlisis de 
este compuesto que es un an~logo de la galactosa produce un color azul, de esta forma las 
bacterias que mantienen su coloracin blanca son positivas, ya que llevan un producto de 
PCR dentro de sus pl~smidos. 

las clonas positivas fueron sometidas a una segunda selecci6n par reamplificaci6n por 
PCR del inserto de inter~s (con las condiciones establecidas en la Tabla 2.1) y/o 
directamente por el aislamiento y digestion del pl~smido para liberar al inserto con las 
enzimas apropiadas de acuerdo al vector. 
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Se purificaron los pl~smidos del conjunto de clonas seleccionadas utilizando el m~todo 
de minipreparaci6n alcalina descrito por Sambrook et al., (1989). En el caso de los genes 
hmg y psy, se liberaron los insertos por digestion con la enzima de restricci~n Eco Rly en el 
caso de los productos de PCR para el gen OXS se realiz la digesti6n con Eco RI y Hind Ill. 

Los insertos purificados de las clonas seleccionados fueron secuenciados directamente 
de forma parcial con los oligonucletidos cebadores T1 y T7 utilizando el Taq DNA 
Sequencing Kit for Standard and Cycle sequencing (Boehringer Mannheim) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. Para verificar los resultados los insertos fueron resecuenciados 
completamente en el CINVESTAV lrapuato por secuenciaci6n autom8tica utilizando los 
mismos oligonucletidos. 

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias presentes en el 
banco de secuencias EMBL usando el programa BLAST (Altschul et al, 1997). EI 
alineamiento de las secuencias de inter~s se realiz6 con el programa CLUSTALW 
(http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign) y el sombreado con el programa 
BOXSHADOWN (http://www.isrec.isb-sib.ch:8080/index.html). 

5. Estudios de expresi6n 

An~lisis de los mensajeros que codifican para la HMGR por dot blot 

Para el an~lisis de expresibn de mensajeros con la t~cnica de dot blot, se prepar~ un 
soporte de agarosa al 1 % desnaturalizante, en el cual se dispusieron pocillos para la 
aplicaci6n del ARN. EI molde de agarosa se coloc6 sobre una membrana en un aparato de 
transferencia al vacio. Se desnaturalizaron 30 µg de ARN total de los diferentes tejidos 
durante 15 minutos a 65 C antes de su aplicaci6n. El ARN se fij6 a la membrana utilizando 
el transiluminador de UV para uni6n cruzada (Stratagene). 

Las condiciones de hibridacion fueron a 42 "C con 50 % de formamida. Los lavados se 
realizaron durante 15 minutos con 2X SSC y 0.1 % SOS a temperatura ambiente, y una 
segunda vez por 1 0 minutos con 1 X SSC y 0.1 % SOS a 62C. Se uso el fragmento clonado 
del hmg marcado con [@-P] dCTP por el m~todo de random primer con el kit de 
Megaprime (Amersham). Como control para comprobar que no existe hibridaci6n 
inespecifica con el ADN, se aplico una muestra con ARN de hoja incubada con ARNasa 
durante treinta minutos y como un control de la cantidad de ARN aplicado en cada punto, se 
hibrid~ la membrana con la sonda ribosomal de Camptotheca acuminata (Maldonado- 
Mendoza et al., 1997) y/o se tino con bromuro de etidio para visualizar la cantidad de ARN 
presente. 

An~lisis de los mensajeros hmg y psy por northern blot 

Para analizar la acumulaci6n de los transcritos de las enzimas HMGR y PSY, se 
escogieron diversas etapas de la maduraci6n del fruto y formaci6n de semillas, ya que en 
estos 6rganos se acumula una gran cantidad de carotenoides y otros metabolitos 
secundarios (Mercadante et al., 1996). 

Se corrieron 20 µg de ARN total por electroforesis en un gel desnaturalizante de 
agarosa (1.2 %) y formaldehido (3 %) con MOPS 1X, empleando 50 volts durante 4 horas. 
Posteriormente el ARN se transfiri6 por capilaridad a una membrana de nylon (Amersham) 
usando 10X SSC. El ARN se fij6 a la membrana con rayos ultravioleta en un transiluminador 
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para union cruzada UV 2400 (Stratagene) utilizando un ciclo automatico de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. 

Se marc~ el fragmento clonado del hmg con [eP] dCTP por random primer con el kit 
de Megaprime (Amersham). EI fragmento clonado del psy se marco con [@-P] dCTP 
utilizando transcripci6n in vitro con el sistema MAXlscript (Ambion) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. 

En ambos casos las condiciones de hibridaci6n empleadas fueron de 42 C por 24 h 
como describen Church y Gilbert (1994) en 50 % de formamida. Despu~s de la hibridaci6n 
las membranas se lavaron en 2x SSC I 0.1% SOS a 42Cpor 15 min seguido por 1x SSC/ 
0.1% SDS a 42 °C por 15 min, 0.5x SSC/ 0.1% SOS a 65 °c por 10 min. 

Ensayo de protecci6n de ARN contra ribonucleasas para el gen hmg 

El ensayo de protecci6n de ARN contra ribonucleasas (RPA) presenta ventajas con 
respecto a los northern blot, ya que permite analizar genes con pequefias acumulaciones de 
transcritos, es mas especifico para la sonda seleccionada y no es necesario aislar 
totalmente el ARN. 

Para realizar el RPA del gen hmg fue necesario sintetizar una ribosonda con P UT 
mediante el sistema de transcripci6n in vitro. Para realizar lo anterior la secuencia de 409 pb 
del hmg presente en el vector pCR2.1 se coloc6 en forma de antisentido en el vector 
pBluescript II KS +/-, este vector contiene los promotores T7 y T3 que permiten la 
transcripci6n del inserto en cualquier sentido. 

La transcripci6n in vitro se realiz6 en un sistema libre de ARNasa. Al AON molde se le 
agreg~ [a-P]-dUTP (800 Ci/mmol 10 mCi/ml) y se transcribi~ usando el kits de 
MAXIS&riot" jn Vitro Transcription T7 kits (Ambion) seg~n las instrucciones del fabricante. 

Los tejidos seleccionados fueron macerados en nitrbgeno liquido, posteriormente se les 
aplic6 amortiguador de lisis (tiocinato de guanidina) usando el Kit de Direct Protect 
(Ambion). La mezcla se hibrid6 directamente con la ribosonda durante la noche. 
Posteriormente se aplic6 ARNasa T1 para la destrucci6n de todos los mensajeros (y RNA 
ribosomal) no hibridados. 

El principio par el cual trabaja este sistema es mediante la hibridaci6n in situ de los 
mensajeros del gen de inter~s con la ribosonda marcada, posteriormente se agrega RNAasa 
T1, la cual tiene la capacidad de degradar todo el ARN no hibridado. De esta forma solo se 
mantienen en la soluci6n de hibridaci~n los mensajeros hibridados del gen de inter~s. 

Las muestras se corrieron en un gel no desnaturalizante de acrilamida al 5% y los 
transcritos presentes fueron detectados por su serial en film de rayos X. Una sonda 
ribosomal 28S de 158-pb de C. acuminata cAON (U42789) se us6 como control de la 
cantidad de ARN presente en cad a muestra. Se utilizaron 100 000 cpm (5 µL) de la 
ribosonda del hmg y 500 000 cpm (5 µL) de la ribosonda de la subunidad 28S en 45µL del 
lisado para cada muestra, para llegar a un volumen final de SOµL. La cantidad relativa de 
ARNm fue cuantificado usando un Bio-Image Analyzer GS25 de RedBio. 
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6. An~lisis de pigmentos 

Purificaci6n y cuantificaci6n de carotenos y bixina 

Para la purificaci6n de los carotenoides de B. orellana en todos las tejidos de inter~s se 
modific6 un protocolo tornado de (Biacs y Daood, 1994), el cual se describe a continuaci6n: 
Se muelen 2 g de material vegetal en 2 mL de acetonitrilo/metanol/isopropanol (75/10/15) 
con un potitr6n. La soluci6n se coloc6 en agitaci6n constante durante 45 min en obscuridad, 
durante este tiempo se le fueron adicionando pequenas cantidades de nitr6geno para 
eliminar el oxigeno atmosf~rico, evitando la luz directa, para impedir la oxidaci6n y 
degradaci6n de las carotenoides presentes en la soluci6n. DespuE!s se centrifug6 durante 20 
min dos veces, se recuper6 el sobrenadante, se sec6 y se concentr6 en 40 µL con 
acetonitrilo/metanol/isopropanol (75/10/15). 

Se cuantific6 la cantidad de bixina en un espectofot6metro Beckman DU-65 a una 
absorbancia de 500 nm de acuerdo a la f6rmula propuesta par McKeown y Mark (1962), la 
cual se describe a continuacin: 

Carotenoides totales = Ago + Ro± - 0.256 (Ag60)/282.6 x V/1000 x 100/P. 
Donde: Ago = Absorbancia de bixina. 
Aauo = Absorbancia de los productos de degradacibn. 
0.256 = Factor concerniente a las absorbancias de 404 y 500 nm en cloroformo. 
V = Volumen final 
P = Peso fresco empleado. 
La ecuaci6n para determinar la concentraci6n de bixina por espectrofotometria en las 

semillas es: 
Bixina (g/100 g)= A&6/282.6 x V/1000 x 100/P. 

An~lisis por HPLC de los pigmentos en los cultivos in vitro 

Los carotenoides aislados y resuspendidos en 45 µL de la solucibn 
acetonitrilo/metanol/isopropanol (75/10/15) se inyectaron en una columna de fase reversa C- 
18 (25cm largo x 4.6mm i.d.) empacada con una matriz de lichrosob, (Alltech) con un flujo 
de 1.5 mL/min. Se observ~ la absorbancia a 493 nm como describen Biacs y Daood (1994) 
para frutos de otras plantas que contienen carotenoides. 

Como un control de la seal de bixina se corri~ un est~ndar purificado del extracto de 
semilla a partir de una cromatografia en capa fina (TLC) con una placa de silica gel con 
soporte de aluminio de 2 cm de ancho por 5 cm de largo, la mezcla de elusi6n para este 
caso tambi~n fue acetonitrilo/metano/isopropanol (75/10/15), el tiempo de retencion de la 
bixina en este sistema fue 0.72. 

7. An~lisis de la actividad enzim~tica 

Los tejidos cosechados se congelaron en nitrogeno liquido. Posteriormente se 
pulverizaron con nitrbgeno liquido en morteros. El macerado se resuspendi6 en un 
amortiguador que contiene 100 mM Tris-HCI pH 7.2, 250 mM sacarosa, 1mM EDTA, pH 7.5, 
5 mM OTT fresco, 1mM PMSF y 7.5 µg/ml de leupeptina. La fracci6n microsomal se obtuvo 
por centrifugar con 10,000 g por 10 min, el sobrenadante se centrifuge nuevamente a 
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100,000 g por 75 min y la pastilla resultante se resuspendi6 en 100 mM Tris-HCI pH 7.2, 
20% (v/v) glicerol, 1mM EDTA pH 7.5, 50 mM OTT, 1mM PMSF y 7.5 µg/ml de leupeptina. 

La actividad de la HMGR se analiz~ midiendo la formaci~n de [3-"C]-mevalonato a 
partir del [3-["C]-hidroxi-metilglutaril CoA, el cual fue usado como sustrato. La mezcla de 
reaccion contiene 3 mM NADPH, 5 mM DTT, 700 pmol [3-"C]-hidroxi-metilglutaril CoA (0.04 
Ci, Amersham CFA732. Corp. Buckinghamshire, England) y proteina microsomal (10-60 
µg) en un volumen final de 26µL. La mezcla de reacci6n se incub6 por 1h a 18-20 Cy se 
separ6 el mevalonato producido por lactonizaci6n usando 5 ml de mevalonato lactato como 
acarreador. La mezcla se incub6 durante 15 min a 20 C, y luego se aisl6 con 300 µL de 
acetato de etilo y 125 pL de amortiguador de fosfatos saturado pH 7.5. La fase organica que 
conliene el mevalonato radioactivo se recobro y se analiz~ con un contador de centelleo. Se 
hicieron tres replicas por tejido 

8. Oeterminaci6n del n~mero de copias del gen hmg 

EI ADN gen~mico se aisl a partir de pl~ntulas etioladas al dia 30 de crecimiento como 
se describi6 antenormente. Se usaron 1 O µg de AON gen6mico para el an8Iisis tipo 
sourthern blot. Las enzimas de restriccion usadas fueron Eco RV, Hind Ill y Bam HI Los 
fragmentos de AON se separaron en un gel de agarosa al 0.8 %, y se transfirieron a una 
membrana de nylon (Amersham Corp. Buckinghamshire, England). Posteriormente el AON 
se fijd a la membrana usando un stratalinker UV crosslinker 2400 (Stratagene, La Jolla, CA). 
Se uso un fragmento de 503 pb del hmg marcado con digoxigenina sintetizado por PCR 
como sonda. Las condiciones de hibridaci6n empleadas fueron de 65 C por 24 h como 
describen Church y Gilbert (1994) en amortiguador de fosfatos. Despu~s de la hibridacibn 
las membranas se lavaron en 2x SSC /0.1% SOS a 42 C por 15 min seguido por 1x SSC / 
0.1 % SOS a 42 C por 15 min, 0.5x SSC /0.1% SOS a 65 C por 10 min. La deteccin se 
realiz6 usando el Sistema DIG Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim 
Biochemicals) segun las instrucciones del fabricante. 
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CAPiTULO 3 
RESULTADOS 
1. Establecimiento de cultivos in vitro 

Para el establecimiento de diferentes cultivos in vitro de B. orellana, se obtuvieron 
pl~ntulas a partir de semillas en condiciones as~pticas. Las pl~ntulas se crecieron en luz 
continua y a temperatura constante de 25 C. Se cosecharon las pl~ntulas al dia 30 despu~s 
de la germinacin. 

En nuestro laboratorio tambi~n se obtuvieron callos a partir de explantes generados de 
tallos y hojas de las pl~ntulas crecidas in vitro y a partir de explantes generados de cortes de 
las frutos de la planta adulta (Castillo, 1998; Herrera, 1998). De tos callos obtenidos de 
explantes de pl~ntulas se seleccionaron lineas de diferentes colores (verde o amarillo claro) 
y de los callos obtenidos de explantes del fruto se seleccion~ una linea de color caf~ 0scuro. 
En todos los casos se seleccionaron los callos que presentaron mayor velocidad de 
crecimiento y consistencia friable, sugiriendo que son viables para la inducci~n de cultivos 
de c~lulas en suspension. Despu~s de caracterizar los cultivos se observb que el dia 30 de 
crecimiento era la fecha optima para la resiembra, ya que los callos entran a una fase 
estacionaria de crecimiento y presentan cambios en su coloraci6n. 

Los cultivos de callos fueron analizados en funci6n de su acumulacin de carotenos y 
con ellos se rea1iz6 la optimizaci6n de diferentes protocolos bioquimicos y moleculares. 

2. Extraccion de ARN total 

Se ensayaron diversos protocolos de extracci6n de ARN para plantas tropicales. Entre 
los m~todos probados sin ~xito, est~ el protocolo propuesto por Chomczynski y Sacci (1987) 
que emplea tiocianato de guanidina en el amortiguador de extracci6n; el protocolo propuesto 
por De Vries y colaboradores (1988) que emplea fenol caliente en el amortiguador de 
extraccibn; el protocolo propuesto por l6pez-G6mez y G6mez-Lim (1992) que emplea Tris- 
Borato en el amortiguador de extraccion y el protocolo de precipitaci6n selectiva con urea y 
LiCI propuesto por Schuler y Zielinski (1989). 

las figuras 3.1, 3.2y 3.3 presentan algunos geles de agarosa representativos de las 
diferentes extracciones realizadas. Como se puede apreciar, con el m~todo de extracci6n 
que emplea tiocinato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) en los tejidos de la 
pl~ntula fue posible extraer ARN, sin embargo, este se encuentra totalmente degradado y 
presenta cierta contaminaci6n ya que parte del ARN no migra y se queda en los pocillos 
Por otra parte, con este m~todo no es posible extraer ARN de los ~rganos de la planta 
adulta, principalmente por la gran cantidad de polisac~ridos y otros metabolitos presentes 
(Fig. 3.1) 

Con el m~todo de fenol ~cido y caliente (De Vries et al., 1988), fue posible extraer ARN 
total, pero ~ste se encuentra parcialmente degradado (3.2a). Al equilibrar el fenol caliente 
con amortiguador tris-HCI pH 7.2, se observ6 que el ARN total se extrajo en mayor cantidad 
y calidad, sin embargo, aun existe una contaminaci6n con AON (Fig. 3.2b). 
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Figura 3.1. Extraccion de ARN total de B. orellana, utilizando la minipreparacion con tiocinato de guaninida en el 
amortiguador de extraccion. Se realizo la electroforesis del ARN total aislado por este metodo en un gel de agarosa 
1 %, puede observarse en tejidos de la plantula ARN total, pero ~ste se encuentra degradado. P: pl~ntula; S 
semilla; F: frutos. 

El metodo propuesto par Schuler y Zielinski (1989), el cual incluye una precipitaci6n 
selectiva con urea y LiCl permite eliminar el exceso de ADN, sin embargo este m~todo es 
recomendado solamente para los cultivos in vitro, debido a la pequefia cantidad de 
polisac~ridos que estos contienen (Fig. 3.3a). Este m~todo no es aplicable para los tejidos 
de la planta adulta por su mayor cantidad de polisac~ridos y pigmentos (Fig. 3.3b). 

(A) 
FG FG S S 

(B) 
BF F Fch FG FG S 

28S 
18S 

◄ ADN 

◄ 28S 
◄ 18S 

Figura 3.2. Extraccion de ARN total con el m~todo de fenol ~cido y caliente. A) Gel de agarosa 1% mostrando el 
ARN extraido con fenol acido y caliente de diferentes organos de la planta adulta. B) Gel de agarosa al 1% 
mostrando el ARN extraido de diferentes organos de la planta adulta, empleando fenol equilibrado con 
amortiguador Tris-HCI pH 7.2. BF· bot~n floral, F: flor, Fch: fruto chico, FG: fruto grande y S: semila. Las flechas 
indican la presencia de los ARN ribosomales y la presencia de ADN. 

De acuerdo a los resultados obtenidos se opt~ por desarrollar un m~todo de extraccin 
de ARN total para todos las tejidos analizados de B. orellana, en el cual se mezcl6 la 
extracci6n con fenol caliente equilibrado y la precipitaci6n selectiva con urea y LiCI. Con 
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este m~todo, el cual por su uso com~n durante el desarrollo de este trabajo se describe en 
el capitulo 2, se obtiene ARN total de buena calidad, libre de ADN y de polisac~ridos para 
todos las tejidos analizados. El ARN total asi obtenido corre bien en geles desnaturalizantes, 
las cuales son necesarios para realizar estudios de expresi6n tipo northern (Fig. 3.4). El 
ARN aislado por este m~todo result ser viable para su an~lisis durante la expresi~n de 
mensajeros. 

(A) 
R T CP CM H 

(B) 
FG SM SI BF 

Figura 3.3. Extraccion de ARN total con el m~todo de Schuler y Zielinski (1989). Geles de agarosa al 1 %. A) ARN 
de los tejidos in vitro de B. Orellana. B) ARN de tejidos provenientes de la planta adulta de B. orellana. EI ARN est~ 
parcialmente degradado. R:raiz, T tallo, H: hoja, CB: callo blanco proveniente de hojas, CP: callo pardo 
proveniente de frutos, FG: fruto grande, SM semilla madura, SI semilla inmadura y BF: bot~n floral. 

(A) 
H CT CH CF 

(B) 
CBCP R T H FPSM FG 

28S 
18 S 

◄ 28S 
◄ 18S 

Figura 3.4. Extracciones de ARN total utilizando fenol Caliente equilibrado en el amortiguador de extraccion y una 
precipitacion selectiva con urea y LiCI. A) Gel de agarosa al 1% mostrando el ARN extraido de diferentes cultivos 
de callos. B) Gel de agarosa desnaturalizante al 1 %, mostrando diferentes extracciones de ARN obtenidas de 
diferentes organos de la planta adulta. H: hoja, T· tallo, R: raiz, CT: Callo originado de tallo, CH: callo originado de 
hoja, CB: callo blanco, CP: Callo pardo, FP· fruto pequenio, FG: fruto grande y SM: semilla madura. Las flechas 
indican la posicion de los ARN ribosomales de la planta. 
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3. Clonaci6n de las secuencias parciales de los hmg, psy y DXS 

Aislamiento y clonaci6n de la secuencia parcial del hmg 

Se realiz6 la clonaci6n de una secuencia parcial del hmg. Los oligonucletidos A, By C, 
se probaron en diversas condiciones de amplificacion por PCR. Con las condiciones 
descritas en la tabla 2.1 se obtuvo la presencia de bandas discretas en el gel (Fig.3.5). Se 
ligo la muestra con el fragmento mas abundante de 500 pb producido con los 
oligonude6tidos A y C (Fig. 3.5a) en el vector pCR2.1. Se transformaron bacterias 
competentes de la cepa oDH5, y se realiz~ una selecci~n inicial de las clonas de inter~s por 
color como se describe en el capitulo 2. 

1 
(A) 

2 3 1 
(B) 

4 5 

500pb 

' II 
• • - 
• 

◄ IOOOpb 

Figura 3.5. Amplificacion por PCR a partir del ADN genomico del hmg de B. orellana. Se realizd la amplificacion 
con los oligonuclebtidos diseniados en las condiciones de PCR de 45 ciclos, 55 C de temperatura de alineamiento 
y 1.5 mM de MgCl. Se seleccion un fragmento de 500 pb generado con los oligonucletidos A y C. A) 
Amplificacion del ADN gen~mico con los oligonuclebtidos A y C, B) Amplificacion del ADN gen~mico con los 
oligonucleotidos By C. 1; marcador de peso molecular numero X, 2 y 3 amplificacion con los oligonuclebtidos A y 
C, 4y5:amplificacion con los oligonucle~tidos By C. 

La muestra con los productos de PCR amplificados que se ligo al vector poseia adems 
del fragmento abundante de 500 pb otros productos de PCR de diferentes tamanios apenas 
visibles en el gel, par esta raz6n se realizo una segunda se1ecci6n par PCR de las clonas 
positivas (con posibles diversos productos de PCR), para seleccionar la o las donas a 
secuenciar (Fig. 3.6). Esta segundo an~lisis se realiz6 mediante la amplificaci6n del AON de 
los pl~smidos en las bacterias ya seleccionadas con los oligonuclebtidos iniciales (Ay C) en 
las condiciones iniciales de amplificaci6n, las resultados muestran que la clona 2 posee un 
inserto de 500 pb, se escogi6 esta dona para la extracci6n de su pl~smido y posterior 
digesti6n del insert6 presente para secuenciar (Fig. 3.6). 

La secuencia obtenida de la clona 2 se muestra en la figura 3.7, se obtuvieron 503 pb 
correspondientes al gen hmg. Se realiz~ un an~lisis de la secuencia en la base de datos 
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empleando el programa BLAST (Altschul et al., 1997). El an81isis resultante demostr6 una 
alta similitud del fragmento clonado con diversos hmg de plantas (Tabla 3.1 ). 

500 ► 

(A) 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 

(B) 
M P2 P2 

◄ 500pb 

Figura 3. 6. Seleccion de clonas que contienen probablemente el fragmento del gen hmg de B. orellana. A) 
Amplificacion con los oligonuclebtidos A y C de las clonas positivas por selecci~n en color. B) Purificacion del 
pl~smido de la clona 2 y digestion mostrando el inserto de 500 pb de la clona 2 con la enzima Eco RI presente 
dentro del polilinker de pCR2.1. M: marcador de peso molecular n~mero X, 1-11: clonas analizadas, P2: clona 2 
digerida con la enzima de restriccion Eco RI 

CTTGATGCAATGGGTATGAACATGGTTTCCAAGGGAGTCCAGAACGTTTTG 51 
17 L D A M G M N M V s K G V Q N V L 

GATTTCCTTCAGAGTGATTTCCCTGACATGGATGTGATTGGTATCTCTGGT 102 
34 D F L Q s D F p D M D V I G I s G 

AAGTTGCACTTTGCATATTTTTCTTCATCATTTTTATTTTTTTTCTTTTTC 153 
AACTGGATCACTAAATTGAGGGATTTATGTTTTCA GGAAATTTCTGTTCT 203 

39 G N F c s 
GACAAGAAGCCAGCGGCTGTAAACTGGATTGAAGGACGGGGGAAGTCAGTT 254 

56 D K K p A A V N W I E G R G K s V 
GTCTGCGAGGCCATCATTAAGGGTGACGTGGTGAAGAAGGTCTTGAAGACT 305 

73 V c E A I I K G D V V K K V L K T 
AATGTAAATGCTCTGGTGGAGCTTAACATGCTCAAGAACCCTACTGGTTCT 356 

90 N V N A L V E L N M L K N p T G s 
GCCATGGCAGGAGCTCTAGGTGGCTTCAATGCCCATGCCAGCAACATTGTT 407 

107 A M A G A L G G F N A H A s N I V 
ACTGCGATCTATATAGCTACTGGGCAAGATCCTGCTCAAAATGTGGAGAGT 458 

124 T A I y I A T G Q D p A Q N V E s 
TCTCACTGCATCACAATGATGGAGGCAGTGAACGAC 494 

136 s H c I T M M E A V N D 

Figura 3.7. Secuencia parcial obtenida del hmg. Los nucleotidos subrayados representan un intron de 86 pb. La fila 
de abajo representa a los amino~cidos. Los n~meros a la izquierda indican el n~mero de amino~cidos, los n~meros 
a la derecha indican el n~mero de nucleotidos. 
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En general la similitud encontrada con las diversos genes de hmg clonados en plantas 
fue alta (Tabla 3.1). Sin embargo, al agrupar diversas secuencias de hmg seleccionadas de 
acuerdo a sus caracteristicas, se observ6 que el hmg clonado de 8. ore/Jana posee mayor 
similitud (m~s de 90 %) con genes que funcionan dentro de las semillas o asociados con la 
producci6n de metabolitos secundarios (Tabla 3.1 ). 

Tabla 3.1 ldentidad a nivel de amino~cidos de diferentes HMGR de plantas con la HMGR de B. Orellana. Se 
seleccionaron las secuencias de los genes reportados de los cuales se tiene m~s informacion y se agruparon de 
acuerdo a su funcion conocida en 5 grandes grupos, Se utiliz~ el programa BLAST 2, para realizar las 
comparaciones, los resultados se presentan como porcentaje de identidad de amino~cidos (la secuencia de 
amino~cidos resultante de la traduccion de los genes). Se presentan con un asterisco, las isoformas que presentan 
mas del 90 % de identidad de amino~cidos con respecto a la secuencia de la HMGR de B. orellana. 

Especie Nombre No. Expresi~n Funcion especifica ldentidad 
accesion (% 

Lycopersicon Hmg2 M63642 Durante las etapas iniciales Maduracion del fruto 88 
esculentum de maduracin de los frutos, 
Morus alba Hmg1 U43711 y organos reproductores, Flores, hojas 88 
Solanum Hmg3 L01402 algunas tambien responden P~talos y anteras 87 
tuberosum Como mecanismo de 

defensa. 
Solanum Hmg2 L01401 Principalmente defensa Defensa 89 
tuberosum 
Arabid0psis Hmg2 L19262 Defensa, esteroles 81 
thaliana 
Capsicum Hmg2 AF110383 Defensa 88 
anuum 
Onwa sativa Hma f U43961 Defensa 87 
Hevea Hmg3 M74800 Unicamente constitutivas, o Constitutiva 87 
brasiliensis inducidas por luz. 
Triticum Hmg23 PQ0763 Constitutiva 84 
aestivum 
Catharanthus Hmg1 M96068 Constitutiva 85 
roseus 
Lycopersicon Hmg1 X74783 Constitutiva, shikonina 86 
esculentum 
Arabid0psis Hmg1 J04537 Constitutiva 85 
thaliana 
Hevea Hmg1 X54659 Asociada principalmente a Hule, lactiferos 93 
brasiliensis metabolitos 
Camptotheca Hmg3 U72145 Campotecina 91 
acuminata 
Gossypium Hmg2 AF038046 En las semillas Semillas inmaduras, 94 
hirsutum Gosypol 
Camptotheca Hmg1 L10390 Desarrollo de las 90 
acuminata semillas 

La secuencia obtenida presenta un intr6n de 86 pb. En otras plantas existen intrones de 
diferentes tamanos colocados en la misma region de la secuencia que codifica para la 
HMGR. En 0. sativa existe un intr6n que se inicia despu~s del cod6n que codifica para el 
amino~cido glicina 314, con un tamano de 513 pb, mientras que en L. esculentum, H 
brasi/ienis y M. alba, existen intrones de 201, 318 y 1015 pb respectivamente (Chye et al., 
1992; Nelson et al., 1994; Park et al., 1992; Jain et al., 2000) (Fig. 3.8). 
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HMGHBI 1 
HMGMA 1 
HMGOS 1 
HMGLS2 1 
HMGBO 1 

HMGHBl 60 
HMGMA 61 
HMGOS 60 
HMGLS2 60 
HMGBO 33 

HMGHBl 61 
HMGMA 62 
HMGOS 63 
HMGLS2 63 
HMGBO 34 

SSRFARL 
SSRFARL 

SSRFARL 
SSRFARL 

I] IAGKNL [RFSCSTGDAMGMNMVSKGVQNV LEE LOSDFI DDMDVIGI 
rag$fMRFscsTGDAMGMMvsKGvoMDrLosprPpMofrgr 

9gofvLwRrscsTGDAMGvsKGvovLDvLoSrPDwDv.EI 
SCAIAGKNLYMI (CSTGDAMGMNMVSKGVONVLDYL OASEPDMDVIGI 

DAMGMNMVSKGVONVLDELQSDF PDMDVIGI 

FCSDKKPAAVNWIEGRGKSVVCEAI IKEEVVKKVLKTNE LVELNMLKNLAGSA 
FCSDKKPAAVNWIEGRGKSVVCEANIKEEVVKLA±eLMLKNLAGsA 

FCsDKgNwI EGRGKSVVCEAQ I 
KEEVVKK\'LKTtl',1 • 

�L vtu:�n;:,AG.SA". 
FCSDKKPAAVNWIEGRGKSVVCEA I#BEVVKKVLKT/ALVELNMLNL[&Ai 
FCSDKKPAAVNWIEGRGKSVVCEAII VVKKVLKTN ALVELNMLKI·SAM 

Figura 3.8. Alineamiento de secuencias de la HMGR de plantas. La secuencias de nucleotidos correspondientes a 
los amino~cidos (no mostradas) presenta un intron despues del codon que codifica para el amino~cido giclina, el 
cual es conservado entre todas los secuencias de HMGR analizadas. Los espaciadores indican la presencia de la 
secuencia de nucleotidos correspondiente al intron, el cual varia en tamano de acuerdo a la secuencia analizada. 
HMGHBT: Isoforma 1 de la HMGR de Hevea brasiliensis, HMGMA: HMGR de Morus alba, HMGOS. HMGR de 
Oryza sativa, HMGLS2: Isoforma 2 de la HMGR de Lycopersicon esculentum, HMGBO: HMGR de Bixa orellana. 

Aislamiento de la secuencia parcial del gen psy 

Usando los oligonuclebtidos A y B, para el gen psy y las condiciones finales de 
amplificaci6n descritas en la tabla 2.1, se obtuvo aparentemente una sola banda de 700 pb 
(Fig. 3.9A) 

500pb ► 

(A) 
M 1 C 

(B) 
M 13 14 15 16 17 C 

t----- • ◄ 850pb 
◄ 700pb 

Figura 3.9. Amplificacibn y clonacion del gen parcial del psy en B. orellana. A) Gel de agarosa al 1.2%, mostrando 
la amplificacion del psy a partir del ADN genmico con condiciones de 94 C de temperatura de desnaturalizacibn, 
60C de temperatura de alineamiento, 72 C de temperatura de extension, 1.5 mM de MgCl y 25 ciclos. (1) 
Amplificacibn a partir del ADN genomico, (C) Control de amplificacion usando el pl~smido con el psy de Tagetes 
erecta. B) Gel al 1.2% de agarosa mostrando las digestiones con Eco RI de los plasmidos aislados a partir de las 
clonas positivas. Se pueden observar dos posibles insertos de 700 y 850 pb presentes en las clonas P16 yP17. M 
marcador de peso molecular (A: fago k digerido con Hind Ill y Bam H1, B: marcador n~mer0 X); 13: clona P13, 14: 
clona P14; 15: clona P15; 16: clona P16; 17: clona P17 y C: control de digestion del plasmido del psy de T. erecta. 
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El producto de PCR amplificado se insert6 en el vector pCR2.1 como se describi en el 
capitulo 2. De las clonas seleccionadas se realiz~ la b~squeda de los fragmentos de inter~s 
por purificaci6n de los pl8smidos y digesti6n de sus insertos con la enzima de restricci6n 
Eco RI (Fig. 3.9B). Como resultado se obtuvieron dos insertos de 700 y 850 pb de las clonas 
p16 y p17 respectivamente, como se muestra en la figura 3.98. 

Las secuencias obtenidas demuestran que la dona P17 (557pb) no corresponde a un 
gen psy. Sin embargo, el reporte BLAST indica una pequefla similitud de esta con otras 
secuencias registradas en el banco de genes (Gen Bank EMBL), la mayoria de las cuales 
no tienen funcin conocida. Presenta pequefla similitud con la dona PAC de humano con 18 
pb id8nticos y funci6n desconocida (NA: AC004843). Por otra parte, esta secuencia 
presenta diversos codones de interrupci6n de la transcripci6n en todos sus marcos de 
lectura, por lo que probablemente se trate de una secuencia no codificante. 

La secuencia obtenida para la clona P16 (687 pb), se presenta en la figura 3.10 con su 
respectiva traducci6n a amino8cidos. La bUsqueda de identidad de la secuencia usando el 
programa BLAST muestra una alta similitud con otros psy clonados de plantas y bacterias 
(Tabla 3.2). La secuencia obtenida representa un gran porcentaje del gene completo (80 %) 
asi como la regi6n catalftica de la enzima. Por otra parte el fragmento clonado no presenta 
intrones (Fig. 3.11). 

ATTCGGCTTTGGGCGATATACGTTTGGTGTAGAAGAACTGATGAACTTGTG 51 
17 1 R L w A 1 Y V w C R R T D E L V 

GATGGGCCAAATGCTTCACATATAACTCCCATGGCTTTAGATAGATGGGAC 102 
34 D G p N A s H I T P M A L D R W D 

GCAAGGTTAGAAGATCTTTTCCGTGGTCGTCCTTTCGATATGCTTGATGCT 153 
51 A R L E D L p R G R P F D M L D A 

GCTCTCGCTGATACAGTTGCTTGATACCCGGTCGATATTCAGCCATTTCGA 204 
68 A L A D T V A • y p V D 1 0 p F R 

GACATGATCGAAGGAATGAGAATGGACTTGAAGAAATCGAGATACCAGAAC 255 
85 D M I E G M R M D L K K s R y 0 N 

TTCGATGATCTATACCTTTACTGCTACTACGTCGCTGGAACCGTCGGATTG 306 
102 F D D L Y L Y C Y Y V A G T V G L 

ATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCGATCCTAAGTCGAAAGCAACAACCGAA 357 
119 M s V P V M G 1 D P K s K A T T E 

AGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCCCTTGGTATAGCCAATCAGCTTACTAAC 408 
136 S V Y N A A L A L G 1 A N 0 L T N 

ATACTCAGAGACGTAGGCGAAGATGCGAGAAGAGGAAGGGTTTATCTGCCT 459 
153 1 L R D V G E D A R R G R V Y L P 

CAGGATGAATTGGCTCAGGCTGGTCTT TCAGATGAAGACATATTCGCCGGA 510 
170 0 D E L A 0 A G L s D E D 1 F A G 

AAAGTAACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAACGAGCA 561 
187 K V T D K W R N F M K M 0 L K R A 

AGAATGTTCTTCGACGAAGCTGAGAAAGGCGTCACCGAGCTCAGTGCCGCT 612 
204 R M ' F D E A E K G V T E L S A A 

AGCAGATGGCCTGTATGGGCTTCATTGCTATTGTACAGGAGAATACTGGAC 663 
221 s R W P V W A S L L L Y R R I L D 

GAGATTGAGGCAAACGATTACAAC 687 
229 E 1 E A N D Y N 

Figura 3.10. Secuencia parcial obtenida del psy de B. orellana. Se presenta la secuencia obtenida del psy con Su 
correspondiente traduccion a amino~cidos. La fila de abajo corresponde a los amino~cidos. Los numeros a la 
izquierda indican el n~mero de amino~cidos, los n~meros a la derecha el n~mero de nuclebtidos. El asterisco el 
codon de terminacibn 

A pesar de que la secuencia clonada no presenta intrones y posee una alta homologia 
con las diversos psy clonados, no es posible afirmar que se Irate de un gen funcional ya que 
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presenta un codon de terminacion dentro de su secuencia (Fig. 3.10), por lo anterior podria 
tratarse de un pseudogen como se discutir~ mas adelante en el capitulo 6. 

Tabla 3.2. Comparacion a nivel de amino~cidos de la PSY clonada de B. orellana, con respecto a regiones de 
secuencia similares de otras PSY de plantas. Se utilizo el programa BLAST 2, para realizar las comparaciones, los 
resultados se presentan como porcentaje de identidad. Como referencia se usan los n~meros de accesibn, ya que 
no todas las secuencias analizadas se han publicado. 

Nombre Especle ldentidad No. 
(%) Accesibn 

Psy1 P pseudonarcissus 76 X78814 
Gtom5 L. esculentum 77 X60441 
Psy2 L. esculentum 79 L23424 
Psy1 C. annuum 79 X68017 
Psy T. erecta 86 AF 158024 
Psy D. carota 73 AB032797 
Psy A, thaliana 86 L25812 
Psy Z. mays 74 U32636 
Psy1 C. melo 77 237543 
Psv Citrus unshiu 79 AF220218 

RPFDMLDAALADT NIYPVDIOPFRDM 
RPPDMLDAALADT VgYPVDIOPFRDMI 

RPFDMLDAALADT[IF PVDIOPFDMI 
RPFDMLDAALSDTVSKF PVDIOPFRDM 
RPFDMLDALSDTVBF PVDIOPFRDMI 

AIYVWO 
EAYDRCGEVCAEYJXTFYLGT[LMTPERRKAIWAIYVWCR 
EAYDRCGEVCAEYAKTFYLGTMLMTPEREAIWAIYVWCR 
EAYDRSEVCAEYAKTFYLGTMLMT PERRKA IWAI YVWCR 
EAYDRCGEVCAEYALE MLMTPERRA IWAI YVWCR 

DRDARLEDLPI 
DRWEARLEDL 
DRWEARLEEL 

RLED 

FDEAEKGVTELSAASRWPVWASLLLYRRILDEIEANDY N 
FDEAEKG,'TELSAASRWPVWASLLLYRRILDEIEAXD\c;:;;.-:-eEJ..Y\� u '' �-, 
FDEAEKGVEEIESRWPVWASLLL YREILDEIEANDHNFTKRAYVSM {K!AL 
FDEAEKGVTELSAASRWPMASLLLYRRILDEIEANDYNNFTKRAYVSR{LAL 
FDEAEKGVTELSSASI [PVWASL[LYR [ILDEIEANDYNNFTKRAYVSM {KKLALI 

RTDELVDGPNASI IT PI LDRWEIR.LED 

RTDELVDGPNASHIT P 
RTDELVDGPNASHITP 
RTDELVDGPNASHITP 
RTDELVDGPNASHITP 

I;'- ;. K-- IS- 
P-- 'S- 

BO 1 
AT 
CM 
CA 
LS 

BO 15 
AT 171 
CM 175 
CA 171 
LS 159 

BO 74 
AT 231 
CM 235 
CA 231 
LS 219 

Bo 134 
AT 291 
CM 295 
CA 291 
LS 279 

BO 189 
AT 350 
CM 355 
CA 350 
LS 338 

Figura 3.11. Alineamiento de secuencias de la PSY de B. Orellana con otras secuencias de plantas. El sombreado 
negro muestra homologia entre todas las secuencias analizadas, el sombreado gris muestra homologia solo en 
algunas de las secuencias analizadas. El (-) simboliza el codon de terminacion. BO: secuencia parcial de la PSY de 
Bixa orellana (NA:AF 196963), AT: PSY de Arabidopsis thaliana (NL25812), CM PSY de Cucumis melo 
(NA:Z37543), CM: PSY de Capsicum annuum (NA:X68017). LS: GTOM5 (PSY) de Lycopersicon esculentum 
(NA:M84744) 
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Clonaci6n de productos de PCR amplificados con oligonucletidos especificos para 
el gen DXS 

Con el objetivo de clonar la secuencia parcial del gen DXS de B. ore/fana para que 
sirviera como sonda hom6Ioga para los estudios de expresi6n, se usaron oligonucle6tidos 
especificos para amplificar par PCR secuencias similares a este gen. Estos 
oligonucle6tidos fueron disenadas a partir de la secuencia del DXS de R. capsulatus en el 
grupo de la Dra. Patricia Leon. 
Se usaron los oligonucletidos denominados RSF y RSR y las condiciones de amplificaci6n 
descritas en la tabla 2.1. Con est~s condiciones se obtuvieron tres bandas de 650pb, 
1000pb y 1200pb en un gel de agarosa. La banda de 650pb present6 la mayor intensidad 
(Fig. 3.12A)y su tamano concuerda con el tamano obtenido en la secuencia del gen CLA1 
(DXS) de A. thaliana (Mandel et al., 1996). 

Los productos de PCR obtenidos se ligaron directamente (sin una purificacin previa de 
la muestra) en el vector pBluescript II KS +/- y los pl~smidos resultantes se usaron para 
transformar bacterias competentes de la cepa DH5 como se describi6 en el capitulo 2. 

Se purificaron los pl~smidos de las clonas que presentaron cambios en sus coloraci6n y 
se aislaron los insertos para contrastar sus tamaf\o y comparar con el de los productos de 
PCR amplificados previamente (Fig. 3.128). Los resultados demuestran la presencia de dos 
insertos en las clonas seleccionadas, uno de los cuales posee 700 pb y es digerido 
internamente con Eco RI (datos no mostrados) para producir los dos fragmentos de 300 y 
400 pb que se aprecian en el gel (Fig. 3.128), el otro inserto corresponde a un fragment~ de 
aproximadamente 800 pb sin sitio interno de carte con las enzimas usadas (Clona 22). 

(A) 
M 1A2A 

(B) 
M 1 2 3 4 5 8 9 10 11 121314 22 

inserto 
650 pb) 

a· 4Vector 

800 

Figura 3.12. Amplificacibn y clonacion de diversos productos de PCR obtenidos con los oligonucleotidos 
especificos para el DXS. Se amplificaron a partir del ADN genomico tres bandas con 58°C de temperatura de 
alineamiento, 35 ciclos y 1.5 mM de MgCl, empleando oligonuclebtidos disenados a partir del DXS de Rhodobacter 
capsulatus. A) Gel de agarosa al 1% mostrando la amplificacion a partir del ADN genomico de B. orellana, se 
observa una banda con mayor intensidad a 650 pb. B) Gel de agarosa mostrando la digestion con EcoRl y Hind II 
de las clonas seleccionadas por color. M: marcador de peso molecular (fago digerido con Hind Ill y Bam H1), 1A 
amplificacion a partir del ADN genomico, 2A: control positivo a partir del fragmento clonado para el DXS de maiz 
empleando los mismos oligonucleotidos (secuencia no publicada obtenida por el grupo de la Dra. Patricia Leon). (1- 
22): diversas clonas seleccionadas por color. La flecha indica la banda clonada con mayor intensidad a 800 pb. 
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Se escogi6 la clona 11 coma representativa del primer inserto identificado. La 
secuencia de la clona 11 (143 pb secuenciadas), present6 pequeAa similitud (19 pb 
id~nticos) con el gen o-1 tubulina de Volvox carteri (no publicado), tambi~n posee pequenas 
similitudes con otras secuencias reportadas dentro de la base de datos (HTLM) con 
funciones desconocidas, tales como una secuencia en humanos (NA:AP000689) y en el 
alga Caenorhabditis elegans (NA:Z81564.1). Sin embargo, al traducir la clona 11 se 
presentan codones de terminaci6n en todos las marcos de lectura. 

La secuencia de la clona 22 (472 pb) present6 pequena similitud con otras secuencias 
en el banco mundial de genes, tiene 20 pb id~nticas correspondientes con la secuencia del 
oligonucle6tido OXS de R. capsulatus (NA:Z11165.1). Olras porciones de la secuencia 
clonada presentan pequeAa similitud con el oncogen c-jun de humano (NA:J04111.1) con 18 
pb id~nticas. Al traducirse en todos los marcos de lectura se encuentran varios codones de 
terminaci6n. Las pequeiias similitudes encontradas en estas secuencias, asi como la 
presencia de codones de terminacin, no permiten asignar ninguna funci6n a estos 
productos de PCR clonados y de esta forma se concluye que nose tratan del gen DXS. 

4. Evaluaci~n de la expresi6n de mensajeros en diferentes tejidos de B. orellana 

An~lisis de la expresi6n de los mensajeros que codifican para la HMGR usando la 
t~cnica de dot blot 

El an~lisis preliminar de la acumulaci6n de mensajeros que codifican para la HMGR en 
diferentes etapas de maduraci6n del fruto, en semillas, y en diferentes partes de la pl~ntula, 
se realiz6 usando la t~cnica de dot blot aplicando 30 µg de ARN total en la mayoria de las 
casos, la transferencia, hibridaci6n y lavados se realizaron como se describi6 en el capitulo 
2 

Al emplear como sonda a la regi6n catalitica del hmg de C. roseus, se observ6 una 
expresi6n diferencial de los mensajeros de la HMGR durante el desarrollo de la flor y el 
fruto. Los mensajeros de la HMGR se acumulan principalmente en las tejidos del fruto y no 
en la semilla madura (Fig. 3.13A). La observaci6n de que los frutos (que contienen semillas) 
acumulan una mayor cantidad de mensajeros para la HMGR con respecto a las semillas por 
si solas, planteo la interrogante de alg~n error experimental. Sin embargo, al aumentar la 
cantidad de ARN a 45 µg para las semillas inmaduras la expresin aun se observaba baja 
(Figura 3.13 Ay C, SM1). Lo anterior llev6 a la consideraci6n de que las semillas inmaduras 
(dentro de las frutos inmaduros) poseian acumulaciones de mensajeros para la HMGR 
diferentes a las semillas maduras, mas aun esta acumulacion podria ser mayor y por lo 
tanto incrementar la expresin de mensajeros en los tejidos de los frutos que las contienen, 
para contestar est~ pregunta se realiz~ una comparaci6n de expresion para la HMGR entre 
las semillas inmaduras y maduras empleando la sonda del hmg de B. orellana. El an~lisis 
revel6 que los mensajeros se acumularon principalmente en las semillas inmaduras (Fig. 
3.13C; SM2, SI). Con esta t~cnica se analizaron tambi~n las diferentes partes de la pl~ntula 
coma son; raiz, tallo y hoja usando coma sonda al hmg de B. orellana (Fig. 3.13C). El 
an~lisis mostr~ que los mensajeros que codifican para la HMGR se expresan 
diferencialmente en los diferentes partes de la pl~ntula y se acumulan principalmente en las 
hojas y raices. Sin embargo, las diferencias observadas entre las cantidades de ARN 
dificultan ~ste an~lisis. La variacion en la cantidad del ARN puede deberse al error en su 
cuantificaci6n introducido par la contaminaci6n con pigmentos y polisac~ridos. 
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Los resultados preliminares obtenidos en este dot blot sugieren que los mensajeros que 
codifican para la HMGR se expresan diferencialmente en todos los tejidos analizados y 
presentan una mayor acumulaci6n en el tejido de la semilla inmadura. 
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Figura 3.13. An~lisis de la acumulacibn de los mensajeros que codifican para HMGR por dot blot. Se aplicaron 30 
g de ARN el la mayoria de los puntos como es descrito en el capitulo 2. Se observa la expresion diferencial de 
mensajeros para la HMGR en los tejidos seleccionados. A) Diferentes etapas de la maduracion del fruto de B 
orellana. B) Control con sonda ribosomal de C. acuminata. C) Diferentes etapas en la maduracion de las semillas y 
tejidos de la pl~ntula de B. orellana, D) Control de aplicacibn de ARN, por tincion con bromuro de etidio. Se aplic 
un control de hibridacion contra el ADN al incubar 30 pg de ARN total de hoja con ARNasa por 30 minutos antes de 
la aplicacion, SM1 45 pg de ARN para la semilla madura; SM1: 30 g de ARN para la semilla madura; SI: semila 
inmadura; BF: bot~n floral; F: flor; FCH: fruto chico; FG: fruto grande; R: raiz; T: tallo; H: hoja y C: ARN de hoja 
incubado treinta minutos coo ARNasa. 

An~lisis de expresi~n de los mensajeros del hmg por northern blot 

Se determin6 realizar un ancllisis tipo northern blot para los tejidos seleccionados. El 
gel, la transferencia y el marcaje de la sonda se realizaron coma se describi6 en el capitulo 
2. En todos las casos se empleo la sonda del hmg de B. orellana. 

Durante el desarrollo de est~ m~todo se presentaron dos problemas que no se pudieron 
superar; 1) La sonda del hmg hibrid6 inespecificamente aun bajo condiciones de alta 
astringencia (65 C hibridacin y 30 minutes de lavado adicionales con 0.1 X SSC, 0.1 X 
SDS) con las ARN ribosomales, lo cual interfiere con la determinaci6n de sus mensajeros. 2) 
El ARN de ciertos tejidos al aplicarse en grandes cantidades (aproximadamente mayores a 
5 µg) no corre bien en los geles desnaturalizantes, posiblemente par la contaminaci6n de los 
metablitos presentes y modifica la cantidad real del ARN disponible para la hibridaci6n. 

Se realizaron numerosos ensayos para el northern blot, con diferentes condiciones de 
hibridaci6n, lavados, marcaje de ta sonda y tiempo de exposicion, en todos las cases se 
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detect la presencia de una banda en las muestras correspondientes a las semillas 
inmaduras y frutos en una zona del gel donde tambi~n se resuelven los ARN ribosomales. 
Con las condiciones mencionadas en el capitulo 2, se lograr6n 1os mejores resultados pero 
solo fue posible la determinaci6n de un mensajero de aproximadamente 2.5 kb de acuerdo a 
la localizaci6n de las subunidades 28 Sy 18 S de tos ARN ribosomales (datos no 
mostrados). La acumulacibn de est~ mensajero sugirio una expresi~n diferencial a trav~s 
del desarrollo del fruto y se acumul6 principalmente en los tejidos del fruto y semi11a 
inmadura. Sin embargo, estos resultados se interpretaron con reserva, debido a las 
problemas anteriormente mencionado durante el desarrollo de est~ m~todo, por lo anterior y 
para optimizar el m~todo de evaluacibn de la acumulacibn de mensajeros se propus el 
ensayo de protecci6n contra ribonucleasas (RPA) 

An~lisis de expresi6n de los mensajeros del hmg por RPA 

El ensayo de protecci6n de ARN contra ribonucleasas (RPA) presenta ventajas con 
respecto a los northern blot, ya que permite analizar la expresi6n de mensajeros que se 
acumulan en pequenas cantidades, es mas especifico para la sonda seleccionada y no es 
necesario aislar totalmente el ARN. Con est~ m~todo se analiz~ el comportamiento de los 
mensajeros de la HMGR durante el desarrollo del bot~n floral, flor, fruto inmaduro, semillas 
inmaduras y semillas maduras. Los resultados sugieren que los mensajeros de la HMGR se 
expresan diferencialmente durante el desarrollo de la flor y el fruto, observandose un 
incremento gradual de la acumulaci6n de mensajeros hasta la etapa de fruto inmaduro, 
teniendo su maxima acumulacion en el tejido de la semilla inmadura, posteriormente se 
observ6 una ligera disminuci6n de los mensajeros de la HMGR en la semilla madura (Fig. 
3.14). 

An~lisis de expresi~n de los mensajeros del psy por northern blot 

Se realiz~ el an~lisis de la expresi~n de mensajeros que codifican para la PSY en 
diferentes cultivos de callos, pl8ntulas y 6rganos en la planta adulta, como son el fruto 
grande y las semillas. 

Por los problemas anteriormente mencionados en el caso del nortnern blot para el gen 
hmg, se realizaron diversos ensayos de northern blot cambiando las condiciones de 
hibridaci6n y lavados, para mejorar la hibridaci6n y disminuir el fondo (datos no mostrados), 
sin embargo, los resultados no fueron claros, finalmente se opt6 por modificar el marcaje de 
la sonda (usualmente marcada con el m~todo de random primer) y se emple6 el sistema de 
transcripcibn i n vitro MAXlscript" tn Vitro Transcription kits T7/T3 (Ambion), el cual 
incorpora m~s eficientemente p a la sonda, ya que la marca se incorpora a lo largo de toda 
la secuencia, adem~s la ribosonda obtenida facilita una hibridaci~n ARN-ARN que es de 
naturaleza mas estable con respecto a la hibridaci~n ARN-ADN de la sonda generada con el 
m~todo de random primer. 

Como puede observarse en la figura 3.15, al cambiar el tipo de marcaje de la sonda es 
posible observar la presencia de un mensajero para el psy, el cual al parecer se expresa 
diferencialmente en todos las tejidos analizados y presenta un pico de expresion en el tejido 
de la semilla inmadura de forma similar a lo que sucede con el hmg. Sin embargo, los 
resultados deben interpretarse con reserva ya que la cantidad de ARN no es homogenea 
para todos las muestras debido que al aplicarse en volumenes mayores a 5 µg, algunas 
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muestras no corren bien en los geles desnaturalizantes y se modifica la cantidad real del 
ARN disponible para la hibridacin. 

(A) (B) 
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Tejidos analizados 

Figura 3.14. Expresibn diferencial de los mensajeros del hmg por el m~todo de RPA. Se hibrid el ARNm de 
diferentes organos durante el desarrollo de la flor, fruto y semillas de B. orellana como se describib en el capitulo 2. 
A) Expresion de mensajeros del hmg por RPA. B) Gr~fica mostrando el porcentaje de ARN protegido para el gen 
hmg con respecto al ARN protegido de la hibridacion con la subunidad 28S ribosomal de C. acuminata como 
control. Los valores fueron normalizados a partir de su serial en el film usando el Bio-Image Analyzer GS25. H: 
hoja; BF: bot6n floral; FL: flor; SI: semilla inmadura; SM. semilla madura y F. fruto. 

El tamafio del mensajero observado es de casi 2 kb (aparece debajo de la subunidad 
18 S del ARN ribosomal) y su tamanio se ajusta al esperado de acuerdo a la literatura 
(Aggelis et al,, 1997; Buckner et al., 1996; R~mer et al., 1993). Adem~s de la expresi6n 
diferencial de este gen, puede observarse que algunos tejidos como la raiz y hoja y callos 
caf~s del fruto, presentan una mayor acumulacibn de mensajeros, a pesar de la menor 
cantidad del ARN presente. Los resultados obtenidos solo permiten sugerir una expresi6n 
diferencial del gen psy durante el desarrollo del fruto y formacin de semillas y una posible 
mayor acumulaci6n de est~ mensajero en el 6rgano de la semilla madura. Se propane 
realizar un an~lisis de RPA como en el caso del gen hmg para confirmar los resultados. 
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Figura 3.15. Acumulacibn de los mensajeros del psy en diferentes tejidos productores de pigmentos. Se aplicaron 
20 g de ARN total de diferentes tejidos de B. orellana en un gel desnaturalizante de agarosa al 1%. A) Expresin 
diferencial de un mensajero de aproximadamente 2 kb. B) Gel desnaturalizante de agarosa al 1 % mostrando las 
subunidades de ARN ribosomal y la localizacibn del transcrito observado. Las subunidades 18 Sy 28 S en plantas, 
poseen 2 kb y 4 kb respectivamente y son usadas comunmente como marcadores de peso molecular en geles 
desnaturalizantes de ARN. CB: Callo blanc; CC: callo caf~; R: raiz; T: tall0; H: hoja; SM: semilla madura; Sl 
semilla inmadura; FG: fruto grande. 28S y18S:subunidades ribosomales. 

5. Evaluaci~n de fa acumulaci6n de pigmentos en 8. orellana 

An~lisis de la cantidad de carotenoides en los tejidos seleccionados de B. orellana 

Se analiz~ la acumulacibn de pigmentos en los diferentes tejidos seleccionados con el 
objetivo de caracterizar la acumulacibn de sus pigmentos, como se describe en el capitulo 2. 
La t~cnica para cuantificar carotenos y bixina fue desarrollada para usarse ~nicamente en 
las semillas donde estos compuestos constituyen un gran porcentaje del peso total 
(McKeown y Mark, 1962). Para analizar tejidos diferentes a la semilla primero se valid~ si la 
formula propuesta para cuantificar los carotenoides era adecuada para otros tejidos de la 
planta donde los carotenos no ocupan el mayor porcentaje de los metabolitos(3.16A). 

Para esto se realizo un perfil espectrofotom~trico de los carotenoides aislados en los 
tejidos de la planta adulta. El objetivo de este experimento fue determinar si la absorbancia 
a 500 nm en cloroformo representa ~nicamente a la bixina en el extracto total de 
carotenoides. Los resultados se presentan en la figura 3.16A, donde puede observarse el 
perfil espectrofotom~trico caracteristico de la bixina a 500 nm en el extracto de las semillas, 
dicho pico puede seguirse a esta absorbancia en otros tejidos de la planta adulta sin 
problemas, por lo tanto este m~todo es adecuado para cuantificar la bixina en tejidos 
diferentes a la semilla. 

Los resultados mostraron que la cantidad de carotenos totales y en particular de la 
bixina se modifican de acuerdo a los tejidos analizados. Puede observarse un aumento 
gradual de bixina a trav~s del desarrollo del fruto sin que interfieran otros carotenoides 
presentes en esta lectura. Los perfiles espectofotom~tricos entre el extracto de carotenoides 
de las semillas y la bixina purificada a partir de cromatografia en capa fina fueron similares 
(Fig. 3.168). 
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Figura 3.16. Cuantificacibn de bixina por m~todo propuesto por McKeown y Mark (1962) en diferentes tejidos de la 
planta adulta de B. Orellana. Se realizb la extraccibn de pigmentos carotenoides como se describe en el capitulo 2, 
posteriormente se realiz el perfil espectrofotom~trico de los diferentes tejidos analizados. Se uso una muestra de 
bixina purificada a partir de la semilla por TLC (como se describib en el capitulo 2) como control, A) Perfil 
espectrofotom~trico de los carotenoides aislados durante el desarrollo del fruto y semilla en B. orellana. B) 
Cromatografia en placa fina del extracto de pigmentos de la semilla antes de purificar la bixina. La flecha indica la 
zona donde se resuelve la bixina. BF: bot~n floral, F: flor, FP: fruto pequenio, FG: fruto grande, S: semilla, B: bixina. 

Cuantificaci6n de carotenos totales y bixina en todos los tejidos analizados de B. 
orellana 

Se cuantificb la cantidad de carotenos totales y de bixina en los tejidos seleccionados 
para este estudio. La tabla 3.3 presenta el comportamiento de los carotenos totales y de 
bixina durante la maduracibn del fruto y formacion de semillas. Se observa un incremento 
gradual de la bixina durante el desarrollo del fruto, alcanzando la mayor acumulacin en la 
semilla madura (hasta con 12500 mg de bixina por Kg de tejido), estos valores son similares 
a las reportados en la literatura para este 6rgano (Mercadante er al., 1996). 

La acumulaci~n de carotenos totales en los tejidos de la planta adulta posee un 
comportamiento diferente al de la bixina, aun cuando la maxima acumulacibn se observd 
tambi~n en la semilla madura (hasta con 16900 mg por kg de tejido). Ya que durante el 
desarrollo del fruto no se present un incremento gradual, de esta forma el porcentaje de 
bixina con respecto a las carotenos totales se increment6 hasta alcanzar el 74.4 % lo que es 
usual en las semillas maduras. 

EI an~lisis de la acumulaci6n de carotenos en las diferentes cultivos in vitro 
seleccionados mostr~ que el tejido de la hoja es el que concentran la mayor cantidad de 
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carotenes totales (hasta con 10000 mg par Kg de tejido fresco). Sin embargo, las tejidos del 
tallo y los callos caf~s tambi~n poseen altas cantidades. El comportamiento de la bixina fue 
similar al de las carotenes totales, y se acumula principalmente en las tejidos de la pl~ntula y 
callos caf~s, aun cuando en este ltimo es menos abundante. Por otra parte los callos 
blancos provenientes de las hojas y tallo de la pl~ntula poseen una pequena cantidad de 
carotenos totales y bixina (142 mg.Kg'y 9 mg.Kg' respectivamente). 

Tabla 3.3. Acumulacion de los carotenoides totales y bixina durante la maduracibn de la flor, el fruto y diferentes 
tejidos in vitro. Se aislaron los carotenos totales y bixina como se describe en el capitulo 2, se realiz la 
determinacion por espectrofotometria de acuerdo a la formula propuesta por McKeown y Mark (1962). El 
experimento se realiz por triplicado. BF: bot~n floral, F: flor, Ft: fruto inmaduro. FM: fruto maduro, S: semillas, R: 
raiz, T: tallo, H: hoja, CB: callo blanco, CBC: callo blano caf~ y CF: callo caf~. 

Tejidos Carotenoides Bixina Porcentaje de bixina 
Totales (ma.Ka') (ma.Ka') {%\ 

BF 10920 ± 350 2480 ± 200 22.7 
F 10320 ± 400 2080 ± 150 20.1 
Fl 7780 ± 470 2680 ± 180 34.4 
FM 65310 ± 250 4010 ± 180 6.1 
s 16900 ± 1700 12570 ± 800 74.4 
R 449 ± 30.4 266 ± 43.2 59.2 
T 6567 ± 186 4530 ± 162.4 68.9 
H 10526 ± 251 4600 ± 188.9 43.7 
CB 142 ± 21.6 9±25.1 6.3 
CBC 300 ± 48.2 141 ±30.4 47.0 
cc 635± 54.5 400 ± 46.7 62.9 

Desarrollo del m~todo de HPLC para separar los carotenos totales en los cultivos de 
callos de B. orellana 

Con el objetivo de tener un protocolo de cuantificaci6n par HPLC que permitiera 
analizar mas especificamente los diferentes carotenoides de B. orellana, se ensayaron 
diversos protocolos en las cultivos de callas de B. orellana, optando finalmente par una 
modificaci~n al m~todo propuesto por Biacs y Daood (1994) para frutas y vegetales, como 
se report6 en el capitulo 2. 

La figura 3.17 muestra el perfil caracteristico de la corrida de HPLC para las callas 
caf~s (del fruto), los callos blancos/caf~s (del tallo), callos blancos (de la hoja), semillas 
maduras y bixina purifica de estas Ultimas coma un control de su tiempo de salida. El tiempo 
de salida para la bixina purificada y para el pico mayoritario de las semillas fue de 5.95 min. 
Se observaran grandes diferencias entre los perfiles de HPLC de las callas con respecto a 
las semillas. 
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Fig. 3.17. Cromatogramas por HPLC de carotenoides en cultivos de callos de B. orellana Los cartotenoides se 
aislaron y las muestras se analizaron como se describe en el capitulo 2. Las muestras se colecataron de callos al 
dia 30 de crecimiento. A: callos blancos, B: callos blancos cafes, C: callos caf~s y D: semillas. La bixina purificada 
por TLC (dentro del recuadro) se uso como un control de su tiempo de salida. La flecha indica el pico de bixina. El 
eje de tiempo indica el tiempo exacto de retencibn 

6. An~lisis de actividad enzim~tica de la HMGR 

La actividad enzim~tica de la HMGR se analiz~ en los mismos tejidos que fueron 
utilizados durante el an~lisis previo de mensajeros para el gen hmg por el m~todo de RPA. 
Se observb un incremento gradual de la actividad especifica durante el desarrollo de la flor y 
el fruto. El tejido donde se observ6 la mayor actividad especifica fue la semilla inmadura. El 
nivel de actividad de la HMGR en la semilla inmadura fue desde 3.6 veces m~s alto con 
respecto a las semillas maduras hasta 200 veces mas alto con respecto a las hojas. El 
incremento de actividad enzim~tica de la HMGR se correlaciona con el incremento de la 
acumulaci6n de mensajeros para el gen hmg (Tabla 3.4). 

Table 3.4. Actividad enzimatica y acumulacion de mensajeros para la HMGR durante el desarrollo de la flor, el 
fruto y las semillas de Bixa orellana. La actividad enzim~tica se midi~ uando [3-"C]-HMG-CoA como un sustrato 
La actividad especifica de la HMGR fue determinada por medir la formacion de ['C]-mevalonato. Se realizaron 
tres replicas para cada tejido. La expresin del hmg se estimd usando un Bio-Image Analyzer GS25 (BiofRad, 
Hercules CA). 

Organo Actividad especifica Acumulacion de mensajeros I (Pkat ma proteina' (CPM de HMGR relativas a 28S) 
Semillas inmaduras 165.00 457.69 
Semillas maduras 45.16 237.83 
Flores 3.52 68.20 
Botones florales 1.19 134.40 
Frutos 1.46 34.32 
Hoias 0.80 57.71 
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7. An~lisis de southern blot del gen hmg 

Con el objetivo de conocer si el gen hmg en esta planta es parte de una pequena 
familia g~nica, se realiz~ un an~lisis tipo southern blot. El an~lisis confirmo la presencia de 
al menos 4 copias del gen hmg en B. orellana. El patr6n de hibridacin del ADN se presenta 
en la figura 3.18. Las enzimas de restricci~n usadas para el an~lisis cortan al ADN fuera de 
la secuencia reconocida par la sonda. Par lo tanto, la sonda podria reconocer ~nicamente 
un fragmento ~nico en el AON par gen, a menos que la secuencia gen6mica contenga algun 
sitio de carte para estas enzimas dentro de las intrones. 

1 2 3 4 
• . 421.2 kb 

e 

! ◄ 5.0 kb 
«i ◄ 4.2 kb 

' It ◄ 3.0 kb 
• 

ow ◄ 2.1 kb 
• ◄ 1.9 kb id8 

' 

·• ◄ 1.06 kb 

Figura 3.18. An~lisis de southern blot en el ADN gen~mico de B. orellana. Se uso un fragmento del gen hmg 
clonado como sonda. Cada carril contiene 10 pg de ADN genmico. 1: ADN no digerido, 2: ADN digerido con Eco 
RV, 3: ADN digerido con Bam H1 y 4: ADN digerido con Hind I 
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CAPiTULO 4 

DISCUSI~N Y CONCLUSIONES GENERALES 

Discusi6n 

1. Bia orellana como un modelo para el estudio de la ruta biosint~tica de los 
carotenoides 

La importancia econ6mica de Bixa orellana asi coma la gran acumulaci6n de pigmentos 
carotenoides en sus semillas hacen necesario e interesante el estudio de la biosintesis de 
dichos pigmentos. Este trabajo tuvo como objetivo principal iniciar y establecer metodologias 
para el estudio de la biosintesis de carotenoides a nivel molecular en B. orellana. Para lograr 
esto fue necesario caracterizar diferentes etapas de desarrollo a lo largo de la maduraci6n 
de las flares, frutos, formaci6n de semillas y diferentes lineas de cultivos in vitro con 
diversos contenidos de carotenoides. La caracterizaci6n se realiz6 a nivel de la acumulaci6n 
de pigmentos, extraccibn de ~cidos nucleicos, proteinas y expresibn de los mensajeros que 
codifican para las enzimas HMGR y PSY. 

Se establecieron protocolos para la extracci6n y la cuantificaci6n de pigmentos (Tabla 
3.3), para la extracci~n de ~cidos nucleicos (Fig. 3.4), para el an~lisis de la expresion de 
mensajeros (Fig. 3.13; 3.14; 3.15) y se obtuvieron sondas de genes involucrados en la 
biosintesis de isoprenoides (Fig. 3.7; 3.11). 

Los cultivos in vitro utilizados provienen de diferentes partes de la pl~ntula y diferentes 
lineas de callas con diferentes acumulaciones de carotenoides. Los diferentes 6rganos de la 
pl~ntula producen carotenoides y bixina, ademas tienen buenos rendimientos de ADN, ARN 
y proteinas (resultados no mostrados). Esto nos permite estudiar la regulaci6n de las genes 
involucrados en la producci6n de dichos compuestos. 

Los callos obtenidos en nuestro grupo permitieron el an~lisis subsecuente del gen psy, 
asi como la aplicacion de una metodologia para separar carotenoides par HPLC en estos 
tejidos. Hasta ahora no existen trabajos publicados sabre la aplicaci6n de las metodologias 
propuestas en este estudio para cultivos in vitro y 6rganos de planta adulta en B. orellana. 

2. Extracci~n de ARN total 

Para el establecimiento de un protocolo de extracci6n eficiente de ARN en B. orellana, 
fue necesario probar diversas metodologias generadas para plantas que acumulan 
metabolitos secundarios. La extracci6n del ARN de este tipo de plantas es un proceso 
complicado, ya que los polisac~ridos presentes interiieren con su pureza y calidad (L6pez- 
G6mez y G6mez-Um, 1992). Las metodologfas analizadas en este trabajo no resultan en 
ARN con buen rendimiento y calidad en B. orellana, ya que al parecer la cantidad de 
polisac~ridos y carotenoides presentes en las diferentes 6rganos de la planta adulta 
interiieren con el ARN aislado. 

Con el m~todo propuesto por Lopez-Gbmez y Gbmez-Lim (1992) solo es posible 
extraer ARN de los cultivos in vitro y ~ste se encuentra frecuentemente degradado, 
posiblemente par queen este m~todo no se emplean lavados subsecuentes con fenol y esto 
no permite eliminar el exceso de polisac~ridos presentes en las tejidos de la ptanta adulta. 
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Con el m~todo propuesto par De Vries et al. (1988) solo es posible extraer ARN de algunos 
tejidos y ~ste se encuentra contaminado con polisac~ridos y ADN (Fig. 3.2). Las frecuentes 
degradaciones encontradas en las muestras durante este m~todo se deben a la naturaleza 
del fenol empleado, el cual no se encontraba equilibrado y la contaminaci6n con AON se 
debe a que no se usa ninguna etapa de precipitaci6n selectiva de ARN. Con el m~todo 
propuesto par Schuler y Zielinski (1989) es posible obtener ARN de los cultivos in vitro, pero 
no de las 6rganos de la planta adulta (Fig. 3.3), esto se debe a la naturaleza del 
amortiguador de extraccion, el cual se emplea en bajos vol~menes y a temperatura 
ambiente. Una alternativa ensayada fue escalar el m~todo. Sin embargo, esto ocasion6 un 
aumento en la viscosidad de la muestra, en todo caso, para separar al ARN de la viscosidad 
es necesario aumentar la temperatura del amortiguador a 80 C y para asegurar la 
integridad de las acidos nucteicos en esta temperatura se equilibr6 el pH del amortiguador. 

La metodologia propuesta durante este trabajo (capitulo 2) inctuye una extracci6n con 
fenol caliente, esto permite liberar una mayor cantidad de acidos nucleicos de la matriz de 
polisacaridos donde se encuentran inmersos, provocando un mayor rendimiento de ARN. 
Sin embargo, esta etapa de extracci6n presenta varios inconvenientes, ya que el fenol es 
perjudicial para realizar cualquier reaccibn enzim~tica posterior en el ARN, por lo que es 
necesario eliminarto completamente, esto se logr6 mediante la incorporaci6n de 
precipitaciones subsecuentes con etanol y NaCl coma propane De Vries et al. (1988). 

Otro problema presentado durante la extraccibn de ARN es la contaminaci6n par AON, 
esto se solucion~ usando una precipitacibn selectiva para el ARN con urea y LiCl como 
propone Schuler y Zielinski (1989). 

Fina1mente, las pastillas obtenidas de ARN presentaban ligeras coloraciones con 
pigmentos, segUn el tipo de tejido de donde fueron aisladas. Sin embargo, esta 
contaminaci6n no interfiere con el uso del ARN para las estudios de expresibn, pero sf 
afecta la sintesis de ADNc. Par lo anterior se agreg6 al m~todo una resuspensi6n final del 
ARN en alcohol al 20 %, y un lavado con un volumen de F:CE:AI (50:49:1), lo que elimina el 
remanente de polisac~ridos y pigmentos. Un indicador de la pureza del ARN aislado con 
este m~todo es su empleo con ~xito en la sintesis de ADNc. 

EI m~todo desarrollado durante este trabajo permite extraer ARN de la mayoria de los 
6rganos analizados, con altos rendimientos, con buena calidad, libre de polisac~ridos y ADN 
(Fig. 3.4). El brgano del cual se obtuvo el mayor rendimiento fue la hoja de la pl~ntula hasta 
con 300 µg por gramo de tejido. Los cultivos de callos tambi~n presentaron buenos 
rendimientos. 

3. Clonacibn de las secuencias parciales de los genes de inter~s 

Secuencia parcial del hmg 

la secuencia parcial del hmg de B. orellana corresponde a la region catalitica de esta 
enzima, su comparaci6n con otras secuencias de hmg de plantas muestra una alta similitud 
(entre un 80 y 94 % de identidad a nivel de amino~cidos) (Tabla 3.1). 

Durante el an~lisis de los resultados se agruparon las secuencias de acuerdo a Su 
funci6n conocida, encontr~ndose que la identidad alcanzada del hmg de B. orellana a nivel 
de amino~cidos es mayor con genes de hmg asociados a metabolitos especificos o que son 
expresados durante el desarrollo de las semillas. Un ejemplo sabre las diferencias 
encontradas entre la identidad del hmg de 8. ore/Jana con respecto a diferentes hmg de 
plantas, se observ6 en H. brasiliensis donde la identidad encontrada con respecto al hmg1 
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de esta planta es de 94%. Se ha reportado que este gen est asociado principalmente con 
la producci~n de hule, expres~ndose de forma abundante en los lacticiferos, por lo contrario 
el gen hmg3 de esta planta muestra un 87% de identidad, este gen se reporta coma 
constitutivo y con una baja expresi6n en todos fas tejidos analizados (Chye et al., 1991; 
1992). 

Por otra parte, las resultados obtenidos al comparar el gen hmg de B. orellana con 
respecto a otros hmg asociados a semillas inmaduras, muestran que las identidades 
alcanzadas con estos genes son muy altas. Par ejemplo, la identidad alcanzada con el 
hmg2 de G. hirsutum fue de 94%, la maxima identidad alcanzada en este estudio, este gen 
est asociado a la produccin del gosipol, un isoprenoide sesquiterpeno que se acumula en 
pequenas gl~ndulas de las semillas inmaduras (Lougercio et al.,1999). La expresi~n del 
hmg2 de G. hirsutum es similar al encontrado para el hmg de B. orellana, de hecho ambos 
genes estan asociados con la producci6n de metabolitos especificos en sus semillas. Es 
posible que el primer hmg encontrado en B. oreJ/ana se trate de un gen tejido especifico, 
particular de la semilla. 

Otro aspecto de inter~s fue la conservacion de los intrones entre las diferentes hmg de 
plantas. En el hmg de B. oreJ/ana se present6 un intr6n de 86 pb insertado despu~s del 
cod~n que codifica para el amino~cido glicina (314) de acuerdo a la secuencia del hmg de 
arroz. El tamaiio del intr6n varfa entre las diferentes plantas analizadas, en O. sativa es de 
513 pb, en L. esculentum es de 201, en M. alba es de 477pb yen H. brasiJiensis es de 318 
pb (Chye et al., 1991, Nelson et al., 1994, Park et al., 1992; Jain et al., 2000) (Fig. 3.8). 

Secuencia parcial del psy 

La secuencia parcial obtenida para el psy de B. oreJ/ana fue de 705 pb, lo que 
corresponde al 80 % del ADNc esperado de acuerdo a otros psy de plantas. La secuencia 
clonada se tradujo correctamente en el marco de lectura (-3) utlizando el programa 
CLUSTALW (http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multialign), el cual es capaz de traducir 
cualquier secuencia en sus 6 marcos de lectura e indicar la presencia de codones de 
terminacibn. La secuencia del gen psy de B. orellana, no present~ intrones y adem~s posee 
una alta identidad a nivel de aminoacidos con las secuencias reportadas de otros psy de 
plantas (entre 73 y 86 %). (Tabla 3.2). 

Caso del pseudogen para el psy 

Una caracteristica de la secuencia clonada del psy, es la presencia de un cod6n de 
terminaci~n (TGA) despu~s del codon que codifica para la arginina (56). Las posibilidades 
de error en la lectura de la secuencia b bien la posible introducci6n de cambios a nivel de 
nucle6tidos son pequefias, ya que la secuenciaci6n se repiti dos veces a partir de 
diferentes extracciones de pl~smidos y cuando se realiz~ la ligacibn y clonaci~n del producto 
de PCR, este nunca se expuso directamente a la luz ultravioleta. 

La localizaci6n de este cod6n de terminaci6n se present6 a nivel de la secuencia que 
codifica para un aminoti.cido poco conservado entre las PSY de plantas (Fig. 3.12). La 
presencia del cod6n de terminaci6n le confiri6 a este gen psy una posible caracteristica de 
pseudogen. La presencia de pseudogenes en la naturaleza es un fen6meno com\Jn y se 
definen coma secuencias inactivas pero estables del genoma derivadas de mutaciones de 
un gen ancestral activo. De hecho, se piensa que son productos aun no eliminados a lo 
largo de la evoluci6n (Vanin, 1985). 
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la presencia de otros pseudogenes para el psy en plantas solo se ha reportado para L. 
escu/entum donde se identifico al psy (X60440) (Ray et al., 1992) En el caso de B. 
orellana, la presencia de un pseudogen propone por lo menos la presencia de otra copia 
activa del psy en su genoma, por lo que el psy en esta planta podria ser codificado por una 
pequena familia g~nica, caracteristica que ya se ha reportado anteriormente en L. 
esculentum (Bartley y Scolink, 1993). 

Secuencias clonadas con los oligonucle6tidos especificos para el DXS 

La secuencias analizadas con .los oligonucle6tidos especificos para el DXS, no 
presentaron similitud con ninguna secuencia de funcibn conocida dentro de la base de datos 
(HTLM), posiblemente debido a que los oligonucle6tidos empleados fueron diseniados a 
partir de la secuencia de un gen DXS de bacterias y no presentaron degeneraci6n. 

4. An~lisis de expresin 

Expresin del hmg durante el desarrollo de la flor, el fruto y formaci6n de semillas en 
B. orellana 

Durante el presente trabajo se usaron diversas metodologias para realizar estudios 
sobre la expresi6n de los mensajeros. Para el caso del gen hmg los resultados fueron 
similares entre las metodologias de dot blot y northern blot ensayadas, sin embargo, la 
hibridacibn inespecifica observada de la sonda de hmg con los ARN ribosomales en los 
geles desnaturalizantes interfiri~ con su an~lisis, Por lo anterior se realiz~ el an~lisis de RPA 
en el cual no existen problemas de hibridaci6n inespecffica con los ARN ribosomales. Los 
resultados finales del RPA muestran una clara expresibn diferencial del hmg durante el 
desarrollo de la ftor, la maduraci6n del fruto y la formaci6n de las semillas (Fig. 3.17), la 
maxima expresin se observ en la semilla inmadura, dichos resultados coincidieron con los 
resultados del estudio de actividad enzim~tica para la HMGR (Tabla 3.4). La mayor 
acumulaci6n de mensajeros y la mayor actividad coincidieron en el tejido de la semilla 
inmadura, un tejido donde se llevan a cabo fuertes cambios metab61icos. Se han realizado 
estudios previos para tratar de encontrar una relaci6n entre actividad y expresi6n de la 
HMGR con la sintesis de algunos isoprenoides involucrados en et metabolismo de las 
plantas (Chappell et al. 1995; Re et al., 1995). 

Al descubrirse la ruta alternativa para la formaci6n del IPP en los plilstidos de las 
plantas (ruta del MEP) (lichtenthaler et al., 1997), se cuestion6 la importancia del papel que 
desempera la HMGR para la sintesis de los isoprenoides cloropl~sticos, ya que los 
carotenos y otros metabolitos se producen dentro de los pl~stidos (Lichtenthaler, 1999). las 
Ultimas publicaciones asumen que la HMGR en la ruta del mevalonato est~ restringida a la 
producci6n de sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos en et citoplasma (lichtenthaler, 
1999). Algunas de los anteriores compuestos como los esteroles en el citoplasma estan 
involucrados en procesos fisiol6gicos relacionados con el crecimiento de las plantas, ya que 
act~an como precursores de membrana (Bach, 1990). 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la expresi6n y actividad de la 
HMGR podrian estar asociados con procesos involucrados en la formaci6n de semillas de B. 
orel/ana. 

Diversos reportes en la literatura tambi~n muestran relaci6n entre la HMGR con el 
crecimiento y desarrollo de diferentes tejidos de plantas. Por ejemplo, en aguacate (Persa 
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americana) se observo que la mevastatina, un inhibidor especifico de la HMGR detuvo el 
desarrollo del fruto y la posterior adicibn de mevalonato restableci6 este proceso (Cowan et 
al., 1997). En L. esculentum, la mevinolina otro inhibidor especifico de la HMGR tambi~n 
detuvo el desarrollo del fruto pero no la acumulacin de carotenoides (Rodriguez- 
Concepci6n y Gruissem, 1999). En tomate el hmg1 se expres6 durante el crecimiento y 
proliferacibn celular de los meristemos y frutos j~venes (Jelesko et al., 1999). La aplicaci6n 
externa de mevinolina a cultivos celulares de Helianthus tuberosus tambi~n inhibi su 
crecimiento (Ceccarelli y Lorenzi, 1984). 

Para el caso especifico de formaci6n de semillas, en maiz (Z. mays) se observ6 un 
incremento de la actividad enzim~tica de la HMGR asociado al desarrollo de semillas y 
germinacion de pl~ntulas. En este trabajo, la actividad maxima de la HMGR tambi~n se 
encontr6 en las semillas inmaduras (Moore y Oishi, 1993). Estos autores puntualizan la 
importancia de la HMGR durante el desarrollo de las embriones. Otros trabajos tambi~n 
reportan la importancia de la HMGR durante el desarrollo del embri6n. Por ejemplo, en 
cultivos embriog~nicos de zanahoria la adici~n de mevinolina reduce su capacidad 
embriog~nica (Tsung-Hesien et al., 1987). En el algod6n (G. hirsutum), la acumulaci6n 
maxima de mensajeros para el hmg? se observb durante el desarrollo del embrion y 
acumulaci6n de un isoprenoide, el gosipol (Loguercio et al., 1999). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sobre la expresin de las mensajeros y 
actividad enzim~tica de la HMGR durante el desarrollo de las semillas serialan que el hmg 
clonado de 8. orellana podria codificar para un gen relacionado con la formaci6n del 
embri6n en las semillas. 

Posible regulaci6n transcripcional del hmg en B. orellana 

El an~lisis de la acumulaci~n de mensajeros del hmg obtenidos de los experimentos de 
RPA en conjunto con los resultados de su actividad enzim~tica durante el desarrollo de la 
nor y el fruto en 8. orellana, revelan una posible regulacin transcripcional como mecanismo 
de control (Tabla 3.4). Sin embargo, deben existir otros tipos de regulaci6n para est~ 
enzima, ya que el 6rgano de la flor, present6 solo una pequefia acumulaci6n de mensajeros 
con respecto a la actividad enzim~tica. La forma en que se regula la expresin y actividad 
de la HMGR en plantas es un tema muy interesante y motivo de muchos estudios. En el 
caso de la regulacibn transcripcional existen algunos trabajos publicados en plantas (Narita 
y Gruissem 1989; Choi et al., 1992; Chye et al., 1992; Learned y Conolly, 1997). Al parecer 
la actividad de la HMGR es regulada durante el crecimiento y desarrollo de diversos tejidos 
en las plantas y el hecho de que esta enzima sea tan regulada conserva la hip6tesis de su 
relevancia en el desarrollo de las plantas. 

La HMGR de Bixa orellana es codificada por una familia g~nica 

El an~lisis de southern blot sugirio que el gen hmg es codificado por una pequenia familia 
de genes con 4 posibles copias en 8. orellana (Fig. 3.18). Se ha reportado resultados 
similares para casi todas las plantas analizadas (Bach, 1995) con un rango de copias que va 
desde 2 genes en A. thaliana (Enjunto et al., 1994; Learned y Fink, 1989) hasta 8 genes en 
S. tuberosum (Choi et al., 1992). El nUmero de copias del gen hmg reportado en 8. orellana 
aunado a sus altos niveles de expresion, asi como a su elevada actividad enzim~tica son 
evidencias de su importancia dentro de la fisiologia de la planta. 
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Expresin del psy durante el desarrollo del fruto y formaci6n de semillas en B. 
orellana 

Se realizaron diversas pruebas de northern blot con diferentes condiciones para evaluar 
la expresi6n del gen psy, pero los resultados fueron poco claros. Como se mencion6 
anteriormente con est~ m~todo se presentaron problemas con la aplicaci~n del ARN en el 
gel y en general cuando la sonda era marcada por el m~todo de random primer, se observ~ 
una hibridacibn inespecifica con m~s de una banda. 

Al realizar northerns blots en condiciones de hibridaci6n y lavados con alta astringencia 
(65 C hibridacion y 30 minutos de lavado con 0.1 X SSC, 0.1 X SDS) se mantuvo la 
inespecificidad observada, por lo que se decidi6 cambiar el tipo de protocolo para marcar la 
sonda, el m~todo usado fue sintetizar una ribosonda para tener un incremento de 
especificidad debido a la naturaleza del enlace RNA-RNA presente como se describi6 
anteriormente. 

La ribosonda para el psy se sintetiz6 con el sistema MAXlscript in vitro Transcription 
T7/T3 (Ambion, Austin TX), con esta modificaci~n fue posible observar la presencia de un 
solo transcrito de aproximadamente 2 kb, el tamanio esperado para el gen psy seglln los 
reportes publicados en otras plantas (R~mer et al., 1993) (Fig. 3.17). 

La acumulaci6n de mensajeros para el psy al parecer presenta una expresi6n 
diferencial durante el desarrollo del fruto con un maximo de expresi6n en la semilla 
inmadura, el 6rgano donde se acumula la mayor cantidad de pigmentos carotenoides en 
esta planta. Sin embargo, estos resultados deben tomarse con cautela debido a las 
diferencias en la cantidad de ARN disponible para la hibridaci6n en cada muestra. La 
expresibn diferencial de mensajeros para la PSY durante la maduraci6n del fruto se ha 
observado en plantas como; L. esculentum, C. annuum y C. melo. La expresibn y actividad 
de esta enzima est~ asociada con la acumulaci6n de pigmentos en los cromoplastos de los 
frutos (Bartley y Scolink, 1993; Karvouni et al., 1995; R~mer et al., 1993; Shewmaker et al., 
1999). Por otra parte, la expresi~n del psy en B. orellana podria tratarse de un fen6meno 
m~s complejo, ya que el psy adem~s de estar involucrado en la acumulaci~n de pigmentos 
durante la maduracibn del fruto y en la fotosintesis, tambi~n podria estar relacionado con la 
acumulaci6n de bixina en el arilo de las semillas. La expresi6n diferencial del psy durante ta 
acumulaci6n de pigmentos especificos se ha reportado en L. esculentum, donde la 
expresi6n diferencial del psy1 ocurre durante la acumulacibn de licopeno en el desarrollo del 
fruto. 

Existen tambi~n otros ejemplos de psy asociados con procesos de desarrollo 
particulares como 6rganos y etapas de desarrollo anteriores a la maduraci6n del fruto, de 
esta forma en N. pseudonarcissus se observ6 un incremento de la expresion de el psy 
durante la formaci6n de la flor (Scledz et al., 1996) y en L. esculentum se ha demostrado 
que el gen psy2, est~ activo en hojas y durante las etapas iniciales de desarrollo del fruto 
(Fraser et al., 1999; Fray y Grierson, 1993) 

La presencia de un posible pseudogen indica la existencia de otros posibles genes del 
psy con diferentes funciones en est~ planta. La codificacin del psy por parte de una 
pequea familia g~nica en plantas ha sido demostrado para los casos de L. esculentum con 
los genes psy1 y psy2 (Fraser et al., 1994) y en C. melo donde se detect6 la presencia de 
dos o mas copias del psy (Karvouni et al., 1995). En tomate se ha planteado que la 
presencia de diversos isogenes del gen psy es debido a que se necesitan carotenoides de 
forma permanente para los complejos fotosint~ticos en los tejidos verdes y carotenoides 
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especificos (como el licopeno) durante la maduraci6n del fruto (Fraser et al., 1994). Por lo 
anterior, se puede proponer que el psy en B. orellana puede ser parte de una pequena 
familia g~nica y que al menos un isogene est~ asociado a la acumulacibn de bixina en sus 
semillas. Se necesitan realizar mas estudios en est~ sentido con el fin de contestar est~ 
pregunta, ya que el conocimiento sabre la forma en que se regula la sintesis de bixina en 
est~ planta es necesario para cualquier estudio enfocado a su mejoramiento gen~tico. 

5. Acumulacion de carotenoides en B. orellana 

An~lisis de carotenoides y bixina durante el desarrollo de la flor, el fruto, semillas y 
cultivos in vitro de B. orellana 

Los 6rganos de ta planta adulta analizados demuestran un claro incremento de la 
acumulaci6n de carotenoides, principalmente bixina, durante el desarrollo del fruto y 
consecuente formaci6n de semillas (Tabla. 3.3). El incremento de carotenoides es gradual 
durante el desarrollo de la flor, el fruto y semillas. Se observa la mayor acumulaci6n de 
carotenoides en la semilla madura. Estos valores son similares a los reportados en la 
literatura para este 6rgano (Mercadante et al., 1996). 

La acumulacin de carotenes durante el desarrollo del fruto en las plantas se ha 
reportado en C. annuum, C. melo y L. esculentum {Fraser et al., 1994). En el caso de las 
plantas antes mencionadas, la acumulaci~n de carotenoides ocurre en los cromoplastos 
formados durante la maduraci6n de los frutos. Los resultados anteriores sugieren que las 
etapas de desarrollo del fruto y semillas son un buen modelo para estudiar la regulaci6n de 
genes involucrados en la acumulacin de carotenos y bixina. El an~lisis de los diferentes 
cultivos in vitro demuestra variaciones en el contenido de carotenoides y de bixina, aunque 
en general la acumulaci6n de carotenoides fue menor a la observada en los rganos de la 
planta adulta (Tabla 3.3). Los callos generados a partir de los frutos poseen una mayor 
cantidad de carotenes, posiblemente debido a que los frutos tambi~n poseen una mayor 
cantidad de carotenes con respecto a los diferentes tejidos de la pl8ntula, los cuales fueron 
usados para generar los otros cultivos de callos analizados. 

Otro aspecto de inter~s a considerar en este estudio, es el uso del m~todo propuesto 
por Biacs y Daood (1994) que permiti6 la extracci6n de carotenes en todos los tejidos 
seleccionados, asi como del m~todo de an~lisis propuesto por McKewon (1962) que permite 
cuantificar bixina disuelta en cloroformo sin que interfieran otros carotenoides presentes 
(Fig. 3.16). El empleo con ~xito del cloroformo como disolvente durante la cuantificaci6n de 
carotenoides comunes como el [-caroteno, luteina, zeaxantina y violoxantina, con picos de 
absorci6n que varian dentro de un rango de 420 a 490 nm ha sido reportado por Wellburn 
(1994). De est~ forma, la detecci6n de la bixina con un pico de absorbancia caracteristico a 
500 nm no interfiere con la lectura de otros carotenoides presentes, lo cual es muy 
importante al analizar tejidos diferentes a las semillas, como son los cultivos in vitro y 
6rganos de la planta adulta donde la bixina se acumula en menores cantidades y otros 
carotenoides son mas abundantes. 

An~lisis del perfil de HPLC obtenido para los cultivos in vitro de B. orellana 

Las diferencias encontradas entre la cantidad de carotenoides presentes y bixina en 
tejidos diferentes a la semilla, plantearon la necesidad de conocer y evaluar con mayor 
precision los diferentes carotenos presentes en estos tejidos. Hasta la fecha no existe 
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ning~n trabajo sobre detecci6n y ancllisis de carotenos en tejidos diferentes a la semilla. Los 
an~lisis de HPLC realizados en esta planta han sido limitados a las semillas, el extracto de 
anato y los alimentos coloreados por ~ste (Lancaster y Lawrence, 1996; Luf y Brandl, 1988; 
Rouseff, 1988). Como una primera etapa de estudio se desarroll6 el an81isis par HPLC para 
separar la bixina de las otros compuestos carotenoides presente en los cultivos in vitro de 8. 
orellana. El mE!todo de extracci6n y las condiciones de corrida fueron modificadas del 
m~todo propuesto por Biacs y Daood (1994) para otras plantas (ver capitulo 2). EI an~lisis 
par HPLC de las semillas mostr6 el pico para la bixina a los 5. 95 min de tiempo de 
retencin (Fig. 3.17), en otros tejidos tambi~n se observaron otros carotenoides presentes, 
pero estos ya no fueron identificados. Los resultados del HPLC muestran cambios 
cualitativos en el perfil de carotenoides de las diferentes cultivos in vitro de callas 
anatizados. Los callas blancos presentaron una menor presencia de picas en el rango de 
salida de la bixina que los callos blancolcaf~s y callos caf~s. Los callos de fruto presentaron 
las picas mas altos en el rango de salida para la bixina entre los cultivos in vitro analizados. 
En todos los cultivos de callas se observa un pico mayoritario a los 3. 85 min, este pico 
tambi~n fue encontrado en el extracto de semillas pero a una concentracion mucho mas 
baja, la identificaci6n de este carotene permanece por ser realizada. 

Esta es la primera vez que la t~cnica de HPLC se emplea para separar carotenoides en 
tejidos diferentes a las semillas en B. orellana. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

1.Las 
etapas 

de desarrollo durante la formacibn de la 
flor, 

fruto y semillas son un buen 

modelo para el an~lisis de la biosintesis de carotenoides en B. orellana, ya que durante 
estas etapas fue posible determinar un incremento gradual de los pigmentos carotenoides y 
de la bixina. Esta es la primera vez que se realiz6 la extraccibn y cuantificacin de 
carotenoides totales en los tejidos seleccionados de la planta adulta y en los cultivos in vitro. 
(Una excepci6n es la semilla donde ya se han analizado las carotenoides). El conocimiento 
de c~mo se acumulan los pigmentos carotenoides en estos diferentes tejidos ayudar~ a 
disear estrategias de investigaci6n encaminadas al estudio de la formaci6n de pigmentos 
carotenoides. 
2. Los diversos cultivos in vitro de B. orellana como son las pl~ntulas y cultivos de callos son 
herramientas adecuadas para el estudio de la biosintesis de pigmentos carotenoides, ya que 
poseen diferentes acumulaciones de estos pigmentos. en este sentido, ademas de la 
cuantificaci6n por espectrofotometria, se realizaron los perfiles cromatogr~ficos por HPLC 
de los carotenoides presentes en los cultivos de callos, como un primer acercamiento a la 
identificacibn de sus carotenoides. 
3. Se establecieron protocolos de extraccibn y an~lisis de los ~cidos nucleicos en los tejidos 
de la planta adulta y en los tejidos de los cultivos in vitro, esto facilitara en un future la 
realizacibn de estudios moleculares con otros genes importantes dentro de la ruta de 
biosintesis de carotenoides. 
4. Se logr6 el aislamiento y clonaci6n de fragmentos de las genes hmg y psy de B. orellana. 
Dichos fragmentos pueden ser usados coma sondas en los estudios de expresi6n o para la 
b~squeda de las genes completes. 
5. Se analiz6 la acumulaci6n de mensajeros del hmg con diversas metodologias, finalmente 
se observ6 la expresi6n diferencial de este gen durante el desarrollo de la flor, fruto y 
semillas. Se determin6 que la mayor acumulaci6n de mensajeros del gen hmg se alcanza en 
los tejidos de la semilla inmadura. 
6.Los resultados obtenidos del an~lisis de expresibn de mensajeros y actividad enzim~tica 
de la HMGR sugieren una probable regulaci6n transcripcionat durante el desarrollo de la flor 
y fruto, sin embargo, otros tipos de regulaci6n podrfan estar presentes y aguardan par ser 
investigados. 
7. Los resultados obtenidos del an~lisis de southern blot sugieren que el hmg de B. orellana 
es codificado por una familia g~nica. 
8. Se analiz6 la acumulaci6n de las mensajeros del psy durante la formaci6n de la flor, fruto 
y maduracin de semillas, los resultados sugieren una expresibn diferencial de este gen. 
Los resultados tambi~n sugieren que el tejido donde se observ~ el m~ximo de expresin 
para et psy fue la semilla inmadura y correlaciona con el inicio de la acumulaci6n de 
pigmentos carotenoides. 
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CAP[TULO 5 
PERSPECTIVAS 

Introduccion 

Los resultados presentados durante este trabajo muestran avances con respecto al 
desarrollo de protocolos para estudiar a nivel molecular la biosintesis de carotenoides en 
Bixa orellana. 

El cumplimiento de los objetivos planteados durante este trabajo, tales coma el 
aislamiento de ~cidos nucleicos, el desarrollo de protocolos para el an~lisis de mensajeros, 
la caracterizaci~n de carotenoides para diversos tejidos de B. orellana, la obtencibn de 
secuencias parciales de genes de inter~s y el an~lisis de expresion de los mensajeros que 
codifican para la HMGR y PSY, nos permiten sugerir diversas lineas de estudio, las cuates 
se analizaran a continuacibn. 

Funci~n de la HMGR en B. orellana 

Los resultados obtenidos durante este trabajo presentaron evidencia de que el gen hmg 
obtenido es regulado durante el crecimiento y desarrollo de diversos tejidos en B. orellana. 
Sin embargo, la evidencia de la presencia de al menos 4 copias del gen hmg observadas 
durante este trabajo, sugiere la existencia de otros isogenes que podrian tener otras 
funciones importantes dentro del metabolismo de 8. orellana, tal como sucede en otras 
plantas analizadas (Bach, 1990), por lo anterior se propane, primero la clonacibn del gen 
hmg completo a partir del fragmento obtenido y la clonacibn y el an~lisis posterior de los 
otros isogenes presentes en esta planta. 

Regulaci6n de la PSY durante la acumulacion de bixina 

Los resultados obtenidos durante el an~lisis por northern blot del psy, sugieren una 
posible regulacibn de este gen durante la maduraci6n del fruto y formaci6n de semillas de 
forma similar a lo observado en otras plantas (Fraser et al., 1994). En este punto se hace 
necesario el an~lisis bioquimico de la PSY, ya sea a nivel de su actividad enzim~tica y/o la 
presencia de la enzima para conocer de forma mas especifica su funci~n durante la 
formaci6n de carotenoides y bixina. 

Clonaci6n de la secuencia parcial del gen DXS 

La importancia de la ruta del MEP en la sintesis de carotenoides ha sido demostrada 
recientemente (Lichtenthaler, 1999), par lo anterior la obtenci6n de una sonda hom61oga 
para el DXS es un paso importante para el estudio de la acumulaci6n de carotenoides en 8. 
orellana. La obtenci6n de secuencias con funci6n desconocida con oligonucle6tidos para el 
DXS generados a partir de R. capsulatus demostr6 que estos no son ~tiles para la clonaci6n 
de este gen en 8. orel/ana. Sin embargo, la reciente clonaci6n de diversos DXS de plantas 
facilitar~ la obtenci6n de nuevos oligonucle6tidos con degeneraci6n a partir de su 
alineamiento (Lichtenthaler, 1999). De acuerdo a esto, se propuso el empleo de nuevos 
oligonucle6tidos con degeneraci6n para la obtenci6n de fragmentos del gen OXS. De hecho, 
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utilizando esta estrategia se ha clonado recientemente un fragmento del gen DXS en 
nuestro grupo. 

Las implicaciones de la utilizaci6n de la sonda homologa del DXS durante la 
acumulaci6n de pigmentos en 8. ore/fana, aguardan por ser explorados. El an~lisis de 
expresibn de este gen durante la formaci6n de semillas con su consecuente acumulaci6n de 
bixina y la obtencin del gen completo enfocado a estudios de sobreexpresin en los 
cultivos in vitro para conocer su importancia durante la formaci6n de carotenoides, son 
lineas de investigacion tiles para un futuro inmediato. 

An~lisis de la sintesis de bixina 

El desarrollo de los diversos cultivos in vitro durante este trabajo, asi como la aplicaci6n 
de las diversas metodologias propuestas en ~stos, hace de los cultivos in vitro de 8. 
ore/fana una herramienta poderosa para el estudio de la biosintesis de carotenoides y de 
apocarotenoides. De esta forma, las lineas de callos obtenidas presentaron diferentes 
cantidades de carotenoides y particularmente su an~lisis por HPLC mostr~ un pico 
mayoritario a los 3. 85 min que se present6 de forma inversa a la acumulaci6n de bixina (5. 
95 min), por ejemplo, en los callos blancos (con poca bixina), se observa un gran pico a los 
3.85 min mientras que en los callos caf~s y en las semillas (donde la bixina se acumula) 
este pico disminuye. 

En la literatura no existe ninglln modelo propuesto acerca de la biosintesis de 
apocarotenoides en B. orellana, el an~lisis de los diversos carotenoides en el extracto de 
anato de las semillas muestra diversos carotenoides que podrian tratarse de precursores de 
la bixina, productos de la degradaci6n de la misma o de otros carotenoides convencionales 
(Mercadante et al., 1997), este tipo de an~lisis en el extracto de anato no es recomendable 
porque la bixina se encuentra ya formada y seria dificil observar alg~n precursor presente. 
Para resolver este problema se propone el an~lisis de las tejidos donde la bixina comienza a 
acumularse, tales como las semillas inmaduras o los cultivos in vitro ya establecidos. De 
hecho, la identificaci6n del carotenoide que resuelve a l0s 3. 85 min en el HPLC puede 
presentar datos acerca de la naturaleza de los carotenoides precursores de la bixina. 
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