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Dado lo anterior, en el presente trabajo se realizé andlisis de la expresion de
genes involucrados con la sintesis de carotenoides y bixina en diferente
tejidos de variantes de B. orellana L. Esto permitird sentar las bases
genético moleculares que gobiernan la diversificacion de la produccion de
pigmentos. Lo anterior contribuird, a su vez, en el planteamiento de
estrategias genético moleculares en programas de mejoramiento genético
del cultivo.


















variantes de esta especie, es la causal principal de que las demandas de
este pigmento natural no sean satisfechas por los productores. Ademas de
la bixina, en extractos de semillas de B. orellana L. se ha identificado la
norbixina, que representa menos del 2.5 % de los carotenoides totales
(Johnson & Peterson, 1974), asi como otros componentes como B-caroteno,
criptoxantina, luteina, zeaxantina y metil-bixina (Tirimana, 1981; Mercadante
et al., 1997), terpenos (all-E-geranilgeraniol, farnesil-acetona, geranil-geranil
octadecanoato,  geranil-geranil  formato, §-tocotrienol) y  otros
apocarotenoides (metil 9'Z-apo-6'-oato, metil (9Z)-apo-8'-licopenoato y (all-
E)-apo-8'-licopenoato) (Jondiko & Pattenden, 1989; Mercadante et al.,
1996).

Entre las caracteristicas quimicas de la bixina se encuentra su solubilidad
en aceites, grasas, cloroformo, piridina, acido acético glacial y propilenglicol
(Arce, 1999), ademas de su facilidad para absorberse a los pH alcalinos en
la mayoria de los alimentos asi como su capacidad para convertirse en una
sal mas estable, 1a norbixina (Freund, 1985). Es relativamente estable al
congelamiento y a la maceracién. En presencia de vitamina C previene los
cambios de sabor en los alimentos y su estabilidad como colorante no se
altera (Avila et al., 1982). Asimismo, la bixina es susceptible a degradacion
por luz y temperaturas superiores a los 80°C; es estable en presencia de
bajas concentraciones de oxigeno y resistente a acidos y alcalis, por lo que
no es afectada por metales como hierro, aluminio y zinc (Johnson &
Peterson, 1974).

La bixina es un pigmento de tipo carotenoide que se deriva del metabolismo
de los isoprenoides.

1.1.4 ISOPRENOIDES

Los isoprenoides son metabolitos que pertenecen a una gran familia de
productos naturales de gran relevancia a nivel biolégico ya que cumplen una
gran cantidad de funciones a nivel celular. Por ejemplo, pueden actuar en la
estabilizacién de las membranas celulares y como precursores de las
hormonas esteroidales, del acido abscisico, de giberelinas y de las cadenas
prenil de las clorofilas que actian en los complejos fotosintéticos, las
ubiquinonas Y las plastoquinonas requeridas para las cadenas de transporte
de electrones (Bach, 1987; Bach et al., 1990; Rohmer, 1999).

La molécula base para la formacion de los diferentes compuestos
isoprenoides es el isopentenil pirofosfato (IPP). Asi, los isoprenoides se van
formando por la adicién de moléculas de IPP; dicho proceso es catalizado
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condensacion de piruvato y gliceraldehido 3-fosfato catalizada por la enzima
DXP sintasa (DXS). El DXP sufre entonces un rearreglo intramolecular y
reduccion catalizada por a enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa (DXR) para producir metil eritrol 4-fosfato (MEP), el cual
es el precursor inmediato de los isoprenoides plastidiales. El MEP es
convertido consecutivamente a 4-difosfocitidil-metileritritol (CDP-ME), 4-
difosfocitidil-metileritritol fosfato (CDP-MEP) y metil-eritritol 2,4-ciclodifosfato
(ME-cPP). Estas reacciones son llevadas a cabo por la enzima CDP-ME
sintasa (CMS), CDP-ME cinasa (CMK) y ME-cPP sintasa (MCS). El metil-
eritritol  2,4-ciclodifosfato (ME-cPP) es entonces convertido a
hidroximetilbutenil 4-difosfato (HMBPP) por una enzima hidroximetilbutenil
4-difosfato sintasa (HDS). El HMBPP es convertido finalmente en una
mezcla en IPP por accion de una enzima HMBPP reductasa (HDR)
(Eisenreich et al., 2001; 2004). El papel de la enzima IPP isomerasa (IDI) en
la biosintesis de isoprenoides plastidiales estd en debate, debido a que
existen evidencias de que al menos algunas bacterias (Hahn et al., 1999) y
plantas como la de menta (Mentha x piperita L.) (Lange et al., 2001) son
capaces de transformar IPP a DMAPP sin la presencia de ninguna enzima
con actividad ID!l. Sin embargo, se han identificado genes codificando a
presuntas IDIs citosdlicas y plastidiales en plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.), sugiriéndose que ambas IDIs pueden expresarse en los
diferentes compartimentos celulares en los que ocurre la biosintesis de
isoprenoides. (Nakamura et al., 2001)(Figura 1.2B).
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nerolidol formado fue sintetizado presumiblemente del FPP sintetizado en
los plastidios (Aharoni et al., 2003) (Figura 1.3).

Por su parte, un ejemplo de la independencia de ambas rutas se observé en
un estudio realizado en flores de Antirrhinum majus por Dudareva y sus
colaboradores (2005), estableciéndose la posibilidad de que solamente la
ruta MEP pudiera estar relacionada con la formacién de monoterpenos,
carotenoides, y sesquiterpenos. Esta afirmacion se basa en los resultados
derivados del marcaje radloactlvo de los precursores especnflcos para cada
una de las rutas (1-desoxy-[5,5-H,}- D- xilulosa y [2,2-H,]-mevalolactona) y
del andlisis de los productos obtenidos a través de la inhibicidén de la ruta
AMV con mevinolina y de la ruta MEP con fosmidomicina. Al comparar los
resultados obtenidos de ambos tratamientos de inhibicion y marcaje, se
determino que sélo una de las dos rutas, la MEP localizada en los plastidios,
se encontraba activa en la formacién de dichos compuestos. Esta
afirmacién se dedujo al inhibir la ruta AMV y marcando radioactivamente al
precursor de la ruta MEP; asi, de este tratamiento se produjeron
sesquiterpenos como el nerolidol marcados radioactivamente. Sin embargo,
al realizar el experimento contrario, empleando el inhibidor de la ruta MEP y
marcando la mevalolactona de la ruta AMV, se observé una disminucién
drastica de los niveles tanto de nerolidol como de monoterpenos y
carotenoides, no detectandose la incorporacion de [2 H;]-MVL en ninguno de
los productos (Dudareva et al., 2005). Asimismo, en estudios realizados en
plantas de tomate empleando el inhibidor mevinolina, se observé una
disminucion en la concentracion de esteroles (sintetizados en el citoplasma)
mientras que la produccién de carotenoides en el fruto no se vio afectada
(Rodriguez-Concepcion & Gruissem, 1999).
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Figura 1.3. Sintesis de isoprenoides en plantas, mostrando las dos
rutas productoras de IPP. La ruta del mevalonato para la produccién de
IPP a partir de acetil Co-A, regulada por la actividad de la enzima
HMGR ha sido bien caracterizada tanto para animales como para
levaduras, estableciéndose que tiene lugar en el citoplasma regulando
la sintesis de esteroles y sesquiterpenos. Por su parte, la ruta MEP
regulada por la enzima DXPS, esté presente en algas, bacterias y en
los plastidios de plantas y proporciona los bloques de IPP necesarios
para la sintesis de monoterpenos, carotenoides, diterpenos y cadenas
fitlo de la clorofila.CoA, acetil coenzima A; GAP, gliceraldehido-3-
fosfato; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A; IPP, isopentenil
pirofosfato; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; FPP, farnesil pirofosfato;
GPP, geranil pirofosfato; GGPP, geranil geranil pirofosfato; HMGR, 3-
hidroxy-3-metilglutaril-CoA reductas; DXPS, 1-desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato sintasa; PSY, fitoeno sintasa.
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particular de plantas contienen miltiples copias del mismo genoma, el cual
es relativamente pequenio, ribosomas y pueden sintetizar algunas proteinas
propias (Vothknecht and Soll, 2006). Estan delimitados por una cubierta
compuesta de dos membranas concéntricas. Los plastidios derivan de
precursores comunes, los proplastidios, presentes en las células inmaduras
del embrién y del meristemo vegetal los cuales crecen tanto en la luz como
en la oscuridad. El proplastidio se diferencia en un tipo especifico de
acuerdo a los requerimientos de la célula y, en determinadas condiciones,
cada tipo especifico es capaz de desdiferenciarse, asi como de
interconvertirse en otros tipos plastidiales (Alberts et al., 1991).

Los plastidios varian principalmente en nimero, tamafio, forma, contenido y
funciéon segun el tipo celular y el estadio de desarrollo de la célula, y se
reproducen por fision, con independencia del ciclo celular. Son ejemplos de
plastidios los cloroplastos, que contienen los pigmentos verdes clorofila a y
b, asi como carotenoides de color anaranjado y xantofilas amarillas, los
aleuroplastos (contienen aleurona), los leucoplastos (plastidios incoloros
implicados en la sintesis de monoterpenos),los amiloplastos (acumulan
granulos de almidén) y los cromoplastos, que son organelos coloreados que
sintetizan y contienen pigmentos de color, como los carotenos y las
xantofilas, los cuales a su vez son el origen de los colores de muchos frutos,
flores y hojas. Los cromoplastos se originan a partir de cloroplastos jovenes
o de cloroplastos maduros, por division (Alberts et al., 1991).

1.1.5.3 RUTA DE SINTESIS DE LOS CAROTENOIDES

De forma general, en el inicio de la ruta se lleva a cabo la isomerizacién de
moléculas de IPP a su forma activa alilica, el dimetilalil difosfato (DMAPP),
actuando este Ultimo como substrato para la geranil difosfato sintasa para
producir geranil pirofosfato (GPP) al cual le serda agregado una nueva
molécula de DMAPP para dar lugar al farnesil pirofosfato (FPP); a su vez, la
enzima geranil-geranil difosfato sintasa (GGPS) produce GGPP a partir del
farnesil difosfato. Es a partir del geranil geranil pirofosfato que se lleva a
cabo la biosintesis del fitoeno por accion de la enzima fitoeno sintasa (PSY),
el cual es el primer compuesto de tipo carotenoide (Cunningham & Gantt,
1998). El fitoeno es entonces convertido en licopeno, el carotenoide rojo
presente en tomates y sandias, por acciéon de dos enzimas desaturasas,
fitoeno desaturasa (PDS) y {-caroteno desaturasa (ZDS). A través de esta
ruta se producen poli-cis compuestos que son convertidos a sus formas all-
trans por accion de las carotenoide isomerasas CrtlSO y ZISO. El licopeno
es el substrato de dos enzimas ciclasas, e-licopeno ciclasa (LCYE) y B-
licopeno ciclasa (LCYB), las cuales cuando actGan juntas en los extremos
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transcritos de los genes involucrados de forma mas directa en su biosintesis
que de la disponibilidad de moléculas precursoras, disminuyendo la
expresion de PSY, PDS y ZDS, e incrementdndose la acumulacion de
mRNA de ciclasas (FLCY y &LCY) (Kato et al., 2004). Por ejemplo, los
estadios en los que la coloracién del fruto es predominantemente verde, se
presenta una acumulacién de e-carotenos y por tanto la sobreexpresion de
&LCY. De la misma manera, durante la etapa en la que los frutos van
tornandose de color naranja, se observa un incremento simultaneo en la
expresion de todos los genes que estan involucrados en la biosintesis de
xantofilas de tipo B,B,destacandose como es posible inferir la expresion de
BLCY y acumulandose en los tejidos p,B-xantofilas tales como la
violaxantina y la neoxantina. Es decir, durante la carotenogénesis, ias
enzimas involucradas pudieran presentar una regulacién coordinada en su
expresion especifica para cada tipo de carotenoide y relacionada a una
etapa de desarrollo o tejido especifico de la planta (Giuliano et al., 1993;
Cunningham et al., 1996; Kato et al., 2004; Del Villar-Martinez et al., 2005).

Aunque quimicamente la mayoria de los carotenoides son tetraterpenoides,
existen carotenoides que poseen un esqueleto de menos de 40 carbonos
debido a la presencia de escisiones en uno o ambos extremos del
carotenoide precursor. Estos carotenoides de tamafo molecular menor son
conocidos como apocarotenoides.

1.1.6 APOCAROTENOIDES

Los apocarotenoides son compuestos derivados principalmente de la accién
oxidativa de enzimas del tipo dioxigenasas sobre los carotenoides. Dichas
enzimas catalizan el rompimiento de los dobles enlaces de una gran
variedad de carotenoides originando moléculas mas pequeias y con
caracteristicas muy diferentes al compuesto precursor (Bao-Cai et al., 2001;
Schwartz et al., 2001; Giuliano et al., 2003; Linting & Vogt, 2004; Schwartz
et al., 2004; Simkin et al., 2004; Snowden et al., 2005).

Los primeros trabajos acerca de este grupo de dioxigenasas, estuvieron
dirigidos a elucidar el mecanismo de biosintesis del acido abscisico (ABA), a
partir de la ruptura oxidativa de epoxicarotenos, tales como el 9'-cis-
violaxantina o el 9'-cis-neoxantina, por la accién de la enzima dioxigenasa
VP14 en maiz (Bao-Cai ef al, 1997; Schwartz et al, 1997) o de su
homédloga en frijol, la PYNCED1 (Qin & Zeevart, 1999).

Estudios recientes han identificado nuevas dioxigenasas cuyo substratos
son los carotenoides, por lo que se han denominado enzimas CCD’s
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a cubiertas de semillas de Bixa orellana L. y seleccionando aquellas
enzimas involucradas Unicamente con el metabolismo de isoprenoides, por
ejemplo las correspondientes a la ruta MEP, dentro de las cuales se
encontrarian incluidas las implicadas en la biosintesis de bixina (Jako et al.,
2002).

Tomando en cuenta estos datos y la similaridad estructural entre la bixina y
el azafran, Bouvier y sus colaboradores (2003) lograron aislar los tres genes
directamente involucrados en la biosintesis de bixina, basandose en las
secuencias reportadas para enzimas homologas en Arabidopsis thaliana y
Crocus sativus (Bouvier et al., 2003). Mediante la cotransformacién de una
cepa recombinante de E.coli que acumula licopeno y con la participacion de
las tres enzimas antes mencionadas, queddé demostrado que el paso inicial
de la biosintesis de bixina, involucra la conversion de licopeno a bixina
aldehido por accidon de la enzima bixina dioxigenasa (BoLCD). Este
compuesto finalmente dara origen a la bixina, por accién de dos enzimas: la
aldehido deshidrogenasa (BoBADH) y la norbixina metiltransferasa
(BonBMT) (Bouvier ef al., 2003), tal como se ilustra en la Figura 1.5.
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1.1.8 ENZIMAS Y GENES SELECCIONADOS PARA ESTE ESTUDIO.

Para este trabajo se seleccionaron los genes que codifican a cinco enzimas
importantes en la produccion de isoprenoides (DXS, PSY, PDS, fLCY y ¢
LCY), ademas de los tres previamente reportados por Bouvier y
colaboradores (2003) involucrados en la sintesis de bixina a partir del
licopeno (que codifican a las enzimas BoLCD, BoBADH y BonBMT).

En primer lugar, la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (codificada
por el gen DXS), actha en la condensacion de gliceraldehido-3-fosfato y
piruvato para producir 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato, precursor del IPP en los
plastidios, y funciona como una enzima regulatoria en la ruta de los
isoprenoides plastidial en plantas (Lichtenthaler, 1999) (Figura 1.4).

Por su parte, la condensacion de dos moléculas de geranilgeranil difosfato
(GGDP) para producir el primer caroteno denominado fitoeno, es una
reaccion catalizada por la fitoeno sintasa, codificada por el gen PSY
(Hugueney et al, 1996; Giuliano et al, 1993). Subsecuentemente,
mediante la accion de dos enzimas, la fitoeno desaturasa (codificada en
plantas por PDS) y la {-caroteno desaturasa (gen ZDS), se introducen
cuatro dobles enlaces en la molécula del fitoeno originandose
consecutivamente fitoflueno, {-caroteno y finalmente el licopeno
(Cunningham & Gantt 1998).

La ciclizacién del licopeno, por otro lado, denota un punto central de
ramificaciéon en la ruta de sintesis de los carotenoides, una ruta conduciendo
hacia la formacién de B, B-xantofilas, zeaxantina, violaxantina y neoxantina,
y la otra ruta conduce a las B,e-xantofilas y luteina, pigmentos biciclicos
involucrados en el aparato fotosintético de las plantas (Bartley & Scolnik,
1995; Cunningham y Gantt, 1998) (Figura 1.4). Por tanto, las actividades
relativas de la e-ciclasa con respecto a la B-ciclasa (codificadas por los
genes FLCY y &LCY, respectivamente), pueden determinar el flujo de
carotenoides desde el licopeno hacia la formacién de a-caroteno (con un
anillo € y uno B) o B-caroteno (con ambos anillos B) (Cunningham et al.,
1996; Pecker et al. 1996), pudiéndose asociar el papel de los genes f-LCY
y &-LCY con la produccién de carotenoides ciclicos y xantofilas, pigmentos
esenciales para la proteccién del aparato fotosintético contra las especies
reactivas de oxigeno producidas por la sobreexcitacién de la clorofila,
ademas de proporcionar colores gue varian entre el amarillo, naranja y rojo,
a flores y frutos.
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agarosa a 1%. Ademas, los productos se analizaron mediante PCR usando
como templado los plasmidos recombinantes y como cebadores el juego de
oligonucledtidos correspondiente a cada gen. Las mezclas de reaccion y
condiciones de amplificacion fueron similares a las descritas anteriormente.

1.5.4 EXTRACCION DEL ARN TOTAL

El ARN total fue aislado a partir de aproximadamente 50 mg de tejidos de
hojas de plantas adultas, semillas inmaduras, semillas maduras, botones
florales, flores y capsulas frutales de los dos morfotipos. Dado que este
método de extraccion de ARN fue el resultante del ensayo de diversos
protocolos incluyendo el uso de un sistema comercial el método se presenta
con mayor detalle en el Anexo I.

1.5.4.1 CUANTIFICACION DEL ARN TOTAL

La cantidad del ARN total aislado se cuantificd por espectrofotometria a una
absorbancia de 260 nm, calculandose la concentracion con la siguiente
férmula: ARN total (ug)= A260 x 0.040 pg x factor de dilucién x volumen de
la muestra (ul) (Sambrook, 19889).

1.5.4.2 TRATAMIENTO CON DNasal

Para la eliminacion del ADN contaminante la muestras de ARN se trataron
con rDNasa | (2 U/ml) (Invitrogen, Cat. No. 18068-015), de acuerdo a las
espicificaciones del proovedor.

1.5.4.3 SINTESIS DEL ADNc

Dicho procedimiento se llevd a cabo empleando una Transcriptasa Reversa
SuperScript ™ (Invitrogen, Cat. No. 18080-093), de acuerdo a las
indicaciones el proveedor. En resumen, se empled un volumen final de 13
uL conteniendo 1 pL de cebador en sentido, 1 uL del cebador en antisentido
(2 10 uM, cada uno), 1 uL de mezcla de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP y dCTP
a 10 mM cada uno), 100 ng de ARN total y agua destilada estéril, se calentd
a 65° C por 5 minutos, se incubd en hielo por 1 minuto. y se le agregd 4 -PI
de Buffer 5X First-Strand, 1 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de RNaseOUT™
Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen, Cat. No. 10777-019, 40 U/ul) y 1
ul de SuperSript™ il RT (200 U/pl), para incubarse nuevamente a 25° C por
5 minutos y a 55° C por 60 minutos. Finalmente, la enzima se inactivd

calentando la reaccion a 70° C por 15 minutos.
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En los siguientes capitulos se detallan los resultados obtenidos en el
presente trabajo de investigacion. Algunos de éstos fueron organizados en
forma de manuscritos para ser sometidos a diferentes revistas. Estos han
sido ordenados y presentados de acuerdo a la secuencia de los objetivos
particulares que se abordan en cada apartado.
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2.1 Abstract

Annatto (Bixa orellana) is the sole source of the commercially important
pigment bixin. The broad diversity of annatto phenotypes and the wide
variation in pigment contents have restricted its use. Therefore, genetic
improvement focusing on this variation is important in order to achieve
optimal exploitation of annatto. To characterize and understand some of the
genetic basis governing carotenoid production, two annatto cultivars with
either pink or white flowers were selected on the basis of their contrasting
pigment levels. Several cDNA-probes corresponding to genes involved in
carotenoid biosynthesis (dxs, psy, pds, f-lcy and &-lcy) were cloned and
analyzed by RT-PCR in different tissues of these two annatto cultivars
during flower and fruit development. In general, expression of most selected
genes could be associated with pigment over accumulation in these
cultivars. The pink cultivar exhibited higher carotenoid contents and higher
pigment-related gene expression, and the two variants analyzed showed
notable differences in gene expression in the highest pigment producing
tissues.

2.2 Keywords
Annatto, Bixa orellana, Bixin, Carotenoids, Gene expression
2.3 Introduction

Carotenoids are derived from the isoprenoid biosynthetic pathway and are
responsible for many of the red, orange, and yellow colours of plant flowers,
fruits, and leaves (Wagner et al., 2002). In plants, the carotenoid pathway
begins with the synthesis of the isoprenoid isopentenyl pyrophosphate (IPP;
Fig. 2.1). The biosynthesis of IPP is catalyzed by 1-deoxyxylulose-5-
phosphate synthase (DXS) coded by the dxs gene (Lichtenthaler, 1999).
Subsequent biosynthesis of carotenoids from IPP involves a common route
including their conversion into geranylgeranyl diphosphate (GGPP), which is
the substrate for formation of the phytol (chlorophyll side chain) and the C,
molecule phytoene. Phytoene formation is catalyzed by phytoene synthase
(PSY) coded by the psy gene and is considered the first regulatory step in
carotenogenesis. Subsequently, through desaturation, catalyzed by two
desaturase enzymes, phytoene desaturase (PDS) and { -carotene
desaturase (ZDS), the colorless phytoene is transformed to the pink-red
lycopene (Isaacson et al. 2002). Consequently, lycopene can be
transformed into different lineal apocarotenoids such as crocetin and bixin,
which are commercially valuable (Pfander & Schurtenberger 1982; Bouvier
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Figure 2.1. Simplified carotenoid biosynthetic pathway. Lycopene can be
directed to the production of lineal carotenoids such as bixin, or cyclic
carotenoids through the action of alpha and beta lycopene cyclase enzymes.
G3P:  glyceraldehyde-3-phosphate, — DOXPS:  1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate synthase, DOXP: 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate, MEP: 2-C-
methyl-D-erythritol-2, 4-cyclodiphosphate, IPP: isopentenyl diphosphate,
GGPP: geranylgeranyl diphosphate, PSY: phytoene synthase, PDS:
phytoene desaturase, ZDS: (-carotene desaturase. B-LCY: B-carotene
desatuse, E-LCY: e-carotene desaturase ABA: abscisic acid.
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2.5 Results
2.5.1 METABOLITES ANALYSIS

The concentration of total carotenoids varied in all stages of development for
the plants studied, with the highest concentration generally found in mature
seeds (Fig. 2.3). In addition, some specific carotenoid related molecules
were also evaluated. In this way, chlorophyll a contents were measured as
an indirect indicator of the photosynthetic process. The white cultivar
exhibited greater accumulation of chlorophyll a than the pink cultivar. Green
tissues of this annatto cultivar such as immature fruits and flower buds also
accumulated high chlorophyll a contents. The pink cultivar only accumulated
chlorophyll a in its leaves. Another important photosynthetic carotenoid
pigment, p-carotene, was also measured. However, f-carotene contents
were only detected in the leaves of both cultivars (data not shown). Specific
carotenoid derivatives, such as apocarotenoids, were also evaluated.
Significant differences in the bixin contents were observed in the two annatto
cultivars (Fig. 2.3B). Pink cultivars exhibited higher bixin content in mature
seeds even when bixin accumulation began at the immature seed stage.
The contents of the B-apocarotenoid ABA were also evaluated in order to
find out the role of the B-lcy gene in regulating the proportion of carotenoids
directed to each branch of the carotenoid pathway and driving the carotenoid
diversification observed in annatto plants (Fig. 2.3C). Thus, ABA presented
higher concentrations in the tissues of the white variant and in general in
those tissues of both annatto cuitivars where the lowest bixin accumulation
was observed.
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2.5.2 ISOLATION OF PIGMENT-RELATED PROBES

Partial probes of the carotenoid-related genes dxs, psy, &lcy and flcy from
B. orellana L. were isolated using degenerate primers designed from
conserved regions in orthologous genes of other plants. Genbank accession
numbers are summarized in Table 1. All the resulting sequences were
suitable probes due to their reliable size, high similarity when blasted with
other orthologous genes, and high conservation levels when aligned with
other carotenoid-related genes. When compared with sequences reported in
the public database, the probes of this study were shown to have a
percentage identity from 86 % to 99 %. dxs and psy probes exhibited the
highest identity (99 %) with respect to dxs and psy orthologous genes from
Arabidopsis thaliana. pds, f-lcy and &lcy also presented high levels of
identity (86 to 88 %) with other orthologous genes from plants (Table 2.1).
The identity of probes was reflected in the UPGMA tree showing a short
distance of 0.9 to 0.2 with reference to other plant orthologous genes (Fig.
2.4).
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Table 2.1. Gene probes of pigments-related genes isolated from Bixa
orellana L. and PCR conditions.

Tabile 1 Gene probes of pigments-relatad genos isolsted from Bixa oreflana L. asd PCR conditions
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2.5.3 PIGMENT-RELATED GENE EXPRESSION

The dxs gene involved in the initial steps of the carotenoid pathway showed
a constitutive expression in all tissues of different plant development stages
(Fig. 2.5). Linear carotenoid-related genes such as psy and pds showed a
differential expression during development stages in both annatto cultivars.
The accumulation of psy transcripts was highest in immature seeds of the
pink annatto cultivar. The white cultivar only showed a slight accumulation of
this psy transcript. Likewise, pds transcripts were up-regulated during all
development stages in the pink cultivar and presented their peak in
expression in the immature seed stage. The white annatto cultivar also
presented a pds peak in expression in immature seed tissues but its
expression profile was less prominent in other tissues than in its annatto
counterpart.

Cyclic carotenoid-related genes such as & and flcy presented a very active
expression in leaves and immature fruits in both annatto cultivars.
Expression of flcy mRNA differed from that of e/cy mRNA among the
different tissues analyzed and its expression profile was also notably
different between both cultivars. Transcripts of this gene (pds) were detected
in leaves, immature fruits and immature seeds of the pink cultivar whereas in
the white cultivar they were only detected in leaves, floral buds and flowers,
the more photosynthetic tissues (Fig. 2.3).
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the balance of different important apocarotenoids such as ABA and bixin in
different B. orellana cuitivars.
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3.1 Introduccioén

Un primer intento de establecer las bases genético moleculares de la
biosintesis de bixina fue realizado por Jako y cols. (2002), quienes,
basandose en los datos quimicos por analogia con la ruta de sintesis del
acido abscisico, propusieron un pequefio nimero de genes estructurales
involucrados. De acuerdo a estos autores la via deberia iniciar a partir de la
ruta principal de carotenocides con la intervencion de una o dos dioxigenasas
sobre un carotenoide aciclico, probablemente licopeno, para producir un
grupo aldehido central. E! siguiente paso, consistiria en la oxidacion de los
grupos aldehidos a carboxilos mediante la accion de enzimas que deberian
guardar similaridad con aldehido oxidasas o deshidrogenasas. Finalmente,
una metiltransferasa catalizaria la metilacion de uno de los grupos carboxilo
para dar origen a la bixina. La ruta propuesta fue investigada a través de un
andlisis de ESTs, usando una biblioteca substractiva de ADNc preparada a
partir de ARN de semillas inmaduras de B. orellana L. En este anélisis, se
identificaron EST’s correspondientes a la mayoria de las enzimas de la ruta
de biosintesis de carotenoides, incluyendo aquellos implicados en la via
MEP ubicada en los piastidios. Asimismo, identificaron 23 secuencias de
genes para dioxigenasas, 16 de aldehido deshidrogenasas y 12 de
carboxilo metiltransferasas. De tal manera, este grupo determind que dichos
genes representaban candidatos para las Ultimas etapas de la ruta
biosintética de la bixina. Finalmente, se propusc a una proteina del tipo
acido salicilico metiltransferasa (SAM) como la involucrada en la metilacién
de norbixina a bixina (Jako ef al., 2002).

Tomando en cuenta estos datos y la similaridad estructural entre la bixina y
el azafran, Bouvier y sus colaboradores (2003), basandose en las
secuencias homologas de Arabidopsis thaliana y de Crocus sativus,
lograron identificar y aislar a partir del ARNm obtenido de semillas
inmaduras de B. orellana L. los tres genes directamente involucrados en la
biosintesis de bixina. Estos autores proponen que el paso inicial de la
biosintesis de bixina involucra la accion de la bixina dioxigenasa (BoLCD)
para la conversion de licopeno a bixina aldehido, que finalmente dara origen
a la bixina, por accién secuencial de ia aldehido deshidrogenasa (BoBADH)
y de la norbixina metiltransferasa (BonBMT). El primer gen identificado fue
el de la licopeno dioxigenasa (BoLCD), con un tamafio de 1140 pb y que
codifica para una proteina de 380 aminoacidos, con una aita similaridad a
las dioxigenasas de C. sativus CsZCD (con una identidad del 97%), a la Md-
FS2 presente en flores de manzana, a la AtCCD1 de A. thalianay a la VP14
de maiz. Asimismo, se determind que esta enzima lleva a cabo Ila
conversion de licopeno a bixina aldehido. En adicion, se observo que la
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GCAG3, ADHF2-1, 5AGCAGTTCACCCACACAGCGS y en antisentido
ADHR1, 5’GGATCAAAGCCGAAGTAGCAGY, ADHR2, 5AGCAGTTCACC
CACACAGCGZ, ADHR2-1, 5GTTCGGTGGCTACAAGATGTCCYI'.
Asimismo, se probaron los cebadores especificos de la bixina aldehido
deshidrogenasa, de acuerdo a (Bouvier ef al, 2003). BoBADHF,
5ATGGAGAGCACCGGACGCGCACCACS' y BoBADHR, 5’ATACCAGGGG
CTGTTAGGGATTGCGGS3'. Finalmente, para la amplificacién del gen de la
norbixina metil transferasa (AJ548847), con base en la secuencia de 1149
pb previamente reportada (Camara & cols., 2003), se disefiaron dos pares
de cebadores en sentido CTMF1, SATGGGCAGGGTGAGAAGTACS y
CTMF2, 5’ACAGACACGGCTCGTCATCG3 y en antisentido CTMR1, &
GTGCCTGTGATCATCTGTGTCG3 y CTMR2, 5'CGTTCGTCCATCTGCA
TCCTG3'. En adicion, se probaron los cebadores descritos por Bouvier y
cols. (2003). BonBMTF, 5ATGGGCAGGGTGAGAAGTACATTGS vy
BonBMTR, STCTGTGTCGCTTCT TTGTCAGCTG3'. Los componentes de
la mezcla de reaccién de 25 ul para las reacciones fueron los siguientes: 2
pl del ADNc sintetizado a partir de 100 ng del RNA total aislado de semillas
inmaduras; 2.5 wl de Buffer 10X, 1 ul de MgCl2 10 mM, 1 wl de cebador en
sentido 10 mM, 1 pi de cebador en antisentido 10 mM, 0.5 W de dNTP’s 10
mM y 0.25 ul de Tag Polimerasa (Invitrogen, 5U/ul). Los productos de
amplificacién fueron purificados del gel de agarosa y ligados al vector
pGEM®-T Easy de Promega (Cat. No. A1360), para su clonacion la cepa
DH50. de Escherichia coli. El andlisis de plasmidos recombinantes fue
realizado por analisis de restriccibn (EcoRf) para la verificaciéon de la
presencia de insertos de interés.

3.2.2 ANALISIS DE SECUENCIAS E IDENTIDAD

Los plasmidos confirmados con los insertos de interés, fueron secuenciados
en ambos sentidos, utilizando los cebadores universales Spé y T7 que
flanquean el sitio de insercion del producto de PCR en el plasmido PGEM®-
Teasy. Cada una de las secuencias fue ensamblada y procesada para su
analisis de identidad mediante el programa computacional DNAStar V.4.1.
La busqueda de homologia con otros genes de carotenoides reportados fue
realizada por BLAST (Altschul ef al., 1990)

3.3 Resultados
3.3.1 GEN DE LA LICOPENO BIXINA DIOXIGENASA
3.3.1.1 OBTENCION DE SONDAS MOLECULARES HOMOLOGAS

Utilizando los cebadores degenerados descritos y diferentes temperaturas
de alineamiento, se obtuvo un producto de aproximadamente 500 pb, que
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ello, el aislamiento de este gen se vuelve especialmente complicado,
haciendo necesario el planteamiento de nuevas estrategias.

3.4.3 GEN DE LA NORBIXINA METILTRANSFERASA (BonBMT)

A pesar de que se probé un amplio rango de temperaturas y condiciones de
amplificacién, en las que incluso se emplearon cebadores especificos contra
la secuencia de BonBMT, los esfuerzos para el aislamiento de este gen
resultaron infructuosos. Estos resultados pueden explicarse considerando
que la secuencia de este gen, tiene muy baja homologia con las depositada
en el GenBank; solo el 44% y el 39% de BonBMT presenta cierta identidad
con metiltransferasas dependientes de S-adenosil-L-metionina de Clarkia
breweri y Nicotiana tabacum, respectivamente, mientras que BonBMT
muestra una homologia del 39% con una carboxi metiltransferasa de Crocus
sativus. La homologia con otras metiltransferasas de plantas, es aun mas
baja (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Comparacion a nivel de nucleétidos de la secuencia reportada
por Bouvier y cols. (2003) para el gen BonBMT de B. orellana L. con
algunos genes que codifican a metiltransferasas en plantas.

% de % de
Cobertura Identidad

Numero de

Descripcion
acceso pcio

Clarkia breweri, acido salicilico
AF133053.1 metiltransferasa dependiente

de S-adenosil-L-metionina: 44 64
(SAMT)
AK230364.1 Arabidopsis thaliana (SAMT) 11 73
NM_120519.2 Arabidopsis thaliana (SAMT) 11 73
AY741493.1 Capsicum annuum (SAMT) 8 77
AY741481.1 Cestrum elegans (SAMT) 9 77
Crocus sativus, carboxil
AJ549289.1 metiltransferasa 39 81
Brugmansia sp. Robadey
AY741484.1 (SAMT) 27 66
AY741483.1 Cestrum nocturnum (SAMT) 9 76
AY741503.1 Nicotiana tabacum (SAMT) 39 64
Solandra  maxima  SAMT
AY741500.1 (SAMT) 28 65
AY741488.1 Schizanthus pinnatus (SAMT) 28 65
AY741489.1 Solanum dulcamara (SAMT) 20 66
AY741482.1 Schwenckia americana 8 76
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4.1 Introduccion

Las dioxigenasas son enzimas importantes para la sintesis de metabolitos
secundarios de gran relevancia para las plantas tales como los
fitorreguladores acido abscisico, giberelinas y etileno y una gran variedad de
flavonoides y alcaloides (Prescott & John, 1996).

Las dioxigenasas de plantas estan codificadas por familias multigénicas.
Estudios en un gran namero de especies han demostrado que algunas
dioxigenasas se expresan de una manera tejido-especifica y que pueden
estar controlados en términos de desarrollo y respuesta al estrés. (Prescott
& John, 1996).

La primera dioxigenasa aislada de plantas fue la conocida como VP14, la
cual fue caracterizada en plantas de maiz y es la responsable del
rompimiento de 9-cis xantofilas para dar origen a un apocarotenoide de C4s
precursor del acido abscisico (Bao-Cai et al., 1997; Schwartz et al., 1997), al
igual que su homéloga en frijol, PYNCED1 (Qin & Zeevart, 1999). En
Arabidopsis thaliana, se han descrito nueve-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasas (NCED's) (Tan et al., 2003) las cuales estan involucradas en
la formacion de apocarotenoides Ci3 y Cq4, al igual que las siete CCDs
reportadas para Crocus sativus (Bouvier et al.,, 2003b). Los homélogos de
VP14 conforman a una nueva familia de dioxigenasas que actian
rompiendo una gran variedad de dobles enlaces y dando origen a diversos
tipos de apocarotenoides, por lo que se han denominado CCD’s (Carotenoid
Cleavage Dioxygenases). Asi, en Arabidopsis se han identificado dos CCD'’s
asociadas con la biosintesis de un compuesto relacionado con la inhibicién
de ramas laterales (Schwartz et al., 2004). En tomate, se han aislado otras
dioxigenasas involucradas con la formaciéon de terpenoides volatiles, tales
como [-ionona, pseudoionona y geranilacetona, que son metabolitos
responsables del sabor y aroma de una gran variedad de frutos, vegetales y
plantas ornamentales (Simkin et al., 2004).

Una gran diversidad de CCD’s se han aislado de plantas. Por ejemplo, la
AtCCD1 de Arabidopsis que actha rompiendo los dobles enlaces de
diversos substratos carotenoides para dar origen a un dialdehido de Cq4 ¥
dos ciclohexonas Cy3 (Schwartz et al., 2001). Ortdlogos de AtCCD1 han sido
aislado de otras especies, como Phaseolus vulgaris (Schwartz et al., 2001),
Capsicum annuum (Bouvier et al., 2003b), Crocus sativus (Bouvier et al.,
2003b), Petunia hybrida (Simkin et al., 2004), Vitis vinifera (Mathieu et al.,
2005), Citrus unshiu, C. sinensis, C. lemon (Kato et al., 2006) y de
Chrysanthemum morifolium (Ohmiya et al., 2006), entre ofras.
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substrato son carotenoides (Figura 4.1), como las de Petunia hybrida (83%),
Citrus sinensis (82%), Crocus sativus (82%) y Cucumis melo (81%), entre
otras, mas no asi con las de B, oreflana L. implicadas en el remodelamiento
oxidativo del licopeno (Bouvier et al., 2003).

Por otro lado, al realizar un analisis filogenético de la secuencia de BoCCD2
con aquellas dioxigenasas con las que guardaba mayor identidad, se
determind que ésta era mas cercana a nivel evolutivo a dioxigenasas
presentes en Persea americana, Crocus sativus y Arabidopsis thaliana
entre otras, asi como a otra CCD reportada por Bouvier y col. (2004) (Figura
4.2).
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Figura 4.1. Comparacién del fragmento de la CCD aislada (BoCCD?2)
con secuencias de otras dioxigenasas de plantas. CisCCD: Citrus
sinensis;, VWCCD: Vitis vinifera, CmCCD: Cucumis melo: PehyCCD:
Petunia x hybrida, LeCCD: Solanum lycopersicum; A{NC1: Neoxanthin
Cleavage Enzyme nc1 de Arabidopsis thaliana (AAN17413); Vp14: Zea
mays; CsCCD: Crocus satrivus: PaCCD: Persea americana: BoCCD:
Carotenoid Cleavage Dioxygenase de Bixa orellana L. (CAD71148);
BoLCD: Lycopene cleavage dioxygenase de Bixa orellana L.
(AJ489277); BoCCD2: secuencia parcial de la dioxigenasa de Bixa
orellana L. aislada (EF493214).
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Figura 4.3. Alineamiento de la secuencia polipeptidica correspondiente
al fragmento de 168 aa de la dioxigenasa aislada con fragmentos
equivalentes de las secuencias de las oltras dioxigenasas ya reportadas
para Bixa orellana L. (Bouvier et al., 2003). BoL.CD: Lycopene Cleavage
Dioxygenase de Bixa orellana L. (CAD33263), BoLCO: Lycopene
Cleavage oxygenase de Bixa orellana L. (AJ489277), BoCCD2:
secuencia parcial de la dioxigenasa de Bixa orellana L aislada
(EF493214), BoCCD: Carotenoid Cleavage Dioxygenase de Bixa
orellana L. (CAD71148).

BoCCD2
BoCCD
BolCO
BolCD

N

0,400

Figura 4.4. Dendograma de las dioxigenasas reportadas para Bixa
orellana L. Como se puede observar, el fragmento de la CCD aislada
(BoCCD2) no parece compartir un alto grado de identidad a nivel
evolutivo con la dioxigenasa reportada para B. orellana L. por Bouvier y
cols. (2003) como la implicada en la sintesis de bixina, BoLCD.
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mitocondrias, cloroplastos, membranas microsomales y el plasmalema
(Prescott & John, 1996).

4.3.2.2 FILOGENIA

Para lograr un mayor acercamiento hacia la definicién de la posible funcién
de BoCCD2, se obtuvo de un analisis de filogenia del dominio RPE65 que
presenta. Para este andlisis se consideré exclusivamente el dominio
referido. De este modo, aplicando el Algoritmo Rapido de Evolucidn Minima
(Desper & Gascuel, 2002), se obtuvo el dendograma correspondiente al
dominio RPEG5 de las CCDs mostrado en la Figura 4.6.

BoCCD2 comparte el mismo ancestro con una dioxigenasa de Persea
americana que esta relacionada con los niveles de ABA en los frutos. Esta
enzima actia fragmentando violaxantina y neoxantina, ambos carotenos
derivados de la zeaxantina, de forma similar a la VP14 de Zea mays.
Adicionalmente, la licopeno dioxigenasa (Bol.CD, AJ489277; Bouvier et al.,
2003) se ubica en un clado diferente al de BoCCD2,

citrus sinensis.seq

citrus unshiu.seq

castanea molksima.seq
phaseolus wulgaris.seq

pisum sativum.seq

cucumis melo.seq

capsicum annum.seq
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Lycopersicum esculentum.seq
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Figura 4.6. Arbol filogenético generado con secuencias del dominio RPE65
conservado en CCDs (secuencias en aa) y contenido en el fragmento
aislado (BoCCD2). Los nombres cientificos fueron emplados para identificar
las especies vegetales de las que fueron aisladas, a excepcion de las
reportadas para B. orellana. L. BoCCD: Carotenoid Cleavage Dioxygenase
de Bixa orellana L. (CAD71148); BoLCD: Lycopene Cleavage Dioxygenase
de Bixa orellana L. (AJ489277); BoCCD2: secuencia parcial de la
dioxigenasa de Bixa orellana L. aislada (EF493214).
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5.1 Abstract

Carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) are an important class of
enzymes involved in the biosynthesis of a broad diversity of apocarotenoids.
In plants, CCDs are part of a gene family with members which cleave
specific double bonds of carotenoid molecules. CCDs are involved in the
production of diverse metabolites such as ABA, flavonoids, ethylene,
gyberellins and alkaloids. Bixa orellana is originated from the tropical region
of America best known as the source of the pigment annatto or bixin, an
apocarotenoid highly accumulated in its seeds. There is great economic
interest in this crop because of the use of bixin as an alternative to synthetic
pigments in food and the cosmetic industry. The apocarotenoid biosynthesis
pathway has only been studied for bixin production, where a CCD is involved
in the cleavage of lycopene as the first step to bixin biosynthesis has been
confirmed. However, the involvements of other CCD genes in the
biosynthesis of the wide variety of apocarotenoids found in this plant have
not been well documented. In this study, a partial new CCD gene (BoCCD2)
was identified and its expression was characterized in organs of B. orellana.
Bioinformatic analysis of the BoCCD2 sequence showed high homology with
plant CCDs involved mainly in the cleavage of cyclic carotenes, with no
apparent redundancy with other members of the CCD family. Here we
systematically analyzed the expression profile of the BoCCD2 gene in
relation to total carotenoids and other apocarotenoids such as ABA and
bixin. BoCCD2 expression during different development stages and in
different tissues was documented in detail and discussed with regards to
different apocarotenoids contents.

5.2 Keywords
Apocarotenoids, carotenoid cleavage dioxygenases, bixin, Bixa orellana

5.3 Introduction

Apocarotenoids are terpenoids derived from the oxidative cleavage of
carotenoids (Wahlberg and Eklund, 1998). They are generated when double
bonds in carotenoid molecules are cleaved through a reaction involving
molecular oxygen, with the formation of an aldehyde or ketone group at the
cleavage site. Carotenoids can be cleaved at any of their conjugated double
bonds, resulting in a diverse set of apocarotenoids (Auldridge et al., 2006).
These metabolites are widely distributed in plants, contributing to the flavor
and/or aroma of flowers and fruits (i.e. B-cyclocitral, o- and p-damascenone,
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formation. BoCCD2 expression displayed a behavior closely related to
carotenoid accumulation. In situ hybridization was used for the first time in
this plant to document the particular BoCCD2 expression in cells that
accumulate apocarotenoids pigments.

5.4 Materials and Methods
5.4.1 PLANT MATERIAL

Leaves, floral buds, open flowers, immature fruits of 30 days post-anthesis,
immature and mature seeds (from mature and dehiscent fruit collected 60
days post-anthesis) were harvested from B. orellana cultivated at a
commercial plantation in Chicxulub, Yucatan, México. Additionally, immature
fruits from six different developmental stages were selected on the basis of
the width and height of their valves (1.5x1.5 cm, 2x2.5 cm, 2.5x2.5 cm, 3.5x4
cm, 4.5x5 cm and 5x 4.5¢cm) and harvested to obtain seeds with six different
grades of maturity. All tissues were obtained from a variant with pink flowers
and high pigment contents, recently characterized by Rivera-Madrid et al.
(2006). In addition, 30 days old plantlets were obtained by germination of
pre-treated seeds, as described by Narvaez et al. (2001), and leaves, stalk
and roots were collected. Samples were immediately frozen by immersion in
liquid N, and stored at -80 °C until analysis. For in situ RT-PCR analysis and
pigment localization, fresh tissues were cut into small pieces and immersed
in 5 vol of AMBION® RNA Later solution (Applied Biosystems Inc., CA,
USA), keeping fixed samples at 4 °C prior to embedding and sectioning.

5.4.2 ASSESSMENT OF CAROTENOID CONTENT AND DISTRIBUTION

For total carotenoid content, 10 mg of freeze-dried tissues were ground with
a pestle and mortar and extracted with 10 ml of ice-cold chloroform in semi-
darkness. Each mixture was shaken vigorously for 5§ min and filtered through
a nylon membrane (0.45 pm pore size). Subsequently, 100 pl of each extract
was adjusted to 3 ml with chloroform and then absorbance measured with a
DU 650 Beckman-Coulter spectrophotometer at a wave length range from
404 to 480 nm. Carotenoid content was calculated using the equation
reported by Wellburn (1994).

For chromatografic analysis of catotenoid and apocarotenoid compounds,
100 mg of freeze-dried, powdered tissues were extracted with 1 mi of
acetonitrile/methanol/isopropanol mixture (75:10:15 v/v/v). Samples were
vortexed, centrifuged at 14000 rpm for 10 min and the supernatants were
filtered through a PVDF membrane (0.22 um pore size). A volume of 0.25
uL was injected into a Hypersil ODS C-18 reverse phase column (250 mm x
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was performed by CLC Sequence Viewer software using the UPGMA
method (http://www.clcbio.com).

5.4.4 MEASUREMENT OF BoCCD2 EXPRESSION LEVEL BY REVERSE
TRANSCRIPTASE-MEDIATED PCR

Total RNA for the RT-PCR analysis was isolated from different organs from
B. orellana. Fifty mg of fresh tissue was homogenized with liquid nitrogen
and transferred to a 1.5 ml tube containing 875 pl of RNA lysis solution
(PureLink Micro-to-Midi, Invitrogen, Carlsbad, CA), 125 ul of “Plant RNA
Isolation Aid" reagent (Ambion, Austin, TX) and 10 ul of B-mercaptoethanol.
Samples were vortexed and incubated at 37°C for 5 min. After incubation,
500 pl of chloroform/isoamylic alcohol (24:1) solution was added and
samples were vigorously shaken for 15 s, centrifuged at 16, 000xg for 15
min and the supernatant transferred to a new tube. The RNA solution was
then incubated at 37°C for 30 min with 5 pl of rDNase | (2 U/ml) (Invitrogen,
San Diego, CA). After incubation, 5 ul of rDNase | inactivation reagent was
added and the solution incubated at 37 °C for 2 min. The sample was then
centrifuged at 16, 000xg for 1.5 min and the RNA-containing supernatant
transferred to a new 1.5 ml tube.

cDNA was synthesized using SuperScript Il First-Strand Synthesis System
for the RT-PCR kit (Invitrogen, San Diego, CA) according to manufacturer's
instructions. After reverse transcription, the BoCCD2 transcript was amplified
by PCR with specific primers (FwBoCCD2, 5-
ATGCAAGTCGAACCAACCAGGGGGATC-3; RvBoCCD2, 5'-
TGCCTGGTTCAGCAGATCCTTGTC-3'), designed from cloned BoCCD2
¢DNA reported in this study (EF493214). A parallel reaction with 25 cycles
and specific primers for 78S rRNA (5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3' and
5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3', AF206868) or fB-actin gene (5'-
GATGCCCGGAGGTTCTCTTCC-3' and 5-AGTACAGGTACAACTCGAGC-
3'_EF672732) was run as an expression control for each PCR reaction.
Replicates of each PCR reaction were carried out to confirm the resuits.
BoCCD2 expression relative to 188 rRNA and to B-actin genes was
assessed using a Bio-lmage Analyzer GS25 (BioRad, Hercules, CA).
Preliminary PCR products were sequenced to verify identity in all cases.

5.4.5 ASSESSMENT OF BoCCD2 MRNA LOCALIZATION BY IN SITU
REVERSE TRANSCRIPTASE-MEDIATED PCR

Fresh samples fixed as described above, were washed three times for 10
min in an ethanol:acetic acid:water solution (63:5:32 v/v/v) and once more
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5.5.2 PIGMENT HISTOLOGICAL ANALYSIS

Both fresh and PAS/Alcian blue stained preparations of B. orellana tissues
showed the presence of pigments, most likely bixin, in specific cells. In the
root apex (Figure 5.1, panel A), pigments were detected in pericycle cells,
which are located between the vascular pith and endodermis. In addition,
mature roots accumulated pigments mainly in the cortex (Figure 5.1, panels
B to D). Oily droplets of pigments, larger than starch grains accumulated
were observed in the cytosol of cells of roots (Figure 5.1, panels C and D). A
similar but higher accumulation of pigments was observed in plant stalks,
where pigments were accumulated only in collenchyma cells, in the stem
cortex (Figure 5.1, panels E to H). Stereoscopic observations of leaf abaxial
surface showed specific pigment accumulation in cell patches uniformly
distributed across each whole leaf (Figure 5.1, panels M and N). Histological
slices showed cells of spongy mesophyll accumulating pigment droplets
(Figure 5.1, panels O and P).
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5.5.5 BoCCD2 GENE EXPRESSION LOCALIZATION

Seeds and some other tissues with elevated amounts of apocarotenoids
were chosen to analyze in detail the expression of this gene in several
specific cells. In seeds, the CCD probe was detected in the oily cells layer
located immediately below the aril (Figure 5.4, panel B) and in a high
number of cells located in the aril layer in cells adjacent to bixin deposits
(Figure 5.4, panel F); however, it was not detected in the endosperm (Figure
5.4, panel B). This suggests that BoCCD2 protein could be involved in
carotenoid metabolism and specifically with bixin production since these
tissues coincided exactly with the major pigment contents detected (Table
5.1).

Similarly, the BoCCD2 signal was clearly detected in cells corresponding to
the xylem and surrounding the tubes of the phioem and in tissues where
pigment accumulation was detected, such as in the cells of the parenchyma
and periderm in the leaves (Figure 5.2; Figure 5, panels A to B).
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Figure 5.3. BoCCD2 expression throughout different organs of B. oreliana
plants. (A) Images of the different organs used for semi quantitative RT-PCR
analysis. L. leaf, FB: floral bud, F: flower, IF: immature fruit, IS: immature
seed, MS: mature seed. (B) BoCCD2 RT-PCR expression profile obtained
for the tissues shown in (A). (C) Six different developmental stages of the
immature seeds. (D) Expression profile of BoCCD2 obtained through seed
development. (E) Photo of 30 day-old plantlet. (F) BoCCD2 expression
profile obtained for B. orellana plantlets. R. root, S: stalk, L. leaf.
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other plants showed that BoCCD2 shares the same gene ancestor as
another CCD isolated for B. orellana (CCD gene, CAD71148) although
BoLCD (AJ489277), the gene involved in bixin biosynthesis, is located in
another clade sharing the same gene ancestor as BoLCO, another CCD
isolated by Bouvier et al., (2003). BoCCD2 had the same phylogenetic origin
as the CCD isolated from Persea americana and that for Zea mays (Vp14),
both of which are involved in the biosynthesis of the zeaxanthin-derived ABA
(Bao-Cai et al., 1997; Schwartz et al., 1997; Chernys and Zeevaart, 2000).
In accordance with the above, molecular studies were performed to analyze
the role of this new CCD isolated for B. orellana on carotenoid and bixin
production.

In this sense, the primary expression profiles were obtained for different B.
orellana tissues which have been analyzed and characterized in previous
studies (Rivera-Madrid et al., 2006). The highest expression of the BoCCD2
gene occurred in the leaves and immature seeds (Figure 5.3, panel B), both
of which contain high levels of carotenoids (Table 5.1). Expression analyses
carried out on the CCDs of several plant species have shown that individual
genes have a tissue-specific expression profile, being controlled accordingly
with the apocarotenoid production such as that involved in the
developmental or stress response (Prescott and John, 1996, Bao-Cai ef &/,
1997, Schwartz et al., 1997, Tan et al., 2003, Bouvier et al., 2003a, b). Here,
BoCCD2 expression was higher in immature seeds aithough the peak in
carotenoids and bixin was observed in mature seeds. These results could
mean that BoCCD2 expression is induced when pigment production begins
and is down-regulated when its biosynthesis is accomplished.

A new study was then designed to observe the role of the BoCCD2 gene
more closely in the production of apocarotenoids. Immature seeds
corresponding to six different developmental stages where selected to
analyze the expression profile of BoCCD2. Interestingly, BoCCD2 mRNA
showed a coordinated increment with the maturity of the seeds and with the
production of apocarotenoids such as ABA and bixin (Table 5.1, Figure 5. 3,
panels C, D). The major carotenoid precursors were absents in these
tissues, which strongly suggests the rapid metabolism of these molecules to
produce their derivates. This last observation is also concordant with the
high levels of expression of the BoCCD2 gene, which could be acting in the
cleavage of these carotenoids, rendering the high levels of apocarotenoids
detected.

Since BoCCD2 was also up-regulated in photosynthetic tissues of aduit
plants (Figure 5.3, panel B), a new BoCCD2 RT-PCR expression profile was
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encoding protein carriers are the goal for further investigation (Nambara and
Marion-Poll, 2003). Also, the action of different CCD enzymes on the same
carotenoid precursor to produce a specific apocarotenoid is not unusual. In
Persea americana three genes encoding CCDs were isolated and two of
them were strongly induced as the fruit ripened, both being recombinant
enzymes capable of in vitro cleavage of 9-cis-xanthophylls into xanthoxin
and C25-apocarotenoids (Chernys and Zeevart, 2000). Both transtocation
and biosynthesis through the action of different enzymes could be the case
for bixin. However, further research needs to be conducted to confirm the
role of BoCCD2 on the apocarotenoid diversification in B. orellana.
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En resumen, la mayoria de los genes relacionados con el proceso de
carotenogénesis inducen su expresion durante la formacién de las semillas
de la “variante rosa”. Por el contrario, la “variante blanca” acumula una
menor concentracion de pigmentos en la mayoria de sus tejidos, debido a
una expresion mas baja de los genes implicados en su biosintesis.

No fue posible obtener sondas moleculares para los genes que codifican a
las enzimas BoBADH y BonBMT, de B. orellana L. Por lo tanto, para estos
fines es necesaria la realizacion de nuevos experimentos. De forma
contraria, se logré el aislamiento de un fragmento de 540 pb cuya secuencia
corresponde al de una CCD de Bixa orellana L. el cual fue nominado
BoCCD2,

BoCCD2 posee una mayor similitud con genes que caodifican dioxigenasas
de otras especies que con dioxigenasas de B. orellana. Dichas diferencias
también se observan a nivel evolutivo. Sélo BoCCD parece compartir un
mismo ancestro con BoCC2, la dioxigenasa aislada en este trabajo. Por lo
tanto, es posible inferir que la carotenoide dioxigenasa aislada sea un
nuevo miembro de la familia de dioxigenasas de Bixa orellana L.

La secuencia de BoCC2 contiene el dominio RPEB5, tipico de dioxigenasas
vegetales que estan involucradas en el rompimiento oxidativo de la
neoxantina, como es el caso de la enzima codificada por el gen NC1 de
Arabidopsis thaliana.

Al analizar el perfil de expresién de BoCC2, se observé que la acumulacion
de mensajeros guarda una correlacion directa con la acumulacién de bixina
y de pigmentos tanto en los tejidos, como a través del desarrollo de las
semillas inmaduras de B. orellana L.

La expresion del gen BoCCD2 en tejidos fotosintéticos y vegetativos de B.
orellana L., complementados con la cuantificacion paralela de pigmentos por
HPLC confirm6 que la produccion de pigmentos, tanto de tipo carotenoide
como apocarotenoide, no es especifica de las semillas observandose la
presencia de bixina en células epidérmicas de tallo, raices y hojas.

Mediante experimentos de RT-PCR in situ sobre secciones de semillas
inmaduras, se pudo correlacionar la expresiéon de BoCCD2 con la
produccidon de bixina, ya que Unicamente se detectd la presencia de
transcritos de BoCCD2 en el arilo de la semilla. Esto permite sugerir que la
maquinaria de sintesis de bixina esta localizada en este tejido.
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