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RESUMEN 

Bixa orellana L. es una planta cultivada en zonas tropicales de América del Sur, sureste de 

México, África y las indias occidentales; tiene importancia comercial en diversas industrias 

(farmacéutica, alimentaria, textil). Este estudio se centra en la biosíntesis de la bixina, un 

colorante natural presente principalmente en las semillas de Bixa orellana o achiote. Esta 

biosíntesis consiste en la reacción secuencial de tres enzimas; un caroteno dioxigenasas (CCD), 

un aldehído deshidrogenasa (ALDH) y una metiltransferasa (MET) (Bouvier et al., 2003). Así la 

primera reacción enzimática es una escisión oxidativa del licopeno en la posición 5-6/5'-6' 

catalizada por la CCD, dando lugar al compuesto aldehído de bixina. Sin embargo, poco se sabe 

acerca de la segunda reacción de síntesis de bixina que involucra un ALDH para producir 

norbixina. 

Investigaciones recientes por Cárdenas-Conejo y colaboradores (2015) a partir del análisis de 

los transcriptomas de Bixa orellana permitieron identificar los genes que codifican las enzimas 

de las familias CCD, ALDH, SABATH donde varios de ellos están potencialmente involucrados 

en la síntesis de bixina. Adicionalmente Carballo-Uicab y colaboradores (2019) y Us-Camas y 

colaboradores (2022) demostraron que BoCCD4-3 está involucrado en la síntesis de bixina 

aldehído que es una CCD diferente a la reportada por Bouvier y colaboradores (2023).  Con la 

finalidad de ahondar más en este estudio de la segunda reacción de los genes implicados en la 

síntesis de la bixina. En este estudio, se utilizaron las secuencias codificantes de BoCCD4-3 y 

BoALDH3H1-1 del transcriptoma de B. orellana optimizadas en sus codones y coexpresadas en 

E. coli. Los resultados mostraron que la enzima BoALDH3H1-1 es capaz de convertir la bixina 

aldehído en norbixina, ya que se observaron cambios en la coloración en las células bacterianas 

que expresaban las proteínas recombinantes, sugiriendo así su participación en el segundo paso 

de la biosíntesis de la bixina. Esto confirma la actividad funcional de ambas enzimas. Así también 

la optimización de codones resultó en una mayor expresión proteica. Finalmente se pudo 

observar que la proteína BoALDH3H1-1 tuvo una tendencia a formar agregados insolubles en E. 

coli, aunque esto no afectó su función y BoALDH3H1-1 se comportó estable y soluble en agua. 

 



 

 

ABSTRACT 

 
Bixa orellana L. is a plant grown in tropical areas of South America, southeastern Mexico, Africa 

and the western Indies; it is of commercial importance in various industries (pharmaceutical, food, 

textile). This study focuses on the biosynthesis of bixin, a natural dye found mainly in the seeds 

of Bixa orellana or achiote. This biosynthesis consists of the sequential reaction of three enzymes; 

one carotene dioxygenase (CCD), one aldehyde dehydrogenase (ALDH) and one 

methyltransferase (MET) (Bouvier et al., 2003). Thus, the first enzymatic reaction is an oxidative 

cleavage of lycopene at the 5-6/5'-6' position catalyzed by CCD, giving rise to the bixin aldehyde 

compound. 

Recent research by Cárdenas-Conejo et al., (2015) from the analysis of the transcriptomes of 

Bixa orellana allowed to identify the genes that encode the enzymes of the families CCD, ALDH, 

SABATH where several of them are potentially involved in the synthesis of bixin. Additionally, 

Carballo-Uicab and contributors (2019) and Us-Camas and collaborators (2022) demonstrated 

that BoCCD4-3 is involved in bixin aldehyde synthesis which is a CCD different from the one 

already by Bouvier et al. (2023).  In order to deepen further in this study of the second reaction of 

the genes involved in the synthesis of bixin. In this study, the coding sequences of BoCCD4-3 

and ALDH3H1-1 obtained from the of B. orellana transcriptome were codon optimized, cloned 

into an expression vector and co-expressed in E. coli. The results showed that the enzyme 

BoALDH3H1-1 is able to convert bixin aldehyde to norbixin, as changes in coloring in bacterial 

cells expressing the recombinant proteins were observed, thus suggesting their involvement in 

the second step of biosynthesis of bixin. This confirms the functional activity of both enzymes. 

Thus, also codon optimization resulted in greater protein expression. Finally, it was observed that 

the protein BoALDH3H1-1 was observed that the protein BoALDH3H1-1 had a tendency to form 

insoluble aggregates in E. coli, although this did not necessarily affect its function. In addition, the 

BoALDH3H1-1 protein was found to be stable and water-soluble 

 

 



INTRODUCCIÓN 

1 

INTRODUCCIÓN 
 
Los apocarotenoides son productos que resultan de la degradación de carotenoides la cual 

puede ocurrir a través de la fotoxidación u oxidación enzimática en enlaces específicos catalizada 

por las enzimas dioxigenasas de carotenoides (CCDs por sus siglas en inglés) (Giuliano, Al-

Babili, y von Lintig 2003; Felemban et al., 2019). Dichas enzimas poseen funciones importantes 

en el desarrollo de reguladores de crecimiento en los tejidos vegetales y son los responsables 

de facilitar la atracción de los polinizadores, debido a que, poseen ser compuesto de tipo aromas, 

sabor y pigmentación en las flores (Ohmiya 2009; Beltran y Stange 2016). 

 

Debido a la naturaleza de compuestos como agentes pigmentantes en los últimos años, se ha 

desarrollado un interés de emplearlos para la elaboración de productos en las industrias 

farmacéutica, alimenticia, textil y cosmética. Por lo anterior, entre las razones de su uso se debe 

a la nula toxicidad que brindan para la salud humana (Raddatz-Mota et al., 2017; Vilar et al., 

2014). Entre los colorantes naturales, se encuentra la bixina, extraído de las semillas de Bixa 

orellana o achiote.  

 

A pesar de la importancia del uso de la bixina, la ruta biosintética no se ha dilucidado de manera 

certera. En el 2003, Bouvier y colaboradores demostraron la síntesis de este compuesto, usando 

un sistema de expresión heterólogo en Escherichia coli, que involucraba tres genes que codifican 

para las enzimas; dioxigenasa (BoLCD) que cortan al licopeno en los sitios 5,6 (5’,6’), aldehído 

deshidrogenasa (BoBADH) y finalmente la norbixin metiltransferasa (BonMT) (Bouvier et al., 

2003). Sin embargo, otros grupos de investigación han demostrado dificultades al intentar replicar 

esta vía biosintética utilizando los genes propuestos por Bouvier y colaboradores. Más aun, estos 

genes no han sido identificados en los transcriptomas de Bixa orellana (Cárdenas-Conejo et al., 

2015a; 2023; Rodríguez-Ávila et al., 2011; Soares et al., 2011). 

 

En el informe del análisis del transcriptoma de Bixa orellana, los transcritos ensamblados 

revelaron varios genes que codifican a las enzimas carotenoides dioxigenasas (BoCCDs), 

aldehído deshidrogenasas (BoALDH) y metiltransferasas (BoSABATH) potencialmente 

involucradas en la síntesis de bixina (Cárdenas-Conejo et al., 2015a; 2023b).  

 

Recientemente se ha caracterizado in vitro e in vivo la función de la BoCCD4-3 como 

potencialmente involucrada en el primer paso de la ruta dando como resultado la síntesis de 

bixina aldehído (Carballo-Uicab et al., 2019; Us-Camas et al., 2022), sin embargo, aún se 
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desconoce cual de las ALDH es responsable del segundo paso de la biosíntesis de bixina. Por 

lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo determinar experimentalmente la función de 

manera conjunta de la BoCCD4-3 y BoALDH3H-1 (descritas como potencialmente involucrados 

en los dos primeros pasos de la biosíntesis de bixina. Los genes BoCCD-3 y BoALDH3H1-1 

fueron clonados en el vector de expresión pETDuet-1 y se coexpresaron en la cepa de 

Escherichia coli BL21 DE3 modificada para producir licopeno (Misawa et al., 1995). Los 

resultados de la expresión demostraron que el cambio de color producido por la actividad de 

ALDH3H1-1 confirma su actividad funcional para eliminar los grupos dialdehídos de bixina 

aldehído y producir norbixina. 
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CAPÍTULO I 
ANTECEDENTES 
 
1.1. Bixa orellana L 

La planta de B. orellana es conocida comúnmente como achiote, bija, urucú, annatto, urucum, 

latkan, olean, es miembro de la familia bixácea y del género Bixa, nativa de America del Sur, 

central e islas del caribe (Teixeira da Silva et al., 2018, Pandey et al., 2019). Son plantas 

arbustivas de copa baja extendida que pueden alcanzar una altura entre los 3-10 m. Las hojas 

de esta planta perenne pueden presentarse en una forma acorazonada u ovadas de textura 

cartácea, poseen; arreglo alterno, simples, de borde liso, con peciolos largos, pubescente, y 

contienen savia rojiza (Rivera y Flores, 1988,Leal  y Michelangeli de Clavijo,2010). 

 

Las flores son usualmente grandes, hermafroditas con inflorescencias paniculares, se presentan 

en tonalidades rosas a blancas, conformadas por cinco pétalos imbricados de 25 mm largo y 12 

mm ancho, (de Clavijo et al., 2003). El fruto es una cápsula de 1.5-4.5 cm de largo, presenta 

características variantes respecto a su forma, (ovoide, hemisférico, epsiloide o cónico) y tonalidad 

(roja a verde, según su morfotipo) y cuando se encuentra en su estado maduro tiende a cambiar 

a un color marrón (Blair y Madrigal, 2005; Trujillo-Hdz et al., 2016) (Figura 1.1.). Los frutos 

también presentan espinas y albergan alrededor de 30-60 semillas (Leal y Michelangeli de Clavijo 

2010). Las semillas son ovaladas y angulares, que miden entre 3-4 mm de largo y 2-3 mm de 

diámetro, contienen un embrión grande rodeado por un endospermo granular, con almidón 

abundante (Leal y Michelangeli de Clavijo 2010; Vilar et al., 2014). 
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1.2. Usos y propiedades de Bixa orellana 

 
Las semillas de Bixa orellana se consideran de gran importancia económica, debido a la 

producción de un alto contenido de bixina, el interés en el uso de la bixina como colorante natural 

resulta imprescindible en las industrias, por ejemplo, en la alimenticia es empleado para brindar 

un mayor atractivo visual y sustituir los colorantes sintéticos en los productos lácteos 

(mantequillas, margarinas, quesos), productos cárnicos, aceites, helados. Además de no ser 

tóxica, no afecta el sabor de los productos (Devia y Saldarriaga 2003, Vilar et al., 2014, Raddatz-

Mota et al., 2017). Si bien, la bixina ha sido utilizado desde tiempos precolombinos como pintura 

corporal durante rituales religiosos y como protección ante la picadura de insectos (Leal y 

Michelangeli de Clavijo, 2010). 

 

En cuanto al uso terapéutico de Bixa orellana, también se remonta desde la antigüedad en la 

medicina tradicional; utilizado las infusiones de hojas y semillas para tratar dolencias e 

inflamaciones estomacales (Raddatz-Mota et al., 2017). Así mismo, a las hojas se les han 

atribuido actividad antimicrobiana contra cepas gran positivas (Bacillus subtilis,Sthaphylococus 

aureus y Streptococcus faecalis) (Chandel, Begum, y Syedy 2014) Adicionalmente, se ha 

comprobado que las semillas poseen actividad antioxidante, por lo que, su uso se asocia a la 

inhibición de la proliferación de células cancerosas de melanoma cutáneo (de Oliveira Júnior et 

al., 2019).

Figura 1.1 Flores y frutos de Bixa orellana L.           Foto: Rodolfo Pech-Hoil 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5430180/#CR9
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1.3 Carotenoides y biosíntesis. 

Los carotenoides son un grupo de metabolitos hidrófobos que exhiben pigmentos naturales de 

tonalidades rojos, naranjas y amarillos (Maoka, 2020). Su estructura consiste en 40 átomos de 

carbonos integrado por ocho unidades de isoprenoides y están distribuidos ampliamente en la 

naturaleza, principalmente en todos los organismos fotosintéticos (plantas, algas, cianobacterias) 

así como en algunas bacterias y hongos no fotosintéticos (Mezzomo y Ferreira, 2016). Los 

carotenoides poseen funciones importantes para la supervivencia, foto-protección, interacción 

con animales polinizadores, dispersores de semillas y precursores de fitohormonas como el ácido 

abscísico (ABA) y las estrigolactonas (SL)( Hermanns et al., 2020; Rodriguez-Concepcion et al., 

2018). En la actualidad, se conocen alrededor de 850 tipos de carotenoides, de los cuales, se 

dividen en dos categorías según su estructura química y propiedades funcionales; carotenoides 

hidrocarbonados o no oxigenados (como el β-caroteno, α-caroteno, licopeno); y los oxigenados, 

denominados xantofilas (zeaxantina, luteína, violaxantina) (Walter y Strack 2011, Honda et al., 

2020). 

 

La síntesis de Novo de carotenoides en plantas superiores ocurre en los plastidios a través de la 

ruta MEP (metileritrol 4-fosfato), iniciando con la condensación de dos moléculas de geranil 

geranil difosfato (GGPP) catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) para generar fitoeno 

(Ampomah-Dwamena et al., 2012; Yuan et al., 2015a). El fitoeno es modificado secuencialmente 

por fitoeno desaturasa (PDS), ζ-caroteno isomerasa (ZISO) y carotenoides isomerasa (CRTISO), 

que dan lugar como producto all-trans licopeno. Posteriormente, ocurren reacciones de ciclación 

de ambos extremos de la molécula del licopeno por la actividad de las enzimas ciclasas; la ε-

licopeno (ε-LCY) y β -licopeno ciclasa (β-LCY), este es un paso clave importante en el 

metabolismo de los carotenoides, debido a que, la introducción de   anillos beta (β,) épsilon (ε) 

en la cadena lineal de licopeno se generan α-caroteno y β-caroteno, respectivamente (Yuan et 

al., 2015; Swapnil et al., 2021; Fraser Paul y Bramley Peter, 2004) Finalmente, ocurre la 

formación de las xantofilas por reacciones de hidroxilación en α-caroteno y β-caroteno que dan 

lugar a la síntesis de luteína y zeaxantina por la acción de hidrolasas (CHYε y CHYβ) 

(Cunningham et al., 1996; Dautermann y Lohr , 2017). La zeaxantina se epoxida a violanxantina 

en un proceso que consiste en dos pasos catalizados por la zeaxantina epoxidasa (ZEP); como 

primer paso la zeaxantina es convertida en anteraxantina, mientras que, en el segundo paso, la 

anteraxantina es convertida en violanxantina, cuya molécula puede volver a convertirse en 

zeaxantina por una reacción reversible por acción de la violaxantina de-epoxidasa (Swapnil et 

al., 2021) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Ruta de biosíntesis de carotenoides en plantas (Wang et al., 2018) 
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1.4 BIOSÍNTESIS DE BIXINA Y GENES IMPLICADOS 

1.4.1 Bixina 

 

La bixina es un apocarotenoide que consta de una estructura de 25 átomos de carbono cuya 

fórmula química es C 25 H 30 O 4, en los extremos de la cadena presenta un grupo de ácido 

carboxílico y un éster metílico que le permiten conferir funciones de ácido orgánico (Rivera-

Madrid et al., 2016). 

 

La bixina es aceptada por la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y otras organizaciones como compuesto inocuo e 

identificado como aditivo alimenticio por la unión europea de los colorantes con el código E160b 

(da Silva, Dobránszki, y Rivera-Madrid, 2018). Este apocarotenoide se acumula principalmente 

en el arilo, tejido tegumentario externo de la semilla, y representa más del 80 % de los 

carotenoides totales (Rodríguez-Ávila et al., 2011).  

 

La solubilidad de este pigmento depende de su tipo de configuración, por lo que, posee dos 

configuraciones estereoquímicas; cis y trans. La cis-bixina es soluble en solventes orgánicos a 

los que les confiere un color naranja, mientras que la trans-bixina es un isómero más estable, 

pero tiene la particularidad de exhibir un color rojo en solución y es soluble en aceite 

(Scotter,2009; Rivera-Madrid et al., 2016). 
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1.4.2 Biosíntesis de bixina 

 
La primera ruta de biosíntesis de bixina se consolidó hipotéticamente en un trabajo realizado por 

Jako y colaboradores en el (2002). Este grupo de investigación planteó a partir del análisis de 

una biblioteca de ESTs (Etiquetas de Secuencias Expresadas), de semillas inmaduras de Bixa 

orellana al licopeno como el principal precursor de esta vía. Este análisis arrojó la identificación 

de un grupo de genes que codifican CCDs, ADHs y MTH. 

 

Posteriormente, Bouvier y colaboradores en el (2003), publicaron la síntesis de bixina en un 

sistema heterólogo, usando células de E. coli modificadas para producir licopeno. La reacción 

enzimática involucró a las enzimas; Licopeno dioxigenasa (LCD) o CCD, bixina aldehído 

deshidrogenasa (BoBADH) o ADH y la norbixina metiltransferasa (BoMT) o MTH, misma 

secuencia de enzimas propuesta por Jako et al (2002). De esta manera, los autores demostraron 

la conversión del licopeno a bixina.  

 

Años más tarde, el empleo de la secuenciación masiva de nueva generación (NGS) permitió 

obtener el transcriptoma de tejidos; hoja joven, semilla inmadura y madura de Bixa orellana 

(Cárdenas-Conejo et al., 2015). En el análisis del transcriptoma fueron identificados nuevos 

genes relacionados en la ruta MEP, carotenoides, bixina, en donde la ruta MEP proporciona los 

principales precursores (IPP y DMAPP) en la biosíntesis de carotenoides, siendo el licopeno el 

producto final, un pigmento carotenoide rojo, descrito como el principal precursor de la bixina. 

 

Así, Cárdenas-conejo y colaboradores en el 2015 proponen modelos hipotéticos sobre la 

formación de bixina a partir del licopeno. En la primera propuesta, la acumulación de licopeno, 

resultado de un bloqueo en la vía de carotenoides río abajo, conduce a que las enzimas BoCCD4-

1 o BoCCD4-3 accedan al licopeno, realizando cortes en los sitios 5,6 y (5',6'), lo que da como 

resultado la generación de bixina aldehído dentro del plastidio. Posteriormente, las enzimas 

BoALDH3H1-1, BoALDH3I1 y BoALDH7B4 transforman la bixina aldehído en norbixina. El último 

paso de esta ruta en los plastidios implica la metilación de los grupos carboxílicos de la norbixina, 

mediada por las enzimas BoSABATH3 y BoSABATH4, dando como resultado la formación de 

bixina. La segunda hipótesis plantea que el proceso comienza con un corte inicial del licopeno 

en el plastidio a través de la enzima CCD4-3. El producto resultante se libera al citosol a través 

de un intermediario de C32. Luego, en el citosol, una de las enzimas BoCCD4-2, BoCCD1-3 o 

BoCCD1-4 lleva a cabo un segundo corte, finalizando con la producción de bixina aldehído. En 

la tercera propuesta, se sugiere que la formación de bixina podría estar siendo el resultado de la 
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combinación de ambas rutas previamente mencionadas. En este escenario, la bixina aldehído 

podría generarse a través de la acción de la enzima ALDH3H1 en conjunto con SABATH1 

citosólica, lo que sería responsable de la producción de norbixina y bixina en el citosol (Figura 

1.3) 

 

 

 Figura 1.3 Rutas metabólicas para la biosíntesis de bixina en Bixa orellana L (Cárdenas-

Conejo et al., 2015). 
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Posteriormente, de acuerdo a los análisis de transcriptoma realizados por Cárdenas–Conejo 

2015, Carballo-Uicab y colaboradores en el (2019), analizaron la expresión por RT-qPCR de los 

ocho miembros de la familia de CCDs, en diferentes estadios de desarrollo de las semillas de 

dos morfotipos de achiote cuya producción de bixina era contrastante. El resultado de esta 

expresión mostró que la BoCCD1-1 y BoCCD4-3 como posibles candidatas para el primer paso 

de la síntesis de bixina, por lo que su funcionalidad fue evaluada en un sistema heterólogo en 

bacterias productoras de licopeno. Los resultados de la actividad enzimática de BoCCD1-1 y 

BoCCD4-3 mostraron que estas enzimas cortan los enlaces 5,6 (5'/ 6') de licopeno para producir 

bixina aldehído(Carballo-Uicab et al., 2019). En base a estos resultados, los autores proponen 

tres modelos hipotéticos para la síntesis de bixina ; 1) La síntesis de bixina se lleva a cabo en los 

plastidios y por acción de BoCCD4-3 corta en la posición 5,6 (5 '/ 6') de licopeno y se produce la 

bixina aldehído; 2)  La síntesis de bixina comienza en los plastidios, la actividad de BoCCD4-3 

corta en 5,6 (5'/ 6') de licopeno y el producto intermedio resultante de C32 se transporta al citosol 

por difusión, un segundo corte por BoCCD1-1 podría usar como sustrato al C32 para formar 

bixina aldehído 3) La síntesis de bixina se lleva a cabo al mismo tiempo en los plastidios y en el 

citosol (Figura 1.4). 

 

Recientemente, Us-Camas y colaboradores (2022) evaluaron la función de ocho genes BoCCD 

utilizando una cepa de E. coli modificada para la producción de licopeno. Además, se realizaron 

ensayos in vitro para determinar la participación de estos genes en la biosíntesis de bixina. Los 

resultados de este estudio demostraron que los genes BoCCD1-3, BoCCD1-4, BoCCD4-1, 

BoCCD4-2, BoCCD4-3 y BoCCD4-4 presentan actividad de escisión en la posición 5,6 (5'/ 6') de 

licopeno. Como resultado de la actividad de escisión, se generó bixina aldehído, cuyo pico 

correspondiente de (m/z 349.1) fue identificado por LC-ESI-QTOF-MS/MS. 
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Figura 1.4 Modelos de biosíntesis de bixina. Tomada de (Carballo-

Uicab et al., 2019). 
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1.4.3 Descripción general y clasificación de las Caroteno dioxigenasas (CCDs) 

 
El primer paso de la biosíntesis de bixina está dado por la acción de estas enzimas (CCDs) en 

los enlaces 5,6 (5'/ 6') de licopeno para producir bixina aldehído (Jako et al., 2002; Bouvier et al., 

2003; Cárdenas-Conejo et al., 2015). Este grupo de enzimas son caracterizadas por conservar 

una estructura secundaria constituida por siete brazos de β-hélice, cuatro residuos de histidina y 

residuos de glutamato que interactúan con el ion Fe2+. El ion de hierro permite introducir átomos 

de oxígeno para catalizar la escisión oxidativa en carotenoides para la producción de 

apocarotenoides (Frusciante et al., 2014; Harrison y Bugg 2014).  

 

En plantas superiores las CCDs se han estudiado ampliamente y clasificado en dos subfamilias 

(NCED y CCDs), por ejemplo, en el análisis del genoma de Arabidopsis thaliana se identificaron 

nueve miembros clasificados en dos subfamilias, entre ellos cinco miembros que pertenecen a 

las denominadas nueve-cis-epoxicarotenoides dioxigenasas (NECD) implicadas en la biosíntesis 

de la hormona vegetal ABA, en la que su actividad de corte ocurre en los enlaces 11, 12 (11’, 

12’) de 9-cis-violoxantina o 9-cis-neoxantina (Tan et al., 2003) y cuatro miembros restantes 

pertenecen a  las CCDs (AtCCD1, AtCCD4, AtCCD7, AtCCD8) (Auldridge, McCarty, y Klee, 

2006). 

 

1.4.3.1 CCD1 

 
Los miembros de esta subfamilia suelen tener localización citoplasmática y a menudo muestran 

un alto grado de promiscuidad hacia los sustratos carotenoides cíclicos y lineales, cortando en 

los sitios 9,10 (9’,10’),5,6 o 5’,6’, 7,8 (7’,8’) (Auldridge et al., 2006; Dhar et al., 2020; Vogel et al., 

2008). Estas enzimas generalmente están involucradas en la síntesis de apocarotenoides 

volátiles como las iononas ( β, α) , β-damascenona, relacionadas con el desarrollo del aroma y 

sabor de las flores y frutos, por lo que, han sido caracterizadas en varias especies de plantas en 

particular en vitis vinífera (Mathieu et al., 2005), Solanum lycopersicum (Ilg et al., 2014; Simkin 

et al., 2004), Zea mayz (Vogel et al., 2008) Rosa damascena (Huang, Molnár, y Schwab 2009), 

Cucumis melo (Jiang et al., 2019), y Capsicum annuum  (Cheng et al., 2021).  
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1.4.3.2 CCD4 
 

Estas enzimas de manera similar a las CCD1 participan en la síntesis de componentes volátiles 

al realizar cortes en los carotenoides en las posiciones 9,10(9’10), 7,8(7’8’). También se ha 

reportado que las CCD4 contribuyen en la pigmentación de flores en crisantemo y lirio (Hai et al., 

2012; Ohmiya, 2009) y en la diversificación de color amarillo y blanco de pulpas de frutos de 

melocotón (Falchi et al., 2013).  

  

En el género citrus, se ha informado que el corte en los sitos 7,8 (7’8’) en zeaxantina y β-

criptoxantina contribuyen en la formación de apocarotenoides de C30 como la β-citraurina, un 

apo-8’-β-caroteno, implicado en la pigmentación de la piel de los cítricos (Rodrigo et al., 2013). 

Mientras que la actividad enzimática de CCD4 de Chrysanthemum morifolium, Crocus sativus y 

Malus domestica ha sido reportada en experimentos empleando sistemas heterólogos en la que 

su actividad de corte en las posiciones 9,10 (9’10) en β-caroteno producen β-ionona (Huang et a 

l., 2009; Rubio et al., 2008). Sin embargo, existe un reporte que las CCD4 de Vitis vinífera y Bixa 

orellana también pueden tener actividad de 5,6 (5’,6’) en licopeno (Carballo-Uicab et al., 2019; 

Lashbrooke et al., 2013).  

 

1.4.3.3 CCD7 y CCD8 

 
 Estas enzimas se han identificado de mutantes de brotes axiliares en Arabidopsis, actúan 

secuencialmente en la síntesis de estrigolactonas (SL). La CCD7 ha sido reportada que corta 

asimétricamente β-caroteno en la posición 9,10 para producir β-ionona y β-apo-10′-carotenal, 

este último es usado por la CCD8 para convertirlo en el compuesto de C18 (β-apo-13-

carotenona) el cual es el precursor de la estrigolactona (Auldridge et al., 2006; Seto y Yamaguchi 

2014).
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1.4.4 Aldehído deshidrogenasas 

 
La reacción secuencial de la biosíntesis de bixina es catalizada por la enzima aldehído 

deshidrogenasa, la cual, convierte los grupos aldehídos de la bixina aldehído en ácidos 

carboxílicos (Bouvier et al., 2003; Jako et al., 2002; Cárdenas-Conejo et al., 2015).  

 

Las aldehído deshidrogenasas (ALDH) son una familia de enzimas ampliamente distribuidas en 

organismos eucariontes, procarionte y estructuralmente están constituidas por tres dominios: el 

dominio catalítico, dominio de unión al cofactor NAD (P)+ que comprende un pliegue de Rossman 

para la acción del sitio activo y por último un domino de oligomerización (Hayes et al., 2018). 

 

Estas familias se clasifican de acuerdo a los criterios establecidos por el comité de Nomenclatura 

Genética de ALDH (AGNC) (Vasiliou et al.,1999). Hasta la fecha, se han identificado veinticuatro 

familias distintas basándose en su distribución de secuencia, abarcando una amplia variedad de 

taxones, que incluyen plantas, animales, humanos, musgos y organismos unicelulares ( Wood y 

Doff, 2009; Brocker, et al., 2013). Dentro de estas veinticuatro familias, en el caso de los humanos 

se agrupan en un total de 10 familias: ALDHA1, ALDH4A1, ALDH8A1, ALDH91, ALDH13A1, 

ALDH15A1, ALDH16A1, ALDH20. Por otro lado, en las especies vegetales se han descrito 

catorce familias de proteínas ALDH (ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, 

ALDH11, ALDH12, ALDH18, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 y ALDH24) de las cuales las 

ALDH1, ALDH12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 y ALDH24 son exclusivamente de 

plantas, cuyos miembros han sido ampliamente estudiadas en plantas superiores como 

Arabidosis (Kirch et al., 2004), Oriza sativa (Gao y Han 2009), Zea mays (Jimenez-Lopez et 

al.,2010), Vitis vinífera (Zhang et al., 2012), Solanum lycopersicum (Jimenez-Lopez et al., 2016).  

 

Además de su distribución y clasificación, estas enzimas juegan un papel importante como 

“captadores de aldehídos” al eliminar los aldehídos reactivos producidos como resultado de la 

degradación de la oxidación de las membranas lipídica, por lo tanto, contribuyen en la adaptación 

al estrés abiótico, crecimiento, desarrollo de semillas, y fertilidad masculina en plantas (Brocker 

et al., 2013; Shin et al., 2009). Por ejemplo, el primer miembro de familia ADLH2 de maíz fue 

identificado como un restaurador de la fertilidad (RF2A) e involucrado en el desarrollo de las 

anteras (Liu et al., 2001; Tola et al., 2021) mientras que en plantas transgénicas de tabaco 

mostraron mayor tolerancia al estrés debido a la sobreexpresión de la ALDH22A1 de maíz  

(Huang et al., 2008). 
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1.4.4.1 ALDH3  

 
La familia ALDH3 están compuesta por enzimas que oxidan compuestos aldehídos aromáticos y 

alifáticos de cadena larga. Estas enzimas son las más diversas en plantas, conocidas como 

enzimas homodiméricas y se localizan principalmente en el citosol, cloroplasto y mitocondrias 

(Brocker et al., 2013; Jimenez-Lopez et al., 2010). Estudios previos en plantas modelos han 

identificado homólogos de ALDH3 distribuidas en las subfamilias ALDH3E, ALDH3F, ALDH3H, 

ALDH3I, ALDH3J, ALDH3K. Entre ellos; A. thaliana reportada por contener tres homólogos 

(AtALDH3f1, AtALDH3H1, AtALDH3I) (Kirch et al., 2005); Z. mays (ZmALDH3E1, ZmALDH3E2, 

ZmALDH3H1, ZmALDH3H2, ZmALDH3H3) (Jimenez-Lopez et al., 2010); S. lycopersicum 

(SlALDH3F1C, SlALDH3F1D) (Jimenez-Lopez et al., 2016). Entre las funciones reportadas se 

encuentran las respuestas al estrés como la deshidratación, aumento de salinidad, baja 

temperatura y radiación ultravioleta (Kirch et al., 2005; Kotchoni et al., 2006; Zarei, Trobacher, y 

Shelp, 2016).  

 

Por otro lado, los ALDH3 son precursores de pigmentos como crocetina y bixina en Crocus 

sativus y Bixa orellana, respectivamente. CsALDH3I1, un aldehído deshidrogenasa de C. sativus, 

permite la oxidación de crocetina dialdehído a crocetina (Demurtas et al., 2018) . En Bixa orellana 

la identificación de la ALDH responsable en catalizar la oxidación de los grupos aldehídos de 

bixina aldehído a norbixina sigue siendo desconocida, por lo que, los datos obtenidos del 

transcriptoma sugieren que dos miembros de la familia ALDH3 (BoALDH3H1-1, BoALDH3I1) 

están involucradas en el segundo paso de síntesis (Cárdenas-Conejo et al., 2015). Se ha 

sugerido que los altos niveles de expresión de BoALDH3H1-1 en tejidos de semillas inmaduras, 

se relacionan con la mayor acumulación de bixina. Además, la secuencia del gen BoALDH3H1-

1 mostró mayor coincidencia con la biblioteca de ETS propuesta por Jako y colaboradores (2002).  
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1.4.5 Metiltransferasa (SABATH) 
 
El paso final de biosíntesis de bixina implica la transferencia de un grupo metilo al grupo 

carboxílico de la norbixina, esta reacción es catalizada por la enzima metiltransferasa. Las 

metiltransferasas estructuralmente son caracterizadas por presentar una lámina β plegada, 

paralela, con un dominio helicoidal α que cubre el sitio activo. El sitio activo está constituido por 

múltiples residuos apolares con enlaces de hidrógeno entre el ácido carboxílico del sustrato y los 

grupos amina de Gln-25 y Trp-151 que orientan el sitio activo hacia el grupo metilo (D Auria et al., 

2003; Zubieta et al., 2003; Westfall et al., 2013).  

 

La familia SABATH en varias especies de plantas, por ejemplo, en Arabidopsis, se logró la 

identificación de los primeros 24 genes de esta familia (D Auria et al. 2003). Posteriormente, en 

Oriza sativa se identificaron un total de 41 miembros (Zhao et al., 2008) y en Solanum 

lycopersicum un total de 20 SABATH (Wei et al., 2021). En plantas, la metilación contribuye en 

la formación de moléculas en su forma éster metilado o N-metilados, como la bixina y la cafeína 

respectivamente (D Auria et al., 2003), además, las SABATH a menudo contribuyen en procesos 

biológicos por ejemplo el ácido jasmonico carboxilo metiltransferasa se ha descrito que  juega un 

papel importante en  la defensa contra hongos e insectos (Qi et al., 2016; Seo et al., 2001) , 

mientras que la carboxil metiltransferasa del ácido giberélico comprende una función en la 

regulación de germinación de semillas, crecimiento de raíces, (Varbanova et al., 2007) y  por 

último la carboxil metiltransferasa del ácido indol-3-acético están implicadas en la regulación del 

desarrollo de hojas de las plantas y homeostasis de auxinas (Ljung et al., 2002; Qin et al., 2005). 
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1.5 Uso de codones optimizados para expresar proteínas en sistemas heterólogos. 

 
El código genético se define como el lenguaje universal organizado en 64 tripletes de nucleótidos 

(codones) de los cuales 61 son codificados por veinte letras de aminoácidos (aa) durante la 

síntesis proteica. El código genético es común en los organismos y es descrito como 

“degenerado” porque dentro de los 20 aminoácidos (aa) el triptófano y la metionina son 

codificados por un solo codón, mientras que dieciocho aa están codificados por más de un codón 

y por lo tanto se les denomina “codones sinónimos” (Quax et al., 2015). 

 

La lectura del código genético es mediada por moléculas adaptadoras denominados RNA de 

transferencia (tRNA), portadores del anticodón de la secuencia complementaria del RNA 

mensajero situado en el sitio A (aceptor) del ribosoma para llevar a cabo el suministro de los 

aminoácidos a la secuencia peptídica creciente (Cannarrozzi et al., 2010). En todos los 

organismos los 61 tRNA que codifican para un codón o codón sinónimo difieren debido al 

fenómeno descrito como el uso preferencial de codones sinónimos de poca frecuencia 

denominado sesgo de codones (CUB, por sus siglas en inglés) (Mauro y Chappell, 2014; Liu, 

2020; Parvathy et al., 2022).  

 

Este fenómeno ha demostrado tener implicaciones para lograr la expresión de genes en 

hospederos distintos por causa de la presencia de codones no óptimos o poco frecuentes para 

la célula heteróloga, por ejemplo, el sesgo de codones en organismos como E. coli origina que 

los tRNA correspondientes a la secuencia complementaria se agoten y por lo tanto tarden en 

llegar al sitio A del ribosoma provocando una translocación del ribosoma sobre el codón a fin, lo 

que conlleva a una mala traducción de proteína, incorporaciones erróneas y proteínas truncas 

(McNulty et al., 2003; Lipinszki et al., 2018). Considerando este panorama, para maximizar la 

expresión de proteínas heterólogas se recurren a herramientas de la biología sintética para la 

optimización de codones (Plotkin y Kudla, 2010; Liu, 2020). La optimización de codones, consiste 

en modificar la secuencia de genes, es decir, seleccionar los codones de alta frecuencia para 

sistemas eucariotas, y procariotas, así como eliminar la presencia de codones raros (Elena et al., 

2014). 
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JUSTIFICACIÓN 

 
Dado que la bixina es el segundo apocarotenoide de importancia económica por su uso como 

pigmento natural en la industria alimenticia, textil y cosmética. En las últimas décadas, ha surgido 

el interés de conocer su ruta de biosíntesis. Previamente se han expresado los genes BoLCD, 

BoBADH, BoBMT de forma heteróloga en cepas de E. coli productoras de licopeno (Bouvier et 

al., 2003). Sin embargo, los experimentos publicados por estos autores aún no han podido ser 

reproducidos; así también los genes publicados en este trabajo no se han identificado en 

transcriptomas de Bixa orellana. Por las evidencias expuestas anteriormente, recientemente en 

nuestro grupo de investigación se ha descrito la actividad funcional de BoCCD4-3 sobre licopeno 

para la biosíntesis de bixina aldehído. Sin embargo, se desconoce acerca de la segunda reacción 

de síntesis de bixina, que involucra una ALDH para producir norbixina. Es por ello que, en el 

presente trabajo se desea conocer la función de la enzima BoALDH3H1-1 en presencia de 

BoCCD4-3 con codones optimizados con la finalidad de mejorar su expresión en E. coli y así 

más adelante poder obtener construcciones de los genes de la ruta de bixina en vectores de 

expresión para la producción de bixina en sistemas de expresión heteróloga. 
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HIPÓTESIS  
 

La BoALDH3H1-1 es capaz de realizar la conversión de bixina aldehído a norbixina 

 
OBJETIVO GENERAL 
 

Demostrar la actividad funcional en E. coli de una aldehído deshidrogenasa (BoALDH3H1-1) 

potencialmente involucrada en la conversión de bixina aldehído a norbixina. 

 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

1. Evaluar la expresión de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 en E. coli por SDS-PAGE. 

 

 

2. Analizar la función de BoALDH3H1-1 en presencia de BoCCD4-3 por el cambio de color 

en las bacterias. 

 

3. Analizar los extractos de E. coli transformadas con BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 por LC-

ESI-QTOF-MS  
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 

Interpretación de resultados 

Clonación de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1en 
el vector pETDuet-1 

Secuencias optimizadas de BoCCD4-3 y 
BoALDH3H1-1 

Construcción de plásmido integrado por 
BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 

Análisis de extractos bacterianos por LC-
ESI-QTOF-MS 

 

Secuenciación 
BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 

Análisis de expresión BoCCD4-3 y 
BoALDH3H1-1 en geles SDS-PAGE 

Expresión de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 
en sistema E. coli productora de licopeno 
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CAPÍTULO II 
MATERIALES Y METÓDOS  
 

2.1. Secuencias sintetizadas de BoCCD4-3, BoALDH3H1-1 

Los marcos de lectura de los genes con codones optimizados de BoCCD4-3, BoALDH3H1-1 se 

obtuvieron de la construcción pJET1.2_BoCCD4-3, pJET1.2_BoALDH3H1-1 previamente 

obtenidos por el M.C Jonathan Dzib Cauich. 

 

2.2. Células competentes (Cl2Rb) 

Se utilizó la cepa bacteriana de E. coli BL21 (DE3) para generar células competentes. Las 

bacterias se pusieron a crecer en medio LB a 37°C hasta una OD600≈0.6, el cultivo bacteriano 

fue transferido a tubos de centrífuga de fondo redondo, y se incubaron en hielo por 1h, 

posteriormente, las pastillas celulares fueron recuperadas por centrifugación a 4000 rpm por 15 

min a 4°C. A la pastilla bacteriana recuperada se resuspendió en los amortiguadores RF1 y RF2, 

siguiendo el protocolo descrito por Green R. y Rogers (2013). 

 

2.3 Construcción de plásmidos pETDUET_CCD4-3, pETDUET_CCD4-3_ALDH3H1-1 

Las secuencias codificantes de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 se amplificaron por PCR a partir de 

la construcción pJET1.2_BoCCD4-3, pJET1.2_BoALDH3H1-1, respectivamente. Se utilizó la 

DNA polimerasa Phusion hight Fidelity y cebadores con sitios de reconocimiento para las 

enzimas de restricción en sus extremos 5’ y 3’, Tabla 2.1. 

 

Tabla 2.1 Cebadores diseñados con sitios de restricción para la amplificación de BoCCD4-3 y 

BoALDH3H1-1. 

 

 

 

Cebadores Secuencia (5’-3’) Especificaciones 

Forward-CCD4-3-NcoI CatgccATGGGTTTGAGTGCGTTGGCTTC Cebadores para clonar 

BoCCD4-3 en el sitio 

MCS1 de pETDuet-1 

Reverse-CCD4-3-HindIII GggaagcttCTAAAGCTCCTCCTTGGAAAGG 

Forward-ALDH3H1-1-NdeI GgaattccatatgGCCTCGTCATTACCCATGAAG Cebadores para clonar 

BoALDH3H1-1 en el 

sitio MCS2 de 

pETDuet-1 

Reverse-ALDH3H1-1-KpnI ccggtaccCTAGTACTTACTCAAAACCGGC 
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Las reacciones de PCR se llevaron de la siguiente manera; En un tubo de PCR se añadieron los 

siguientes componentes: 4 µL de amortiguador 5x phusion buffer, 0.4 µL dNTP ’s (10 Mm),1 µL 

de 10mM de ambos cebadores (F’, R’), 1 µL de plásmido,0.6 µL de DMSO, 0.2 µL de la 

polimerasa DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion (2 U/µL) (Cat No. F-549S). Posteriormente, 

se ajustó con agua estéril a un volumen final de 20 µL. Las condiciones del termociclador se 

llevaron a cabo empleando el programa descrito en la Tabla 2.2. Los productos de PCR fueron 

visualizados en un gel de agarosa al 1.5 % teñido con 0. 45 µL de gel red a 75 v por 45 min, para 

la visualización y aislamiento de la banda correspondiente, se empleó un transiluminador de UV 

(Modelo M-20E, UVP) y con ayuda de un bisturí se cortó la banda y posteriormente se purificó 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante de kit “QIAquick Gel Extraction” de Qiagen (Cat 

No.28704). 

 
Tabla 2.2 Condiciones del termociclador para la amplificación por PCR 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Para dar lugar a los vectores de expresión pETDuet+CCD4-3 y pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1, 

los plásmidos pETDuet-1 (Novagen, Cat, No 71146-3) y pETDuet+CCD4-3 fueron linealizados 

con las respectivas enzimas (Tabla 2.1.) y posteriormente purificados empleando el Kit “QIAquick 

Gel Extraction” de Qiagen. Una vez purificados los plásmidos y el inserto, se procedió a la ligación 

5:1 de la relación inserto: vector con la enzima T4 ligasa (Thermo Scientific™ Cat, No EL0016). 

La reacción de ligación se realizó de acuerdo a las recomendaciones del proveedor, en un 

volumen final de 20 µL. Los productos de ligación se transformaron en cepas bacterianas de E. 

coli DH5α químicamente competentes, por el método choque térmico a 42°C por 50 s y 5 minutos 

en hielo. Después, se agregó 400 µL de medio LB y se incubó en agitación a 37 °C por una hora 

a 200 rpm. Las células fueron cultivadas en medio solido LB suplementado con 100 μg/mL de 

ampicilina, para la selección de las células transformadas.

Pasos del 

termociclador 

Tiempo (min) Temperatura(°C) N° ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

 0:30 98 1 

Desnaturalización  0:15 98   

34 Hibridación  0:30 65 

Extensión  0:30 72 

Extensión final            10:00 72 1 
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2.4 Extracción de plásmidos y verificación de insertos en células transformadas 

La extracción de DNA plasmídico de las células DH5α transformadas se realizó por el método de 

lisis alcalina siguiendo el protocolo del Kit comercial “QIAprep® Spiny Miniprep de QIAGEN (250) 

(Cat. No. 27104). Posteriormente, para corroborar la inserción de los ORFs en el vector pETDuet-

1 se realizó PCR y se analizó con enzimas de restricción. El plásmido pETDuet+CCD4-3 se 

sometió a PCR punto final con los cebadores antes mencionados para verificar la inserción del 

fragmento, BoCCD4-3, al vector pETDuet-1. Las condiciones empleadas para la reacción se 

describen en el apartado 2.3. Adicionalmente, se procedió a digerir con XbaI y HindIII. Para la 

verificación del inserto ALDH3H1-1, el plásmido pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1 se sometió a 

digestión con SpeI y KpnI siguiendo las instrucciones del fabricante, Thermo Scientific Fast 

Digest. Los productos de digestión fueron visualizados en gel de agarosa 1 %, teñido con 0.3 gel 

red a 80 v por 40 min. 

 

2.5 Secuenciación de las construcciones pETDUET+CCD4-3, pETDUET+CCD4-3+ 

ALDH3H1-1 

Las construcciones obtenidas se mandaron a secuenciar mediante el servicio de la empresa 

Macrogen Inc, (Seoul, Korea) usando los cebadores correspondientes para cada sitio de 

clonación del vector pETDuet-1(Figura 2.1) y los cebadores descritos en el apartado 2.3. 

Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante alineamientos con la 

herramienta BLAST disponible de la base de datos NCBI, con la finalidad de buscar homologías 

con las secuencias reportadas de CCD4-3 y ALDH3H1-1 de Bixa orellana. 

 

2.6 Expresión heteróloga en cepas de E. coli productora de licopeno y condiciones de 

cultivo. 

Una vez que se corroboraron las secuencias de los constructos pETDuet+CCD4-3, 

pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1 se transformaron por choque térmico en la cepa de E. coli Bl21 

(DE3) que alberga el plásmido pACCRT-EIB (Misawa et al., 1995) para la producir licopeno, y 

como control negativo se empleó a una cepa BL21 trasformada con el vector vacío (pETDuet-1). 

Las células transformadas se cultivaron hasta que se alcanzara una densidad óptica de 0.4-0.6 

midiendo a una longitud de onda de 600 nm, posteriormente la expresión se indujo con isopropil-

β- D - tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.5mM, incubando a 25°C a 180 

rpm durante 20 hrs. Las células se colectaron centrifugando a 4000 rpm por 20 min a 4°C.  
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Figura 2.1 Mapa y regiones del vector de clonación/expresión pETDuet-1, este vector porta el gen 

de resistencia a ampicilina y dos sitios de clonación múltiple (MCS). En los recuadros amarillos se 

indica a los cebadores empleados para secuenciar al sitio de clonación múltiple 1 (MCS1) y en 

verde a los del MCS2. 
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2.7 Análisis de proteínas recombinantes en geles SDS-PAGE 10% 

Para evaluar la expresión individual de las secuencias optimizadas de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-

1 en la cepa E. coli BL21 (DE3), se partió de una clona positiva transformada con el constructo 

pETDuet+CCD4-3, y pETDuet+ALDH3H1-1, respectivamente. Posteriormente, se inocularon con 

ayuda de un palillo estéril en 5 mL de medio liquido LB adicionado con 100 μg/mL de ampicilina 

fue incubado a 37°C a 200 rpm toda la noche.  A partir del cultivo, se inocularon 2 mL en 100 mL 

de medio para iniciar el crecimiento a 37°C a 200 rpm hasta llegar a una OD600≈0.6, después se 

añadió Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final 0.5mM. Se tomaron 

muestras de 1 mL de los tiempos de inducción 2, 4, 24 h, se centrifugaron durante 10 min a 4000 

rpm a 4°C. El precipitado se disolvió en 250 µL de TRIS-HCL pH 7.5 y posteriormente, se 

centrifugo a 13000 rpm por 5 min. Las muestras fueron sonicadas tres veces por 30 s, se 

centrifugó a 10000 rpm por 10 minutos para obtener la fracción soluble e insoluble. Las fracciones 

celulares obtenidas de los extractos proteicos, fueron analizadas en geles SDS-PAGE al 10 %, 

teñido con azul de coomassie, se utilizó como marcador de peso molecular Precision Plus 

Protein™ Unstained Protein Standards. 

 

2.8 Extracción de pigmentos en sedimentos bacterianos  

La extracción de pigmentos se realizó resuspendiendo las pastillas bacterianas en 800 µL de 

agua grado HPLC/metanol 1:1, incubando por 1 hr a temperatura ambiente, posteriormente, se 

agregó 800 µL de cloroformo. Las células fueron homogeneizadas y centrifugadas a 10000 rpm 

por 10 min a 4°C. La fase orgánica fue recuperada y filtrada empleando filtros Millex-GV13 

(Durapore PVDP, 13 mm de diámetro, 0.22 μm tamaño de poro), posteriormente, las muestras 

se secaron bajo flujo de nitrógeno gas y almacenadas a -80 °C para su posterior análisis.   

 

2.9 Análisis e identificación de metabolitos por UHPLC-ESI QTOF-MS/MS  

 

Para la identificación de metabolitos por UHPLC-ESI QTOF-MS/MS, las muestras secas se 

resuspendieron en 200 µL de cloroformo: isopropanol: acetonitrilo (20:45:135).  La identificación 

de los metabolitos se realizó mediante cromatografía líquida de alta resolución acoplada con 

ionización por electrospray (ESI)/ espectrometría de masas en tándem de tiempo de vuelo de 

cuadrupolo (QTOF) Waters XEVO-G2XSQTOF (Milford, MA, EE. UU.) en una columna ACQUITY 

UPLC® BEH 130Å C18, 1.7 μm, 2.1×50 mm (Waters, Milford, MA) mantenida a una temperatura 

de 25 °C. Para la separación, la fase móvil consistió en un gradiente de ácido fórmico (AF) al 0.1 
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% en agua (solvente A) y metanol/ACN 50:50 (solvente B), el gradiente se detalla en la Tabla 

2.3.  

 

Tabla 2.3 Gradiente empleado para la separación de metabolitos por UHPLC-ESI 

QTOF-MS/MS 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo (min) Flujo (mL/min %A %B 

Inicial 0.400 15.0 85.0 

2.00 0.400 15.0 85.0 

3.00 0.400 1.0 99.0 

7.00 0.400 1.0 99.0 

8.00 0.600 1.0 99.0 

11.60 0.600 1.0 99.0 

12.60 0.400 15.0 0.0 

15.00 0.400 15.0 0.0 
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CAPÍTULO III 
RESULTADOS 
 
3.1. Obtención de plásmidos recombinantes  

Para clonar las secuencias codificantes con codones optimizados de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-

1 en el vector de expresión pETDuet-1, se realizó la amplificación de los ORFs empleando los 

cebadores con sitios de restricción, previamente descritos en el apartado de metodología. Los 

productos de PCR visualizados correspondieron a los fragmentos esperados de 1548 pb para 

CCD4-3 (Figura 3.1 A) y 1452 pb para ALDH3H1-1 (Fig.3.2 A). Posteriormente, estos productos 

de PCR fueron purificados y ligados al vector pETDuet-1. 

 

Las construcciones resultantes (pETDuet+CCD4-3, pETDuet+ALDH3H1-1) fueron analizadas 

utilizando enzimas de restricción. Como resultado, se obtuvieron patrones esperados, que 

muestran la liberación de un fragmento de 2007 pb correspondiente al sitio de corte de 

pETDuet+CCD4-3 con XbaI y HindIII (Figura 3.1 B) y un fragmento de 1733 pb liberado por el 

sitio de corte pETDuet+ALDH3H1-1 con NdeI y KpnI (Figura 3.2 B).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2000 pb 

 

2000 pb 

 
1500 pb 

 

A) 
 

B) 
 

MM       1           2            3          4 

 

MM         1            2          3          4 

 

1500 pb 

 

2007 pb 

 

1548 pb 

 

 Figura 3.1 Clonación del ORF de CCD4-3 en el vector pETDuet-1. A) Amplificación de la 

secuencia CCD4-3; MM; marcador de peso molecular Kb plus; Carril 1-4 productos de PCR de 

1548 pb de CCD4-3 B) Digestión de constructos pETDuet+CCD4-3; Carril 1-4; Clonas 

obtenidas digeridas con las enzimas XbaI y HindIII. 
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B) 

MM       1        2          3         4        5 

 

1733 pb 
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pb 

2000 pb 
pb 

MM       1                   2                      3           

 

1500 pb 
pb 

2000 pb 

 

1452 pb 

 

Figura 3.2 Clonación de ORF ALDH3H1-1 en el vector pETDuet-1. A) Amplificación de la 

secuencia ALDH3H1-1; MM; marcador de peso molecular Kb plus; Carril 1-3 productos de PCR 

de 1452 pb de ALDH3H1-1 B) Digestión de constructos pETDuet+ALDH3H1-1; Carril 1-4; Clonas 

obtenidas digeridas con las enzimas NdeI y KpnI; Carril 5; Plásmido sin digerir. 

 
 

A) 

 
 

B) 
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3.2.2 Construcción del vector de expresión pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1  

El vector de expresión pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1 se generó mediante la clonación del ORF 

de ALDH3H1-1 en el sitio de clonación múltiple (MC2) flanqueado por los sitios de reconocimiento 

para las enzimas NdeI/KpnI en el vector pETDuet+CCD4-3 (Figura 3.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 Mapa del vector de expresión pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1 con los insertos 

CCD4-3 y ALDH3H1-1 clonados en los sitios MCS-1, MCS-2 respectivamente. 

 
. 
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El fragmento de la secuencia correspondiente a ALDH3H1-1 fue amplificado y purificado para 

insertarlo en el vector pETDuet+CCD4-3 linealizado con las enzimas de restricción NdeI/KpnI. 

En la Figura 3.4 se puede observar el producto de PCR purificado mostrando 1452 pb y la banda 

de aproximadamente 6800 pb correspondiente al vector lineal. 
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Figura 3.4 Clonación y construcción del plásmido pETDuet_CCD4-3_ALDH3H1-1 .MM; 

marcador de peso molecular kb plus, carril 1; Amplificación de ORF de ALDH3H1-1, carril 2; 

plásmido pETDuet+CCD4-3 lineal, carril 3; Plásmido pETDuet+CCD4-3 sin digerir. 
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Para comprobar la correcta inserción del fragmento ALDH3H1-1 en el vector de expresión 

pETDuet+CCD4-3, se aislaron dos colonias obtenidas tras la transformación de DH5 con el 

producto de ligación. Después, se extrajo el DNA plasmídico, obteniéndose una concentración 

de 96.05 ng/ µL. El DNA plasmídico se sometió a digestión con las enzimas de restricción SpeI 

y KpnI, FastDigest y fue visualizado en un gel de agarosa al 1%, donde se observó una banda 

de aproximadamente 3195 pb correspondiente al fragmento liberado tras la digestión con las 

enzimas SpeI y KpnI (Figura 3.5).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
                                                     
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

MM          1            2            3  
       

Figura 3.5 Digestión de clonas obtenidas del producto de ligación de pETDuet-CCD4-3 y 

ALDH3H1-1.MM; Marcador de peso molecular 1Kb plus; Carril 2-3; Producto de digestión con 

SpeI y KpnI; Carril 4; Plásmido no digerido 

 

 
FIGURA 3.5 Digestión de clonas obtenidas del producto de ligación de pETDuet-CCD4-3 y 

ALDH3H1-1.MM; Marcador de peso molecular 1Kb plus; Carril 2-3; Producto de digestión con 

SpeI y KpnI; Carril 4; Plásmido no digerido 
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3.3 Secuenciación de constructos pETDuet+CCD4-3 y pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1 

Para verificar la identidad e integridad de las secuencias de BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 

clonadas en el vector pETDuet-1, se secuenciaron empleando los cebadores descritos en el 

apartado 2.3 de metodología. Los resultados obtenidos de la secuenciación fueron analizados 

por alineamientos con la herramienta multalin (MultAlin result page (inra.fr). Los resultados 

indicaron que, la comparación nucleotídica de los ORFs tuvo 100% y 99.61 de identidad, 

comparada con las secuencias de BoCCD4-3 y ALDH3H1-1, respectivamente. No obstante, se 

observó un cambio de un nucleótido en la posición 1451 de la secuencia blanco de ALDH3H1-1. 

Esta mutación hace referencia a un cambio de aminoácido de arginina por prolina (Figura 3.6). 

Al tener esta mutación, es probable tener un cambio significativo en las propiedades enzimáticas. 

 

De manera similar, se observaron cambios de nucleótidos en las posiciones 1546 y 1548 en la 

secuencia blanco comparada con la secuencia de BoCCD4-3.  La sustitución del nucleótido en 

la secuencia (CCC por GCG) resultó en una sustitución de prolina por alanina (Figura 3.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-bin/multalin.pl
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Figura 3.6 Alineamiento de la secuencia de ALDH3H1-1 obtenida de la secuenciación (Query) y 

secuencia de ORF ALDH3H1-1 con codón optimizado. Los nucleótidos resaltados en rojo; indican 

nucleótidos idénticos; negro; regiones no conservadas que presentaron cambios; azul; nucleótidos 

medianamente conservados. 
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Figura 3.7 Alineamiento de la secuencia de BoCCD4-3 obtenida de la secuenciación 

(Query) y secuencia de BoCCD4-3 con codón optimizado.  
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3.4 Propiedades fisicoquímicas de proteínas BoCCD4-3 y ALDH3H1-1  
 
La predicción de las propiedades fisicoquímicas de las secuencias aminoacídicas, se obtuvieron 

a través de la herramienta ExPASY ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Los datos 

obtenidos por el servidor ProtParam muestran que, la proteína codificada por el ORF de 

BoCCD4-3 está compuesta por 515 aminoácidos, de peso molecular teórico 57.74 kDa, mientras 

que para la proteína codificada por el ORF BoALDH3H1-1 muestra un peso molecular de 50.64 

kDa compuesta por 480 aminoácidos. Las características fisicoquímicas y la composición de 

aminoácidos de ambas proteínas, se resumen en la Tabla 3.1.

https://web.expasy.org/protparam/
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Tabla 3.1 Características fisicoquímicas y composición de aminoácidos. 

 

 

 BoCCD4-3 BoALDH3H1-1 

Número de aminoácidos  515 480 

pI (punto isoeléctrico) 6.47 9.01 

GRAVY (hidropaticidad) -0.184 -0.008 

Índice de inestabilidad  41.18 32.88 

Índice alifático  82.89 101.94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composición de aminoácidos 

Ala (A)   34   6.6% 

Arg (R)  30   5.8% 

Asn (N)  27   5.2% 

Asp (D)  28   5.4% 

Cys (C)  4   0.8% 

Gln (Q)  10   1.9% 

Glu (E)  33   6.4% 

Gly (G)  42   8.2% 

His (H)  11   2.1% 

Ile (I)     29   5.6% 

Leu (L)  42   8.2% 

Lys (K)  28   5.4% 

Met (M)  15   2.9% 

Phe (F)  36   7.0% 

Pro (P)  28   5.4% 

Ser (S)  33   6.4% 

Thr (T)  23   4.5% 

Trp (W)   4   0.8% 

Tyr (Y)  18   3.5% 

Val (V)  40   7.8% 

Pyl (O)   0   0.0% 

Sec (U)  0   0.0% 

Ala (A)  39   8.1% 

Arg (R)  18   3.8% 

Asn (N)  17   3.5% 

Asp (D)  26   5.4% 

Cys (C)   5   1.0% 

Gln (Q)  11   2.3% 

Glu (E)  26   5.4% 

Gly (G)  32   6.7% 

His (H)  11   2.3% 

Ile (I)     30   6.2% 

Leu (L)  52  10.8% 

Lys (K)  42   8.8% 

Met (M)   8   1.7% 

Phe (F)  18   3.8% 

Pro (P)  24   5.0% 

Ser (S)  40   8.3% 

Thr (T)  23   4.8% 

Trp (W)   6   1.2% 

Tyr (Y)    7   1.5% 

Val (V)  45   9.4% 

Pyl (O)   0   0.0% 

Sec (U)   0   0.0% 
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3.5 Expresión de las proteínas CCD4-3 y ALDH3H1-1 recombinantes 

Con el objetivo de evaluar la expresión de las proteínas de BoCCD4-3 y ALDH3H1-1 con 

secuencias optimizadas, se transformaron células químicamente competentes de la cepa E. coli 

BL21 (DE3). La expresión de ambas proteínas fue inducida con IPTG a una concentración de 

0.5 mM por 24 h, tal como se describió en el apartado de metodología (2.7).  

 

Las fracciones celulares solubles e insolubles fueron recuperadas por centrifugación y separadas 

por SDS-PAGE al 10% teñido con azul de Coomassie. En el panel A de la Figura 3.8 se muestra 

el perfil proteico de BoCCD4-3 , en los carriles 2 al 5 se muestran a las fracciones solubles e 

insolubles de las proteínas que corresponden a control no inducido, mientras que los carriles  6 

al 10 corresponden a las fracciones solubles e insolubles de lisados tratados con IPTG, se 

observa que la proteína BoCCD4-3 expresada en el vector pETDuet-1, es expresada 

preferentemente en la fracción insoluble mostrando una banda que corresponde la masa teórica 

esperada de 57.74 kDa.  

 

Por otro lado, se obtuvieron resultados similares en la expresión de la proteína ALDH3H1-1 

indicando que se observa mayor expresión después de 4 h de inducción en la fracción insoluble, 

mientras que en cantidad mínima en la fracción soluble. En el panel B de la Figura 3.8, se muestra 

el perfil proteico de ALDH3H1-1 mostrando una banda correspondiente a su masa teórica de 

50.64 kDa. 
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Figura 3.8 Análisis de expresión de proteínas de CCD4-3 y ALDH3H1-1 recombinantes por SDS 

PAGE 10%. A) CCD4-3. Carril 1 MW. Carriles 2-3; E. coli BL21 (DE3) transformada con vacío 

pETDuet-1. Carriles 4-5; pETDuet+CCD4-3 No inducido; Carriles 6-7; 2 h después de la 

inducción con IPTG (0,5 mM). Carriles 8-9; 4h después de la inducción; carril 10; 24 h después 

de la inducción. B) ALDH3H1-1. Carril 1 MW. Carriles 2-3; E. coli BL21 (DE3) transformada con 

pETDuet-1 vacío. Carriles 4-5; pETDuet+ALDH3H1-1 No inducido. Carriles 6-7; 4 h después 

de la inducción con IPTG (0,5 mM). Carriles 8-9; 24 h después de la inducción (FS) fracción 

soluble (FI) fracción insoluble. 

 

 

 

 
FIGURA 3.8 Análisis de expresión de proteínas de CCD4-3 y ALDH3H1-1 recombinantes por 

SDS PAGE 10%. A) CCD4-3. Carril 1 MW. Carriles 2-3; E. coli BL21 (DE3) transformada con 
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3.6 Caracterización funcional de la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH3H1-1)  

Para determinar la función de la ALDH3H1-1, se llevó a cabo la co-expresión de pETDuet+CCD4-

3+ALD3H1-1 en células de E. coli que acumulan licopeno. La expresión en esta cepa permite 

evaluar la actividad de las enzimas y así generar un cambio de coloración rojo del licopeno en 

bacterias (Figura 3.9). Brevemente, se construyeron cepas de E. coli transformadas con el 

plásmido pACCRT-EIB (Control positivo); cepas productoras de licopeno BL21-EIB co-

transformadas con el vector pETDuet-1 (Control negativo); cepas BL21-EIB co-transformadas   

con el plásmido pETDuet+CCD4-3 y pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1. En la Figura 3.9 se puede 

observar el cambio de coloración de las pastillas bacterianas entre los controles y las que 

expresaban CCD4- 3 y ALDH3H1-1, lo cual podría estar indicando que ambas enzimas 

metabolizan el licopeno en bixina aldehído y la bixina aldehído en norbixina. 

             A                             B                               C                              D 
 

Figura 3.9 Cepas de E. coli productoras de licopeno co-trasnformadas con A) pACCRT-EIB B) 

pETDuet-1 C) pETDuet+CCD4-3 D) pETDuet+CCD4-3+ALDH3H1-1. 
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3.7 Identificación de norbixina por UHPLC-ESI- QTOF-MS 

Los compuestos derivados por la actividad de las enzimas BoCCD4-3 y ALDH3H1-1 en las cepas 

que pueden acumular licopeno, se determinaron mediante UHPLC-ESI- QTOF-M. Los valores 

correspondientes a su masa monoisotópica se obtuvieron mediante el sofware MassLynx (Water, 

Milford MA). En la Figura 3.10 se muestra el espectro de masas de licopeno obtenidos en modo 

positivo (ESI +).  Los resultados indicaron que, en la muestra de células de E. coli transformadas 

con el plásmido pACCRT-EIB (Figura 3.10 B), mostraron espectros de masas similares al 

estándar comercial donde se identificó al ion molecular de m/ z 536.4 de licopeno (Figura 3.10 

A), a un tiempo de retención (Rt) de 3.376 min. Estos resultados concuerdan con los datos de la 

masa monisotópica del licopeno.  

 

Posteriormente, la coexpresión de pETDuet-BoCCD4-3 en la cepa de E. coli productora de 

licopeno indicó que se produjo la escisión en los sitios 5,6 y (5′,6′) del licopeno. En este caso, se 

identificó al ion molecular con valor m/z 380.34 a un tiempo de retención 1.898 min (Figura 3.11). 

De acuerdo con los iones reportados en el estudio de Us-camas y colaboradores 2022, la 

identificación de un pico correspondiente a la masa de norbixina in vivo, sugiere la posible 

participación de una enzima ALDH endógena de E. coli para oxidación de la norbixina. 

 

Finalmente, para la caracterización de la especificidad de sustrato del aldehído deshidrogenasa, 

se introdujo el vector de expresión pETDuet+CCD4-3+ALD3H1-1 en la cepa de E. coli 

modificada. Se mostró una señal de un pico prominente, con la misma masa previamente 

identificada con valor de m/z 380.34 en el rango de 100-400 m/z (Figura 3.12). Además, se 

identificaron los iones 235.13, 284.25, 318.31, según lo reportado en el MS de BoCCD1-4 por 

Us-camas. 

 
 
 

.
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        C)  

    B)  

    A)   

Figura 3.10   Espectros de masas obtenidos (280-600 m/z) de A) licopeno comercial B) licopeno obtenido por celulas 

transformadas con el plásmido pACCRT-EIB (control positivo) C) cepa transformada con el vector pETDuet vacío se empleó como 

control negativo. 



CAPÍTULO III 

42 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

380.3474 

pETDuet+CCD4-3  

Figura 3.11 Espectro de masas derivados de la actividad enzimatica BoCCD4-3 en E.coli que acumulan 

licopeno . Los triángulos resaltan los iones reportados por Us-camas y colaboradores (2022). 
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380.3474 

pETDuet+CCD4-3+ALD3H1-1  

Figura 3.12 Espectro de masas derivados de la actividad enzimatica de BoCCD4-3 y ALDH3H1-1  en 

E.coli que acumulan licopeno. Los triángulos resaltan los iones reportados por Us-camas y colaboradores 

(2022) para identificar norbixina (380 m/z). 
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CAPÍTULO IV 
DISCUSIÓN GENERAL 

 

Los resultados presentados en este trabajo de investigación sugieren positivamente que la 

enzima BoALDA3H1 es la responsable del segundo paso de la biosíntesis de bixina pues ésta 

es capaz de convertir bixina aldehído en norbixina. 

 

La actividad funcional de BoALDH3H1-1 evaluada en células de E. coli (BL21 DE3) 

transformadas con el plásmido pACCRT-EIB para producir licopeno, reveló cambios de 

coloración en los extractos bacterianos, atribuidos a la actividad enzimática de BoCCD4-3 y 

BoALDH3H1-1 (Figura 3.9). Curiosamente, la actividad enzimática de BoCCD4-3 optimizada en 

comparación con la BoCCD4-3 reportada Us-camas y colaboradores (2022) produjo cambios de 

color a menor intensidad, en comparación con las células control (células transformadas con el 

vector pETDuet vacío). Este comportamiento, se ha reportado en la actividad funcional de 

BoCCD1-4 por producir cambios de color a menor intensidad que indican la producción de 

norbixina por aldehídos deshidrogenasas endógenas no específicas de E. coli (Us-Camas et al. 

2022). En nuestros resultados, esta observación podría explicarse por la modificación del péptido 

señal de cloroplasto en la región N-terminal característico de las CCD4. Este péptido, que suele 

dirigir proteínas al cloroplasto en plantas, se ha eliminado en la optimización de codones de 

BoCCD4-3, permitiendo que la enzima muestre una actividad de escisión in vivo similar a las 

CCD1 que carecen del péptido señal. Las enzimas de la familia CCD1 no presentan péptidos 

señal en su extremo N-terminal, por lo cual, no requieren una dirección precisa para su 

localización y pueden escindir varios carotenoides en diferentes posiciones en el citoplasma de 

la célula (Auldridge et al., 2006; Rubio et al., 2008). 

 

En este estudio se insertó el gen BoALDH3H1-1 especifico de Bixa orellana en el vector de 

expresión (pETDuet+CCD4-3) y se observó un cambio de coloración rosa a amarillo (Figura 3.9). 

Estos cambios de color en las cepas recombinantes que mostraron tonalidad amarilla pueden 

explicar que la optimización de codones en la secuencia codificante de BoALDH3H1-1, mejora 

la eficiencia en la expresión del gen (BoALDH3H1-1) en E. coli. Por lo tanto, la modificación de 

la secuencia que codifica a la enzima, dio lugar a la mejora de la actividad enzimática. Esta 

actividad enzimática es relevante en el proceso de convertir eficientemente la bixina aldehído en 

norbixina. La norbixina se ha reportado previamente por presentar un color amarillo (Reith y 

Gielen, 1971; Satheesahbabu y Haque, 2014).  
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La identificación de norbixina mediante cromatografía liquida de ultra alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas puede confirmar la actividad de las enzimas y la producción de los 

compuestos deseados, por lo que, la detección de una señal prominente con la masa m/z 380.34 

en los experimentos in vivo que involucra tanto a la BoCCD4-3 como BoALDH3H1-1 refuerza 

aún más la hipótesis de que la oxidación de la bixina aldehído a norbixina está mediada por 

enzimas  ALDH endógenas de  E. coli  y ALDH específicas de Bixa orellana (Figura 3.11 y 3.12). 

Estos resultados son prometedores, sin embargo, es necesario la fragmentación del ion 

propuesto por MS/MS para corroborar los patrones de fragmentación de norbixina previamente 

reportados por Us-Camas y colaboradores (2022). 

 

El análisis del transcriptoma de Bixa orellana ha proporcionado información sobre las ALDH y su 

posible participación en la oxidación de la bixina aldehído en norbixina. Entre las enzimas 

identificadas se destaca la BoALDH3H1-1 como la principal responsable en catalizar la oxidación 

de la bixina aldehído a norbixina. Informes recientes reportan que el gen que codifica a esta 

enzima muestra altos niveles de expresión génica en tejidos de semilla inmadura de accesiones 

de Bixa orellana, caracterizadas por presentar alto contenido de bixina (Cárdenas-Conejo et al., 

2015; Sierra-Ulín, 2021). Estos fundamentos son consistentes con investigaciones similares en 

la dilucidación de la ruta heteróloga de crocetin en Crocus sativus, donde se demostró que, la 

enzima CsALDH3I1 es capaz de convertir la crocetina dialdehído en crocina, siendo la enzima 

con mayor expresión en el tejido (estigma) donde se acumulan las crocinas, safranal y pirocrocina 

(Demurtas et al., 2018). Los resultados de este trabajo validan las conclusiones del trabajo de 

Cárdenas-Conejo y colaboradores (2015) las cuales fueron obtenidas utilizando enfoques 

bioinformáticos y, por lo tanto, proporcionan evidencia experimental de la función de la enzima 

BoALDH3H1-1 en la oxidación de bixina aldehído a norbixina. 

 

Por otra parte, los resultados obtenidos mediante la sobreexpresión de las proteínas 

recombinantes BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 en el sistema heterólogo E. coli mostraron que la 

optimización de los codones en las secuencias de estas proteínas resultó en una mayor 

expresión. La intensidad de la banda correspondiente a sus masas teórica en comparación con 

los controles no inducidos (Figura 3.8) sugiere que la optimización de codones mejora la 

expresión de estas proteínas atribuidos a una mayor eficiencia de traducción. Si bien, estos 

hallazgos son consistentes con otros estudios que también han demostrado que el uso de 

codones óptimos está relacionado con una mayor expresión proteica (Qi et al., 2021). 
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En el caso de la proteína BoALDH3H1-1, se observó una mayor intensidad de banda 

correspondiente a su masa teórica comparada con las células control (vector pETDuet-1 vacío) 

no inducidas. Este incremento fue observado en diferentes tiempos de inducción. Sin embargo, 

se encontró que la máxima expresión se encontraba en la fracción insoluble, lo cual sugiere que 

esta proteína tiene una tendencia a formar agregados insolubles en E. coli (Figura 3.8 B). Esta 

formación de agregados insolubles es común en la expresión de proteínas recombinantes y 

puede estar asociada con factores como la estructura compleja de la proteína, características 

fisicoquímicas, y condiciones de cultivo adecuadas para la bacteria hospedera. Es importante 

destacar que la formación de agregados insolubles es un desafío común en la expresión de 

proteínas recombinantes de la familia ALDH. Sin embargo, no necesariamente implica la pérdida 

total de la función de la proteína (Kirch y Röhrig 2010; Zhao et al., 2021). Este fenómeno también 

se ha observado en la producción de cantidades sustanciales de la proteína ALDH3A1 

(Voulgaridou et al., 2013). 

 

Además, se encontró que la proteína BoALDH3H1-1 es estable, con valores de inestabilidad por 

debajo de 40, lo que sugiere que mantiene su estructura y función en condiciones normales. 

Asimismo, el valor negativo de GRAVY indica que la proteína es hidrofílica y soluble en agua, lo 

cual concuerda con lo reportado de otras ALDH3 de Brassica rapa (Gautam et al., 2019). 
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CAPÍTULO V 
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

5.1 CONCLUSIONES GENERALES 

 
Este estudio proporciona un gran avance en la comprensión de la biosíntesis de bixina, a través 

de la clonación y coexpresión de los genes BoCCD4-3 y BoALDH3H1-1 en una cepa de E. coli 

productora de licopeno. De acuerdo con los resultados obtenidos, la enzima BoALDH3H1-1 juega 

un papel importante en el segundo paso de la ruta biosintética, que convierte bixina aldehído en 

norbixina. 

 

 

 

 

 
 
 
5.2 PERSPECTIVAS 

 
1. Una vez confirmada la presencia de la norbixina por la actividad de la BoALDH3H1-1, los 

estudios a futuro se enfocarán en estudiar la función de SABATH4, la tercera enzima 

potencialmente involucrada en el tercer paso de biosíntesis de bixina.  

 

2. Probar la actividad de ALDH3H1-1 con otras enzimas caroteno dioxigenasas (CCD1, 

CCD4) que producen bixina aldehído. 

 
 

3. Caracterizar bioquímicamente la actividad enzimática de BoALDH3H1-1.  

 

4. Introducir los tres genes BoCCD4-3, BoALDH3H1-1 y SABATH4 y expresarlas en E. coli. 
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