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RESUMEN 

Achiote (Bixa orellana L.) es una planta leñosa que produce un pigmento llamado bixina, 

que se acumula principalmente en las semillas. La bixina es importante en la industria 

alimenticia, cosmética y farmacéutica, sin embargo, aún no se cuenta con variedades 

agronómicas registradas de achiote para establecer siembras homogéneas que aseguren 

una producción de semillas y contenido de pigmento predecible. El objetivo de este estudio 

fue identificar SNP en transcriptomas de tres variantes de achiote para utilizarlos como 

marcadores moleculares asociados al contenido de bixina, color de la flor y dehiscencia del 

fruto. Se buscaron SNPs en transcriptomas de tres accesiones morfológicamente 

contrastantes de achiote (N4, N5 y P12). Se identificaron 17,587 SNPs mediante el 

programa GATK. La tasa de variantes se obtuvo con ayuda del programa snpEff teniendo 

1 variante cada 14,844 bases, una relación Ts/Tv=1.1497 y se confirmó que la accesión N4 

es heterocigota. Se hizo una selección aleatoria de seis SNPs para el diseño de cebadores 

para estandarizar la técnica tetra-primer ARMS-PCR con las accesiones N4, N5 y P12 de 

achiote, conforme a esta prueba, el SNP IX (ID 9086) se relaciona al contenido de bixina y 

los SNPs I (ID 4591), II (ID 7327), IV (ID 5465) y XV (ID 2875) se relacionan al color de la 

flor y dehiscencia del fruto. Estos SNPs pueden ser validados para posteriormente usarse 

como marcadores moleculares para aplicar la Selección Asistida por Marcadores (MAS) en 

rasgos morfológicos de interés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Achiote (Bixa orellana L.) is a woody plant that produces a pigment called bixin, which 

accumulates mainly in the seeds. Bixin is important in the food, cosmetic, and 

pharmaceutical industries; however, no registered varieties of achiote exist to establish 

homogeneous plantings to ensure predictable seed production and pigment content. This 

study mainly aimed to identify SNPs in transcriptomes of three achiote variants for molecular 

markers and relate them to bixin content, flower color, and fruit dehiscence. SNPs were 

searched for in transcriptomes of three morphologically contrasting accessions of achiote 

(N4, N5, and P12). A total of 17,587 SNPs were identified using the GATK program. The 

variant rate was obtained with the help of the snpEff program, having 1 variant every 14,844 

bases, a ratio Ts/Tv=1.1497, and it was confirmed that the N4 accession is heterozygous. 

A random selection of six SNPs was made, and primers were designed to standardize the 

tetra-primer ARMS-PCR technique with the N4, N5 and P12 accessions of achiote, 

according to the results, SNP IX (ID 9086) is related to bixin content and SNPs I (ID 4591), 

II (ID 7327), IV (ID 5465) and XV (ID 2875) are related to flower color and fruit dehiscence. 

These SNPs can be validated for later use as molecular markers to apply Marker Assisted 

Selection (MAS) on morphological traits of interest. 
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INTRODUCCIÓN 

El resurgimiento del uso de colorantes naturales hacen del achiote (Bixa orellana), arbusto 

tropical perenne, una de las fuentes vegetales más interesantes de colorantes naturales 

(Raddatz-Mota, 2017). B. orellana acumula en sus semillas un alto contenido del pigmento 

apocarotenoide llamado bixina, un pigmento rojo liposoluble (6'-metil-hidrogeno-9'-cis-6,6' 

diapocaroteno 6, 6'dioato) que representa aproximadamente el 80% del contenido total de 

carotenoides presentes en el colorante, además, es el único carotenoide que presenta una 

configuración 9-cis (Smith, 2006; Raddatz-Mota, 2017; Trujillo-Hernández, 2013). La bixina 

es utilizada por sus cualidades pigmentantes desde la época precolombina hasta la fecha 

(Rivera-Madrid, 2021), su importancia económica radica en el uso de bixina como colorante 

en la industria de los alimentos, cosméticos y farmacia (Pinzón et al., 2009; SNICS, 2017).  

En vista de su importancia agroindustrial, el grupo de investigación de la Dra. Renata Rivera 

Madrid, ha invertido esfuerzos en conocer a fondo las enzimas involucradas en la 

biosíntesis de bixina, los genes que codifican dichas enzimas y la identificación de 

marcadores moleculares efectivos para la selección de plántulas con características 

morfológicas de interés agronómico. Anteriormente, se generaron SNPs (Polimorfismos de 

un Solo Nucleótido)  a partir de la variación alélica de genes LCY1 y 2, los cuales participan 

en la biosíntesis de carotenoides. Estos SNPs separaron en tres grupos de la población 

analizada por el color de la flor, morfología del fruto y su contenido de bixina (Martín-

Rodríguez, 2010; Trujillo-Hernández, 2013; Escobar-Turriza, 2017). Ahora, con la obtención 

del transcriptoma de B. orellana, la búsqueda de marcadores moleculares puede ser aún 

más amplia y profunda con el objetivo de generar nuevos marcadores moleculares que se 

relacionen con las características morfológicas de la planta, tales como: el contenido de 

bixina, número de semillas por capsula, color de la flor, dehiscencia de la cápsula del fruto 

y color del fruto; este último ha sido correlacionado con la suceptibilidad a plagas y 

enfermedades (Arce Portuguez, 1984; Duque-Y et al., 2022). Puesto que el valor de B. 

orellana depende de la producción de bixina, es esta la característica que se busca enfatizar 

al correlacionar los SNPs que se puedan distinguir, sin embargo, los datos que se obtengan 

podrían ser útiles para enfoques biotecnológicos en la predicción de características 

deseables, la multiplicación de líneas puras genéticamente y mejoramiento genético. 

Por tanto, en este estudio se pretende buscar SNPs en transcriptomas de semilla y hoja 

pertenecientes a tres variantes de B. orellana (N4, N5 y P12) para el establecimiento de la 
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técnica Tetra Primer ARMS-PCR y asociarlos al contenido de bixina, color de la flor y 

dehiscencia del fruto. 
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES  

1.1. Generalidades de Bixa orellana 

1.1.1 Descripción botánica  

Bixa orellana L., también conocido como achiote, deriva del vocablo náhuatl 'achiotl', que 

significa semilla brillante, y el nombre científico de su especie se le dio en honor a su 

descubridor, Francisco Orellana (Morton, 1960; Raddatz-Mota et al., 2017). Es una planta, 

tintórea neotropical de interés económico por poseer numerosas propiedades medicinales, 

nutricionales y económicas. Taxonómicamente, B. orellana pertenece a la clase 

Magnoliopsida, subclase Dilleniidae, orden Malvales, familia Bixaceae y género: Bixa; el 

género Bixa contiene cinco especies aceptadas, de las cuales la más popular y explotada 

comercialmente es Bixa orellana L. (Teixeira da Silva et al., 2019; López-Medina et al., 

2018).  

B. orellana es un arbusto perenne originario de América Central y del Sur tropical, y 

cultivado por sus semillas en otros países tropicales alrededor del mundo (Figura 1.1) 

(Teixeira da Silva et al., 2019). Mide de 2 a 5 m (hasta 10 m) de altura, con un diámetro a 

la altura del pecho de 20 a 30 cm. Copa redondeada y densa. Hojas simples, alternas, 

grandes y lustrosas, ovadas, de punta larga en el ápice, en pecíolos delgados y largos. 

Flores grandes, vistosas, dispuestas en corimbos terminales, llevando los pedúnculos de 2 

a 4 flores de color rosado o blanco, rojizo o blanco, de 4 a 5.5 cm de diámetro con 5 pétalos, 

anchos y redondeados. El fruto es una cápsula ovoide a ovoide globosa, pardo-rojiza, de 3 

a 5 cm de largo por 3 a 4.5 cm de diámetro, dehiscente por 2 valvas, erizado de pequeños 

aguijones delgados y blandos hasta de 6 mm; conteniendo aproximadamente de 30 a 45 

semillas rojas casi triangulares algo comprimidas y pequeñas, de 5 a 5.5 mm de largo por 

4 a 5 mm de ancho, con una testa pulposa de color rojo y un albumen carnoso (Figura 1.2) 

(Orwa et al., 2009; Sierra-Úlín, 2021; Raddatz-Mota et al., 2017). 
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Figura 1.1 Distribución de B. orellana (Imagen tomada de P@ntNet).  

 

 

 

Figura 1.2 Morfología de achiote (Bixa orellana L.). a) Planta de B. orellana. b) Flores de diferentes 

variantes de B. orellana, presentando los fenotipos de flor rosa y flor blanca. c) Fruto inmaduro de B. 

orellana (Sierra-Ulín, 2021). 

En el grupo de investigación de la Dra. Renata Rivera Madrid se han caracterizado tres 

accesiones de B. orellana que se muestrearon en tres localidades distintas, cada una de 

ellas con características fenotípicas diferentes: grupo 1 con fruto verde y flores blancas; 
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grupo 2 con fruto verde con espinas rojas y flores rosadas; grupo 3 con frutos rojos con 

flores moradas (Figura 1.3) (Trujillo-Hernández et al., 2016). 

 

 

Figura 1.3 Fenotipos de B. orellana representativos (Cárdenas-Conejo et al., 2023). 
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1.1.2 Importancia socioeconómica  

B. orellana se considera un árbol multipropósito, pues, aunque comúnmente el colorante 

que producen las semillas de esta planta ha sido utilizado a nivel mundial en productos 

alimenticios, su uso se ha extendido a muchos segmentos de la producción industrial. Por 

lo tanto, ahora se aplica sobre la piel, en forma de maquillaje y protector solar, y hay 

investigaciones que demuestran que su uso trae beneficios para la salud (Orwa et al., 2009; 

Vilar et al., 2014). La producción mundial anual de semillas de achiote es de 

aproximadamente 14,500 toneladas (peso seco). Dos tercios de la producción se 

comercializan como semillas secas y el resto como colorante. América Latina produce el 

60% de la producción mundial total, seguida de África (27%) y Asia (12%). Los principales 

productores en América Latina son Perú, Brasil y México (Raddatz-Mota et al., 2017; 

Escobar-Turriza, 2017).  

Su importancia económica radica en la presencia del apocarotenoide bixina, el cual 

representa el 80% del total de los colorantes contenidos en el arilo de la semilla, 

acompañado de otros compuestos como el norbixin, isobixin y β-caroteno, además, se ha 

demostrado el aislamiento de numerosos fitoquímicos presentes en B. orellana como 

esteroles, compuestos alifáticos, monoterpenos y sesquiterpenos, flavonoides, polifenoles 

y taninos, quinonas, terpenoides, alcaloides y triterpenoides (Vilar et al., 2014; López-

Medina et al., 2018; Coehlo et al., 2022). En la medicina tradicional tiene numerosas 

aplicaciones y propiedades farmacológicas como propiedades antibacterianas, 

antifúngicas, antioxidantes, antiinflamatorias, hemostáticas, de aumento de la motilidad 

gastrointestinal, anticonvulsivas, analgésicas, antidiarreicas y diuréticas debido a los 

fitoquímicos presentes que se mencionaron anteriormente (Coehlo et al., 2022) 

En la industria alimenticia se utiliza para colorear mantequilla, margarina, mayonesa, 

salsas, mostaza, chorizo, sopa, jugo, helado, productos de panadería, macarrones y queso. 

También es ampliamente utilizado en la industria de la impresión y la fabricación de tintes 

(Vilar et al., 2014) 

1.2. Carotenoides 

Los carotenoides son pigmentos naturales responsables de los colores que van del amarillo 

al naranja y al rojo, son sintetizadas por plantas fotosintéticas, algas, bacterias y hongos, 

pero no por animales (Misawa, 2010; Ellison, 2016). Son un componente esencial de todos 

los organismos fotosintéticos debido a sus eminentes propiedades, ya que son utilizados 
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como componentes esenciales del complejo de captación de luz en la fotosíntesis y como 

precursores de la hormona ABA en las plantas superiores (Lohr, 2009; Misawa, 2010). Los 

carotenoides dan como resultado órganos de plantas brillantemente pigmentados que 

atraen pájaros e insectos, lo que ayuda en la dispersión del polen y las semillas y, por lo 

tanto, ayuda en la polinización y reproducción de las plantas. Por otro lado, dado que los 

animales no pueden biosintetizar los carotenoides, deben ingerir los pigmentos a su dieta y 

metabolizarlos para utilizarlos como elementos nutricionales esenciales, por ejemplo, como 

precursores de la vitamina A, además, se ha demostrado que tienen un papel importante 

en el mantenimiento de la salud ocular, la función inmunológica y la prevención de 

enfermedades (Misawa, 2010; Ellison, 2016). 

Estos pigmentos pertenecen a los isoprenoides y su estructura básica es C40. Hasta ahora 

se han identificado más de 700 carotenoides naturales y se pueden distinguir dos tipos de 

carotenoides: los carotenos (hidrocarburos puros) y las xantofilas (carotenos hidroxilados) 

(Lohr, 2009; Walter y Strack, 2011). Es debido a la composición de dobles enlaces alternos 

lo que les permite absorber la luz en el rango visual del espectro (Ellison, 2016). 

1.2.1 Biosíntesis de carotenoides en plantas superiores 

1.2.1.1 Vías precursoras 

En las plantas superiores, los carotenoides se sintetizan y localizan en los plástidios (Figura 

1.4); éstos están formados por unidades de isopreno (compuestos de cinco carbonos, IPP) 

y su biosíntesis se realiza a través de la ruta de los isoprenoides (Raddatz-Mota et al., 

2017). Anteriormente se creía que la ruta de MVA era la única forma de sintetizar IPP, se 

asumió que IPP se sintetiza a partir de acetil-CoA a través del ácido mevalónico, sin 

embargo, los datos experimentales indicaban constantemente que la ruta de MVA no es 

exclusiva en la formación de isoprenoides derivados de plástidos. Así la ruta independiente 

del MVA, conocida como ruta MEP, es una ruta alterna para la formación de IPP y DMAPP 

y carotenoides (Fraser y Bramley, 2004). 

La ruta MEP comprende un total de siete pasos biosintéticos que implican desde la 

condensación de piruvato con el grupo de aldehído G3P para producir DXP catalizada por 

la DXPS hasta la conversión de HMBPP en una mezcla 5:1 de IPP y DMAPP con ayuda de 

la enzima IDS (Figura 1.5) (Fraser y Bramley, 2004; Walter y Strack, 2011). 
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Figura 1.4 Ruta de biosíntesis de carotenoides. GGDP, difosfato de geranilgeranilo; PSY, fitoeno 

sintasa; PDS, fitoeno desaturasa; ZDS, zcaroteno desaturasa; CRITSO, carotenoide isomerasa; 

LCY-b, licopeno β-ciclasa; LCY-e, licopeno ε-ciclasa; CHY1 y CHY2, b-caroteno hidroxilasas no 

hemo; CYP97A y CYP97C, citocromo P450 caroteno hidroxilasas que contienen hemo; ZEP, 

Zeaxantina epoxidasa; VDE, violaxantina de-epoxidasa; NXS, neoxantina sintasa; CrtB, CrtI, CrtY y 

CrtZ son enzimas multifuncionales en bacterias que catalizan los pasos cubiertos por las flechas 

discontinuas respectivamente; Todas las enzimas en mayúsculas y cursivas son funcionales en 

planta; *carotenoides con actividad provitamina A (Ayobamidele, 2018). 
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Figura 1.5 Formación de difosfato de isopentenilo por la ruta MEP. TPP, pirofosfato de tiamina; DXP, 

5-fosfato de 1-desoxi-d-xilulosa; MEP, 2-C-metil-d-eritritol 4-fosfato; CDP-ME, 4-(citidina 50-difosfo)-

2-C-metil-d-eritritol; CDP-MEP, 2-fosfo-4-(citidina 50-difosfo)-2-C-metil-d-eritritol; MEP-cPP, 2-C-

metil-d-eritritol-2,4-ciclodifosfato; HMBPP, 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-fosfato; IPP, difosfato de 

isopentenilo; DMAPP, difosfato de dimetilalilo; DXPS, 1-desoxi-d-xilulosa 5-fosfato sintasa; DXR, 1-

desoxi-d-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa; MCT, 2-C-metil-d-eritritol 4-fosfato citidil transferasa; 

CMK, 4-(citidina 50-difosfo)-2-Cmetil-d-eritritol quinasa; MCS, 2-C-metil-d-eritritol 2,4-ciclodifosfato 

sintasa; HDS, 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-fosfato sintasa e IPPi, isopentenil difosfato isomerasa 

(Fraser y Bramley, 2004). 

 

1.2.1.2 Biosíntesis de carotenoides  

La gran mayoría de los carotenoides tienen un esqueleto compuesto por 40 átomos de 

carbono (C40), que pueden clasificarse como tetraterpenos, y se originan a partir del fitoeno, 

el primer hidrocarburo-carotenoide biosintético que no presenta color. El fitoeno se sintetiza 

a través de la condensación de dos moléculas de GGDP para producir cis-fitoeno (C40) con 

la eliminación de dos grupos difosfato catalizada por una PSY (Raddatz-Mota et al., 2017; 

Misawa, 2010). Posteriormente, el cis -fitoeno sufre cuatro reacciones de desaturación para 

la síntesis de licopeno (Fraser y Bramley, 2004). El licopeno es la molécula de carotenoide 
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más simple (molécula lineal formada por 40 átomos de carbono) y es el sustrato para 

generar la mayoría de los carotenoides cíclicos a través de la ciclación, la hidroxilación o la 

oxidación, o la combinación de estos tres tipos de reacción. Estas reacciones tienen lugar 

en uno de los extremos de la cadena de licopeno; De esta forma, la vía biosintética se 

ramifica para formar los distintos carotenoides (Figura 1.4 y 1.6) (Raddatz-Mota et al., 2017). 

 

Figura 1.6 Estructuras químicas de los seis carotenoides más frecuentes en la dieta humana. 

(Ellison, 2016 

1.3. Apocarotenoides 

Los apocarotenoides se derivan de la escisión oxidativa de los carotenoides, tienen muchas 

bioactividades diferentes, algunas de las cuales son esenciales para el metabolismo de las 

plantas, otras son importantes en la ecología (Cárdenas-Conejo et al., 2015; Walter y 

Strack, 2011). Si se mantiene un número suficiente de dobles enlaces conjugados en los 

productos de escisión, pueden tener carácter de pigmento como los carotenoides, también 
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incluyen compuestos aromáticos volátiles que actúan como repelentes, quimioatrayentes, 

simuladores de crecimiento e inhibidores, así como las fitohormonas ácido abscísico y 

estrigolactonas (Walter y Strack, 2011; Beltrán y Barra, 2016). Por tanto, los carotenoides 

se pueden metabolizar en varios apocarotenoides con funciones biológicas importantes, a 

través de diferentes procesos, como la escisión enzimática de los carotenoides a través de 

CCD específicas, pues es debido a su sistema de doble enlace conjugado, rico en 

electrones, que los carotenoides son susceptibles a la oxidación, provocando la rotura de 

su columna vertebral y dando lugar a diversos productos de carbonilo (Figura 1.7) (Moreno 

et al., 2020; Cárdenas-Conejo et al., 2015). 

 

Figura 1.7 Rutas biosintéticas de los principales apocarotenoides vegetales. La vía clásica de los 

carotenoides con las respectivas enzimas y productos se muestra en un cuadrado discontinuo. LCD 

dioxigenasa de escisión de licopeno, BiADH bixina aldehído deshidrogenasa, nBMT norbixina 

metiltransferasa, D27 β-caroteno isomerasa, CCD (1), (2), (7), (8) dioxigenasa de escisión de 

carotenoides, MAX1 citocromo P450, CBHx caroteno β-hidroxilasa, ALDH aldehído deshidrogenasa, 

UGT UDPG-glucosiltransferasas, ZEP zeaxantina epoxidasa, NSY neoxantina sintasa, NCED 9-cis 

dioxigenasas de escisión de epoxicarotenoide, ABA2 xantoxina deshidrogenasa 2, AAO3 aldehído 

abscísico oxidasa 3 (Moreno-Beltran y Stange, 2016) 
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1.4. Bixina 

Entre los apocarotenoides naturales, la bixina ocupa el segundo lugar en importancia 

económica. Tiene un color rojo anaranjado y se produce principalmente en las semillas de 

B. Orellana representando más del 80% del total de carotenoides expresados (Us-Camas 

et al., 2022; Isaza et al., 2019). Bixina (metil hidrógeno 9'-cis-6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato) 

es uno de los pigmentos más antiguos utilizados por los humanos, ha sido empleado en 

diversos productos como aditivo de color soluble en la industria alimenticia, cosmética y 

farmacéutica, debido a que no altera el sabor y no se le han atribuido efectos de tipo 

genotóxicos o carcinógenos, por tanto, no es solo por la prohibición de colorantes 

sintetizados químicamente, si no, por las propiedades que bixina tiene, la demanda es cada 

vez mayor (Bouvier et al., 2003; Isaza et al., 2019; Siva et al., 2010, Agner et al., 2004). 

1.4.1 Biosíntesis de bixina 

De acuerdo con la propuesta de Cárdenas-Conejo et al. (2015), cuando los genes que 

codifican las enzimas ciclasas regulados a la baja del licopeno tienen poca o nula expresión 

hay un bloqueo metabólico que impide la síntesis de los carotenoides por debajo del 

licopeno y provoca una disminución en la concentración de carotenoides cíclicos. De ocurrir 

este bloqueo, el licopeno podría acumularse aumentando la disponibilidad de este 

compuesto para la vía de la bixina. La bixina se produce por la escisión oxidativa en los 

dobles enlaces de licopeno por la acción de las CCD, una gran familia de enzimas 

clasificadas en seis subfamilias: CCD1, CCD2, CCD4, CCD7, CCD8 y ZAS, que varían en 

su especificidad de sustrato y sitios de escisión (Us-Camas et al., 2022; Frusciante et al., 

2022).  

La biosíntesis de bixina comienza con la escisión oxidativa de licopeno en los dobles 

enlaces 5,6/5’,6’ por la enzima CCD4 BoLCD, para producir bixina aldehído, a continuación, 

los grupos aldehído son oxidados a carboxilos por la BoALDH produciendo norbixina. 

Finalmente, uno de los grupos carboxilo de la norbixina es metilado por la BoMTH para 

producir bixina (Figura 1.8), (Bouvier et al., 2003; Us-Camas et al., 2022). 

En el 2023 Cárdenas-Conejo et al. seleccionaron tres accesiones representativas de B. 

orellana, conservadas en el Centro de Investigación Científica de Yucatán (Figura 1.3), 

anteriormente caracterizadas por Trujillo- Hdz et al. (2016) en tres grupos, haplotipos A, B 

y C. En su estudio, Cárdenas-Conejo et al. (2023) evaluaron el contenido de bixina es tres 

estadios de las semillas, reportando que así como la evidente diferencia morfológica de sus 
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frutos y flores, el contenido de bixina mostró diferencias significativas, donde en el estadio 

3 (S3) la accesión N4 mostró la mayor cantidad de bixina con 154 mg/g D.W (Figura 1.9). 

 

 

  

Figura 1.8 Ruta de biosíntesis de bixina. BoCCD, dioxigenasa de escisión de caroteno; BoALDH, 

bixina aldehído deshidrogenasa; BoMET, norbixina metiltransferasa (Us-Camas et al., 2022). 
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Figura 1.9 Acumulación de bixina en los diferentes desarrollos de semillas por etapa en 
tres accesiones de B. orellana (α=0.05) (Cárdenas-Conejo et al., 2023). 

 

1.15. Morfología y genética del fruto 

Los frutos de B. orellana están formados por valvas dehiscentes o indehiscentes (Tamayo-

García et al., 2022) cuya cubierta presenta apéndices espinosos, simples y flexibles, largos 

o cortos, de acuerdo con la accesión (López et al., 2018).  

Las accesiones P12 y N4 (Figura 1.3), preservadas en el Centro de Investigación Científica 

de Yucatán A.C., presentan morfología contrastante de acuerdo a su dehiscencia, esto a 

su vez afecta en la producción de bixina, pues bixina es un pigmento sensible a los factores 

ambientales como la luz, aire y temperatura (Rivera-Madrid et al., 2016). Anteriormente se 

ha reportado que las accesiones con fruto dehiscente contienen mayor cantidad de bixina 

que las indehiscentes (Trujillo-Hdz et al., 2016) y en el año 2022 Tamayo-García et al. 

(2022) reportaron que los genes AP2, SHP, and SPT fueron expresados diferencialmente 

durante seis estadios de desarrollo de los frutos en las accesiones P12 y N4.  

No solo se ha reportado la relación de la morfología del fruto con el contenido de bixina, 

también se ha encontrado una relación con el color de la flor (Arce Portugues, 1984) 

además, se ha correlacionado el color de la cápsula con la suceptibilidad a plagas y 

enfermedades (Duque-Y et al., 2022), Arce-Portuguez (1984) menciona que los frutos de 
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coloración roja y café tienen un mayor grado de suceptibilidad a Oidium spp. , por otra parte, 

frutos de color verde y café son suceptibles al ataque de Leptoglossus zonatus.  

Finalmente, con la ayuda de herramientas biotecnológicas se podrá predecir características 

deseables como el contenido de bixina, el número de semillas por cápsula, el número de 

cápsulas por racimo, el número de racimos por árbol y/o tolerancia a mildu polvoriento 

(Oidium spp.), para la multiplicación de líneas puras genéticamente o para el mejoramiento 

genético de cultivo del achiote (Avalos, 2013; Quiñones et al., 2014) 

1.6. Marcadores moleculares 

Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfológicos y los moleculares. El uso de 

marcadores morfológicos en las plantas tiene muchas limitantes, pues su expresión puede 

estar sujeta a factores ambientales o fenológicos. Dentro de los marcadores moleculares 

existen dos técnicas que nos permiten conocer cómo se encuentran las proporciones de 

genes en las poblaciones, estos son de manera indirecta, como los análisis de proteínas, o 

de manera directa con estudios de DNA (Azofeifa-Delgado, 2006; Rentaría, 2007). Los 

marcadores moleculares son fenotípicamente neutros, presentan mayor polimorfismo que 

los morfológicos, pueden ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo de las 

plántulas, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son independientes de la 

época del año en que se realiza el análisis, permiten la identificación correcta de la variedad 

sin necesidad de muchos caracteres y están libres de los efectos epistáticos (Azofeifa-

Delgado, 2006; Rentaría, 2007).  

Los marcadores moleculares, son herramientas que permiten, a través del análisis del DNA, 

la asociación fenotipo-genotipo, establecer hipótesis de relaciones filogenéticas entre 

organismos, estimar la variación dentro de las poblaciones o probar hipótesis de 

adaptaciones ecológicas utiliza herramientas como los marcadores (Cubero, 2002; 

Rentaría, 2007). Existen diferentes tipos de métodos en el hallazgo de los marcadores 

moleculares, y algunos de ellos incluyen el RFLP, RAPD, SSR y SNP (Quintos-Cortes et 

al., 2021). 

1.16.1 Polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) 

La búsqueda de los marcadores SNP ha ido en aumento dado que los RFLP han ido 

indicando claramente la existencia de variación sutil generalizada del genoma (Brookes, 

1999). Los SNP son marcadores de un solo nucleótido en el material genético, representan 

el tipo más generalizado de variación de secuencia en los genomas de muchas especies 
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(regiones codificantes y no codificantes) (Morin et al., 2004). En muchas especies, los SNP 

ocurren cada 200 a 500 pb (Brookes, 1999; Brumfield et al., 2003). 

Han surgido recientemente como marcadores genéticos valiosos para revelar la historia 

evolutiva de las poblaciones. Gran parte del descubrimiento de SNP se ha realizado in silico, 

lo que significa que la información genómica de múltiples individuos en las bases de datos 

públicas se analiza para la identificación de polimorfismos putativos. Por otro lado, se han 

usado métodos de detección alternativos para la detección de SNP, como el SSCP, (Single 

Strand Conformation Polymorphism), que permite la detección rápida y económica de más 

muestras, pero con poca sensibilidad, de modo que algunos SNP se pueden perder 

(Brumfield et al., 2003; Morin et al., 2004). 

1.6.2 Antecedentes del uso de marcadores moleculares 

En 2021, Bohry et al. hicieron un estudio donde identificaron las variantes de DNA en todo 

el genoma de Carica papaya L. entre las líneas élite de Formosa Sekati y JS-12 para 

predecir sus efectos según la ubicación genómica y desarrollar una lista de genes 

relacionados con la maduración. Identificaron 28,451 SNPs, 1,061 inserciones y 921 

deleciones, de los cuales identificaron un total de 106 genes relacionados con la 

maduración que estaban asociados con 460 variantes, por lo que se concluyen que pueden 

convertirse en marcadores de PCR para facilitar el mapeo genético. 

El grupo de investigación de la Dra. Renata Rivera Madrid se ha empeñado en la búsqueda 

de marcadores moleculares tipo SNPs útiles en el mejoramiento genético de B. orellana. 

Martín-Rodríguez (2010) empleó la técnica de SSCP para la obtención de marcadores 

moleculares específicos de genes involucrados en la síntesis de carotenoides, estos fueron 

los genes PDS y β-LCY. Los resultados mostraron que existe variación a nivel de 

secuencias, donde, el gen β-LCY presentó asociación entre el color del fruto y el contenido 

de bixina en la semilla. Por otro lado, en el gen PDS se detectó mayor polimorfismo, sin 

embargo, no presentó una asociación clara con alguna característica fenotípica. En 2016, 

Trujillo-Hernández et al. estudiaron el gen BoBLCY1 para demostrar la presencia de 

marcadores moleculares y asociarlos a las características fenotípicas de 16 variantes de B. 

orellana, logrando identificar dos alelos del gen diferenciados por ocho SNPs, que 

efectivamente, estaban correlacionados con la morfología y acumulación de bixina de la 

planta. Posteriormente, Escobar (2017) continuó con la búsqueda de variaciones alélicas 

pero esta vez en el gen BoBLCY2 en 28 variantes de B. orellana, detectando 35 SNPs 
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asociados a tres morfotipos con características morfológicas constantes, el mismo autor 

menciona que la generación de marcadores moleculares nos permiten seleccionar, en una 

población de achiote, a las variantes que presenten un mayor contenido de bixina en las 

semillas, contribuyendo de esta manera en los programas de fitomejoramiento de la 

especie, ya sea para la selección de materiales élite o la detección temprana de plantas 

potenciales en la producción de bixina. 
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JUSTIFICACIÓN 

La importancia económica del achiote radica en la producción de bixina, un colorante 

ampliamente usado en las industrias alimentaria, farmacéutica, textil y cosmética, no 

obstante, otros rasgos morfológicos de B. orellana pueden resultar interesantes para su uso 

en el mejoramiento genético de plantas. Sin embargo, la problemática actual del cultivo del 

achiote se divide en dos puntos importantes a resolver: a) no se cuenta con variedades 

registradas que contengan las cualidades agronómicas deseadas para una óptima 

producción de semilla y contenido de pigmento por kg de semilla; b) a falta de variedades 

agronómicas no se pueden establecer siembras en campo homogéneas que aseguren una 

producción de semilla y contenido de pigmento predecible. Una estrategia para abordar la 

problemática son el uso de herramientas como la bioinformática y biología molecular que 

permitan resolver ambos problemas identificando variaciones genéticas en el DNA del 

achiote, tales como los marcadores moleculares, SNPs.  

Por tanto, es necesario invertir esfuerzos para su estudio con el propósito de poder predecir, 

a edad temprana, cuál será su fenotipo y hacer selecciones concretas de plantas de achiote. 

Con la ayuda de la obtención de SNPs y otras herramientas biotecnológicas es posible 

seleccionar materiales genéticos con características agronómicas específicas para lograr 

un mejoramiento genético del achiote más exitoso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO I 

19 
 

HIPÓTESIS  

En Bixa orellana existen SNPs asociados al contenido de bixina, por tanto, es posible la 

presencia de más SNPs relacionados al contenido de bixina, color de flor y dehiscencia del 

fruto. 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar SNPs asociados al contenido de bixina, color de la flor y dehiscencia de la 

cápsula del fruto en tres variantes de Bixa orellana. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Realizar control de calidad y alineación de lecturas de los transcriptomas de tres 

variantes de B. orellana al genoma de referencia de B. orellana. 

• Efectuar el llamado de variantes y seleccionar SNPs de interés en los transcriptomas 

de las tres variantes de Bixa orellana.  

• Identificar la asociación fenotipo/genotipo con los SNPs seleccionados. 

• Establecimiento de la metodología tetra primer ARMS-PCR en tres variantes de B. 

orellana. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Análisis bioinformático  

2.1.1 Información de los transcriptomas 

Los transcriptomas que se usaron para los análisis desarrollados en este proyecto se 

obtuvieron de la base de datos del laboratorio 27 de la Unidad de Bioquímica y Biología 

Molecular de Plantas del Centro de Investigaciones Científicas de Yucatán A.C. (CICY), los 

cuales se construyeron mediante la tecnología de secuenciación Illumina RNA-Seq. Los 

transcriptomas pertenecen a tejido de hoja joven (H) y semilla en tres estadios de desarrollo 

(S1, S3 y S5) de las accesiones N4, N5 y P12, en total se analizaron 24 transcriptomas que 

se obtuvieron de dos individuos por accesión para cada estadio y hoja. La accesión P12 

presenta flores blancas y frutos indehiscentes verdes, la accesión N4 muestra flores rosas 

y frutos dehiscentes verdes con espinas rojas y la accesión N5 presenta flores púrpuras y 

frutos dehiscentes rojos o amarillos (Figura 2.1). 

Los transcriptomas obtenidos en formato fastq fueron sometidos a pasos básicos de 

limpieza para su posterior análisis bioinformático, es decir, extracción de SNPs. Los 

siguientes pasos se llevaron a cabo empleando programas bioinformáticos nativos con el 

sistema operativo Linux/UNIX con los lenguajes de programación Perl y R, este último para 

realizar las gráficas y posteriores análisis estadísticos. 

2.1.2 Análisis de calidad (Q) y limpieza de lecturas 

Se utilizó el software FastQC para realizar el control de calidad de los datos sin procesar 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), el programa mostró el 

puntaje de Phred para cada nucleótido señalando los que estuvieron por debajo del valor 

Phred ≥ 20 y otros aspectos importantes que afectan la calidad (Q) de las lecturas como las 

secuencias sobrerrepresentadas y el contenido de adaptadores TruSeq Adapter 5’-

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCTGTAGCCATCTCGTAT-3’. 

Con base a los resultados conseguidos con el software FastQC, se recortaron las lecturas 

con baja calidad con ayuda del software Trimmomatic versión 0.39 (Bolger et al., 2014). Las 

lecturas se recortaron para quitar nucleótidos de baja calidad, adaptadores y secuencias 

sobrerrepresentadas, además, se indicó que el tamaño de las lecturas fuese de 35-50 pb. 

 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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2.1.3 Mapeo de lecturas 

Las secuencias ensambladas del transcriptoma de alta calidad (Q) (con valor Phred ≥ 20) 

se alinearon y compararon mediante el programa Bowtie2 versión 2.5.0 (Langmead y 

Salzberg, 2012) con parámetros predeterminados, utilizando el genoma de referencia de B. 

orellana. Para convertir los archivos SAM/BAM, ordenarlos e indexarlos se empleó 

SAMtools versión 1.6 (Li et al., 2009). 

2.1.4 Búsqueda de variantes mediante el método Variant calling (llamado de 

variantes) 

A partir del marcado de duplicados hasta el archivo VCF, las lecturas se procesaron 

utilizando GATK versión 4.4.0.0. La herramienta MarkDuplicatesSpark se utilizó para 

marcar duplicados. La calidad de las bases se volvió a calibrar con BaseRecalibrator y para 

identificar los supuestos sitios SNP en las transcripciones, se realizó el método llamado de 

SNP y el filtrado de baja confianza con haplotypecaller utilizando parámetros 

predeterminados. Las gráficas de densidades de SNPs, se realizaron con el software 

SRPlot (Tang et al., 2023). 

2.1.5 Análisis de Polimorfismos de un Solo Nucleótido 

La densidad de los SNPs por scaffold se realizó con ayuda del software diseñado por Tang 

et al. (2023), disponible en 

https://www.bioinformatics.com.cn/plot_basic_SNP_density_by_CMplot_107_en.  Se utilizó 

el programa snpEff v. 5.2c (Cingolani et al., 2012) con el comando -onlyProtein para conocer 

la frecuencia de casos heterocigotos y homocigotos en las accesiones, así como la relación 

Ts/Tv y el cambio de bases. 

2.2 Establecimiento de la técnica Tetra Primer ARMS-PCR  

2.2.1 Material vegetal 

Las accesiones N4, N5 y P12 de B. orellana fueron usadas para estandarizar el protocolo 

de la técnica Tetra Primer ARMS-PCR. Los tres individuos tienen características 

morfológicas contrastantes entre ellas para probar los marcadores SNP significativos (Tabla 

2.1). Las semillas de las accesiones seleccionadas fueron colectadas entre 2012-2018, 

provenientes de la colección del Centro Regional Universitario de la Península de Yucatán 

(CRUPY) de la Universidad Autónoma de Chapingo (UACh), Temozón Norte, Mérida, 

https://www.bioinformatics.com.cn/plot_basic_SNP_density_by_CMplot_107_en
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Yucatán. Los datos mostrados en la Tabla 1 fueron determinados por Trujillo-Hdz et a. 

(2016) y Pech-Hoil (2020). 

 

 

 

Figura 2.1 Morfotipos de las accesiones de B. orellana estudiadas. A) P12, B) N4, C) N5. 
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Tabla 2.1 Características fenotípicas de las accesiones de Bixa orellana para el establecimiento de 
la técina Tetra Primer ARMS -PCR. 

Accesión Color de flor Color de fruto Dehiscencia 

N4 Rosa Verde/rojo Sí 

N5 Rosa Rojo Sí 

P12 Blanca Verde No 

 

 

Figura 2.2 Accesiones de B. orellana usadas para la estandarizar el protocolo de la técnica Tetra 

Primer ARMS-PCR A) planta madura de la accesión N4, B) planta madura de la accesión N5, C) 

planta madura de la accesión P12. 

 

2.2.2 Extracción de DNA 

La extracción de DNA nuclear se obtuvo a partir de hojas jóvenes tomadas de un sólo 

individuo para cada accesión, las cuales primeramente se pulverizaron con nitrógeno 

líquido (NL2) y posteriormente se siguió el protocolo de manufactura del paquete comercial 

DNeasy Plant (Qiagen Cat. No. 69106) con modificaciones de Valdez-Ojeda et al. (2010). 

La concentración de DNA se evaluó usando un NanoDrop Spectrophotometer ND-1000.  

2.2.3 Tetra primer ARMS-PCR 

Se estandarizó el método Tetra primer ARMS-PCR, donde, los cebadores específicos y 

externos a partir de la secuencia que contenga el SNP identificado se diseñaron con el 

programa desarrollado por Ye et al. (2001), utilizando las configuraciones predeterminadas 

en todos los parámetros. El software informático para diseñar cebadores para 
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tetracebadores ARMS-PCR está disponible en: http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html. Las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 15 uL, cada reacción contenía 

30 ng de DNA molde, tampón PCR 1X (Invitrogen), 0.2 mM dNTP, 1.5 mM de MgCL2, 5 

pmol de cada cebador externo, 75 pmol de cada cebador interno y 1U de la enzima DNA 

polimerasa (Taq Platinum). Las amplificaciones por PCR se realizaron a 95°C por 5 min, 35 

ciclos de 1 min a 95°C, 1 min con la temperatura para hibridación específica de los 

cebadores internos y externos y 1 min de extensión a 72°C, finalizando con 10 min a 72°C. 

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% 

en Tampón TAE 1X que contenía SYBR Safe (Invitrogen Cat. No. S33102) y se corrieron a 

85 voltios por una hora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS 

3.1 Análisis bioinformático 

3.1.1 Análisis de calidad y mapeo de lecturas de transcriptomas de tres accesiones 

de B. orellana 

El control de calidad de las lecturas secuenciadas se realizó con la herramienta FastQC, 

posteriormente se realizó un recorte de las secuencias de baja calidad con la herramienta 

Trimmomatic específicamente a adaptadores y secuencias sobrerrepresentadas en todos 

los transcriptomas, las secuencias sobrerrepresentadas aparentemente eran colas poli-A. 

Después de la limpieza, se observó que los puntajes de calidad en escala Prhed (Q) (calidad 

Q) fueron en promedio 40.29, los datos estadísticos observados se han concatenado en la 

Tabla 3.1. 

 

Tabla 3.1. Parámetros básicos de calidad realizado por el software FastQC para las secuencias del 

transcriptoma de alta calidad (Q) de Bixa orellana.  

Accesión H-N4 H-N5 H-P12 S1-N4 S1-N5 S1-P12 S3-N4 S3-N5 S3-P12 S5-N4 S5-N5 S5-P12 

Lecturas crudas 
           

Total 16039428 19371899 18593551 21099990 19159763 16951315 19950592 14589131 21142742 17960471 18578863 20205633 

Contenido 
GC 

40.67 40.67 41.00 41.00 42.33 40.33 42.67 42.33 40.00 43.67 44.33 41.67 

Q 40.28 40.31 40.31 39.23 40.29 40.30 40.28 40.31 40.26 40.27 40.31 40.27 

Lecturas limpias 

           

Total 14331764 17412642 16605151 19325662 17911990 15188968 18609979 13473398 18706025 16411420 12414793 17562324 

Contenido 
GC 

44.33 44.00 44.33 44.00 44.67 43.67 44.67 44.33 43.67 46.33 46.67 45.67 

Q 40.29 40.32 40.31 40.32 40.30 40.29 40.28 40.31 40.25 40.28 40.31 40.27 

 

Posterior al análisis de calidad, se mapearon las lecturas de los transcriptomas de 

semilla con el genoma de referencia obteniendo para la tasa de alineación general valores 

entre 86% y 90% a excepción de un transcriptoma, siendo el transcriptoma S5-N4 el que 

tiene la tasa más alta con 90.1% y el transcriptoma de la accesión N5 en el estadio S5 tiene 

un 65.18% como tasa de alineación general más baja (Figura 3.1 A). Para los 

transcriptomas de hoja joven, la tasa de alineación mayor fue observada en la accesión P12 
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con un valor de 89.2%, seguido de la accesión N4 con 88.6% y finalmente la accesión N5 

con 87.6% (Figura 3.1 B). 

De igual forma se obtuvieron las tasas de alineación específicas para cada 

transcriptoma, indicando la frecuencia de lecturas mapeadas al genoma de referencia cero 

veces, una vez y más de una vez, por supuesto, entre más lecturas alineadas una solo vez 

es mejor pues indican ser una muestra altamente endógena bien conservada. 

Afortunadamente la mayoría de los transcriptomas mostraron más del 50% de sus lecturas 

alineados una sola vez, salvo el transcriptoma S5-N5, mismo que tuvo la tasa de alineación 

más baja. La fracción de lecturas no mapeadas en el transcriptoma S5-N5 casi iguala a las 

mapeadas una vez, presentando un valor de 34.8% y 36.8%, respectivamente (Figura 3.1 

C). 

 

 

 

Figura 3.1. Puntuaciones de alineación de transcriptomas de B. orellana. A) Tasa de alineación 

general de los transcriptomas de semillas, B) Tasa de alineación general de los transcriptomas de 

hoja joven, C) Porcentaje de lecturas emparejadas con el genoma de referencia. 

 

 

 

 

A B 

C 
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3.2 Llamado de variantes de transcriptomas de tres accesiones de B. orellana 

Para este estudio sólo se tomaron en cuenta los polimorfismos de un sólo nucleótido, de 

los cuales se identificaron un total de 17,587 SNP de alta confianza, es decir, las variantes 

que pasaron el filtro del comando haplotypecaller del programa GATK v. 4.4.0.0 y se 

alojaron en un archivo VCF. Los 17,587 SNPs se encontraron en una escala de 14,844, de 

acuerdo con el genoma de referencia de B. orellana, utilizando transcriptomas de B. 

orellana (Tabla 3.2). Conforme al genoma de referencia, se observó una amplia variación 

en el número de SNPs por scaffold de acuerdo con los transcriptomas, desde 3,766 SNPs 

en el scaffold ptg000011l a 47 en el scaffold ptg000020l (Tabla 3.3), y como se visualiza en 

la Figura 3.2 es debido a la longitud de los scaffolds.   

Tabla 3.2. Resumen del llamado de variantes de B. orellana. 

Número de variantes 
procesadas 

17,587 

Longitud total del 
genoma de referencia 

261,065,474 

Tasa de variantes de 
acuerdo con el genoma 

de referencia 

1 variante cada 
14,844 bases 

 

Tabla 3.3. Tasa de variantes en los transcriptomas de B. orellana. 

Scaffold Longitud Variantes 
Tasa de 

variantes 
ptg000001l 26,012,169 2,554 10,184 

ptg000002l 26,251,733 2,198 11,943 

ptg000003l 27,395,545 373 73,446 

ptg000004l 27,865,768 1,344 20,733 

ptg000005l 30,164,334 2,427 12,428 

ptg000006l 19,819,941 587 33,764 

ptg000009l 29,606,165 2,518 11,757 

ptg000010l 12,905,787 683 18,895 

ptg000011l 40,842,200 3,766 10,844 

ptg000012l 19,716,860 1,090 18,088 

ptg000020l 484,972 47 10,318 

Total 261,065,474 17,587 14,844 
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Figura 3.2. Distribución en scaffolds de SNP. a) Densidades en el transcriptoma de B. orellana de la accesión N4 en ventanas de 1Mb, b) Densidades 

en el transcriptoma de B. orellana de la accesión N5 en ventanas de 1Mb, c) Densidades en el transcriptoma de B. orellana de la accesión P12 en 

ventanas de 1Mb, d) Densidad total de los transcriptomas de las variantes N4, N5 y P12 de B. orellana de 17 K SNP en ventanas de 500 kb. El 

color de cada rectángulo indica el número de SNP en una ventana particular siguiendo la clave en el lado derecho de la figura.  
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Figura 3.3. Frecuencia de casos heterocigotos y homocigotos en las accesiones N4, N5 y P12 de B. 

orellana. 

 

Alrededor del 55% del total de SNP representaron transiciones con una frecuencia igual a 

72,353 y el 45% restante representó transversiones con una frecuencia total de 37,896, 

teniendo así una relación Ts/Tv=1.24. El cambio de bases G/A y C/T fueron los más 

frecuentes con un recuento de 2,658 y 2,642 respectivamente (Figura 3.2). 
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Figura 3.4 Polimorfismos de un solo nucleótido en B. orellana. a) Gráfico de barras que muestra la 

frecuencia de transición y transversión. b) Mapa de calor de las frecuencias del cambio de bases. 
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3.3 Selección aleatoria y relación genotio/fenotipo de SNPs en accesiones de B. 

orellana  

Se seleccionaron aleatoriamente 20 SNPs de la base de datos de variantes de alta 

confianza extraídas de los transcriptomas de tres accesiones de B. orellana, N4, N5 y P12 

(Tabla 3.4). De este conjunto de datos se eligieron seis que cumplieran con una 

discriminación notoria entre accesiones, tuvieran alta confianza y el contexto en el 

transcriptoma favoreciera el diseño de cebadores para la técnica Tetra Primer ARMS-PCR.  

Tabla 3.4. SNPs seleccionados aleatoriamente de la base de datos de variantes extraídos de los 

transcriptomas de las accesiones N4, N5 y P12 de B. orellana. 

ID Scaffold Posición REF ALT Calidad 

4591 ptg000005l 8735474 G A 1408.95 

7327 ptg000009l 8261880 C G 1319.95 

7885 ptg000009l 23038899 T C 615.95 

5465 ptg000005l 24637143 C T 702.95 

4214 ptg000005l 3657600 T C 1406.95 

9086 ptg000004l 12312894 T G 998.95 

14475 ptg000001l 22080368 G T 1641.95 

5894 ptg000005l 27931710 C T 738.95 

12345 ptg000002l 24547512 C T 782.95 

1435 ptg000011l 7566309 G T 1024.95 

13833 ptg000001l 18198514 T G 763.95 

2838 ptg000011l 32101111 C T 991.95 

10397 ptg000003l 25522091 C A 527.95 

4584 ptg000005l 8647297 A G 955.95 

2875 ptg000011l 32677499 G T 1149.95 

1020 ptg000011l 5745231 A G 693.95 

334 ptg000011l 2496403 T G 498.95 

15649 ptg000006l 18467707 T C 1055.95 

15055 ptg000001l 25012291 G A 725.95 

16220 ptg000012l 13050896 C T 524.95 
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De acuerdo con la clasificación dada por Trujillo-Hdz et al. (2016), existen tres haplotipos 

donde se pueden agrupar las accesiones de B. orellana, estos son haplotipo A, haplotipo B 

y haplotipo C, los cuales se encuentran en las accesiones P12, N4 Y N5, respectivamente. 

Las accesiones pertenecientes al haplotipo A son aquellas que presentan flores blancas y 

frutos indehiscentes verdes, las accesiones en el haplotipo B muestran flores rosas y frutos 

dehiscentes verdes con espinas rojas y las accesiones del haplotipo C presentan flores 

púrpura y frutos dehiscentes rojos o amarillos. Conforme a los seis SNPs seleccionados de 

los transcriptomas, la accesión N4 contiene dos alelos y las accesiones N5 y P12 muestran 

un solo alelo (Tabla 3.5). Por tanto, el individuo pertenecientes al haplotipo B (N4) tiene los 

alelos G/A, C/T, C/G, C/T, T/G y G/T en las posiciones ptg000005l: 8735474, ptg000005l: 

24637143, ptg000009l: 8261880, ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 12312894 y 

ptg000011l: 32677499, respectivamente. Del mismo modo, el individuo correspondientes al 

haplotipo A (P12) tiene el alelo A, T, C, C, G y G en las posiciones ptg000005l: 8735474, 

ptg000005l: 24637143, ptg000009l: 8261880, ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 

12312894 y ptg000011l: 32677499, respectivamente. Finalmente, el individuo propio del 

haplotipo C (N5) tiene los alelos G, C, G, T, T y T en las posiciones ptg000005l: 8735474, 

ptg000005l: 24637143, ptg000009l: 8261880, ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 

12312894 y ptg000011l: 32677499, respectivamente (Tabla 3.5, Figura 3.5, Figura 3.6).  
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Tabla 3.5. SNPs seleccionados aleatoriamente en los transcriptomas de B. orellana en las 

accesiones N4, N5 y P12. 

 

Scaffold ptg000005l 
Scaffold 

ptg000009l 
Scaffold 

ptg000002l 
Scaffold 

ptg000004l 
Scaffold 

ptg000011l 

Posición G8735474A C24637143T C8261880G C24547512T T12312894G G32677499T 

 SNP I SNP IV SNP II SNP IX SNP VI SNP XV 

P12 
Haplotipo A

 

A T C C G G 

N4 
Haplotipo B 

 

G/A C/T C/G C/T T/G G/T 

N5 
Haplotipo C 

 

G C G T T T 
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Figura 3.5. Localización de los SNPs de alta confianza en seis fragmentos de los transcriptomas de 

B. orellana. Los SNPs seleccionados están marcados en color rojo con relleno amarillo, mostrando 

el cambio de nucleótido señalado por una flecha. 
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Figura 3.6. Posición en scaffolds de SNPs de alta confianza seleccionados aleatoriamente de los 

transcriptomas de B. orellana en las accesiones N4, N5 y P12 para el diseño de cebadores. 

 

3.5 Técnica Tetra Primer ARMS-PCR  

3.5.1 Extracción de DNA de accesiones de B. orellana 

Se extrajo el DNA nuclear de seis accesiones de B. orellana con características 

morfológicas contrastantes descritas en la Tabla 2.1 La concentración de DNA nuclear se 

estimó utilizando un NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 y los resultados están 

concatenados en la Tabla 3.6. 
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Tabla 3.6 Concentración de DNA total y relación A260, A280 y A230 nm de tres accesiones de B. 

orellana.  

Accesión ng/µl 260/280 260/230 

N4 25.57 1.90 1.76 

N5 26.11 1.89 1.68 

P12 22.20 1.88 1.65 

  

3.5.2 Diseño de cebadores para la técnica Tetra Primer ARMS-PCR  

La técnica Tetra Primer ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System–

Polymerase Chain) utiliza cuatro cebadores (dos cebadores externos y dos cebadores 

internos) en una única reacción PCR seguida de la separación en gel de agarosa. La 

combinación de los cebadores externos amplifica el fragmento más grande que comprende 

el SNP, se muestra en todos los genotipos y actúa como control positivo; mientras se 

produce el fragmento de cebadores externos, este sirve como plantilla para los cebadores 

internos que son para alelos específicos, generando fragmentos de diferentes tamaños que 

son fácilmente discriminativos en un gel de electroforesis (Figura 3.7) (Ye et al., 2001).  

Para esta técnica, se seleccionaron seis polimorfismos de la lista de la Tabla 3.4. los cuales 

debían cumplir con una discriminación notoria entre accesiones, tener puntuaciones de alta 

confianza y que su posición en los scaffolds favoreciera el diseño de cebadores para la 

técnica Tetra Primer ARMS-PCR. Una vez seleccionados se procedió al diseño de los 

cebadores para seis polimorfismos, los cuales se encuentran enlistados en la Tabla 3.7.   
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Figura 3.7. Ilustración esquemática de la técnica Tetra Primer ARMS-PCR. 

 

3.5.3 Tetra Primer ARMS-PCR en tres accesiones de B. orellana 

Una vez que se dispuso de los cebadores se procedió a la amplificación del DNA 

previamente aislado de las diferentes variantes, tomándose un individuo por variante para 

las privas de amplificación por PCR. Así para ir probando la metodología sugerida por Ye 

et al. (2001) se probaron dos concentraciones de cebadores externos e internos, el primero 

con 5 pmol de cada cebador (externo e interno) y el segundo con 5 pmol de cada cebador 

externo y 75 pmol de cada cebador interno. La Figura 3.9 presenta que la reacción con la 

concentración de 5 pmol de cebadores externo y 75 pmol de cebadores internos fue la que 

mostró las bandas ligeramente más intensas para los amplicones con los cebadores 

internos, sin embargo, la banda amplificada con los cebadores externos se vio afectada. 

Finalmente, se optó por usar la concentración de 5 pmol de cebadores externo y 75 pmol 

de cebadores internos de cebadores para probar la técnica de tetracebadores ARMS-PCR 

en los SNPs enlistados en la Tabla 3.5. 

La figura Figura 3.9 mostró diferencias entre las tres accesiones confirmando la detección 

de los polimorfismos, especialmente con el SNP IX (ID 9086) (Figura 3.9E) donde tres 

bandas de 298, 207 y 144 pb se amplificaron mostrando a la accesión N4 como 

heterocigota, mientras que los homocigotos se mostraron en las accesiones N5 y P12 al 
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mostrar dos bandas a 298 y 207 pb para el alelo T, y a 298 y 144 pb para el alelo C, 

respectivamente. Los productos de la técnica Tetra-primer ARMS-PCR usando los 

cebadores para el resto de los SNPs mostraron a las tres accesiones como homocigotas 

debido a que solo se observan dos bandas amplificadas. Los cebadores del SNP I (ID 4591) 

(Figura 3.9A) amplificaron dos bandas de 229 y 166 pb en las accesiones N4 y N5 

correspondiente al alelo G y dos bandas de 229 y 118 pb en la accesión P12 confirmando 

el alelo A. Los cebadores del SNP II (ID 7327) (Figura 3.9B) amplificaron dos bandas de 

309 y 173 pb para las accesiones N4 y N5, y dos bandas de 309 y 192 pb para la accesión 

P12, correspondientes los alelos G y C, respectivamente. Para los cebadores del SNP IV 

(ID 5465) (Figura 3.9C) se amplificaron dos bandas de 206 y 164 pb en las accesiones N4 

y N5 conforme al alelo C y dos bandas de 306 y 198 pb para la accesión P12 que tiene el 

alelo T. Los cebadores del SNP VI (ID 9086) (Figura 3.9D), amplificaron dos bandas de 367 

y 248 para la accesión N4 que corresponde al alelo T, la accesión N5 presenta una banda 

de 367 pb indicando que no hubo amplificación de los cebadores internos y la accesión P12 

no presentó amplificación. Finalmente, los cebadores del SNP XV (ID 2875) (Figura 3.9F) 

amplificaron dos bandas de 382 y 210 pb en las accesiones N4 y N5, y dos bandas de 382 

y 231 pb para la accesión P12, correspondientes a los alelos T y G, respectivamente. 

 

 

Figura 3.8. Establecimiento de la concentración de cebadores internos y externos durante la 

estandarización de la técnica Tetra-primer ARMS-PCR utilizando cebadores para SNP I (ID 4591). 

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. M: marcador molecular (1Kb). 1: accesión N4 de B. orellana 

con 5 pmol de cada cebador (externo e interno). 2: accesión N4 de B. orellana con 5 pmol de cada 

cebador externo y 75 pmol de cada cebador interno. 
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Tabla 3.7 Cebadores diseñados para la técnica de Tetra Primer ARMS-PCR. 

SNP ID Cebadores Secuencia (5' - 3') Alelo Tm (°C) Longitud (pb) 

I 4591 Forward inner 1 AATTAGCTGAGATAAGAATATAATAGCTG G 56 166 
  

Reverse inner 1 TATATTCCTGTTGAAAGACTCAGAGT A 56 118 
  

Forward outer 1 TTAATTCATGAAAACATACTTTTATCC 
 

56 229 
  

Reverse outer 1 ATTTCATCTCTCTAGGTTTAAATTGAT 
 

56 
 

II 7327 Forward inner 2 AGGAAATAAAACTTGCAGCACTGACATC C 65 192 
  

Reverse inner 2 TCTCTGTTTCTCTTTCTTGTGCATTTCC G 65 173 
  

Forward outer 2 AGGAACCAAATGTCACATTTGCTATTTG 
 

65 309 
  

Reverse outer 2 AAATTCTGCTCCGTACAGCTGATAAGAC 
 

65 
 

IV 5465 Forward inner 4 CATCTTCTCGATCCAAAAGTACGTCATT T 65 198 
  

Reverse inner 4 GCAAGAGGAAGAAGAGAAGTGTCAAGAG C 65 164 
  

Forward outer 4 ATAGATTCCAGAGCACAGACGTCTGAA 
 

65 306 
  

Reverse outer 4 GAATTTAACCAACAAAGAGGGGAGAAAA 
 

65 
 

VI 9086 Forward inner 6 TTTTTATCAAAATTTGTCATGTTTGGG G 63 174 
  

Reverse inner 6 AAAAGCAATGAGGAAGAAAGAAAGAGAA T 63 248 
  

Forward outer 6 CTCCAAAACCAAAAATAAACACTCAAATAC 
 

63 367 
  

Reverse outer 6 CTTGAAGAAGAGACAGCTTGATGTGTAG 
 

63 
 

IX 12345 Forward inner 9 AGAAGCCAATTGCAAATTCAACCTGT T 66 207   
Reverse inner 9 TTCGTTCTTGTTCCAAGAGAGTAACGG C 66 144   
Forward outer 9 AGGTTAACAGATGCAATTGACAGCAAAG 

 
66 298   

Reverse outer 9 CTGATTGCCGAGACTTGATAATCACATT 
 

66 
 

XV 2875 Forward inner 15 GATAAATGGATATAACTGCAAGGAAGAGGT T 63 210   
Reverse inner 15 GATATTTAGTCTTTATTTGTGGCTGTCCC G 63 231   
Forward outer 15 GAGCCCTACTTAATGATAATTGAAAGGG 

 
63 382   

Reverse outer 15 GTCTCTTACGAGAAGTTTCGACAAATTG 
 

63 
 

Tm Temperatura de fusión 
*Las discrepancias de los cebadores específicos de alelo están resaltadas en negrita
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Figura 3.9. Productos de la técnica Tetra-primer ARMS-PCR utilizando cebadores para A) SNP I (ID 

4591), B) SNP II (ID 7327), C) SNP IV (ID 5465), D) SNP VI (ID 9086), E) SNP IX (ID 12345) y F) 

SNP XV (ID 2875). Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. M: marcador molecular (1Kb). N4: 

accesión N4 de B. orellana. N5: accesión N5 de B. orellana. P12: accesión P12 de B. orellana. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN 

4.1 Análisis de calidad de transcriptomas en tres accesiones de B. orellana 

El achiote es importante por el uso de la bixina como colorante en la industria alimenticia, 

cosmética y farmacéutica, por esto en México se ha prestado atención a su cultivo, por lo 

que se ha incluido en programas de bienestar social (SNICS, 2017). Sin embargo, aún no 

se cuenta con variedades con las cualidades agronómicas deseadas para el 

establecimiento de siembras en campo homogéneas que aseguren una producción de 

semilla y contenido de pigmento predecible. En respuesta a ello, las herramientas de 

bioinformática y biología molecular permiten resolver la problemática actual identificando 

variaciones genéticas en transcritos del achiote, tales como los marcadores moleculares 

que estamos desarrollando y que es necesario validar.  

Para la obtención de los transcriptomas que se analizaron, se seleccionaron tres 

accesiones representativas, P12, N4 y N5, de los grupos de haplotipos A, B y C, 

respectivamente, previamente caracterizados por Trujillo-Hdz et al. (2016). Esta selección 

fue debido a su contraste morfológico, pero sobre todo por el contenido de bixina, aspecto 

de mayor interés en la planta, donde la accesión N4 muestra el mayor contenido de bixina 

alcanzando 154 mg/g P.S. durante el estadio de desarrollo de la semilla 3 (S3) (Cárdenas-

Conejo et al., 2023). Asimismo, de la accesión N4 se obtuvo el genoma de referencia para 

el mapeo de los transcriptomas (Figura 3.1).  

En este estudio, se obtuvo en promedio 16.6 Mb y 16.1 Mb de lecturas limpias de semilla y 

hoja en tres accesiones de achiote, respectivamente, donde se observó que los puntajes 

de calidad (Q) fueron en promedio 40.29 (Tabla 3.1). 

4.2 Llamado y análisis de SNPs de transcriptomas de tres accesiones de B. orellana 

Los SNPs son una variación abundante del genoma y causantes de la diversidad genética 

entre los individuos de una especie; puede ocurrir con diferentes frecuencias en diferentes 

especies a lo largo de todo el genoma (Brookes, 1999; Morgil et al., 2020) como sucede en 

los estudios realizados en los genomas de Populus trichocarpa (Geraldes et al., 2013) y 

Carica papaya (Bohry et al., 2021) donde se identificaron 34,131 y 28,451 SNPs. Esto 

mismo sucede en estudios realizados con transcriptomas, donde en 2 individuos Allium 

cepa (líneas OH1 and 5225) se reportaron 65.675 SNPs en dos transcriptomas de 

aproximadamente 500 Mb (Duangjit et al, 2013), en ocho individuos de Pisum sativum se 
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identificaron 35,455 SNPs en transcriptomas con longitudes de 138 a 205 Mb (Duarte et al, 

2014), en Avena sativa se identificaron 6,634 SNPs en diez individuos concernientes a diez 

variedades donde los transcriptomas tenían una longitud promedio igual a 137 Mb (Kim et 

al., 2022) y en este estudio se identificaron 17,587 SNPs en transcriptomas de tres 

individuos de B. orellana (Tabla 3.2).  

Los 17,587 SNPs identificados en el transcriptoma de B. orellana se encontraban 

distribuidos irregularmente en los once segmentos divididos del transcriptoma (Figura 3.2 

d), observándose una amplia variación en el número de SNPs por scaffold que van de 3,766 

SNP en el scaffold ptg000011l a 47 en el scaffold ptg000020l (Figura 3.2 d, Tabla 3.3). 

Aunque la longitud de los diferentes scaffolds es variable, la distribución inconstante de los 

SNP a través de transcriptomas de las especies es frecuente y esperado (Brookes, 1999; 

Geraldes et al., 2013; Morgil et al., 2020)  

En el transcriptoma de B. orellana en promedio se observaron 1 SNP cada 14.8 Kb, una 

tasa relativamente alta en comparación con el estudio realizado por Riju y Arunachalam, 

(2010), quienes en transcriptomas de cinco accesiones de Theobroma cacao reportaron 

una tasa igual 1 SNP cada 0.17 Kb. 

La figura 3.2 a-c muestra los SNPs de alta confianza de las accesiones N4, N5 y P12, de 

los cuales se extrajeron 26,520, 10,042 y 5,871, respectivamente. A pesar de que el 

genoma de referencia pertenece a la accesión N4, en la gráfica de densidades de SNPs de 

la accesión N4 se puede observar una elevada frecuencia de estos en comparación con la 

densidad de SNP de las accesiones N5 y P12 (Figura 3.2 a-c), esto debido a su 

heterogocidad mencionada por primera vez por Trujillo-Hdz et al. (2016), mismo que se 

comprueba con la frecuencia de alelos heterocigotos en la Figura 3.3, pues la suma de los 

alelos heterocigotos en la accesión N4 supera por mucho la frecuencia de alelos 

heterocigotos de las accesiones N5 y P12, con este resultado se sustenta aún más el 

argumento de que la accesión N4 es una accesión heterocigota. 

La relación transición a transversión (Ts/Tv) es un parámetro que se puede utilizar para 

inferir sitios de puntos críticos mutacionales, para reconstrucción de árboles filogenéticos y 

la estimación de la divergencia (Javaid et al., 2022; Wang et al. 2015). Aunque algunos 

estudios hacen mención de relaciones bajas o altas de Ts/Tv (Nosková et al., 2023), no 

existen referencias que sustenten esta clasificación, por tanto, es más frecuente señalar si 

el valor es mayor o menor que 1 y así inferir si existen más transiciones o transversiones. 
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En los transcriptomas de B. orellana se obtuvo una relación Ts/Tv de 1.24 (Figura 3.4). La 

relación Ts/Tv mayor que 1 en B. orellana, indica que las variaciones genéticas están 

compuestas mayormente por transiciones en lugar de transversiones (Figura 3.4), algo que 

es común de observar (Riju y Arunachalam, 2010). Sin embargo, tal no es el caso en el 

transcriptoma de T. cacao, con Ts/Tv=0.75 (Riju y Arunachalam, 2010), especie más 

cercana filogenéticamente a B. orellana (Cárdenas-Conejo et al., 2015). Se ha reportado 

que en el genoma humano los exones están enriquecidos por Ts y se deduce que este 

patrón es debido a que es menos probable que estas variaciones genéticas den lugar a la 

sustitución de aminoácidos (Guo et al., 2017). Por otro lado, los cambios estructurales 

inducidos por SNPs en las regiones no codificantes del genoma son difíciles de capturar, 

ya que no codifican ni afectan la secuencia de la proteína, sin embargo, hoy en día con los 

análisis del genoma completo, no solo se estudian los efectos que tienen los Ts y Tv en los 

exones, también podemos conocer su efecto en zonas no codificantes del genoma, que a 

su vez pueden alterar la estructura de lncRNA, influir en la afinidad de los factores de 

transcripción y que en consecuencia modifican la actividad del elemento regulado (Singh y 

Kumar, 2023; Chekanova, 2015; Guo et al., 2017). Por tanto, en B. orellana, es muy 

probable que, la relación Ts/Tv se vea afectada si se hace un llamado de SNPs usando el 

genoma completo, además de que alguno de los SNPs localizados en las zonas no 

codificantes esté estrechamente relacionado con la regulación de alguno de los genes 

involucrados en la ruta de carotenoides o bixina y éste afecte directamente en la 

acumulación del pigmento bixina. 

4.3 Selección aleatoria y relación fenotipo/genotipo de SNPs 

Se seleccionaron aleatoriamente 20 SNPs, de manera que se tuviera una muestra 

representativa de los SNPs extraídos en transcriptomas. Con base en los 20 SNPs 

extraídos aleatoriamente, se seleccionaron seis que cumplieran con lo siguiente: 1) 

Discriminación notoria entre accesiones, es decir, que cada accesión tenga un alelo 

diferente, o si es el caso, que tenga dos alelos, de este modo será más fácil distinguir los 

alelos en un gel de agarosa al usar la técnica de Tetra Primer ARMS-PCR (Ye et al., 2001); 

2) Alta confianza. El valor observado en los archivos vcf que indica llamadas de alta 

confianza (Cosgun y Oh, 2020); 3) Posición en el genoma que favorezca el diseño de 

cebadores, tomando en cuenta el %GC en la región (Medrano y de Oliveira, 2014) y que la 

temperatura de fusión (Tm) entre los cuatro cebadores a usar por reacción de PCR fuese 
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igual o muy cercana, de acuerdo con el software informático desarrollado por Ye et al. 

(2001) para diseñar los tetracebadores.  

El SNP 4214 (Tabla 3.4) es una variante que no fue considerada para usarla en la validación 

de SNPs, pues a pesar de que tiene una de las puntuaciones de calidad más alta 

(QUAL=1406.95), la región donde se encuentra presenta alto contenido de GC (%GC) y 

conforme a las indicaciones de Medrano y de Oliveira (2014), no es conveniente utilizar la 

técnica de Tetra Primer ARMS-PCR con el SNP 4214,  dado que se tienen que romper las 

fuertes estructuras secundarias que se forman por los enlaces de hidrógeno entre citosina 

y guanina, por lo que se necesitarían altas temperaturas para poder romper estos enlaces 

dificultando la amplificación correcta de la región deseada. Así, se seleccionaron seis SNPs 

que cumplieran con las características explicadas anteriormente, los cuales se nombraron 

SNPI, SNPII, SNPIV, SNPVI, SNPIX y SNPXV con ID 4591, 7327, 5465, 9086, 12345 y 

2875, respectivamente (Tabla 3.5, Figura 3.10).  

Al examinar la alta heterogocidad en la accesión N4 (Figura 3.3) (Trujillo-Hdz et al., 2016), 

era de esperarse que en la selección aleatoria de SNPs presentará mayormente casos con 

dos alelos, y como se observa en los seis SNPs seleccionados para validar las variantes, 

es la accesión N4 la única que dispone de dos alelos (Tabla 3.5). Esta característica se 

emplea para relacionar los seis SNPs seleccionados con la morfología de las accesiones, 

por ejemplo, el SNPI (ID 4591) puede ilustrar que cuando se tiene el alelo A esta accesión 

pertenece al haplotipo A, si están presentes los alelos G/A esta accesión pertenece al 

haplotipo B y si se tiene el alelo G pertenece al haplotipo C (Trujillo-Hdz et al., 2016).  

A pesar de que se carece de un análisis estadístico debido a la falta de accesiones 

secuenciadas y analizadas, los resultados obtenidos en este estudio no son descartables 

pues muestran un panorama de la distribución de SNPs en las accesiones de B. orellana y 

al mismo tiempo se pueden relacionar con la morfología de las accesiones (contenido de 

bixina, color de la flor o del fruto y/o dehiscencia del fruto). Estas relaciones 

genotipo/fenotipo usando SNPs sin modelo lineal pueden ser validadas y reproducibles tal 

como lo demuestra el trabajo realizado por Yang et al. (2023), donde buscaban autentificar 

a Panax ginseng usando un SNP localizado en la región intergénica trnL-trnF, utilizaron la 

técnica Tetra Primer ARMS-PCR para validar el SNP logrando la confirmación de la especie 

objetivo y la detección de adulteración en una sola prueba. Otro ejemplo es el estudio 

realizado por Garcés-Claver et al. (2007), quienes asociaron un SNP a la pungencia 
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(fenotipos picantes y no picantes) de Capsicum spp, eligiendo la técnica Tetra Primer 

ARMS-PCR para su validación debido a su fácil manejo y bajo costo. 

 

4.4 Establecimiento de la técnica Tetra Primer ARMS-PCR en B. orellana 

Aunque la importancia de achiote radica en el uso de bixina como colorante, esta no es la 

única característica de interés, algunos aspectos como el color de la flor y la morfología del 

fruto son importantes al momento de seleccionar una accesión de achiote, por ejemplo, es 

más fácil identificar una accesión por el color de la flor y esta al mismo tiempo se relacione 

al contenido de bixina. Existen estudios que han confirmado la relación de características 

morfológicas con aspectos de interés agronómico, como Trujillo-Hdz et al. (2016), quienes 

mencionan que la dehiscencia del fruto está relacionada al contenido de bixina, ó Duque-Y 

et al. (2022) y Arce-Portuguez (1984) que observan la correlación del color del fruto con la 

resistencia a plagas y enfermedades. Con las bases de datos morfológicos que se tienen 

de las tres accesiones, y ahora con la obtención de los SNPs en cada accesión, no solo se 

pueden correlacionar con el contenido de bixina, también se puede hacer con otro aspecto 

morfológico de interés. Sin embargo, para poder hacer esta correlación reproducible es 

necesario validar el SNP. 

Tetra-primer ARMS–PCR es considerado un método rápido, robusto, de bajo costo y fácil 

de usar para la validación de SNPs (Ye et al., 2001; Chiapparino et al., 2004). Pese a que 

existen otras técnicas, como marcadores CAPS, que se apoya de enzimas de restricción, 

se prefiere el tetra-primer ARMS–PCR por su rapidez y selectividad, disminuyendo los 

falsos positivos por los dos desajustes en el extremo 3’ desestabilizando el emparejamiento 

de bases entre los cebadores y el DNA molde (Tabla 3.7) (Ye et al., 2001; Garcés-Claver 

et al., 2007; Park et al., 2020).  Es por estas razones que se ha optado y se recomienda 

usar la técnica tetra-primer ARMS–PCR para validar los seis SNPs seleccionados.  

En este estudio, se estableció del análisis ARMS-PCR con tetracebadores en SNPs de B. 

orellana. Se eligieron las accesiones N4, N5 y P12 para poder distinguir la presencia o 

ausencia de los alelos localizados bioinformáticamente mediante electroforesis. Para 

optimizar la técnica ARMS-PCR con tetracebadores se debe tener en cuenta la intensidad 

del fragmento amplificado que está determinado por la temperatura de hibridación, la 

calidad de DNA y la concentración de los cebadores externos e internos (Ye et al., 2001, 

Medrano y Oliveira, 2014). Medrano y Oliveira (2014) mencionan que cambios de solo 0.07 
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pmol de los cebadores externos e internos son suficientes para modificar de manera 

evidente su intensidad o inferir en su formación, en este trabajo, la modificación en la 

concentración de los cebadores internos alteró ligeramente la intensidad de la banda, sin 

embargo, Medrano y Oliveira (2014) mencionan que estas modificaciones pueden afectar 

directamente al resto de los amplicones, tal como se observa en la Figura 3.9. 

La prueba con los tetracebadores para el SNP IX (ID 9086) (Figura 3.9E) ubicado en el 

scaffold ptg000002l: 24547512, fue la que mostró mayor discriminación entre accesiones, 

pues cada accesión tenía un patrón diferente en la posición y número de bandas en el gel 

de agarosa, además, en B. orellana, la presencia de tres bandas es el indicador de su 

heterogocidad, genotipo que anteriormente se ha relacionado al contenido de bixina siendo 

la accesión N4 la que tiene mayor contenido de bixina (Trujillo-Hdz et al.,2016; Cárdenas-

Conejo et al., 2023).  

A pesar de que no se observó la presencia de tres bandas en los geles de agarosa para la 

accesión N4 en los análisis de tetracebadores ARMS-PCR para los SNPs I (ID 4591), II(ID 

7327), IV (ID 5465) y XV (ID 2875), las amplificaciones son similares a la accesión N5, por 

lo que, estos SNPs pueden relacionarse con el color de flor rosa y los frutos dehiscentes, 

morfología que ambas accesiones presentan (Tabla 2.1). Por otro lado, la accesión P12 

que tiene flores blancas y fruto indehiscente presentó un patrón diferente en la prueba de 

tetracebadores para los mismos SNPs, diferenciándolo de las accesiones N4 y N5 (Figura 

3.9 A, B, C, F).  

El SNP VI (ID 9086) en la prueba de tetracebadores ARMS-PCR fue el único que no se 

pudo comparar entre accesiones, pues solo la accesión N4 amplificó los cebadores 

internos. La accesión N5 solo presenta la amplificación de los cebadores externos, banda 

que se usa como control positivo (Ye et al., 2001), por tanto, se puede concluir que la 

accesión N5 no posee el SNP identificado bioinformáticamente (Tabla 3.5). La accesión 

P12, en contraste, no presentó amplificación de ningún cebador por lo que se le atribuye a 

la calidad del DNA (Ye et al., 2001) (Figura 3.9 D). 

Los resultados en este estudio son prometedores debido a la alta confianza de los SNPs 

extraídos, por tanto, en un futuro se pretende validar los SNPs con la técnica tetra-primer 

ARMS–PCR, especialmente con los cebadores para el SNP IX (ID 9086), y usar los SNPs 

validados como marcadores moleculares para una selección precisa accesiones con 

características específicas y con el tiempo proceder al mejoramiento genético. 
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CAPÍTULO V 

5.1 CONCLUSIONES 

Se extrajeron un total de 17,587 SNPs de los transcriptomas de B. orellana con una amplia 

variación en el número de SNPs por scaffold, desde 3,766 SNPs en el scaffold ptg000011l 

a 47 en el scaffold ptg000020l y una tasa de variantes igual a 1 variante cada 14,844 bases. 

Además, cerca del 55% del total de SNPs representaron transiciones con una frecuencia 

igual a 72,353 y el 45% restante representó transversiones con una frecuencia total de 

37,896, donde el cambio de bases G/A y C/T fueron los más frecuentes con un recuento de 

2,658 y 2,642 respectivamente, de estos datos se estimó una relación Ts/Tv=1.24. 

Se seleccionaron 20 SNPs al azar, de los cuales se eligieron seis que cumplieran con una 

discriminación notoria entre accesiones, tuvieran alta confianza y que su posición en los 

scaffolds favoreciera el diseño de cebadores para la técnica Tetra Primer ARMS-PCR. De 

acuerdo con los análisis bioinformáticos la accesión P12 tiene el alelo A, T, C, C, G y G en 

las posiciones ptg000005l: 8735474, ptg000005l: 24637143, ptg000009l: 8261880, 

ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 12312894 y ptg000011l: 32677499, respectivamente. 

La accesión N4 tiene los alelos G/A, C/T, C/G, C/T, T/G y G/T en las posiciones ptg000005l: 

8735474, ptg000005l: 24637143, ptg000009l: 8261880, ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 

12312894 y ptg000011l: 32677499, respectivamente. Finalmente, la accesión N5 tiene los 

alelos G, C, G, T, T y T en las posiciones ptg000005l: 8735474, ptg000005l: 24637143, 

ptg000009l: 8261880, ptg000002l: 24547512, ptg000004l: 12312894 y ptg000011l: 

32677499, respectivamente. 

Se usaron los SNPs anteriormente descritos para la prueba Tetra Primer ARMS-PCR en 

las accesiones N4, N5 y P12. La prueba realizada en el SNP IX (ID 9086) mostró diferencias 

entre las accesiones en el número y posición de las bandas amplificadas, donde la accesión 

N4 presentó tres bandas de 298, 207 y 144 pb demostrando su heterogocidad con la 

presencia de los alelos T y C, mientras que las accesiones N5 y P12 se observaron como 

homocigotas con dos bandas a 298 y 207 pb para el alelo T, y a 298 y 144 pb para el alelo 

C, respectivamente. Por tanto, el SNP IX se relaciona con el contenido de bixina de las 

accesiones de B. orellana, en el que la accesión N4 tiene mayor contenido de bixina.  

Las pruebas de Tetra Primer ARMS-PCR realizadas en los SNPs I (ID 4591), II (ID 7327), 

IV (ID 5465) y XV (ID 2875) mostraron amplificaciones similares para las accesiones N4 y 

N5. Por el contrario, la accesión P12 tuvo un patrón diferente a las accesiones N4 y N5. 
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Estos SNPs se relacionan con el color de la flor y la dehiscencia del fruto, puesto que, las 

accesiones N4 y N5 presentan flores rosas y fruto dehiscente; y la accesión P12 tiene flores 

blancas y fruto indehiscente. 
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5.2 PERSPECTIVAS 

Conforme a la base de datos de SNPs que se pudo extraer de los transcriptomas, se 

pretende identificar los genes en donde se encuentran los SNPs seleccionados y 

analizarlos. Además, es posible hacer una matriz que señale el número de SNPs ubicados 

en los genes expresados en los transcriptomas, haciendo énfasis en los genes propios de 

la ruta de la bixina, y correlacionarlos al contenido de este.  

En este trabajo se logró extraer una cantidad considerable de SNPs usando transcriptomas, 

por tanto, al analizar genomas completos el número de SNPs aumenta, así también se verá 

afectada la relación Ts/Tv y la tasa de variantes. Con esta información se podría continuar 

con estudios más profundos de SNPs comparando genomas de B. orellana, de un número 

de individuos mayor para poder tener un sustento estadístico y así conseguir SNPs 

estrechamente relacionados a características morfológicas de interés, no solo de bixina sino 

también de compuestos como geranil-geraniol, escualeno, b-sitosterol u otros que sean 

beneficiosos para la salud o la agricultura. 

Con la información que se tiene de la técnica tetra-primer ARMS-PCR y los cebadores ya 

diseñados se procurará probarlos en más accesiones para su validación, una vez que se 

confirme su eficacia se pueden diseñar con certeza cebadores para genotipar SNPs 

extraídos del genoma completo de B. orellana de mayor confianza relacionados al 

compuesto deseado y en un futuro llevar a cabo un proceso de mejoramiento genético o la 

siembra de variedades para obtener plantaciones de achiote más capaces de producir 

compuestos esperados. 
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