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RESUMEN 

La bixina (6'-metil-hidrogeno-9'-trans-6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioato.) , es un 

apocarotenoide que se obtiene del arilo de la semilla de la planta Bixa ore/lana L., Esta 

planta tropical es originaria del Amazonas y es conocida como achiote. La bixina ocupa el 

segundo lugar a nivel mundial como colorante natural en la industria alimentaria y 

farmacéutica . Estudios recientes revelaron la existencia de caracteres morfológicos en las 

plantas de achiote relacionados con la biosíntesis y acumulación de bixina en sus semillas 

maduras. Con la ayuda de la técnica SSCP, se logró identificar dos alelas del gen {3-/cy 

diferenciados por ocho SNP en su secuencia, los cuales correlacionaron con el color de la 

flor así como del fruto de las variantes de achiote analizadas. Los resultados obtenidos en 

este trabajo ayudarán a la generación de marcadores moleculares, para la selección de 

plantas por su color de flor y fruto, asociado a su vez con una mayor acumulación de 

bixina. 
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ABSTRACT 

Bixina (methyl hydrogen 9'-cis-6, 6'-diapocarotene-6, 6'-dioate), is a 

apocarotenoide obtained from the seeds of the plant Bíxa ore/lana L best known as 

annatto, native to the Tropical Amazon. This compound has the second place worldwide 

as a natural colorant in food and pharmaceutical industry. Recent studies revealed the 

existence of characters in annatto plants related to the biosynthesis and accumulation of 

bixina in its mature seeds. With the aid of the SSCP technique, we identified two alleles of 

the gene {3-/cy differentiated by eight SNPs in its sequence, which were correlated with the 

flower color as well as the fruit of the variants analyzed. The results obtained in this study 

will help to the generation of molecular markers for selection of plants for the flower color 

and fruit, in turn associated with increased accumulation of bixina. 
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INTRODUCCIÓN 

Bixa ore/lana L. , es un arbusto tropical perene perteneciente a la familia Bixaceae, 

es cultivado en países y regiones como Perú, Brasil , la India, el Caribe, África oriental 

entre otros, para la extracción de un pigmento rojo liposoluble (6 '-metil-hidrogeno-9 '-cis-

6,6 'diapocaroteno 6, 6'dioato), de nombre común bixina, presente en mayor abundancia 

en sus semillas, las cuales contienen además aceites, sustancias cerosas, minerales y 

compuestos alcaloides (Leal y Clavija, 201 Oa). 

La bixina es usada como colorante de varios productos alimenticios, además de 

tener aplicaciones en la industria farmacéutica. Esto debido a que se encuentra aprobada 

por diferentes organismos como la FAO (Food and Agriculture Organization), la FDA 

(Food and Drug Administration), la EC (European Community) así como por la secretaría 

de salud en México en la NOM-119-SSA1-1994, en la cual se establece como colorante 

orgánico natural de wado alimentario. Asimismo, este compuesto ocupa el segundo lugar 

en producción e importancia en el comercio de los colorantes naturales a nivel mundial , 

con una estimación de consumo de 14,500 toneladas de semillas de achiote al año, con 

un costo promedio de US$11 00/Mt de semillas (Parimalan et al., 2008). A causa de la 

importancia global en la producción de bixina y a la gran heterogeneidad en las 

cantidades de pigmento que presentan los diferentes morfotipos de achiote (Valdez-Ojeda 

et al., 2008), el grupo de trabajo de la Dra. Renata Rivera del Centro de Investigación 

Científica de Yucatán, se ha enfocado en diseñar y llevar a cabo un programa de Fito­

mejoramiento con la planta Bixa ore/lana L. Donde se han realizado los primeros estudios 

bioquímicos y genético-moleculares en diferentes morfotipos de achiote (Valdez-Ojeda et 

al. , 2008, 2010, Rivera-Madrid et al. , 2006, Narváez et al. , 2001), así como el 

establecimiento de aspectos importantes para el mejoramiento genético de la planta, 

como el contenido de bixina, dehiscencia del fruto y tasa de entrecruzamiento de 

diferentes cultivares, con el fin de crear las bases para el mejoramiento genético del 

achiote. Recientemente en el grupo de la Dra. Rivera Madrid se analizó el nivel de 

transcritos que codifican para las enzimas fitoeno desaturasa (POS), licopeno ciclasas 

(beta y épsilon ciclasa: ¡3-LCY, E-LCY respectivamente). Se sabe que estas enzimas 

juegan un papel fundamental , en la biosíntesis y acumulación de pigmentos durante el 
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desarrollo en plantas. Así se observó que dichos transcritos codifican para las enzimas 

mencionadas, fueron los que mostraron los mayores cambios en su expresión con 

respecto a la variación en la producción de pigmento (Rodríguez-Ávila et al., 2011 ). Estos 

conocimientos se utilizaron, para comenzar con estudios encaminados a la obtención de 

marcadores moleculares, basados en genes involucrados en la síntesis de carotenoides, 

que permitieran la identificación de cultivares con alto contenido de bixina mediante la 

técnica SSCP (Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla) , técnica usada por vez 

primera en achiote por Martín-Rodríguez (201 0). Los resultados obtenidos con los perfiles 

SSCP, sugieren que existe variación a nivel de nucleótidos en los genes fitoeno 

desaturasa y licopeno beta-ciclasa, analizándolos en once variantes de achiote. Sin 

embargo para confirmar lo anterior es necesario analizar la secuencia de los alelas 

encontrados, así como estudiar otras regiones de los genes por medio de la técnica 

SSCP. Este estudio por consiguiente se enfocó en caracterizar la variación alélica 

presente en los genes pds y {3-/cy, en doce morfotipos de achiote ubicadas en la 

plantación "La extra", en la región de Chicxulub Pueblo, Yucatán. Con este proyecto se 

pretende brindar un conocimiento útil que contribuya al mejoramiento genético de Bixa 

ore/lana L. 
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CAPÍTULO 1 
,. 

ANTECEDENTES 

1.1. GENERALIDADES 

1.1.1. Bixa ore/lana L. 

Bíxa ore/lana L. es una planta tropical diploide (2n=14), cuyo genoma posee un 

tamaño aproximado de 0.39 pg (764 Mpb) (Hanson et al. , 2001). Su nombre se le dio en 

honor a Francisco de Orellana, por ser el descubridor del Amazonas y participe de la 

conquista del Perú. Es conocida por los nativos de las Antillas como "bixa" mientras que 

en México se le conoce como "achiote" (Fonnegra et al. , 2007). Proviene de América del 

Sur, donde posiblemente surgió al Oeste del Perú, entre el río Huallaga-Ucayali y el río 

Madre de Dios-Madeira (Leal y Clavija, 201 Oa), de donde posteriormente a través de los 

conquistadores como de exploradores, es que comienza a dispersarse alrededor del 

mundo, siendo cultivada én Latino América desde épocas precolombinas, así como en 

otras regiones del mundo, incluyendo la parte sur de la India (Parimalan et al. , 2007). 

Además de lo mencionado anteriormente, su amplia distribución geográfica se le puede 

atribuir a la alta capacidad de la planta para sobrevivir a diferentes condiciones 

ambientales (Aiarcón et al., 2006). Las semillas de Bíxa ore/lana L. , están cubiertas por 

un compuesto de color . rojizo, de nombre "bixina", que se obtiene por medio de 

extracciones orgánicas así como también por trituración mecánica. El producto de estas 

extracciones, ha sido utilizado desde tiempos ancestrales por los nativos del amazonas, 

como fuente de pigmento para teñirse la piel y para adornar diversos objetos. Actualmente 

a causa de la rigidez de las normas actuales en contra del uso de colorantes de origen 

sintético, este colorante natural es utilizado ampliamente tanto en la industria alimenticia, 

farmacéutica como así como cosmética, debido a sus aportaciones beneficiosas para la 

salud (Shuhama et al. , 2003). 

,. 
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1.1.2. Descripción botánica 

Bixa ore/lana pertenece a la clase Magnoliopsida , sub-clase Dilleniidae, del orden 

de las Viola/es, de la familia Bixaceae, que posee un solo género Bixa. De acuerdo a Leal 

y Clavijo (2010a , 2010b) Bixa presenta 5 especies: Bixa ore/lana, Bixa urucurana, Bixa . 
platicarpa, Bixa arborea y Bixa excelsa. Bixa ore/lana L., se caracteriza por ser un arbusto 

bajo, de copa compacta (Figura 1.1.), que en algunas variantes es hemisférica, puede 

alcanzar hasta los diez metros de altura (León, 2000). Las hojas poseen de 1 O a 20 cm de 

largo, son ovado-triangulares, agudas o acuminadas, glabras o densamente lepidotas en 

el envés (Biair y Madrigal, 2005), tienen de tres a cinco nervaduras principales que salen 

de la inserción del peciolo; el lado superior de la lámina foliar es verde oscuro y brillante, 

no obstante en algunas variantes es de tono cobrizo (León, 2000). 

4 

Figura 1.1 Planta de achiote ubicada en la plantación "La Extra" 

Chicxulub Pueblo en el estado de Yucatán México. 



,. 

Las hojas de Bixa ore/lana L. , contienen flavonoides así como un aceite esencial 

que está compuesto principalmente de sesquiterpenos (Shilpi et a/., 2006). Las flores 

presentan diversos matices desde blanco hasta rosa y tonos de lilas (Figura 1.2.). Se 

encuentran en panículas terminales, formadas de 5 sépalos cortos y duros; la corola está 

compuesta de 5 pétalos obovados o cóncavos de 1 a 2 cm de largo (Biair y Madrigal , 

2005). El pistilo tiene el ovario unicelular con numerosos óvulos en dos placentas 

parietales, los estambres crecen adoptando una dirección circular (León, 2000). 

Figura 1.2 Diversos matices de órganos florales y de frutos presentes en 

las variantes de achiote (Rivera-Madrid et a/2006). 
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Como se puede apreciar en la figura 1.2., dependiendo de la variante de achiote, 

el fruto posee diferentes rasgos fenotípicos , presentando formas hemisféricas, ovoides, 

elipsoides o cónicas. La mayoría de los frutos exhiben una cubierta de espinas largas y 

suaves, pero en algunos casos es lisa (Biair y Madrigal, 2005). Los frutos inmaduros 

muestran distintos matices que van desde verdes, marrones hasta rojos, sin embargo 

cuando llegan a la madurez todos se tornan color de café, teniendo de 1 O a 50 semillas en 

su cápsula (Mercadante et al., 1996). Las semillas al igual que el fruto tienen diversas 

formas y tamaños oscilando entre 3-4 milímetros de largo. La testa es rígida , su capa 

externa es un tegumento membranoso, debajo del cual existe una zona de parénquima 

acuoso, en el centro de la semilla se localiza el embrión (León, 2000). El pericarpio 

contiene una alta concentración de carotenoides compuesta principalmente por cís-bixina 

(Gómez-Ortíz et al., 2010). 

1.1.3. Usos de achiote 

Bíxa ore/lana es un arbusto perene que produce frutos espinosos de color rojos y 

verdes de forma ovalada y flores con distintos matices que nacen en panículas 

terminales, por lo que posee un potencial valor ornamental. Las semillas contiene 

compuestos fenólicos y moléculas derivadas de los carotenoides como bixina y norbixina, 

usados en la industria alimentaria y farmacéutica como colorantes naturales (Chiste et al. , 

2011, Venugopalan et al. , 2011 ). La bixina además es utilizada por los indígenas 

americanos para teñirse la piel con motivos religiosos así como para repeler insectos y 

para acelerar el proceso de cicatrización de heridas (Venugopalan et al., 2011 , Leal y 

Clavija, 201 Ob ). En la industria avícola se utiliza la harina de achiote en la dieta de gallinas 

ponedoras para dar un tono uniforme e intenso al color amarillo de la yema de huevo, que 

es una característica importante para su aceptabilidad en el comercio. Se ha visto 

además, que la adición de 2.0% de bixina al alimento de las aves incrementa la 

viscosidad de la clara de huevo por corto plazo durante los periodos de almacenamiento, 

lo cual favorece la integridad de la yema de huevo (Spada et al., 2012, Leal y Clavija, 

201 Oa). Las hojas de las plantas son usadas en infusiones y decocciones en la medicina 

tradicional para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el riñón, la próstata, el 

tracto urinario, páncreas, dolores de cabeza así como infecciones microbianas y 

mordeduras de serpientes (Giuliano et al., 2003, Monigatti et al. , 2012). Además se sabe 

que de la corteza de las ramas de la planta, se extrae una sustancia que comparte 
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propiedades similares a la de la goma arábiga (Venugopalan et al., 2011, Leal y Clavijo, 

201 Ob ). Las raíces se utilizan para mitigar la tos y problemas digestivos. Infusiones de las 

flores de achiote son consumidas para aliviar trastornos regulatorios y como purgante 

(Leal y Clavijo, 2010b). 

1.1.4. Carotenoides 

Los carotenoides son pigmentos que pertenecen a la familia de los isoprenoides 

donde la mayoría derivan del C40 fitoeno aunque pueden encontrarse carotenoides 

derivados de C30 como la staphyloxantina identificada en Staphylococus aureus (Pels et 

al., 2005), y C50 como la decaprenoxantina encontrada en Corynebacterium glutanicum 

(Krubasik et al., 2001) (Figura 1.3.). Dependiendo de su estructura química, pueden ser 

divididos en dos grupos: carotenos hidrocarbonados, que están compuestos de carbono e 

hidrógeno y xantofilas que son derivados hidrocarbonados oxigenados, los cuales poseen 

por lo menos un oxígeno que forma parte de un grupo funcional: hidroxi, ceto, epoxi, 

metoxi o de grupos de ácidos carboxílicos (Rodríguez-Bernaldo y Costa, 2006). En las 
i 

plantas se sintetizan en los plastes, impartiendo diversos colores a los tejidos 

fotosintéticos y no fotosintéticos (Zhu et al. , 201 0), dichos matices provocan la atracción 

de animales e insectos que contribuyen al proceso de polinización así como también a la 

dispersión de la semilla (Simkin et al. , 201 0). En la célula vegetal se encuentran unidos en 

un complejo proteico, llamado LCHII que transfiere la energía capturada de la luz a la 

clorofila, actuando de esta manera como colectores de luz y como fotoprotectores al 

eliminar el exceso de energía, evitando de esta manera daño a la membrana y a las 

proteínas (Cazzonnelli, 2011 ). En plantas los carotenoides actúan también como 

precursores para la síntesis de reguladores de crecimiento, como el ácido abscísico, la 

estrigolactona y moléculas señalizadoras. En los mamíferos los carotenoides 

desempeñan importantes funciones, ya que sirven de substratos para la síntesis de la 

vitamina A (¡3-caroteno) que es fundamental para el correcto funcionamiento de los 

aparatos oculares en mamíferos. En los humanos una deficiencia en la ingesta de 

carotenos con anillos beta terminales, resulta en el aumento de casos de xeroftalmía 

sobre todo en infantes (Harjes et al., 2008). Además se ha reportado para algunos 

carotenoides, efectos benéficos en el tratamiento contra las enfermedades 

cardiovasculares y el cáncer (Cazonnelli, 2011 , Fassett y Coombes 2011 ). Por otro lado 
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también participan en el comportamiento y reproducción animal , como en el caso de los 

pinzones que acumulan ~-criptoxantina en su plumaje, confiriéndole mayor posibilidad de 

encontrar pareja para el apareamiento, lo cual va a depender de la intensidad y tipo de 

color producido por el carotenoide (McGraw et al. , 2006). Así mismo se encuentran 

involucrados de manera imprescindible en la supervivencia , como el caso de los áfidos, 

que es el primer animal en el que se reporta la existencia de una maquinaria para la 

biosíntesis de carotenoides (Moran y Jarvik, 201 0). Los áfidos acumulan diferentes tipos 

de pigmentos como y-caroteno y toruleno, que les brindan matices entre rojo y verde, la 

biosíntesis como acumulación del tipo de compuesto dependerá de las preferencias de 

sus depredadores (Moran y Jarvik, 201 0). 

L)I:COp e n e- (Unear po'yene: ICR"'1BIC fru S) 

~-----;---r-)[._) 
¡,.(: ro l'!e (b~ 11.~1-c!!mte,...e . 
v a u ovs "' ¡.)l...tlln\.$ aoct mtj(;t'Ct'>e$J 

tte•n (b cyellC 1 A- xan1 phyll 
plant "''""" . pe1•1") 

Vi a laxarrthl"' {x:an.ltloph •¡::.oxid•; 
plaonl lo'""""") 

c .. p ..... n l !l n (k Q(:,rQt4'!noo(ll; 
I'W'PPP.f fn Ji t") 

~--)~ 
C..n\l1ax:anth ro k ooc. rotenol ; 
algae. c te cr.a nterelle r..,.n 

(C-'JIIh "'"LIS o".!)LlnVS)) 

.A,st.axandl in (l<r<tocarotonald; 
algae. mji¡rfne b.iiocterta. yea st:s.) 

S p i •lllo><a.-.tll i n (ful~y sa1ura t e d loroear poly ene: 
bactena (R e Cfipiriltaceae-. Rubrl•·•vax)) 

Ton.ol"""• (fVII'Y :561 M1~ m onc:>cy<;(IQ Q<Oro­
~nQiCI , canYenagenic y e_, !5-15 (R~OJ"Uia)) 

I< Q 

o 

MvJ<ol-2."-f..,c oald.,. (mof'O ycll<;. m vxo­
"'"" to..">phyll g IVf>llliide· c.ysnnbactqria 

HO~~~~= 
otO 

Nos.to"""nUlln (xa lhophy wot!l 
Jld ll tt:Mla )]11"111 <J)t.tfl y ro u ~~- <:)'&nella.C1 111*) 

o 

S tap h yfax a., t h if'l (C30 l'"otf:noict Qi\rboxylic 
atid E!Starifili!d tO QIUCOS.CI to ""hich D C :;, faby 

lo "" •er· 111!<eó bec: "'"" 1 ~~l>y.<o..~s)l 

.. 01-f.C.~~c: ,,iot 

Figura 1.3 Diversos carotenoides derivados de C4o. C3o y Cso. sintetizados por diferentes 

organismos (Walter y Strack 2011 ). 
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Los carotenoides son pigmentos que se encuentran ampliamente distribuidos en la 

naturaleza, se tienen descubiertos alrededor de 700 carotenoides sintetizados tanto por 

organismos fotosintéticos como no fotosintéticos. No obstante aún falta caracterizar 

varios carotenoides y dilucidar sus rutas biosintéticas, lo cual ha sido posible en algunos 

casos con la ayuda de herramientas bioquímicas y moleculares usadas en especies 

modelo como Arabídopsís thalíana , Lycopersícum esculentum, Zea mays entre otros 

(Walter y Strack, 2011 ). 

1.1.5. Biosíntesis de carotenoides en plantas superiores 

En plantas los carotenoides son sintetizados de novo, a partir de la isomerización 

del precursor isopentenil difosfato (IPP) a dimetilalil difosfato (DMAPP). La reacción ocurre 

por la vía MEP (metil eritrol 4-fosfato plastídica), como se muestra en la figura 1.4. 

La condensación de tres unidades de IPP y una molécula de DMAPP produce 

geranilgeranil difosfato (GGPP) una reacción catalizada por la enzima GGPP sintasa 

(GGPPS). La condensación de dos moléculas de GGPP por la fitoeno sintasa (PSY) 

producen el precursor 15-cís-fitoeno (C40), que es convertido en un compuesto rojo 

brillante, el trans-licopeno, el primer pigmento de tipo carotenoide (Cunningham y Grant, 

1998), en una serie de cuatro desaturaciones catalizadas por la fitoeno desaturasa (POS), 

~-caroteno isomerasa (z-ISO), ~-caroteno desaturasa (ZDS) y la carotenoide isomerasa 

(CRTISO). El producto de la primera desaturación es el 9, 15, 9' -tris-cís-~-caroteno , el cual 

sufre una isomerización por la z-ISO y 9,9' -di-cís-~-caroteno , el substrato para ZDS. El 

producto final de las reacciones de desaturación es el 7, 9, T , 9' -tetra-cís-licopeno, el cual 

es convertido al trans-licopeno por la enzima CRTISO como se muestra en la figura 1.4. 

,. 
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Figura 1.4 Vía de biosíntesis de carotenoides en plantas superiores. Usando como sustrato 

al Gliceraldehido-3-fosfato y Piruvato, se generan los precursores a través de la ruta MEP (Metii­

Eritroi-4-Fosfato-Piastídica) para la biosíntesis de carotenoides , sintetizando fitoeno como el 

primer compuesto de tipo carotenoide y precursor de una gama muy diversa de carotenoides que 

finaliza con la síntesis de luteína y neoxantina (Lichtenthaler et af., 2006, Lichtenthaler et al., 

1997, Hirschberg, 2001 ). 
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El licopeno representa el punto de ramificación de la vía de los carotenoides, 

debido a que sirve de sustrato para dos enzimas finamente reguladas , la licopeno [3-

ciclasa ([3-LCY) y la licopeno E-ciclasa (E-LCY), ambas enzimas ciclan la estructura linear 
i 

dellicopeno para producir anillos ionona terminales (Lichtenthaler et al. , 1997, Hirschberg, 

2001 , Lichtenthaler et al. , 2006). La adición de un anillo beta a licopeno por la [3-LCY 

genera y-caroteno, y la adición de un segundo anillo beta por la misma enzima produce el 

pigmento de color anaranjado [3-caroteno, el cual es convertido a zeaxantina, para 

posteriormente ser epoxidada a través de la zeaxantina epoxidasa (ZEP) produciendo 

violoxantina, la cual es convertida a neoxantina por la neoxantina sintasa (NSY) (Lu y Li , 

2008). Alternativamente la adición de un anillo E al licopeno por la E-L YC genera ó­

caroteno el cual es sustrato para la enzima [3-LCY que adiciona un anillo beta para formar 

a-caroteno. El alfa caroteno es convertido posteriormente a zeinoxantina por la BCH o 

CYP97 A y CYP97B, y a luteína por la P450-E-hidroxilasa CYP97C. La luteína representa 

el punto final de la ramificación del alfa caroteno (Zhu et al., 201 0). 

1.1.6. Apocarotenoides 

Los apocarotenoides son el producto del corte oxidativo de los carotenoides. El 

corte en la estructura de tos carotenos puede ser inespecífico por medio de degradación 

química (como la luz), o específico a través de enzimas que se nombran en conjunto 

CCDs (Carotenoid Cleavage Dioxygenases). El compuesto resultante puede exhibir la 

característica pigmentante de su precursor, dependiendo del arreglo de los enlaces 

dobles conjugados de su estructura química, existiendo la posibilidad además de alterar 

la tonalidad del color si se le adiciona un grupo carboxilo o ceto (Walter y Strack, 2011 ). 

Los apocarotenoides participan en diversas actividades biológicas, dependiendo 

del tipo de apocarotenoide producido, como la fitohormona ácido abscísico (ABA) 

derivada de la escisión de los enlaces dobles en las posiciones 11 , 12, de la violoxantina y 

neoxantina, cuyos niveles en plantas aumenta durante la deshidratación de la semilla así 

como también en situaciones de estrés, por sequía y salinidad (Taylor y Ramsay, 2005). 

Otro ejemplo es la vitamina A o ácido retinoico, un compuesto de 20 carbonos producto 

de la oxidación del beta-caroteno, esencial para el mantenimiento de los aparatos visuales 

en animales. También existen apocarotenoides usados en la industria, como la beta-
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ionona utilizada en la fabricación de perfumes, asimismo el azafrán y la bixina usados 

como colorantes de productos básicos (DellaPenna y Pogson, 2006). 

1.2. BIXINA 

La bixina es un apocarotenoide, derivado de la planta Bixa ore/lana L., su 

estructura {C25H300 4) consiste de una cadena conjugada, con una doble unión alternada 

con un grupo carboxilo en un extremo de la cadena y un grupo metil-éster en el otro. La 

norbixina (C24H280 4) es un carotenoide soluble en agua que difiere solo en la presencia de 

un ácido carboxilo, en la posición del metil éster de bixina (Gómez-Ortíz et al., 201 0). La 

bixina presenta actividad antioxidante, así como la capacidad de proteger al DNA de 

sustancias que le provocan daños, además a este compuesto no se le han atribuido 

efectos de tipo genotóxicos o carcinogénicos aun a altas concentraciones (Agner et al., 

2004 ). Este pigmento se encuentra en la forma inestable cis en la semilla de la planta, 

luego pasa a la forma trans por extracción con solventes org'ánicos o por exposición al 

calor, por lo tanto la bixina y la norbixina son susceptibles a la degradación por la 

exposición prolongada a la luz y/o a temperaturas elevadas, es por eso que en los 

procesos de extracción para uso comercial es importante mantener las semillas 

resguardadas de fuentes lumínicas (Sajilata y Singhal , 2006). Sin embargo, se ha visto 

también que los extractos de achiote expuestos a temperaturas altas, o almacenamiento 

por largo tiempo resultan en altas cantidades de producto degradado, incluyendo varios 

compuestos del proceso de isomerización como los trans-bixina, C17 trans-monometil 

éster del ácido 4,8-dimetil-tetradecahexano-dioico, derivado de g· -cis-bixina así como 

también de componentes volátiles como xileno, tolueno, ácido toloico y el ácido toloico 

metil ester (Silva et al., 2005). 

1.2.1. Biosíntesis de bixina 

El mecanismo de biosíntesis de bixina in planta permanece incierto. Sin embargo 

se ha sugerido al licopeno como precursor para la síntesis de bixina. Existen varios 

modelos de la posible ruta de biosíntesis de bixina. Jako y cblaboradores (2002) fueron 

los primeros en plantear la hipótesis respecto a que debía de existir sólo un número 

pequeño de genes estructurales involucrados en la biosíntesis de bixina, iniciando a partir 

de la ruta principal de los carotenoides, y que estos genes debían de tener cierta similitud 

a aquellos que codifican para dioxigenasas, aldehído oxidasas, aldehído deshidrogenasas 
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y metil-transferasas, ya que estas enzimas suelen presentarse en rutas biosintéticas 

similares, como la del ácido abscísico. De esta forma, se logró encontrar candidatos de 

genes que posiblemente pudieran estar involucrados en la biosíntesis de bixina 

generando una biblioteca de EST's construida a partir de los arilos de semillas de Bixa 

ore/lana y seleccionando aquellas enzimas involucradas únicamente con el metabolismo 

de los isoprenoides, por ejemplo las correspondientes a la ruta DOX/MEP, dentro de las 
,. 

cuales se encontrarían incluidas las implicadas en la biosíntesis de bixina. Tomando en 

cuenta la similitud estructural entre los pigmentos bixina y azafrán Bouvier y 

colaboradores (2003) lograron aislar tres genes directamente involucrados en la 

biosíntesis de bixina, basándose en las secuencias reportadas para enzimas homólogas 

en Arabidopsis thaliana y Crocus sativus. De esta forma, Bouvier y colaboradores (2003) 

demuestran, mediante la ca-transformación de una especie recombinante de Escherichia 

coli que acumula licopeno, usando las tres enzimas antes mencionadas, que el paso 

inicial de la biosíntesis de bixina (Figura 1.5) involucra la conversión de licopeno a bixina 

aldehído, por acción de la enzima bixina dioxigenasa (BoLCD); asimismo, este compuesto 

finalmente dará origen al pigmento bixina por acción de dos enzimas, la aldehído 

deshidrogenasa (BoBADH) y la norbixina metiltransferasa (BoBMT) (Bouvier et al., 2003). 

o oc 
liC n 

cooc 3 

Figura 1.5 Ruta de biosíntesis de bixina. Propuesto por Bouvier y 

colaboradores (2003). 

,. 
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Hasta hace poco tiempo se había considerado a Bixa ore/lana como el único 

organismo productor de bixina, sin embargo recientemente se ha encontrado bixina en 

bajas concentraciones en Crocus sativus y Vitis vinífera (Walter y Strack, 2011 ). 

1.2.2. Usos de la bixina 

La bixina es usada ampliamente en la industria alimentaria como colorante de 

muchos productos básicos, especialmente en mantequilla, quesos, helados, aceites 

comestibles, así como también en la industria cosmética y farmacéutica (Parimalan et a/. , 

2007). Se ha visto también que los extractos con etanol de las hojas así como de las 

semillas de achiote, muestran actividad anti-fúngica y anti-microbiana contra bacterias 

como Bacil/us subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi, 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia co/i, la levadura Gandida albicans (Fieischer et al., 

2003) Cryptococcus neoformans y Microsporum gypseum (Navarro-García et al., 2003). 

Se sugiere además que la bixina puede actuar como un ligando PPAR (receptor de 

proliferación peroxisomal activado) para regular el metabolismo lipídico y mejorar algunas 

patologías relacionadas con síndromes metabólicos (Takahashi et al. , 2009). La bixina 

exhibe además efectos quimiopreventivos, modulando la proliferación celular en procesos 

carcinogénicos de colon (Agner et al., 2004). Por otro lado, se ha identificado en las 

extracciones de la semilla de achiote a componentes fenólicos como la hipoxantina, que 

junto con la bixina se le atribuyen la habilidad de reducir riesgos de enfermedades 

crónicas degenerativas como el cáncer, inflamaciones, enfermedades cardiovasculares, 

cataratas y degeneración macular (Chisté et al., 2011 ). 

1.3. MEJORAMIENTO GENÉTICO VEGETAL 

El mejoramiento genético vegetal , es una actividad que comenzó de manera 

dirigida alrededor de 200 años atrás en los países industrializados. Los métodos 

modernos para obtener plantas con rasgos mejorados, fueron desarrollados a principios 

del siglo XX, basados en la teoría de Charles Darwin sobre la evolución, así como por los 

estudios llevados a cabo por Gregor Mendel, Thomas Hunt Margan, Wilhelm Ludwig 

Johannsen, Nilsson-Ehle y Edward M. East entre otros (Cieveland et a/., 2000). 
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El proceso de mejora genética en plantas, consiste en la selección de variantes 

entre una población de especies, que presentan rasgos de interés agronómico 

importantes o características que se desean mejorar; más tarde las plantas seleccionadas 

se cruzan , para posteriormente seleccionar entre la progenie segregante, las que 

manifiestan las características deseadas de los progenitores. De lo anterior se deduce 

que la base fundamental del fitomejoramiento, es la selección de las plantas élite, así 

como el análisis de la descendencia, lo cual se torna un problema cuando se habla de 

una población amplia, por lo que es fácil de apreciar la utilidad de nuevas herramientas y 

metodologías que puedan ayudar en los programas de mejora genética vegetal , en la 

selección de plantas élite, como los marcadores moleculares (Collard y Mackill , 2009). 

1.3.1. Bases genéticas-moleculares del mejoramiento genético vegetal 

En los procedimientos convencionales de mejora genética vegetal , la variabilidad 

presente en las variedades de un cultivar se identifica y explota considerando el tipo de 

reproducción del cultivo, pues la metodología empleada en el proceso de mejora se basa 

en los principios mendelianos. Por lo tanto, es importante conocer el tipo de reproducción 

de la planta a mejorar. Existen dos tipos de reproducción : sexual y asexual. La primera se 

lleva a cabo con la unión de dos células especializadas o gametos (fecundación), 

provenientes de dos organismos distintos, que darán lugar a un organismo, con la mitad 

de la información genética de cada uno de los progenitores (Bedolla et al. , 2002). En las 

plantas este tipo de reproducción se lleva a cabo por medio de un proceso biológico 

conocido como pol inización, del que se conocen dos tipos: alógamia y autógamia. En la 

alógamia el polen liberado de la antera de una flor, es transportado al estigma de otra flor, 

y en la autógamia todo el proceso transcurre en una misma flor. Ambos tipos de 

polinización pueden incluso existir en una misma planta, tal es el caso de Bíxa ore/lana L. , 

en la cual se encontró, por medio de un estudio utilizando un sistema de polinización 

artificial en variantes de distinta morfología floral , que el 57% posee polinización cruzada 

mientras que el 31.4% produce autopolinización (Rivera-Madrid et al., 2006). No obstante 

Joseph y colaboradores (2012), concluyen en un estudio sobre el tipo de polinización en 

achiote, basándose en los valores de la taza de polen/ovulo de la planta, que achiote es 

alógama. Sin embargo en sus resultados presentan casos en los que existe plantas 

autógamas para distintos morfotipos. Finalmente estudios para estimar la taza de auto-
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cruzamiento en plantas de Bixa ore/lana L., con la técnica SRAP (Sequence-Related 

Amplified polymorphism) apoyan la hipótesis de que achiote presenta casos de 

polinización cruzada como autopolinización (Valdez-Ojeda et al., 201 0). 

En la reproducción asexual se requiere de un único progenitor, para dar lugar a un 

individuo nuevo. Este suceso en plantas, se da por medio de tejidos vegetativos como las 

raíces , tallos y ramas (De Abate, 1999). Existiendo por lo tanto poca variabilidad genética, 

debido a que se pasa toda la información genética de un progenitor al hijo, en contraste 

con la reproducción sexual en la que existe una combinación de los genomas de dos 

progenitores. No obstante puede aparecer algún fenotipo diferente en la reproducción 

asexual a causa de algunos mecanismos que originan variación, como las mutaciones 

azarosas (Neil y Reece, 2007). 

1.3.2. Variación Genética 

El DNA es una molécula que se encuentra localizada en el núcleo celular de los 

organismos eucariontes, es responsable de contener la información que define a cada 

organismo en la tierra. La molécula de DNA puede sufrir diferentes cambios o variaciones 

tanto a nivel de su secuencia como a nivel de sus cromosomas. Cuando existe un 

aumento o ausencia en el número de un cromosoma en específico es denominado 

aneuploidía, mientras que el incremento del juego total de cromosomas de un individuo es 

conocido como poliploidía (Luque, 2006). La poliploidía le otorga a las plantas 

características diferentes a la de los progenitores, lo cual puede ser heredado a las 

siguientes generaciones, por lo que es aprovechado en programas de mejoramiento 

vegetal para potenciar un rasgo deseable en una planta de interés comercial (Ramsey y 

Schemske, 1998). 

1.3.3. Causas de la variación genética 

1.3.3.1. Mutación 

Se denomina mutación a todo cambio permanente ocurrido en la secuencia de 

bases del DNA de un organismo (Solari , 2007). Este tipo de eventos pueden ser de dos 

tipos: espontáneas e inducidos. Las primeras provienen de eventos azarosos y son 

ocasionados por un error en el transcurso de algún proceso celular como la replicación o 

la recombinación . Por otro lado se conoce como mutación inducida al cambio ocasionado 

16 



en la secuencia del DNA por la exposición a algún agente físico o químico, que tiene la 

capacidad de ocasionar m'utaciones en el DNA (Brown, 2008). Por medio de la mutación 

se pueden producir las formas alternativas o variantes (alelos), de los genes. Sin ella no 

habría la diversidad de formas de vida que existen en el planeta hoy en día. Es por eso 

que a menudo los genetistas se refieren a la mutación como "fuente primaria de la 

variabilidad genética" (Fernández et al. , 2002). 

1.3.3.2. Migración 

La migración o flujo de alelos es el movimiento de alelos entre poblaciones de la 

misma especie, puede deberse a causa de la inmigración o emigración de individuos con 

capacidad reproductiva . En las plantas y algunos organismos acuáticos se lleva a cabo 

por el movimiento de gametos (Edelaar y Bolnick, 2012, Curtis et al. , 2006). El movimiento 

de alelos de una población a otra incrementa por ende la variabil idad genética y con ello 

las posibilidades de adaptación a cambios climáticos. La migración de alelos puede 

incluso causar la divergencia de dos especies de un ancestro común , aunque esto aún se 

encuentra en debate (Kremer et al. , 2012, Pinho y Hey, 2010). 

1.3.3.3. Deriva genética 

La deriva génica se refiere a los cambios producidos en el genoma de un organismo de 

forma azarosa , que puede cambiar el contenido genético de un individuo al fijar o eliminar 

una mutación (Kuo et al. , 2009, Curtís et al. , 2006). Esto es debido a que los cambios 

producidos en la información genética de un individuo que resultan beneficiosas para su 

interacción con el ambiente y por tanto de su supervivencia tienden a ser retenidas y 

heredadas a las siguientes generaciones, sin embargo el éxito de este proceso es 

también regido por la deriva génica (McCutcheon et al. , 2011 , Kuo et al. , 2009). Es por 

tanto una fuerza no adaptativa que participa en la evolución , cambiando el tamaño y 

complejidad de los genomas de individuos en una población (Whitney et al., 201 O, Kuo et 

al. , 2009). 
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1.3.3.4. Selección natural 

Como se mencionó anteriormente todos los organismos acumulan mutaciones, las 

cuales pueden ser benéficas, en el sentido de que permiten que una especie se adapte 

mejor a su ambiente, (o todo lo contrario, ocasionando la desaparición de la misma), pues 

un individuo mejor adaptado a su entorno podrá producir descendencia que llevará dicha 

mutación, permitiendo su supervivencia. La selección natural tiende a preservar los 

cambios que favorecen a la población eliminando los desfavorables (Bedolla et al., 2002). 

Existen principalmente tres tipos de selección natural : la normalizada, la disruptiva y la 

direccional. Para explicar cada una supongamos un conjunto de individuos de algún tipo 

de mamífero hipotético, en el que un tercio de la población son herbívoros, otro tercio son 

carnívoros y otro más son omnívoros. De acuerdo a la selección natural normalizada con 

el tiempo solo la forma intermedia, es decir los omnívoros serán lo que prevalezcan, 

desapareciendo los individuos con las características extremas, mientras que en la 

selección disruptiva sucederá lo contrario, pues de acuerdo a esta teoría los individuos 

con los rasgos extremos serán los que con el tiempo se mantendrán en la población , 

formando al paso del tiempo dos especies distintas, y la forma intermedia (los omnívoros) 

desaparecerá de forma gradual. En la selección direccional solo una característica en 

particular será la que se mantendrá en la población , desapareciendo gradualmente los 

otros fenotipos. El tipo de selección que se presente dependerá de los factores 

ambientales en que se encuentre la población (Curtis et al. , 2006). 

1.3.3.5. Diversidad alélica 

Las formas alternas que presenta un gen en particular se denomina alelo. La 

causa de estas variaciones son las mutaciones, que pueden originar la aparición de un 

alelo nuevo en una población, así como ocasionar variación en alelas ya existentes, por 

medio de cambios en la secuencia en un nucleótido (SNP), o a través de inserciones o 

eliminaciones de una región del DNA (lnDel) (Kumar et al., 201 0). Estas alteraciones 

pueden tener un efecto tremendo en el fenotipo del organismo que sufre la mutación o no 

tener ninguno y ser silenciosa. Lo anterior dependerá de donde se lleve a cabo la 

mutación. Como el código genético es degenerado puede ser que el cambio resultante 

codifique para el mismo aminoácido, o que se sustituya por otro que posea propiedades 

similares al anterior, de tal forma que no se compromete la función de la proteína de 
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manera drástica. Sin embargo en casos extremos, en donde la mutación genera la 

aparición de un codón de paro en el marco de lectura, puede resultar en la síntesis de una 

proteína truncada, que dependiendo de su función e importancia puede ser deletéreo para 

un individuo. Por otro lado la mutación puede tener un efecto distinto si el cambio que 

ocasiona en la secuencia nucleotídica cambia la información de la proteína a codificar, 

resultando en una proteína diferente, que le permite adquirir características nuevas o 

mejoradas que ayudan a su supervivencia, como puede ser la resistencia a alguna 

enfermedad, o mayor acumulación de un compuesto (Brown, 2008). 

Debido a la asociación que existe entre la variación en la secuencia de un alelo 

con un rasgo en particular, su caracterización, tiene gran importancia en el mejoramiento 

genético vegetal, en la Selección Asistida por Marcador Molecular (MAS). Un ejemplo de 

esta asociación se puede ver en la secuencia de los genes waxy, que codifican para la 

para la GBSS (Granule-Bound Starch Synthase), una de las enzimas de síntesis del 

almidón. En una comparación de la secuencia de estos genes en 20 accesiones de Oryza 

satíva, se revela la presencia de cinco aleles, que se diferencian entre sí por sustituciones 

en su secuencia nucleotídica en las regiones donadoras para el proceso de empalme, 

estos cambios se encuentran relacionados con la diferencia en la acumulación de 

almidón así como en la actividad enzimática de la proteína en las variantes de arroz 

analizadas (Mikami et al., 2008). 

La variación alélica puede encontrarse también en regiones no codificantes como 

lo reportan Guo y colaboradores (2004 ), en estudios sobre la variación alélica en un maíz 

híbrido, en donde la diferencia en la expresión alélica, es atribuida a cambios en la 

secuencia no codificante del DNA, misma que no se encuentra involucrada en una 

regulación epigenética. Los autores sugieren que la variación en la expresión juega un 

papel importante en la diversidad fenotípica. 
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1.4. MÉTODOS GENÉTICO-MOLECULARES UTILIZADOS EN EL 
MEJORAMIENTO GENÉTICO 

Se conoce como marcador a una característica detectable en el fenotipo o en el 

genotipo, que se utiliza para conocer la presencia o ausencia de un carácter en particular 

y que puede ser mapeado en el genoma. Los marcadores pueden ser clasificados como 

morfológicos, bioquímicos y moleculares (Cubero, 2002). 

1.4.1. Marcadores 

1.4.1.1. Marcadores morfológicos 

Se llama marcador morfológico a toda característica fenotípica que es notoria a la 

vista , aunque en el caso de las plantas y de otros organismos es necesario monitorear 

diferentes estados de desarrollo para su identificación (Cubero, 2002). Esto representa un 

problema en especies de plantas en donde su desarrollo es lento, por lo que este tipo de 

marcadores no son usados con frecuencia. Además, el establecimiento de técnicas con 

marcadores genéticos ha facilitado enormemente el avance en el campo del mejoramiento 

vegetal (Cruzan, 1998). 

1.4.1.2. Marcadores bioquímicos 

En este tipo de marcador se utilizan a las isoenzimas. Una isoenzima es definida 

como las distintas formas en que se presenta una enzima. Su punto isoeléctrico cambia si 

existe una modificación en un aminoácido en su secuencia, lo cual permite su 

identificación por técnicas electroforéticas y su uso como marcador. Su ventaja sobre los 

marcadores morfológicos se debe a su ce-dominancia y a su tasa de interacciones 

epistáticas. Sin embargo están sujetos a cambios en el ambiente y al desarrollo de la 

planta, además de estar limitados solo a regiones codificantes (Cioutier y Landry, 1994 ). 

1.4.1.3. Marcadores Moleculares 

Los marcadores moleculares de DNA proporcionan valiosas herramientas, que son 

utilizadas en diversos estudios que van desde el análisis filogenético a la clonación de 

genes. El acoplamiento de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) a las técnicas 

empleadas en los marcadores moleculares, ha hecho posible la cartografía y etiquetado 

de cualquier carácter. La selección asistida por marcadores moleculares (MAS) nos ha 
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dado la posibilidad de implementar combinaciones favorables de genes para el estudio de 

enfermedades, así como ensayos comparativos entre especies; dando lugar a mapas que 

son útiles no solo en la predicción de la organización del genoma y estudios de evolución, 

sino también en la aplicación práctica en el fitomejoramiento (Farooq y Azam, 2002). Una 

ventaja que poseen los marcadores moleculares, es que requieren sólo unos pocos 

nanogramos de DNA para su análisis, característica que los hace ideales para su uso en 

estudios de ligamiento así como en programas de mejoramiento vegetal (Farooq y Azam, 

2002). Los marcadores moleculares de DNA tienen numerosas aplicaciones en la 

investigación de la genética vegetal. Entre ellos tres de los más comunes han sido, la 

identificación de la diversidad genética para el establecimiento de bancos de 

germoplasma, la construcción de mapas genéticos y la identificación de QTLs 

(Quantitative Trait Loci) para la manipulación de rasgos de importancia agronómica 

(Collard y MacKill , 2009). El uso de marcadores moleculares de DNA aumenta con el uso 

de estrategias nuevas que se basan en la información presente en bases de datos, que 

permiten el diseño de cebadores a partir de secuencias homólogas de otros organismos 

(Schluter et al., 2005). 

Existen muchos tipos de marcadores que se han desarrollado en los últimos años, 

los cuales se pueden dividir en tres grupos: los de primera generación que corresponden 

a los RFLP y RAPD, los de segunda generación que incluye a los SSR como los AFLP, y 

la tercera generación en donde se encuentra los SNP (Polimorfismos en un solo 

nucleótido) (Gupta et al., 2001 ). 

1.5. SNP (POLIMORFISMO EN UN SOLO NUCLEÓTIDO) 

El polimorfismo en un solo nucleótido que se encuentra asociado a alguna 

característica fenotípica en particular de interés agronómico, es utilizado en el 

mejoramiento genético para la selección asistida por marcadores moleculares (MAS). Es 

un sistema altamente reproducible y eficiente que lo hace comparable con otros sistemas 

de marcadores como los SSR y los AFLP. Los SNP son bi-alélicos, lo que representa una 

desventaja cuando se habla de una población de naturaleza multi-alélica, sin embargo 

esta desventaja es superada por la extensa cantidad de polimorfismo de un nucleótido 

encontrados en un genoma, estimándose que cada 100 a 300bp se encuentra un SNP en 
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el DNA eucarionte, lo que lo hace ser el marcador molecular más abundante hasta ahora 

(Gupta et al., 2001 ). Se han identificado SNP que poseen una asociación con una 

característica fenotípica de importancia comercial en plantas. Entre ellos por ejemplo los 

genes waxy, que se diferencian por una sustitución de una guanina por timina en un sitio 

donador de empalme, lo cual tiene un efecto en la acumulación de almidón en cultivares 

de arroz, (Yamanaka et al. , 2004); en cebada se encontró SNPs en los genes P450, que 

se encuentran involucrados en diversas rutas metabólicas de interés agronómico, como 

terpenos, fenil-propanoides, alcaloides, lípidos y glúcidos (Bundock et al., 2003). Entre los 

métodos usados para la detección de los SNP se encuentra la Amplificación de Alelo 

Especifico (ASO), ensayos en cadena de ligación (LCR), Análisis del Polimorfismo 

Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP), Espectrometría de Masas MALDI-TOF 

(Matrix-assisted laser desorption/ionization), Ensayos TaqMan, pirosecuenciación , y 

Tecnología de microarreglos (Liu y Cordes, 2004). 

1.6. SSCP (Análisis del Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla) 

El SSCP el cual es una técnica molecular muy sensible para la detección de 

polimorfismos entre secuencias de 100-300 pb, fue desarrollado por O rita y colaboradores 

(1989) para el estudio de mutaciones puntuales en humanos. La técnica se basa en la 

migración diferencial en un gel de acrilamida no desnaturalizante, a causa de las distintas 

conformaciones que puede adoptar una cadena monocaternaria de DNA de acuerdo a su 

secuencia. Para llevar a cabo el análisis se requiere de la amplificación de la región del 

DNA de los individuos que se desea estudiar por medio de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa. Posteriormente el producto de PCR es desnaturalizado permitiendo que las 

cadenas simples adopten estructuras secundarias que serán distintas si existe una 

diferencia en su secuencia nucleotídica , lo cual se manifiesta en la migración diferencial 

que presentan los fragmentos de DNA en un análisis electroforético (Aranceta et al., 

2011 ). 

La capacidad de la técnica SSCP para la identificación de la variación presente en 

una población determinada, se ha demostrado en estudios con Theobroma cacao, en 

donde se comparan los polimorfismos detectados con la técnica SSCP, con los alelos 

identificados con marcadores SSR, para una población de 82 individuos. Ambos muestran 

una correlación significativa en la distancia génica encontrada (Kuhn et al., 2008). Se ha 
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utilizado también en la obtención de marcadores SNP para el mapeo de QTLs en dos 

especies de pinos, en este estudio además se menciona que el nivel de polimorfismo 

encontrado fue independiente del tamaño del producto de PCR y a la temperatura de 

electroforesis empleada (Piomion et al. , 1999). 

Por consiguiente, y debido a las características ya mencionadas con respecto a la 

técnica SSCP, en el laboratorio de la Dra. Renata Rivera se han llevado a cabo estudios 

con regiones de genes que codifican a las enzimas fitoeno desaturasa (POS) y licopeno 

beta-ciclasa (13-LCY) (Martín-Rodríguez, 201 0), que son clave en la síntesis de 

carotenoides, pudiendo ser usados como marcadores moleculares. Los resultados de la 

aplicación de este método en once morfotipos de achiote, permitieron analizar el 

polimorfismo de estos tres genes. En el caso del gen pds, los perfiles mostraron una 

asociación , con el color del fruto y el contenido de bixina en la semilla. En comparación 

con fitoeno desaturasa, los perfiles generados por {3-lcy si bien mostraron polimorfismo, no 

presentaron una asociación clara con alguna característica fenotípica. Además se 

encontró que las plantas de achiote con características de fruto rojizo y cantidad de bixina 

en la semilla superior al 2.15%, presentaron perfiles SSCP para el gen pds distintos de los 

individuos de fruto verde y bixina en la semilla inferior al 2.15%. Por su parte los genes 

que codifican a las enzimas fitoeno desaturasa así como licopeno ciclasa, son 

fundamentales en la biosíntesis de carotenoides en organismos fotosintéticos , como por 

ejemplo el maíz, tomate, cítricos como Citrus unshiu y C. sinensis (Lu et al. , 2008). De lo 

anterior se concluye que la técnica SSCP, es una herramienta útil para la detección de 

polimorfismo en el achiote, por lo tanto el estudio que a continuación se presenta, se 

enfoca en estudiar la variación alélica en doce morfotipos de Bixa ore/lana, como una 

continuación de los estudios llevados a cabo en el laboratorio con los genes fitoeno 

desaturasa y licopeno beta-ciclasa. Para posteriormente poder seleccionar marcadores 

moleculares de pigmentos, que contribuyan en la selección de plantas con características 

deseables para el fitomejoramiento de Bixa ore/lana L. 
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1.7. HIPÓTESIS 

Si existen cambios asociados a fenotipos en los genes involucrados en la ruta de 

biosíntesis de carotenoides en Bixa ore/lana L, entonces estos podrán ser utilizados 

como marcadores moleculares en achiote para la selección de plantas con mayor 

capacidad de acumulación del pigmento en sus semillas maduras. 
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1.8. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la variación alélica, presente en los genes pds y {3-/cy, en doce 

morfotipos de Bíxa ore/lana L. 

1.8.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Estudiar la variación alélica en los genes pds y {3-lcy de la ruta de 

biosíntesis de carotenoides en doce morfotipos de Bíxa ore/lana L, a través de la 

técnica Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP). 

• Análisis de las secuencias polimórficas de los patrones de bandeo 

producido por la técnica SSCP. 

• Análisis bioinformático de la estructura de la secuencia nucleotídica 

de los genes pds y {3-/cy. 
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1.9. JUSTIFICACIÓN 

Bixa ore/lana L., es una planta con un potencial uso comercial para la industria 

alimentaria, farmacéutica y cosmética, debido al colorante de color rojizo que se obtiene 

de sus semillas. Sin embargo el rendimiento de bixina, como de otros carotenos presentes 

en la semilla, varía considerablemente entre las distintas plantas de Bixa ore/lana L. , 

afectando la producción de pigmento para su explotación en el país. La variación en la 

síntesis de diversos tipos de carotenos y derivados se ha observado en diferentes 

especies, como maíz y papaya, donde la causa principal ha sido la variación presente en 

los alelos de los genes que codifican a enzimas de la síntesis de carotenoides. Por esta 

razón en el grupo de investigación de la Dra. Renata Rivera Madrid , en el Centro de 

Investigación Científica de Yucatán , se intenta dilucidar si en el caso de Bixa ore/lana L. , 

existe variación alélica que este asociada con la regulación de la biosíntesis de 

carotenoides y sus derivados. Los fragmentos de la secuencia de los genes que codifican 

a las enzimas fitoeno desaturasa y beta ciclasa fueron usados para establecer la técnica 

SSCP en plantas de achiote (Martín-Rodríguez 201 O). Los resultados muestran que la 

técnica SSCP es una herramienta útil para ser utilizada en el análisis de la variación 

alélica, pues permite identificar los alelos presentes para un gen por medio de la 

migración diferencial, que adopta cada alelo a causa de su secuencia, en un gel de 

acrilamida no desnaturalizante. Por lo cual es importante continuar con el estudio de la 

secuencia de los genes que codifican a las enzimas de la biosíntesis de carotenoides, 

para conocer si existe variación alélica, que se encuentre involucrada en la regulación y 

síntesis de carotenoides, para su potencial uso como marcadores moleculares en un 

programa de mejoramiento genético de achiote. 
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Figura 1.6 Estrategia experimental. 
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CAPÍTULO 11 

AISLAMIENTO Y CLONACIÓN DE LOS GENES LICOPENO BETA CICLASA 
(B-LCY) Y FITOENO DESATURASA (POS) EN BIXA ORELLANA L. 

2.1. INTRODUCCIÓN 

Previo a este estudio se contaba con dos fragmentos de los genes {3-/cy (491 

bases) y pds (755 bases) aislados en el laboratorio por la Dra. Renata Rivera Madrid, y 

con los cuales se realizó un análisis preliminar de los polimorfismos por SSCP (Martín­

Rodríguez, 201 O). El presente trabajo tuvo como objetivo principal continuar con el 

análisis de estos alelas, para así obtener polimorfismos relacionados con la producción de 

pigmentos en esta planta. Para lograr lo anterior se requiere contar con la secuencia 

completa de los cON As de los genes {3-/cy y pds. 

Estos genes son importantes debido a su participación en la ruta de biosíntesis de 

carotenoides en plantas superiores. El gen pds codifica para la enzima fitoeno desaturasa, 

una proteína que se encuentra anclada en la membrana de los cloroplastos, que cataliza 

la conversión del fitoeno a ~-caroteno a través de dos reacciones de deshidrogenación 

teniendo al compuesto fitoflueno como intermediario. Durante cada paso de desaturación 

se generan dos átomos de hidrógeno, los cuales se sugiere que se acoplan a una cadena 

de transporte de electrones, a través de la molécula plastoquinona, la cual participa en las 

reacciones redox en los procesos de fotosíntesis (Fraser et al., 2004). Esta enzima es 

codificada por el gen pds el cual ha sido aislado de cONA en especies como Arabidopsis 

thaliana (Scolnik y Bartley, 1993), Brassica oleracea var. Botrytis (Lopez et al. , 2008), 

Citrus unshiu (Kita et al., 2001), Lycopersícon esculentum (Mann y Hirscheberg, 1994), 

entre otras, mostrando todas ellas un dominio conservado de unión al dinucleótido 

FAD/NADP de la fam il ia NADB_Rossmann. Esta enzima posee un tamaño de alrededor 

de 500 aminoácidos, con un peso de 50 kD aproximadamente. En Arabidopsís el cONA 

tiene una longitud de 1924 pb, en donde las primeras 127 corresponden a la región 5 'UTR 

y las últimas 100 pb al 3'UTR (Scolnik y Bartley, 1993). En muchas especies se ha visto 

que la enzima fitoeno desaturasa, se encuentra involucrada en la regulación de la síntesis 

de carotenoides, siendo una enzima limitante de la ruta de biosíntesis en muchas 
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especies (López et al., 2008). Coesel y colaboradores (2008) proponen que su expresión 

se encuentra bajo un control transcripcional en respuesta al ambiente. Al respecto en 

Lycopersicon esculentum se ha encontrado en el promotor del gen pds, la secuencia en 

tándem ATCTA río arriba de la caja TATA. , la cual se identificó como un elemento de 

acción cis en los promotores del gen psy en Arabidopsis, al cual se une la proteína 

AtRRAP2.2, miembro de una familia de factores de transcripción denominados 

APETALA2 (AP2)/proteínas de unión en respuesta a etileno, lo cual sugiere un 

mecanismo de regulación común con la psy (Welsch et al. , 2007). 

Por su parte el gen {3-/cy codifica a la enzima licopeno beta ciclasa que representa 

junto con la enzima E-ley el punto de ramificación en la síntesis de carotenoides. En la 

reacción catalizada por ~-LCY, se introduce un anillo beta al extremo terminal de licopeno 

para formar beta caroteno (Yu et al. , 2008). Estudios en Narcissus pseudonarcissus in 

vitro sugieren que se requiere como sustrato para la ciclación el cofactor NAOPH (Beyer 

et al., 1991 ). El gen {3-/cy ha sido aislado de cONA en especies como Arabidopsis thaliana 

(Scolnik y Bartley, 1995), Cucumis me/o (Hao et al. , 2012), Lycopersicon esculentum 

(Wan et al. , 2007) entre otros. La secuencia de cONA que codifica a la beta ciclasa en 

Arabidopsis es de 1750 pb de longitud, contiene una región 5'UTR de 173 pb mientras 

que la secuencia 3'UTR es de 245 pb, el polipéptido codificado posee un tamaño de 501 

aminoácidos y un peso de 56,17 4 k O (Cunningham et al., 1996). 

En este capítulo se presentan la metodología que se utilizó para aislar estos genes 

así como los resultados del análisis bioinformático de las secuencias. 
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Identificación in si/ico de los genes pds y /3-/cy en contigs de un 
transcriptoma de Bixa ore/lana L. 

En el laboratorio del Dr. Luca Comai (Departamento de Biología de Plantas, del 

Centro genómico de la universidad de California, Campus Davis USA), se llevó a cabo la 

secuenciación del transcriptoma de B. ore/lana de tejido foliar, semilla madura e inmadura 

de achiote con el método de illumina®. La longitud de las secuencias de los contigs 

producidos por la secuenciación, varía de 399 pb hasta 4549 pb, con un tamaño promedio 

de 1928.45161 pb. Por lo que para el aislamiento de las secuencias completas, se 

alinearon los fragmentos de los genes pds y {3-/cy con 62 contigs provenientes de la 

secuenciación del transcr[ptoma. Posteriormente los contigs que se ensamblaron con las 

secuencias de referencias {3-/cy así como pds se compararon con la base de datos del 

National Center of Biotechnology lnformation (NCBI), con la herramienta Blastx con un E 

value <1 O, usando la base de datos de proteínas no-redundantes (NR) y la matriz 

BLOSUM 62. 

2.2.2. Amplificación por PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) y 
clonación de los genes {3-lcy y pds en Bixa ore/lana L. 

Para corroborar y contar con las secuencias de los cDNAs completos de los genes 

pds y {3-/cy, se extrajo RNA total de 50 mg de hojas jóvenes de la planta P13, con el kit 

Purelink™ Micro-to-Midi™ (lnvitrogen, USA), siguiendo las modificaciones propuestas 

por Rodríguez-Ávila y colaboradores (2009). La pureza y concentración del RNA extraído 

fue estimado por espectrofotometría midiendo las absorbancias A26o y A2ao nm con el 

equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA), seguido de un análisis 

electroforético con gel de agarosa al 1.2% teñido con bromuro de etidio (1 Omg/L). La 

síntesis de la primera heb.ra de cONA (DNA complementario), fue llevada a cabo con 200 

ng de RNA total usando la transcriptasa inversa Superscript™ 111 (lnvitrogen, USA) 

(Rodríguez-Ávila et al., 2009), el resultado fue analizado mediante una electroforesis en 

gel de agarosa al 1.2% teñido con bromuro de etidio (1 Omg/L). Para la amplificación de 

los genes pds y {3-/cy con cONA, se diseñaron dos pares de cebadores usando la 

información obtenida del análisis del transcriptoma (descrito anteriormente en el apartado 

2.2.1 .), utilizando el program? Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), usando como parámetros 
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generales una longitud de 18-24 bases, con un contenido G+C de al menos 50%, 

evitando secuencias complementarias en la región 3' de al menos 5-6 nucleótidos en la 

secuencia del cebador y entre los pares de cebadores (Dieffenbach et al. , 1993), para 

predecir si los cebadores forman estructuras secundarias o dímeros a temperaturas 

especificas se usó el servidor en línea mfold {http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold). 

La reacción de PCR (Mullis et al., 1986), se llevó a cabo a un volumen de 15 !JI , 

con 0.6 unidades de enzima FastStart Taq DNA, 0.6 mM de buffer 1 Ox con MgCb, 0.3x de 

GC-RICH solution (F. Hoffmann-La Rache Ltd , Su iza) , 11-JI de dNTP's a 200 1-JM 

(lnvitrogen , USA), 1 1-JM de oligos en sentido/antisentido (Sigma-Aidrich, USA), y 1 O ng de 

cONA, con el siguiente programa: 1 ciclo a 94 oc por 4 min, 40 ciclos a 90 oc por 30 s, Tm 

por 30 s y 72 oc por 1.5 min y finalmente una extensión final a 72 oc por 7 minutos. El 

producto de la reacción se analizó mediante la electroforesis de un gel de agarosa al 1%, 

teñido con bromuro de etidio (1 Omg/L). El producto de PCR purificado fue clonado en el 

vector pGEM-T siguiendo el protocolo de proveedor (Promeg~, USA), transformando por 

choque térmico cepas DH5a de E. coli, para posteriormente purificar los plásmidos y 

enviarlos a secuenciar a la empresa Macrogen lnc (Korea) .. Las clonas a secuenciar 

fueron seleccionadas por digestión con la enzima EcoRI (Promega, USA) y por PCR con 

los cebadores específicos. 

2.2.3. Análisis estructural y bioinformático de los genes {3-/cy y pds 

Las secuencias obtenidas fueron editadas y comparadas con la base de datos del 

NCBI , util izando la herramienta Blastx con un E value <10, usando la base de datos de 

proteínas no-redundantes (nr) y la matriz BLOSUM 62. Para el análisis de la secuencia 

nucleotídica se usó el programa Serial Cloner 2.5, y el portal bioinformático ExPASy 

Molecular Biology disponible en http://us.expasy.org/. Finalmente el análisis filogenético 

fue realizado con el programa Mega 5.1 O (Tamura et al. , 2011 ), usando el algoritmo 

Neighbor-Joining, con un Bootstrap de 1000 réplicas y editado con el programa 

Dendroscope. El mejor modelo para estimar la distancia evolutiva fue calculado con el 

programa Mega 5.1 O. El alineamiento de la secuencias se llevó a cabo con el algoritmo 

de ClustaiW y editado con BioEdit versión 7.1 .3.0. 
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2.3. RESULTADOS 

2.3.1. Aislamiento del gene licopeno beta ciclasa ({3-/cy) en Bixa ore/lana L. 

Con el objetivo de aislar el gen {3-/cy involucrado en la reacción de delación de los 

extremos terminales del compuesto licopeno en el achiote, se comparó una base de datos 

de 62 contigs con una longitud promedio de 1928.45 pb, provenientes de un transcriptoma 

de Bixa ore/lana L. de los órganos de hoja, semilla madura e inmadura, contra un 

fragmento del gen de 495 'pb (AY836587), aislado previamente de plantas de achiote en el 

laboratorio de la Dra. Renata Rivera. Los contigs 40528(2062 pb), 11637(1681 pb), 

48052(1350 pb), y 40664(1506 pb) alinearon significativamente con la secuencia del gen 

{3-/cy de 495 pb. Para corroborar la secuencia del resultado del análisis bioinformático y 

almacenarlo en plásmidos se diseñaron dos pares de cebadores para amplificar el contig 

40528 (figura 2.1 .), debido a que este no presento en su secuencia regiones ambiguas y 

además in si/ico mostró un ORF de 1512 pb, que se asemeja con lo reportado para este 

gen en las Angiospermas (Figura 2.1) (Young et al., 2012, Scolnik y Bartley, 1995). 

Contig 40628 

(86%} v. vlnlrera 
JQ319639.1 

(86%1 C. alnensla 
AY679168.1 

(77%1 A. thallana 
L401 76.1 

BL vea (3} BL ve (166} 

1 ~ 330 
~ 1 

.00 
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1841 
BLYCb (1700} BLYCa (1771} 

liOO 
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ORF.1603 pb 

1 '·""" 1 

ORF. 1612 pb 

' ·r 

1.000 1.500 

l ,:JOO 1732 

1 04 

·f 
Figura 2.1 Comparación del ORF (marco de lectura abierto) de las secuencia del contig 

40528 ({3-/cy) con genes ortólogos. Se indica con un rectángulo azul la cobertura del ORF 

del contig 40528 así como de especies cercanas a Bixa ore/lana: V. vinifera (JQ319639.1 ), C. 
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sinensis (AY679168.1), A. thaliana (L40176.1). Se anexa en números rojos el porcentaje de 

identidad con respecto al contig . Además, se indica con triángulos negros la posición de los 

cebadores diseñados para aislar los de cONA de achiote. 

2.3.2. Aislamiento del gen licopeno beta ciclasa 

En la figura 2.2, se muestran los resultados que conciernen a la amplificación del 

gen {3-/cy, usando como templado cONA sintetizado a partir del mRNA de la planta P13 

por RT-PCR (Figura 2.2.a. y 2.2b.). Como se indica en la figura 2.2 (inciso e) obtuvimos 

por medio de una reacción de PCR una banda que exhibe una longitud de alrededor de 

2000 pb aparentemente mayor a la que se esperaba de 1770 pb (Figura 2.2). 

3000 
2000 
1650 

1000 

200() pb 

Figura 2.2 Amplificación del gen {3-/cy a partir de cONA. En el inciso a) RNA total 

extraído de hojas jóvenes de la planta P13 con una concentración de 97.4 ng/¡.JI b) RT­

PCR con 200 ng de RNA total usando la transcriptasa inversa SuperscriptTM 111 

(lnvitrogen, USA), y en el inciso e) Amplificación del gen putativo de {3-/cy con el par de 

cebador BL YCa y la enzima FastStart Taq DNA (F. Hoffmann-La Roche Ud, Suiza). 

El amplicón mencionado anteriormente se clonó en el vector pGEM®-T (Promega). 

Una vez corroborada la inserción del fragmento al vector mediante la digestión del 

plásmido con la enzima EcoRI , seis clonas se enviaron a secuenciar, utilizando los 

servicios de la empresa Macrogen (Korea), para corroborar que la información sea 

correcta y corresponda a la secuencia del gen licopeno beta ciclasa. ·Posterior a la edición 

de la secuencia (remover restos del vector y regiones ambiguas), se obtuvo una 

secuencia de 1639 pb, menor a la esperada de 1770 pb (Figura 2.2.), pero que se alinea 
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con el Contig 40528 en la posición 154 a la 1792, por lo que la pérdida de la secuencia 

faltante para alcanzar el tamaño esperado para la amplificación , se le puede atribuir a la 

edición de la secuencia (eliminación de regiones ambiguas) (Figura 2.3.). 
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Figura 2.3 Alineamiento del contig40528 con la secuencia clonada en el vector pGEM®-T 

(Promega). El alineamiento se llevó a cabo con el algoritmo CLUSTALW. 

La secuencia traducida del gen clonado muestra una similitud con secuencias 

ortólogas del gen {3-/cy de especies como Citrus sinensis (AY679168.1 ), Vitis vinífera 

(JQ319639.1) con 85% de identidad, Carica papaya (ACM24791 .1) y Diospyros kaki 

(ACR25158.1) con 84% de identidad (Figura 2.4.). 
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Figura 2.4 Alineamiento del gen f3-lcy de Bixa ore/lana con genes ortólogos. El color indica 

las regiones que comparten identidad entre las secuencias de las proteínas, mientras que la 

ausencia de color indica las regiones que no comparten identidad. El al ineamiento se real izó 

con el algoritmo CLUST ALW2 con las secuencias de las especies: Citrus sinensis 

(AY679168.1), Vitis vinífera (JQ319639.1), Carica papaya (ACM24791.1) y Diospyros kaki 

(ACR25158.1 ). 

2.3.3. Análisis bioinformático del gen f3-lcy 

Existen escasos estudios concernientes a la estructura de la secuencia de la 

proteína licopeno beta ciclasa en plantas. No obstante se tienen identificados in sítu 

algunos dominios conservados entre las ciclasas (Cunningham et al. , 1996, Hugueney 

et al. , 1995). A través de la comparación de la secuencia aislada con genes 

ortólogos, donde se tienen determinados estos dominios, se identificaron los motivos 

IPTFLYAMpf- ----FLEET (MI), PStGYMVart- (Mil), SsALLeLVPETKKENLDFELPmYDp, 
' una región con carga IERRRQREFF, un motivo de unión a dinucleótido 

vVGGGPAGLAVAQQVSEAGLSVcSIDP y dos sitios transmembranales 

VARTLAAAPvVANAii - YLgSe y HGFLSSRLfLPELivFGLSLFshAS (Figura 2.5) 

(Cunningham et al., 1996, Hugueney et al. , 1995). 
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Figura 2.5 Análisis estructural de la enzima licopeno beta ciclasa de Bixa ore/lana. En la 

parte superior del alineamiento se indican con una línea horizontal , la región de las secuencias que 

corresponden dominios conservados , reportados para la proteína licopeno beta ciclasa en plantas 

(Cunningham et al., 1996, Hugueney et al. , 1995). Para el alineamiento se utilizó las secuencias 

pertenecientes a las especies Arabidopsís thalíana (AAB53337.1) y Capsícum annuum (042435.1 ). 

Se ha reportado en algunas especies de plantas la existencia de dos copias del 

gen licopeno beta ciclasa, que se expresan de manera diferencial y en diferentes órganos 
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de la planta durante su desarrollo (Devitt et al., 2009, Ronen et al. , 2000). La secuencia de 

aminoácidos traducida del gen {3-lcy aislada de Bixa ore/lana L. , sin embargo parece estar 

más cercana evolutivamente a las beta ciclasas que se expresan preferentemente en 

tejido fotosintético, como se puede apreciar en el análisis filogenético de la figura 2.6 

(flecha negra), donde forma parte de un solo clúster con las enzimas de esta clase. 
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Figura 2.6 Análisis filogenético de la secuencia del gen /3-lcy con genes ortólogos . El 

estudio fue realizado con el programa MEGA5, para el análisis se usó el método 

estadístico Neighbor-Joining, con un Bootstrap de 1000 réplicas. La distancia evolutiva fue 

calculada con el modelo Jones-Taylor-Thornton con una distribución gamma de 0.8. Las 

secuencias fueron alineadas con el algoritmo ClustaiW, y editadas con MEGA5, donde se 

eliminaron los extremos de las secuencias y los gaps fueron eliminados del alineamiento. 

La secuencia asilada de Bixa ore/lana se indica con una flecha negra, el color verde indica 



,. 

el clúster con secuencias expresadas preferentemente en tej ido fotosintético: Citrus 

sinensis (AAM21152.1 ), Carica papaya (ABD91578.1 ), Lycopersicum esculentum 

(CAA60170.1 ), Capsicum annuum (CAA60119.1 ), Daucus carota (ABB52071.1 ), 

Arabidopsis tha/iana (AAB53337.1 ). El color azul indica el clúster que agrupa secuencias 

que se expresan en tejido no fotosintético: Daucus carota (ABB52072), Carica papaya 

(ACR61334.1 ), Citrus sinensis (AAF18389.1 ), Lycopersicum esculentum (AAG21133.1) y 

Capsicum annuum (042435.1 ). El clúster de color negro indica las secuencias traducidas 

del gen licopeno épsilon ciclasa: Lycopersicum esculentum (NP _001234337.1 ), 

Arabidopsis thaliana (AAF82389.1) y Daucus carota (ABB52073.1 ). Zea mays se utilizó 

como control externo (BLCY1= AA018661 .1 ELCY= NP _001146840 .1 ). 

2.4. AISLAMIENTO DEL GEN PDS EN ACHIOTE 

Para la secuencia del gen pds se identificó entre las secuencias del transcriptoma 

de achiote de hoja, semilla madura e inmadura a los contigs 1009 con un tamaño de 2204 

pb así como el contig 22441 con una longitud de secuencia de 2312 pb que se alinearon 

significativamente con el fragmento del gen pds de 755 pb (00924534) aislado por el 

grupo de investigación de .la Dra. Re nata Rivera en el Centro de investigación científica de 

Yucatán. Para el aislamiento de la secuencia del gen completo de la pds en Bixa ore/lana 

L. , se diseñaron dos pares de cebadores nombrados como POSa y PDSb (Figura 2.7), 

usando la información del contig 1009, puesto que fue el que m ostro menor presencia de 

regiones ambiguas y al compararlo con genes ortólogos que codifican para la enzima 

fitoeno desaturasa reportadas en el NCBI , presento un porcentaje de identidad de 

alrededor del 80% con especies cercanas al achiote como Arabidopsis thaliana 

(NM_117498), Citrus sinensis (AEQ29524.1) y Vitis vinífera (AFP28796.1 ), además de un 

ORF de 1700 pb (Figura 2. 7). 
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Contig 1009 

(82%) A. thaliana 
NM_117498 

{82%) C. sinensis 
AEQ29524.1 

(81 %) V. vinifera 
AFP28796.1 

PDSb (160) 
ORF. 1695pb 

1936 

ORF.1698 

ORF.1659 

ORF. 1746 

Figura 2.7 Comparación del marco de lectura abierto de la secuencia del contig 1009 

con genes ortólogos. El rectángulo rojo muestra la posición del ORF del contig así como de 

los genes de la pds de especies cercanas a Bixa ore/lana: A:' thaliana (NM_117498), C. 

sinensis (AEQ29524.1 ), y V. vinífera (AFP28796.1 ). Se indica con números rojos el 

porcentaje de identidad con respecto al contig . Además se señaliza con triángulos negros la 

posición de los pares de cebadores diseñados para aislarlo de cONA de Bixa ore/lana L. 

No obstante al intentar amplificar la secuencia del contig 1009, con cONA de hojas 

jóvenes de achiote, con los dos pares de cebadores diseñados (Figura 2.7.), se observó 

un bandeo inespecífico en las reacciones de PCR a diferentes temperaturas de fusión que 

aumenta conforme se baja la temperatura para ambos casos (Figura 2.8). Para los 

experimentos con el par de cebadores POSa el tamaño esperado del amplicon (figura 2.3. 

rectángulo rojo), se localiza en el rango de temperaturas de 58 a 50 oc. Mientras que para 

el cebador POSb se observa una banda con el tamaño esperado a una temperatura de 

fusión de 50.7 oc (figura 2.8 rectángulo rojo). Con las anteriores observaciones acerca del 

tamaño del amplicon esperado, se prosiguió a intentar purificar las bandas que 

corresponde al producto de PCR esperado (Figura 2.8) y re-amplificarlas para poder 

·' 
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clonarlas en el vector pGEM®-T (Promega) y enviar las clonas a secuenciar para 

· corroborar que la secuencia corresponde a la del gen pds. Sin embargo no hubo éxito en 

las reacciones de PCR para re-amplificar las bandas con ambos pares de cebadores. 

2000 
1650 

1000 

,. 

Tamaño esperado para las amplificaciones 

Pares de cebadores Amplicon (pb) 

PDSb 2024 

PDSb 1929 

POSa 

e d e f 

P Sb 

Tm (°C) 

58.98 

58.80 

a b e d e f h 

Figura 2.8 Reacción en cadena de la polimerasa utilizando los pares de cebadores POSa y 

PDSb para aislar el contig 1009 a diferentes temperaturas de fusión. Para la reacción de 

PCR se usó cONA extraído de hojas jóvenes de la planta P13 utilizando la enzima FastStart Taq 

DNA (F. Hoffmann-La Roche Ud , Suiza). Se indica con una línea roja los carriles que pertenecen 

a cada par de cebadores con el nombre en la parte superior de cada línea roja. Las temperaturas 

aplicadas a cada reacción son las siguientes: a= 60.0, b= 59.2, e= 58.0, d= 56.1, e= 53.7, f= 

51 .9, g= 50.7 h= 50.0. Se señala con un rectángulo rojo la banda que se aproxima al tamaño 

esperado para cada par de cebador. En la parte superior de la figura se mencionan las 

características de cada par de cebador. 
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Los problemas presentados anteriormente para aislar la secuencia del gen que 

codifica a la enzima POS en achiote usando la información de la secuencia del contig 

1009, podría atribuirse a un error en el ensamblaje de las lecturas que forman los 

extremos del ORF del contig 1009 y de los cuales se diseñaron los dos par de cebadores 

para amplificarlo de cONA de hoja de Bixa ore/lana L. 

Otro aspecto importante que podría estar afectando las reacciones de PCR e 

imposibilitando el aislamiento del gen, es la posible formación de dímeros de los 

cebadores, lo cual podría ser una de las causas de la presencia del bandeo inespecífico. 

Estudios posteriores para aislar el gen pds usando la información del contig 1009, 

deberán incluir el diseño de nuevos par de cebadores para amplificarlo de cONA de 

achiote , utilizando distintos órganos de la planta, como semilla madura e inmadura, 

puesto que in silico el contig 1009 m ostro evidencias de ser. la secuencia del gen que 

codifica a la enzima fitoeno desaturasa, como la presencia de los dominios de unión a 

dinucleótido GAGLaGLSTAKYLADAGHKPiLLEARDVLGG y de unión a sustrato 

AGDYTKQKYLASMEGAVLSGK (Figura 2.9), los cuales son característicos de las enzimas 

POS en plantas (Yan etal. , 2011, Li etal. , 1996,). 
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Figura 2.9 Análisis estructural de la enzima fitoeno desaturasa de Bixa ore/lana L. Para el 

alineamiento se utilizaron las secuencias de la enzima POS de A. thaliana (AAA201 09.1) y C. 

annuum (CAA48195.1). Las regiones con color en el alineamiento indican identidad entre las 

secuencias, mientras que las regiones con falta de color representan ausencia de identidad. 

Además la secuencia del ORF del contig 1009 muestra estar relacionada con las 

enzimas fitoeno desaturasa de especies cercanas a achiote, donde forma un solo clúster 

,. 
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con secuencias ortólogas de la PDS, estando más cercana evolutivamente a las enzimas 

fitoeno desaturasa de Citrus sinensis y Carica papaya y alejadas de las secuencias 

ortólogas de la ZDS (Figura 2.1 O, flecha negra). Estas dos enzimas PDS y ZDS se 

encuentran relacionadas debido a que llevan a cabo las reacciones de desaturación para 

dar lugar al licopeno. La enzima PDS realiza una desaturación sobre el fitoeno que da 

lugar primero al fitoflueno y posteriormente con una segunda desaturación sobre este 

último se produce ~-caroteno , el ~-caroteno pierde dos hidrógenos al reaccionar con la 

enzima ZDS generando moléculas de neurosporeno, que finalmente sufren una 

desaturación por la misma enzima ZDS para sintetizar el licopeno (Cunningham y Gantt, 

1998, Ruiz-Sola y Rodríguez-Concepción , 2012). Sin embargo como se mencionó 

anteriormente la secuencia del contig 1009 se encuentra más cercana evolutivamente a 

las secuencias de las enzimas fitoeno desaturasa de especies cercanas a Bixa ore/lana L. 

(Figura 2.1 0). 
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Figura 2.10 Análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos traducido del 

contig 1009 con secuencias ortólogas de especies cercanas a Bixa o rellana L. El 

análisis fue realizado con el programa MEGA5, usando el método estadístico Neighbor­

Joining, con un Bootstrap de 1000 réplicas . La distancia evolutiva se infirió con el modelo 



Jones-Taylor-Thornton con una distribución gamma de 0.2. Para el alineamiento se 

utilizó el algoritmo Clustalw. Las secuencias fueron editadas cortando los extremos de 

las secuencias y eliminando los gaps del alineamiento. La secuencia del contig 1009 

se señala con una flecha negra, el color azul indica el clúster con secuencias 

pertenecientes a la enzima POS en especies cercanas a Bíxa ore/lana L., L. esculentum 

(CAB59726.1 ), C. annuum (CAA48195.1 ), C. papaya (ABG77271 .2), C. sínensís 

(AEQ29524.1 ), A. tha/íana (AAA201 09.1 ), D. carota (ABB52082.1). El color negro indica 

las secuencias traducidas del gen ZOS de especies cercanas al achiote L. escu/entum 

(AB067160.1 ), C. annuum (AAB35386.1 ), C. papaya (AC040527.1 ), C. sinensis 

(CAC85667.1), A. thaliana (AEE74149.1), D. carota (ABB52083.1). Zea mays se utilizó 

como control externo (POS= AAC12846.1, ZOS = AAV91511 .1 ). 
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2.5. DISCUSIÓN 

Como se mencionó al inicio del capítulo, en el laboratorio se iniciaron estudios 

encaminados al estudio de polimorfismos en fragmentos de genes de la ruta de 

biosíntesis de carotenoides en Bixa ore/lana (Martín-Rodríguez, 201 0). No obstante para 

continuar con el trabajo y dilucidar cambios en las secuencias de estos genes para su uso 

como marcadores moleculares es necesario aislar las secuencias completas. Por lo que 

nos dimos a la tarea de aislar los genes pds y /3-/cy en achiote. 

Con la secuencia parcial del gen /3-fcy de 491 pares de bases (A Y836587) fue 

posible obtener el ORF del gen, usando la secuencia parcial como blanco en una base de 

datos de contigs de un transcriptoma de hoja, semilla madura e inmadura de achiote. Se 

sabe que esta enzima es la responsable de añadir anillos beta terminales en la molécula 

linear C40 trans-licopeno para dar lugar al beta caroteno (Cunningham y Gantt, 1998). La 

secuencia identificada como el gen /3-/cy en achiote mostró similitud con genes ortólogos 

de plantas como Vitis vinífera (JQ319639.1), Citrus sinensis (AY679168.1), Carica papaya 

(ACM24791 .1 ), Diospyros kaki (ACR25158.1) entre otras especies, además de un ORF 

de 1511 pb que in silico traduce a un proteína de 504 aminoácidos, lo cual se asemeja al 

tamaño reportado para esta enzima entre las angiospermas (Scolnik y Bartley 1995, 

Young et al. , 2012,). Con la información del contig aislamos una secuencia de 1639 pb 

que in silico presenta regiones conservadas entre las ciclasas, entre las que destacan un 

posible sitio catalítico FLEET, un dominio de unión a dinucleótido, así como una región 

conservada entre las beta-ciclasas de plantas (Cunningham et al., 1996, Hugueney et al., 

1995, Bouvier et al. , 1997). Estos dominios fueron propuestos mediante el alineamiento 

de secuencias ortólogas del gen /3-/cy de Arabidopsis thaliana (U50739) y de la 

cianobacteria Synechococcus sp. (PCC7942), con el gen ces de la especie Capsicum 

annuum (X86221) (Cunningham et al. , 1996, Hugueney et al., 1995), esto debido a que la 

enzima que codifica el gen ces es capaz en un sistema heterólogo, de formar anillos K en 

moléculas de anteraxantina o violoxantina para producir capsantina o capsorubina así 

como anillos ~ en la molécula licopeno para sintetizar ~-ca roten o (Bouvier et al., 1997). 

Estas observaciones y el hecho de que ambas enzimas CCS y ~-LCY en C. annuum 

comparten 55% de identidad en su secuencia de aminoácidos, son las evidencias de 

Hugueney y colaboradores (1995) para sustentar la hipótesis de que los dos genes 

comparten una relación evolutiva en bacteria y en plantas superiores. La anterior hipótesis 
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se fortalece con la existencia de una segunda copia del gen {3-lcy aislado en plantas de 

jitomate por Ronen y colaboradores (2000), y después en papaya por Devitt y 

colaboradores (2009), así como en Crocus sativus (Ahrazem et al. , 2010) la cual se 

expresa preferentemente en tejido no fotosintético durante la maduración del fruto y se 

encuentran evolutivamente más cerca al gen ces que con el gen {3-lcy expresado 

preferentemente en tejido fotosintético (Ahrazem et al., 2010, Devitt et al. , 2009, Ronen et 

al., 2000), no obstante el gen aislado de la planta Bixa ore/lana se encuentra 

evolutivamente más cercano con las secuencias ortólogas del gen {3-lcy que se expresa 

en tejido fotosintético. 

Para el fragmento del gen pds de 755 pares de bases (00924534) que codifica 

a la enzima fitoeno desaturasa que participa en las reacciones de desaturación de la 

molécula fitoeno (Cunningham y Gantt, 1998) se identificó al contig 1009 como posible 

secuencia del gen pds, además al igual que con la secuencia de aminoácidos traducida 

del gen {3-lcy, se identificaron dominios conservados entre las enzimas fitoeno 

desaturasas de plantas superiores en la secuencia de aminoácidos traducida del contig 

1009, (Li et al. , 1996, Yan et al., 2011 ), y en el anál isis filogenético se agrupa entre las 

enzimas PDS aisladas de otras plantas, estando distante de las enzimas ZDS, y 

mostrando estar más cerca evolutivamente con las enzimas fitoeno desaturasa de C. 

papaya (ABG77271.2), y C. sinensis (AEQ29524.1 ), . La anterior evidencia fortalece la 

hipótesis de que el contig 1009, es la secuencia del gen pds de Bixa ore/lana. Sin 

embargo no se pudo corroborar la existencia del contig al intentar aislarlo del DNA 

complementario de hojas jóvenes de achiote. Los pares de cebadores diseñados para 

amplificar el contig 1009 se localizan fuera del ORF, por lo que existe la posibilidad de que 

estas regiones pudieran estar mal ensambladas y no pertenecer a los extremos del contig 

1009, que muestra fuertes evidencias in si/ico de ser la secuencia del gen pds. Otra 

posible causa es que los pares de cebadores pudieran estar formando dímeros durante 

las reacciones de PCR, por lo que se deberá considerar para futuros experimentos el 

diseño de nuevos pares de cebadores localizados dentro del ORF del contig 1009. 
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CAPÍTULO 111 

DETECCIÓN DE SNP (CAMBIOS PUNTUALES EN EL ADN), MEDIANTE LA 

TÉCNICA SSCP (POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA 

SENCILLA DE ADN) EN GENES INVOLUCRADOS EN 

BIOSÍNTESIS DE CAROTENOIDES EN BIXA ORELLANA L. 

3.1. INTRODUCCIÓN 

LA RUTA DE 

Este capítulo se especifica la metodología necesaria para la utilización de la 

técnica SSCP en achiote. Esta técnica fue desarrollada por Orita y colaboradores (1989) 

para la identificación de mutaciones en células cancerígenas humanas. Sin embargo, se 

ha utilizado también en tejidos vegetales para la localización de polimorfismos en el DNA 

de plantas de interés agronómico como por ejemplo arroz (Shirasawa et al., 2004), En 

este último estudio se aplicó la técnica SSCP en 45 genes amplificados al azar a partir de 

21 diferentes accesiones de Oryza sativa L. , obteniéndose 142 mutaciones puntuales así 

como también 32 inserciones y deleciones. 

Así mismo la técnica SSCP ha sido probada en la especie Quercus robur L. 

Analizando tres familias del roble junto con sus parentales, los autores reportan diferentes 

perfiles SSCP entre los seis fragmentos de DNA estudiados; basándose en los resultados 

de las plantas segregantes. Las diferencias encontradas en el número de bandas de cada 

ejemplar se atribuyen a la existencia de múltiples alelos entre las variantes analizadas. 

Los autores estiman que los perfiles SSCP que exhiben solo dos bandas son homocigotos 

mientras que los perfiles con patrones de tres o cuatro bandas son probablemente 

heterocigotos (Badenes et al., 1996). En lo que concierne a los estudios realizados en 

genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides, se ha utilizado recientemente esta 

metodología para dilucidar el número de copias en el gen psy en Brassica napus L 

identificando seis miembros de la familia del gen que codifica a la enzima fitoeno sintasa 

en esta especie (Cardenas et al., 2012). 
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. Colecta de las muestras a analizar 

El material vegetal fue colectado en la plantación "La Extra" ubicado en Chicxulub 

Pueblo en el estado de Yucatán , México (21.143698, -89.511256), donde se encuentran 

plantas con características fenotípicas contrastantes, como son el color de la flor, la 

tonalidad y dehiscencia del fruto, así como el contenido de bixina en las semillas maduras 

(Martín-Rodríguez, 201 O, Rivera-Madrid et al. , 2006). En estudios previos por el grupo de 

la Dra. Rivera y colaboradores (2006), se observó que existen caracteres en las plantas 

de achiote asociados con el contenido de pigmento acumulado en las semillas. Por tal 

motivo se consideraron para el presente estudio las accesiones P12, P13, N20, P37 que 

poseen flor blanca y fruto indehiscente verde, así como las plantas N9, N8, N3, N6, N1 , 

N4 y Be que tienen pétalos de tonalidad rosada y fruto dehiscente verde con espinas 

rojas y por último la N5 que tiene flores de color rosado pero fruto dehiscente rojo (Cuadro 

3.1. , Cuadro 3.2.). Para la toma del material vegetal , se colectaron las hojas jóvenes 

enteras, las cuales fueron envueltas en papel aluminio y depositadas en un termo con 

nitrógeno líquido para su transporte, para luego ser colocadas en un ultra-congelador a -

80° e para su conservación . 
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Cuadro 3.1. Características fenotípicas de las accesiones de Bixa ore/lana L., 

analizadas con la técnica Polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP). 

' 
Accesión Color de Flor Color de Fruto Dehiscencia 

P12 Blanca Verde No 

P13 Blanca Verde No 

N20 Blanca Verde No 

P37 Blanca Verde No 

N9 Rosada Verde/rojo Si 

N8 Rosada Verde/rojo Si 

N3 Rosada Verde/rojo Si 

N6 Rosada Verde/rojo Si 

N1 Anteras Lila Verde/rojo Si 

N4 Anteras Lila Verde/rojo Si 

Be Anteras Lila Verde/rojo Si 

N5 Anteras Lila Rojo intenso Si 
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Cuadro 3.2. Fenotipos contrastantes en color de flor y fruto de las 12 variantes de achiote 

usados en el estudio. 

Accesión Flor Fruto 

P12 

P13 

N20 
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P37 

N9 

YN8 
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N3 

N6 

N1 
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N4 

Be 

NS 

,. 
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3.2.2. Extracción de DNA de 12 plantas de achiote 

El DNA genómico de Bixa ore/lana L., fue aislado de las plantas P12, P13, N20, 

P37, N9, N8, N3, N6, N1 , N4, Be, y N5 usando el estuche comercial DNeasy® Plant Mini 

siguiendo el protocolo de manufactura (QIAGEN, Netherlands). La concentración de DNA 

se midió con un ensayo espectrofotométrico a A260 y A280 nm con el equipo NanoDrop 

ND-1 000 (Thermo Scientific, USA), seguido de un análisis electroforético con gel de 

agarosa al 1% teñido con Bromuro de etidio, para verificar la calidad del DNA extraído. 

3.2.3. PCR-SSCP 

Usando como templado el DNA genómico se amplificaron por PCR regiones de 

200 pares de bases a lo largo de toda la secuencia aislada del gen {3-/cy. Esto a causa de 

que si se amplifican regiones mayores a 200 pares de bases, la sensibilidad de la técnica 

SSCP se puede ver afectada , debido a que la detección de mutaciones depende del 

cambio conformacional de la cadena sencilla de DNA, por consiguiente una misma 

secuencia mayor a 400 pb puede adoptar varias conformaciones y dar lugar a falsos 

positivos (Hayashi, 1991 ). El diseño de cebadores se realizó con el programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/). 

Para la reacción de PCR se usó el mismo programa y las mismas concentraciones 

de reactivos señaladas en el apartado 2.2.2. , usando 6 ng de DNA genómico. Para 

corroborar la longitud del amplicón se analizó 1 f.JI del producto de la reacción de PCR en 

una electroforesis de gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. 

Para el análisis de SSCP se usaron 3 f.JI del producto de PCR, con 31JI de una 

solución que contiene 0.05% de azul de bromo fenal , 0.05% de xileno cianol , 95% de 

forma mida y 20 mM de EDT A. Las muestras se calentaron a 94 oc por 4 minutos para su 

desnaturalización, e inmediatamente incubadas en hielo por 5 minutos . Posteriormente las 

muestras fueron separadas en un gel de 31.0 cm x 38.5 cm x 0.4 mm (Model S2, 

GibcoBRL), usando 0.5x de solución Acrylamide for Mutation Detection (Sigma-Aidrich, 

USA), a un volumen final de 70 mi con 0.6x de TBE, filtrado con papel Whatman® (Cat. 

No. 1441 125), y enseguida polimerizado agregando 280 f.JI de Persulfato de amonio al 

10% así como 49 f.JI de tetrametil-etileno-diamina (TEMED, Promega USA). Las 

condiciones de electroforesis fueron de 200 V, 15 mA y 5 W de potencia por 20 horas a 22 
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oc, usando 1 x de TBE como buffer de corrida. Al terminar el tiempo de corrida se 

observaron las bandas, con tinción de plata de acuerdo el protocolo de Bassam y 

colaboradores (1991) y fueron registradas las imágenes de las electroforesis con un 

escáner ScanJet 6300C (Hewlett-Packard , USA). 

3.2.4. Análisis de banda~ polimórficas 

Las bandas de interés se cortaron con un escalpelo y fueron depositadas en un 

tubo de microcentrífuga de 1.5 mi , conteniendo 50 ¡JI de una solución de elución con 0.5 M 

de acetato de amonio, 1 O mM de acetato de magnesio tetra-hidratado, 1 mM de EDTA 

(pH 8.0) y 0.1% (w/v) de SOS (Maxam y Gilbert, 1977, Sambrook y Russel, 2001), y 

posteriormente se incubo por 12 horas a 37 oc. El DNA de las bandas disueltas en la 

solución anterior fue purificado con el High Pure PCR Product Purification Kit (F. 

Hoffmann-La Roche Ud, Suiza), siguiendo el protocolo de manufactura y fue enviado a 

secuenciar a la empresa Macrogen lnc (Korea). Para el análisis de las secuencias de las 

bandas se usó el programa MegaS (Tamura et a/2011) y BioEdit 7.1.3.0. 

,. 
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3.3. RESULTADOS 

3.3.1. Extracción de DNA de doce fenotipos de achiote 

Las plantas fueron escogidas tomando en consideración sus características 

fenotípicas contrastantes, debido a la asociación observada entre los fenotipos de achiote 

y la cantidad de bixina que acumulan en el arilo de sus semillas maduras (Rivera et al. , 

2006). La figura 3.1. , muestra el DNA aislado de doce plantas con características 

morfológicas contrastantes a partir de tejido foliar, el cual no presenta indicios de 

degradación a causa del proceso de extracción. 

12000 

FI.B. 
Fr.V.I. 

1Kb P12 P13 N20 P37 

FI.R. 
Fr.VJR.D 
NQ N8 N3 

·' 
N6 · N1 N4 Be 

FI.R. 
Fr.R.D 
N5 

Figura 3.1. Análisis electroforético de las extracciones de DNA genómico de doce plantas de 

Bixa ore/lana L. El DNA fue aislado con DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Netherlands). En la 

parte superior se indican debajo de la línea horizontal el nombre de las doce accesiones y en la 

parte superior de la línea horizontal las características principales de los fenotipos bajo estudio 

abreviando para flor blanca = FI.B., flor rosa= FI.R., fruto verde indehiscente = Fr.V.I. , fruto rojo 

dehiscente = Fr.R.D ., fruto dehiscente verde con espinas rojas= Fr.V/R.D. 

La cantidad de DNA extraído como se puede apreciar en la cuadro 3.3. , es escasa 

en un rango de 3.2-5.6ng/¡JI, esto posiblemente a causa que en las extracciones de DNA, 
·' 

utilizamos poca cantidad material vegetal , debido a que en el laboratorio se encontró que 

los tejidos foliares de achiote contienen altas concentraciones de metabolitos secundarios, 

los cuales interfieren en las reacciones de PCR (Rodríguez-Ávila et al., 2009, Martín­

Rodríguez, 2010). Posterior a la extracción se midió la absorbancia en el espectro de luz 

ultravioleta (UV), de las muestras como parámetro para conocer la calidad y pureza del 

DNA aislado (Cuadro 3.3.). La relación del rango de absorbancia a 260/280nm, que es un 
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valor indicativo de la pureza del DNA, en la mayoría de las muestras, a excepción de las 

extracciones que pertenecen a las plantas N6 y N1 , superan el valor aceptado de 1.8 

como DNA puro, indicando la presencia de RNA en las muestras. Mientras que en el caso 

de las plantas N6 y N 1 el parámetro resulta menor al 1.8, que indica posible infiltración de 

proteínas y fenoles en las extracciones. Mientras que para el ensayo de la absorbancia en 

el rango 260/230nm los valores alejados de 2.0-2.2 indican la presencia de fenoles y 

carbohidratos como el EDTA y el TRizol usados durante el proceso de extracción de DNA 

(Cuadro 3.3.). 

Cuadro 3.3. Estimación de la concentración de DNA extraído A260, A 280 y A230nm de doce 

plantas de achiote. Utilizando para el ensayo el equipo NanoDrop ND-1000. 
,. 

Planta Concentración ng/¡.~1 Relación 260/280 Relación 260/230 

P12 4.2 1.98 -2.32 

P13 4.6 2.02 3.27 

N20 5.5 1.96 3.16 

P37 6.4 2.08 6.93 

N9 5.5 1.89 1.66 

N8 4.6 2.04 7.59 

N3 3.2 1.87 -6.26 

N6 5.3 1.63 2.38 

N1 1 3.9 1.66 -3.26 

N4 5.6 2.13 2.5 

Be 3.3 2.24 0.27 

N5 4.0 2.2 -12.71 
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3.3.2. Análisis del gen pds con la técnica SSCP en doce fenotipos de achiote 

Como se mencionó en materiales y métodos en el grupo de trabajo de la doctora 

Renata Rivera se aislaron , previo a este proyecto, fragmentos de genes que codifican 

para enzimas involucradas en la biosíntesis de carotenoides en achiote, diseñando 

cebadores a partir de regiones conservadas de un alineamiento de secuencias de genes 
·' ortólogos de especies cercanas evolutivamente a Bíxa ore/lana L. De esta forma se aisló 

una secuencia corta de 755 pb utilizando cONA de hoja inmadura de achiote, que 

pertenece al gen pds, el cual se clono en el vector de clonación pGEM-T. Esta secuencia 

fue analizada, con la técnica SSCP para conocer si existen cambios en la cadena 

nucleotídica asociados con características fenotípicas importantes para el mejoramiento 

genético de achiote. Para lo cual se diseñaron y analizaron , dos par de cebadores 

nombrados como PDS2 y PDS3, para amplificar regiones de aproximadamente 200 pb, 

sin embargo, se reportó en el estudio previo amplificaciones de alrededor de 1000 pb con 

ambos pares de cebadores, indicando posible presencia de intrones (Martín-Rodríguez, 

201 O). No obstante en el estudio realizado por Martín-Rodríguez (201 0), decidieron 

analizar con la técnica SSCP las amplificaciones mayores a 1000 pb, con el objetivo de 

establecer la metodología de los SSCP por vez primera en achiote. En el análisis con la 

técnica SSCP, se dilucidaron patrones en los perfiles SSCP asociados con los fenotipos 

de las plantas de achiote estudiadas, sin embargo como se mencionó anteriormente, 

debido a que el tamaño de los fragmentos exceden el estabiJ~cido como óptimo para la 

técnica (Hayashi , 1991 , Orita et al., 1989) es necesario secuenciar las bandas para 

determinar si existe o no cambio en la secuencia analizada, así como secuenciar la 

amplificación de DNA genómico de 1000 pb, para ser comparada con el fragmento de 755 

pb aislado de DNA complementario. 

Por lo tanto en el presente trabajo, con el objetivo de corroborar estos hallazgos y 

estandarizar la técnica SSCP utilizando nuevas accesiones de achiote, se realizaron 

reacciones de PCR con los pares de cebadores PDS2 y PDS3 usando como templado el 

DNA genómico de doce plantas de achiote. Como se aprecia en la figura 3.2. , en todas 

las amplificaciones en las que se usó DNA genómico como templado, de las accesiones 

bajo estudio, se observa una banda de alrededor de 1000 pb, mientras que en el testigo 

que consta del fragmento clonado en el vector pGEM-T (aislado de cONA con anterioridad 

en el trabajo previo de Martín-Rodríguez, 201 0}, se obtiene un amplicón de 200 pb, que 
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concuerda con lo reportado anteriormente para estos pares de cebadores (Martín­

Rodríguez, 201 0). 

o 1Kb P12 P13 

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 N8 N3 N6 N1 N4 Be N5 (-) (+) 

Figura 3.2. Resultados de las reacciones de PCR con los pares de cebadores PDS2 y PDS3 

con doce plantas de achiote. En los experimentos utilizamos la enzima FastStart Taq DNA (F. 

Hoffmann-La Roche Ud, Suiza) usando como control positivo el fragmento del gen pds de DNA 

complementario clonado en el vector pGEM-T. En el inciso A se muestran las amplificaciones para el 

par de cebadores PDS2, y en el inciso B los resultados que corresponden al par de cebadores 

PDS3. Los triángulos indican el amplicón correspondiente al testigo positivo. Los amplicones se 

analizaron en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 

Las amplificaciones se analizaron con la técnica SSCP, para la estandarización 

de la metodología y corroborar los hallazgos presentados en el trabajo anterior del grupo 

de la doctora Renta Rivera (Martín-Rodríguez, 2010). Como se puede observar en la 

figura 3.3.A. , no se aprecia ningún cambio en la migración de las cadenas sencillas a 

través del gel de acrilamida no desnaturalizante. Mientras que para el caso con los pares ,. 

de cebadores PDS3, se observan 3 distintos patrones (corchetes rojos figura 3.3.8), las 

plantas con flores blancas y fruto verde comparten un mismo perfil de bandeo que 

consiste de tres bandas, al igual que el testigo que es una repetición de la planta P13 

(triángulos negros a,b,c, figura 3.3.8.), mientras que las plantas N9, N8, N6, N3, N1, y N4 

presentan un perfil distinto al anterior, caracterizado por 3 bandas adicionales con 
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respecto al testigo (triángulos blancos d y e, Figura 3.3.B). El último patrón obseNado en 

los fenotipos Be y N5 en sus perfiles comparten las dos bandas adicionales obseNadas 

en las plantas N9, N8, N6, N3, N1 y N4 pero presentan la ausencia de las bandas 

obtenidas en el testigo (Figura 3.3.B). 

0 FI.B FI.R 
Fr.V.I. _F--'r.V_/-'-R-"-.0 ________ _ 

FI.R 
Fr.R.D 

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 N8 N3 N6 N1 N4 Be N5 (-) 

e 
FI.B 
Fr.V.I. 

1Kb P12 P13 

(+) 

Figura 3.3. Análisis SSCP con el gen pds en doce fenotipos deBixa ore/lana L. El estudio fue 

llevado a cabo en un gel de acrilamida no desnaturalizante usando 0.5x de solución Acrylamide for 

Mutation Detection (Sigma-Aidrich, USA), teñido con nitrato de plata de acuerdo el protocolo de 

Bassam y colaboradores (1991 ). En el inciso A se presenta el perfil de bandeo que corresponde al 

par de cebadores PDS2. En el inciso B se muestran los resultados del par de cebadores PDS3. Los 

triángulos negros indican las bandas del testigo que es una réplica de la accesión P13, los 

triángulos blancos el bandeo adicional. Las abreviaciones corresponden al fenotipo de las plantas 

con el siguiente significado: flor blanca = FI.B. , flor rosa= FI.R. , fruto verde indehiscente = Fr.V.I. , 

fruto rojo dehiscente = Fr.R.D ., fruto dehiscente verde con espinas rojas = Fr.V/R.D . Las 
·' 

condiciones de electroforesis fueron de 200 V, 15 mA y 5 W de potencia por 20 horas a 22 oc, 
usando 1 X de TBE como amortiguador de corrida . 
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3.3.3. Análisis del gen f3-/cy con la técnica SSCP en doce fenotipos de achiote 

Al igual que con el gen fitoeno desaturasa, anteriormente se aisló en el laboratorio 

un fragmento de la secuencia del gen licopeno beta ciclasa en achiote alineando 

secuencias de genes ortólogos. Con esta información se diseñó un par de cebadores que 

amplifica una región de alrededor de 491 pb nombrado 8L YC, que al igual que con los 

cebadores mencionados anteriormente (PDS2 y PDS3) para el fragmento del gen pds 

sirvieron para establecer la técnica SSCP en achiote (Martín-Rodríguez, 201 O). Los 

resultados de los perfiles SSCP usando este par de cebadores a una temperatura 

ambiental de 4 grados Celsius, presenta un bandeo inespecífico sin ningún patrón 

definido (Martín-Rodríguez, 201 0). Lo anterior puede deberse a cambios en la 

temperatura del entorno, lo cual es uno de los factores que alteran la movilidad de las 

hebras de DNA, cuando migran en un gel de acrilamida no desnaturalizante con la técnica 

SSCP (Hayashi , 1991 ). 

Usando el par de éebadores 8L YC se prosiguió a realizar reacciones de PCR, con 

la finalidad de amplificar la región de 491 pb en los doce fenotipos a analizar, con el 

objetivo de estandarizar la metodología (Figura 3.4.A.). Decidimos usar para este 

experimento una temperatura ambiental de 22 grados Celsius en el ensayo electroforético 

de la técnica SSCP, con lo cual se logró observar un bandeo bien definido en los perfiles 

de las doce plantas analizadas, lo cual nos permitió identificar dos bandas adicionales con 

respecto al testigo (Triángulos blancos d y e, figura 3.3.8). Este perfil lo presento la planta 

N5, que se caracteriza por poseer un fruto dehiscente de color rojo, no presente en el 

fenotipo de las demás accesiones. La banda superior "d" en el perfil de la planta N5 

(Figura 3.3.8. triangulo blanco d), está presente también en todas las plantas con flor de 

color rosa, mientras que la banda "e" (Figura 3.3.8.), no está presente en ningún perfil 

SSCP de las once plantas restantes (Figura 3.3.8). 

,. 
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o 1Kb P12 P13 N20 P37 NQ N8 

400 

FI.B FI.R. 
Fr.V.I. Fr.VIR.D. 

~~~~-------------------

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 NB N3 N6 N1 N4 Be 

FI.R. 
Fr.R.D. 

N5 (-) (+) 

Figura 3.4. Resultados del análisis SSCP con el par de cebadores BLYC. Para la PCR se 

utilizó la enzima FastStart Taq DNA (F. Hoffmann-La Roche Ud, Suiza). En el inciso A se muestran 

las reacciones de PCR en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio en doce plantas de , 
achiote, el triángulo negro indica el amplicón del testigo usando el gen clonado en el vector pGEM-T 

como templado . En el inciso B se presenta el perfil de bandeo de la técnica SSCP con el par de 

cebadores BL YC, los triángulos negros "a", "b" y "e" indican el bandeo correspondiente al testigo 

que es una réplica de la accesión P13, los triángulos blancos "d" y "e" señalan el bandeo no 

presente en el testigo. Las características de cada accesión se mencionan en la parte superior del 

gel con la siguiente abreviación: flor blanca = FI.B ., flor rosa= FI.R. , fruto verde indehiscente = 

Fr.V.I. , fruto rojo dehiscente = Fr.R.D. , fruto dehiscente verde con espinas rojas = Fr.V/R.D. Las 

condiciones de electroforesis fueron de 200 V, 15 mA y 5 W de potencia por 20 horas a 22 oc, 
usando 1 x de TBE. 

3.3.3.1. Diseño de pares de cebadores 

Como se mencionó anteriormente en el capítulo 11 de este trabajo se logró aislar 

una secuencia de 1639 pb del gen {3-/cy, con la cual se prosiguió a continuar el estudio de 

la búsqueda de polimorfismos con la técnica SSCP. Por lo tanto el siguiente paso para 

llevar a cabo esta tarea, es el diseño de cebadores que amplifiquen regiones de 

alrededor de 200 pb de longitud, puesto que amplificaciones con mayor tamaño aumentan 

la probabilidad de falsos positivos, debido a que la conformación que adoptan las hebras 
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simples de DNA durante el procedimiento de la técnica es altamente dependiente de la 

cadena nucleotídica, por lo tanto entre mayor sea el fragmento de DNA a analizar 

mayores serán las posibles interacciones azarosas no dependientes de la información de 

la secuencia (Hayashi, 1991 ). Por esta razón se diseñaron cebadores tomando lo anterior 

como principal característica para su elección (Cuadro 3.4 ). 
,. 

Cuadro 3.4. Características de los cebadores "B" para amplificar regiones de 200 pares de 

bases en el gen /3-lcy. 

Par de Secuencia Posición Longitud Tm 
cebadores del (oC) 

amplicón 

B2 Sentido Sentido 201 66 

5' CTGCTTGCTCTTGGAGTCTCAT 3' 1 

antisentido Antisentido 

5' TGTGCGTCTTAAGTAGCGTGTC 3' 201 

B3 Sentido ,. Sentido 240 66 

5' CACGCT ACTT AAGACGCACAAC 3' 182 

antisentido Antisentido 

5' GGGTCATAGAGAGGAAGCTCAA 3' 421 

B4 Sentido Sentido 235 60 

5' GCTTCCTCTCTATGACCCATCA 3' 404 

Antisentido Antisentido 

5' GT AAACAACAGCACCACTCCAG 3' 632 
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85 Sentido Sentido 218 66 

5' CTGGAGTGGTGCTGTTGTTT AC 3' 617 

Antisentido Antisentido 

5' CCAAGGT AGCCTGAACCGT A 3' 834 

86 Sentido Sentido 209 66 

5' A TGGTGTT ACGGTTCAGGCT AC 3' 808 

antisentido Antisentido 

5' TCTCTCCCTCAGCTCCTT ATTG 3' 995 
l 

87 Sentido Sentido 222 66 

5' CACCAACAA T AAGGAGCTGAGG 3' 995 

Antisentido Antisentido 

5' CCCATCGGAA TCACACAA TG 3' 1210 

88 Sentido Sentido 250 60 

5' GCATTGTGTGATTCCGATGG 3' 1190 

antisentido Antisentido 

5' GAATTCCCTCTGTCTCCTCCTTTC 3' 1439 

89 Sentido Sentido 203 66 
' 

5' ATTGTCCAGTGCCTTGGTTC 3' 1335 

antisentido Antisentido 

5' CCA TGCCAA T ATCGAGGTTC 3' 1537 
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Los pares de cebadores fueron identificados con el nombre de "B" y enumerados de 

acuerdo a su posición en la secuencia {Figura 3.5). 

5' 3' 

201 bp 235bp 269 bp 250bp 

B2 B4 86 eB 
240bp 218bp 222bp 203 bp 

83 85 87 89 

Figura 3.5. Representación esquemática de la posición de los pares de cebadores B, a lo 

largo de la secuencia del gen /3-lcy. 82, 83, 84 , 85 , 86, 87 , 88, y 89 corresponden a los 

nombres de los pares de cebadores diseñados para amplificar regiones cortas del gen {3-/cy ·de 

achiote, que codifica a la enzima licopeno beta ciclasa de la ruta de biosíntesis de carotenoides. 

En la figura se presenta además la esquematización estructural del gen {3-/cy de achiote el 

rectángulo "a" corresponde a la región conservada entre las ciclasas "b" al motivo de unión a 

dinucleótido, "e" el motivo 1, el "d" el motivo 11 , el "e" un sitio transmembranal "f ' una región con 

carga, y "g" un segundo motivo transmembranal. 

3.3.3.2. Análisis por PCR-SSCP del gen {3-/cy en doce fenotipos de achiote con los 
cebadores "8". ,. 

Como se comentó anteriormente usamos la información del amplicón de 1639 pb 

para el diseño de pares de cebadores que amplifiquen regiones de 200 pb, debido a que 

es el tamaño reportado como óptimo para la técnica SSCP (Orita et al. , 1989, Hayashi, 

1991 ). Estos pares de cebadores nombrados como B2, B3, B4, BS, B6 , B7, B8 Y B9, 

fueron usados para examinar la secuencia del gen con la técnica SSCP, en busca de 

cambios nucleotídicos asociados con características importantes para utilizarlos como 

marcadores moleculares. En la figura 3.6 ., se presentan los resultados de las 

amplificaciones con los pares de cebadores B2, B3 y BS. Para las reacciones de PCR se 

usó como testigo positivo la secuencia del gen de 1.639 Kb clonado en el vector pGEM-T. 

Como se puede apreciar en la figura 3.6, en el inciso A y B, para el experimento utilizando 

los pares de cebadores B2 y B3, las reacciones de PCR con DNA genómico para las doce 

accesiones de achiote no presentaron ningún problema. Las amplificaciones con DNA 

genómico de las plantas P13, N4, Be y NS con el par de cebadores BS (Figura 3.6.C.), 

,. 
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poseen baja intensidad al irradiarlas con luz ultravioleta. Lo cual puede deberse a 

problemas durante la unión de los cebadores a la cadena de DNA a causa de 

polimorfismos en esta región del gen. Para el caso del par de cebadores 84 no hubo 

amplificación para ninguna de las plantas. 

o 
- -

200 - - - - - -- - -- - - - - -
·' 

t::CS 

200 :....:.- _.~,....._,.-,~----~-~ ..... -

----
200 ....,_. _. ~ ..... ,..._ -- - ~ --

Figura 3.6. Amplificaciones de PCR con los pares de cebadores 82, 83 y 85 con DNA 

genómico de doce plantas de achiote. Para la PCR usamos la enzima FastStart Taq DNA (F. 

Hoffmann-La Roche Ud, Suiza) y la analizamos en un ensayo electroforético en gel de agarosa al 

1% teñido con bromuro de etidio. Inciso A, análisis electroforético del producto de PCR con el par 

de cebadores 82 usando como templado doce plantas de achiote. Inciso 8 , amplificaciones con el 

par de cebadores 83 y en el inciso C se presentan los resultados de las reacciones de PCR con el 

par de cebadores 85. 

No obstante para los experimentos realizados con las amplificaciones que , 
corresponden al par de cebadores 85, los resultados del análisis SSCP no exhibieron un 

cambio en los perfiles SSCP (Figura 3.7.C.). Para el experimento con el par de cebadores 

82 logramos observar tres patrones de perfi les SSCP bien definidos asociados con las 

características fenotípicas de las doce plantas de achiote (indicados con corchetes rojos, 

figura 3.7.A.) . En los perfiles SSCP con el par de cebadores 82 se puede identificar una 

banda adicional con respecto al testigo (Triangulo negro "e" figura 3.7.A.) . Esta banda 

adicional está presente en todas las plantas cuyo fenotipo poseen flor de color rosa; en el 

caso de la planta N5 su perfil se distingue de las demás plantas con flor rosa, por la 

ausencia de una banda presente en todas las demás plantas y corresponde a la banda "a" 
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en la imagen 3.7.A. Las accesiones con flor blanca y fruto verde indehiscente presentan 

el mismo perfil que el testigo, constituyendo un solo patrón que las distingue de las otras 

accesiones. Para el ensayo con el par de cebadores 83 se observa un resultado similar 

al encontrado con el par de cebadores 82, debido a la presencia de tres patrones que se 

asocian con el fenotipo de flor y fruto de las plantas bajo estudio (corchetes rojos figura 

3.7.8.). Para el par de cebadores 83, se identifican 2 bandas adicionales con respecto al 

testigo, las cuales se encuentran en todas las accesiones con flor blanca y fruto verde con 

espinas rojas, que además en su perfil SSCP muestran dos bandas que migran a la 

misma altura que las dos bandas del perfil SSCP del testigo (bandas "e" y "d" figura 

3.7.8.). En el experimento con el par de cebadores 82 la accesión N5 posee un perfil 

diferente de las demás accesiones, mostrando dos bandas en diferente posición en el gel 

("e" y "d" figura 3.7.8.) ausenté en las plantas P12, P13, N20 Y P37 que tienen el fenotipo 

Figura 3.7. Resultados del perfil de bandeo SSCP con los pares de cebadores 82, 83 

y 85. Las muestras se analizaron con la técnica SSCP en un gel de acrilamida no 

desnaturalizante usando 0.5x de solución Acrylamide for Mutation Detection (Sigma­

Aidrich , USA), teñido con nitrato de plata de acuerdo el protocolo de Bassam et al. (1991 ). 
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En el inciso A se presenta el resultado del SSCP para el par de cebadores 82. En el inciso 

8 el análisis para el par de cebadores 83 y en el inciso C el perfil de SSCP para el par de 

cebadores 85 en doce fenotipos de achiote. Los triángulos blancos "a" y "b" indican la 

posición de la migración de las bandas con respecto al testigo. Los triángulos negros 

indican las diferencias con respecto al testigo y los corchetes rojos señalan los patrones 

encontrados. El fenotipo de cada planta se mencionan en la parte superior del gel con la 

siguiente abreviación: flor blanca = Fl.8 ., flor rosa= FI.R. , fruto verde indehiscente = Fr.V.I. , 

fruto rojo dehiscente = Fr.R.D. , fruto dehiscente verde con espinas rojas = Fr.V/R.D. Las 

condiciones de electroforesis fueron de 200 V, 15 mA y 5 W de potencia por 20 horas a 22 

oc, usando 1x de T8E como buffer de corrida. 

La reacción de PCR con los pares de cebadores 86, 87 88 y 89 no presentó 

ningún problema logrando amplificar una región de alrededor de 200 pb en cada reacción 

de PCR con el DNA genómico de las doce plantas de Bixa ore/lana L (Figura 3.8.). 

e 

86 

1Kb P12 P13 N20 P37 NO N9 N3 N6 N1 N4 Be N5 H (+) . . ' 

200 ------------ --- -
1Kb P12 P13 N20 P37 NO N8 N3 N6 N1 N4 Be NS H (+. 

20 
---~.__. _________ -

200 

___________ ._._ -
1Kb P12 P13 N20 P37 Ng a Nl N6 N1 N4 Se N5 f-) { l --

200 .. . ... - .. ~ -
--- ---------- ~----------- -- ----- --- --- --~- - -

Figura 3.8. Reacciones de PCR con doce accesiones de achiote con los pares de 

cebadores 86, 87, 88 y 89. El resultado fue anal izado en geles de agarosa al 1% teñidos 

con bromuro de etidio. En el inciso A, 8 , C, y O se presentan las amplificaciones con el par 

de cebadores 86, 87, 88 y 89 respectivamente. El triángulo blanco señala el tamaño del 

amplicón del testigo de alrededor de 200 pb. 



Utilizando el resultado de la reacción de PCR para el par de cebadores B6, se 

logró dilucidar 3 patrones de bandeo (figura 3.9.A.) , que coinciden con los hallazgos 

encontrados, para los experimentos con los pares de cebadores B2 y B3 en las doce 

plantas de achiote con fenotipos contrastantes. Las plantas identificadas como P12, P13, 

N20 y P37 que poseen flores de color blanco y fruto verde espinoso, muestran en el 

análisis con la técnica SSCP dos bandas que corresponden con las del testigo (Triángulos 

"a" y "b" Figura 3.9.A.). Además se observa la presencia de una banda adicional con 

respecto a las dos banda~ presentes en el testigo (Triangulo negro "e" Figura 3.9.A.). Esta 

banda es distintiva pues se encuentra en todos los perfiles SSCP que corresponden a las 

plantas con flores de col9r rosa , encontrándose ausente en las plantas con flor blanca 

(Figura 3.9.A.). La planta identificada como N5 además de presentar el perfil descrito 

anteriormente para las plantas de flor rosa, en el análisis con la técnica SSCP presenta 

una segunda banda que corresponde a la banda "b" del testigo (Figura 3.9.A.). Lo anterior 

coincide con lo encontrado en los experimentos con los pares de cebadores B2 y B3, en 

donde la planta N5, que representa el fenotipo de plantas de achiote con fruto rojo 

dehiscente presenta un único perfil SSCP que la distingue de los resultados encontrados 

para las demás accesiones en el panel de estudio. 

Los resultados para los experimentos llevados a cabo con los pares de cebadores 

B7, B8 y B9 con las doce plantas de achiote analizadas con la técnica SSCP, no 

presentaron ningún cambio significativo en su patrón de bandeo con respecto al testigo, 

pues en los tres ensayos las bandas correspondientes a cada accesión son iguales 

(Figura 3.9. inciso B, C y O). Para el experimento con el par de cebadores B8 se observa 

una única banda en todos los ensayos con las doce plantas bajo estudio así como en el 

testigo. Una posible expli~ación es que las cadenas sencillas de DNA, obtenido con estos 

pares de cebadores durante el análisis, adoptan una única conformación lo cual sugiere 

que no existen cambios en las secuencias (Figura 3.9.C.) 
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o FI.B. FI.R. 
Fr.V.I. Fr. V/R.O. 

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 N8 N3 

0 
FI.B. FI.R. 
Fr,V,I. Fr. V/R.O. 

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 N8 

e 

N6 N1 N4 

·' 

N3 N6 N1 N4 

FI.R. 
Fr.R.O. 

Be N5 (-) 

L__j 

FI.R. 
Fr.R.O. 

Be N5 

FI.R. 
Fr.R.O. 

(+) 

(-) (+} 

1Kb N3 N6 N4 Be N5 (-) (+) 

FI.B. FI.R. FI.R. 
G) Fr.V.I. .!...F-'--'r.~V-'-'-/R""'-. 0~. _________ Fr.R.D. 

1Kb P12 P13 N20 P37 N9 N8 N3 N6 N1 N4 Be N5 (-) (+) 

~g 

<J 

Figura 3.9. Análisis del perfil de bandeo SSCP con los pares de cebadores 86, 87, 88 y 89 

contra el gen licopeno beta ciclasa en achiote . El análisis se realizó en geles de acrilamida no 

desnaturalizante en doce plantas de achiote. Inciso A SSCP con el par de cebadores 86, inciso 

8 análisis con el par de cebadores 87, inciso e perfil SSCP con el par de cebadores 88 e inciso 

O con el par de cebadores 89. Los triángulos blancos ind ican la posición de las bandas 

pertenecientes a los testigos. Los triángulos negros en el gel de acrilamida del par de cebadores 

86 señalan la posición de bandeo diferencial con respecto al testigo y los corchetes rojos indican 
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los patrones encontrados. Las características de las accesiones se indican en la parte superior 

de cada gel con la siguiente abreviación: flor blanca = FI.B ., flor rosa= FI.R. , fruto verde 

indehiscente = Fr.V.I., fruto rojo dehiscente = Fr.R.D. , fruto dehiscente verde con espinas rojas = 

Fr.V/R.D .. Las condiciones de electroforesis fueron de 200 V, 15 mA y 5 W de potencia por 20 

horas a 22 oc. usando 1x de TBE como amortiguador de corrida. 

3.3.4. Análisis de la secuenciación de bandas polimórficas 

De acuerdo a los resultados obtenidos con la técnica SSCP, existen tres regiones 

en la secuencia de DNA del gen licopeno beta ciclasa, que presentan cambios 

importantes entre los 12 genotipos de achiote, estas regiones corresponden a los 

experimentos llevados a cabo con los pares de cebadores 82, 83 y 86. Con el objetivo de 

verificar y conocer el tipo~"de polimorfismo en el DNA de estas accesiones, aislamos las 

bandas que mostraron cambios significativos asociados a las características fenotípicas 

del panel de plantas analizadas, los cuales corresponden a los pares de cebadores 82, 

83 y 86. Para ello aislamos por duplicado cada patrón presente en los análisis SSCP, 

identificándolas en el gel de acrilamida como 1 a, 1 b, 4a y 4b para el primer patrón y 

correspondientes a los perfiles encontrados para las plantas P12 y P37 respectivamente . 

Para el segundo esquema asignamos 5a, 5b y 5c para las bandas del perfil de la planta 

N9 y 11 a, 11 b y 11 e para el perfil de la planta Be que constituyen el segundo patrón. Por 

último 12a y 12b que conforman las bandas del perfil SSCP de la planta N5, para este 

caso en particular no se aisló por duplicado debido a que es un solo perfil el que conforma 

este patrón (Figura 3.1 0). 

i 
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Fr.V.I. Fr.V/R.D Fr.R.O. 
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~~ E::::::J 12b 
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1a 5a 11a 12a 
~~ 
c:::=::J c==J 
11C 12b 
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.1 

Figura 3.1 O. Bandas secuenciadas para corroborar la existencia de cambios en la 

secuencia del gen f3-lcy en doce genotipos de achiote . En el inciso A las bandas 

correspondientes al análisis con el par de cebadores 82 en el inciso 8 para el par de cebadores 

83 y por ultimo las bandas para el SSCP con el par de cebadores 86. Las bandas seleccionadas 

se indican con rectángulos negros y el nombre con el que son identificadas. 

Posterior al análisis de la secuenciación de las bandas logramos identificar para el 

par de cebadores 82 tres cambios de un solo nucleótido en las posiciones 96(G/C), 

125(T/G) y 140(A/T) del gen {3-/cy (Cuadro 3.3.), así mismo con la secuenciación de las 

bandas del par de cebadores B3 se evidenció la existencia de cinco polimorfismos en las 

posiciones 320(A/C) , 362(G/T), 374(C/A), 379(T/C) y 399(T/C) (Cuadro 3.5.). Estos SNPs 

diferencian a las plantas P12 y P37 que poseen flores de color blanco y fruto verde 

indehiscente, de la planta N5 que tiene flor rosa y fruto dehiscente rojo, no obstante las 
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plantas N9 y Be presentan ambos aleles en los resultados de secuenciación (Cuadro 

3.5.). Para el caso de las bandas del análisis del SSCP con el par de cebadores B6 no se 

encontró ningún cambio. . 

Cuadro 3.5. Resultados de la secuenciación de bandas del análisis SSCP en plantas de 

achiote. Los SNP encontrados en el gen {3-/cy son enumerados de acuerdo a su posición en el gen. 

B2 B3 Fenotipo 

Planta S NPI SNPII SNPIII SNPIV SNPV SNPVI SNPVII SNPVIII Flor Fruto Dehiscencia 

(96) (125) (1 40) (320) (362) (374) (379) (399) 

P12 G T A A G e T T Blanca Verde No 

(1a, 

1b) 

P37 G T A A G e T T Blanca Verde No 

(4a, ,. 

4b) 

N9 G/C T/G A/T A/C G/T C/A TIC TIC Rosa Verde/ Si 

(Sa, Rojo 

Sb, Se) 

Be G/C T/G A/T A/C G/T C/A TIC TIC Rosa Verde/ Si 

(11a, Rojo 

11 b, 

11c) 

NS e G T e T A e e Rosa Rojo Si 

(12a, 

12b) 

Los resultados anteriores indican la existencia de dos aleles del gen {3-/cy (Figura · 

3.11.), uno que se encuentra presente en las plantas con flor blanca y fruto indehiscente 

verde y otro que se localiza en la accesión NS con flor rosa y fruto dehiscente rojo. 

Mientras que los fenotipos, con flor rosa y fruto dehiscente verde con espinas rojas poseen 

ambos aleles en su genoma. Además como se puede observar en el alineamiento de la 

figura 3.11. , el alelo 1 corresponde a la secuencia de la clona del gen de la planta P13, no 
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obstante en la posición 97 4 de la clona existe un cambio de una adenina por una guanina 
·' 

con respecto a los dos alelas. La posición 974 del gen, es abordada en los análisis SSCP 

con los pares de cebadores 86, los cuales mostraron perfiles similares a los encontrados 

con los SSCP de los pares de cebadores 82 y 83. Sin embargo como se mencionó 

anteriormente no se encontraron cambios en la secuencia de las bandas analizadas. No 

obstante la posición 974, se sitúa en la región donde se asienta el par de cebadores 86 

en la cadena nucleotídica, como se puede confirmar en la cuadro 3.2. Por lo que con las 

evidencias anteriores de que existen cambios en esta posición de la secuencia, deberá 

analizarse de nuevo esta región, utilizando cebadores que flanqueen esta posición en el 

gen con la técnica SSCP, para verificar este resultado. 
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Ale1~2 

~l<>n¡J 
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Figura 3.11. Alineamiento de alelos dilucidados con la técnica SSCP y la secuencia de la 

clonada del gen {3-/cy de Bixa ore/lana L. La ausencia de color indica los lugares donde se 

localizan los cambios que distinguen a los dos aleles. 

Con la información anterior de la posición de estos polimorfismos en la cadena 

nucleotídica proseguimos a averiguar si estos cambios oca~ionan algún cambio en la 

información de aminoácidos de la proteína traducida del gen licopeno beta ciclasa. 

Encontramos que tres de los SNPs (SNPI , SNPII y SNPIII) se localizan poco antes del 

inicio del ORF de la secuencia, por lo que son cambios silenciosos, no obstante los 5 
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polimorfismos restantes (SNPIV, SNPV, SNPVI , SNPVII y SNPVIII), se localizan dentro 

del marco de lectura de la secuencia del gen en una reg ión conservada entre las ciclasas 

(Figura 3.12 .). 

'4Sil ... 530 Unión a di nucl~éti do 

Figura 3.12. Esquematización de la estructura del gen licopeno beta ciclasa y la posición de 

los SNP en la secuencia. 
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Analizando los SNPIV, SNPV, SNPVII y SNPVIII , encontramos que para el SNPIV 

localizado en la posición 320(AIC) de la secuencia ocasiona un cambio de un aminoácido 

de una lisina (aminoácido con carga positiva, polar) , presente en las plantas de flor 

blanca y fruto indehiscente verde, por una asparagina (aminoácido polar) en la planta N5 

que posee fruto rojizo (Figura 3.13.). Para el SNPV encontrado en la posición 362(T/G) no 

origina ningún cambio en la secuencia de aminoácidos, manteniendo una treonina en las 

secuencias. Lo mismo ocurre con el SNPVI en la posición 374(C/A), ambos son 

silenciosos, sin cambiar el aminoácido prolina. Sin embargo para el SNPVII 379(T/C), el 

cambio de una timina por una citosina en la secuencia nucleotídica resulta en la 

sustitución de una isoleucina (aminoácido alifático, hidrofobico) en las plantas P12 y P37 

por una treonina (aminoácido neutro) en la planta N5 (Figura 3'.13.). Por último el SNPVIII 

encontrado en la posición 399(T/C) de la secuencia ocasiona una sustitución de una 

fenilalanina (aromático e hidrofobico) presente en las plantas con fruto verde, por una 

leucina (alifático aromático) en la accesión N5 que presenta un fenotipo con fruto rojizo 

(Figura 3.13.). Las plantas con flores rosas y fruto verde con espinas rojas presentan 

ambas sustituciones de aminoácidos en los SNPs encontrados (Figura 3.13.). 

·' 
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Figura 3.13. Sustituciones de aminoácidos originados por los SNP en el ORF del gen que 

codifica a la enzima licopeno beta ciclasa en fenotipos contrastantes de achiote. Al costado 

izquierdo de los cromatogramas se muestra abreviado el aminoácido sustituido a causa del cambio 

puntual en el DNA de los alelas encontrados del gen. 
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3.4. DISCUSIÓN 

La técnica SSCP, desarrollada por Orita y colaboradores (1989) para detectar 

mutaciones puntuales en el DNA en células humanas, fue también exitosa en la 

detección de polimorfismos del gen {3-/cy asociados con las características fenotípicas 

importantes para el mejoramiento genético de achiote. El análisis con la secuencia de 755 

pb del gen pds, y del fragmento de 491 pb del gen {3-/cy sirvieron para estandarizar las 

cond iciones necesarias para el funcionamiento de la técnica SSCP en achiote. Durante 

los experimentos de estandarización , se observaron diferentes perfiles SSCP en las 

plantas analizadas, sin embargo el análisis de los pol imorfismos mostrados en la figura 

3.3 y 3.4, no pudieron ser estudiados a profundidad debido a problemas en la 

secuenciación de las bandas. 

Por otro lado los experimentos con la secuencia del gen {3-/cy con los pares de 

cebadores "B" que amplifican fragmentos de 200 pb del gen, encontramos tres regiones 

que exhiben cambios en la migración de las hebras sencillas de DNA en geles de 

acrilamida no desnaturalizante en las posiciones 1-201 pb, 182-421 pb y 808-995 pb de la 

secuencia del gen {3-/cy en doce genotipos de achiote. Estos cambios se confirman con la 

secuenciación de las bandas polimórficas, logrando dilucidar ocho sustituciones: G/C(96), 

T/G(125), AIT(140), AIC(320), G/T(362), C/A(374), T/C(379) y T/C(399) de las cuales las 

tres primeras son transversiones que se encuentran fuera del ORF hacia la región 5', 

mientras que las restantes cinco sustituciones están dentro del ORF, tres de ellas 

transversiones y las últimas dos transiciones. Estos cambios se encuentran localizados 

en una región muy conservada entre las secuencias de aminoácidos traducidas del gen {3-

/cy en plantas (Hugueney et a/. , 1995, Cunningham et a/., 1996, Bouvier et a/. , 1997). No 

obstante lo notable de estos polimorfismos es que corresponden al fenotipo de las plantas 

analizadas en este estudio, donde cada uno de estos SNP permite diferenciar de las 

plantas con fruto verde y flor blanca de la variante N5 que posee fruto rojo con flor rosa. 

Además un hecho interesante es que todas las plantas con flor rosa y fruto verde con 

espinas rojas presentan ambos polimorfismos. Las sustituciones que se localizan en el 

ORF en la posición 362(T/G) así como en la posición 374(C/A) son silenciosas, mientras 

que los cambios en las posiciones 320(AIC), 379(T/C) y 399(T/C) ocasionan las 

sustituciones de aminoácidos KIN(48} , I/T(68) y F/L(75) respectivamente en la 

secuencia traducida del gen. Las sustituciones de aminoácidos ocasionadas por las 

98 



mutaciones encontradas en los alelas del gen {3-lcy, no son tan frecuentes y no comparten 

completamente propiedades fisicoquímicas por lo que podrían ser la causa de algún tipo 

de alteración en la reacción de ciclación de la enzima debido a que se encuentran en una 

región conservada entre las ciclasas de plantas (Taylor, 1986, Cunningham et al. , 1996, 

Hugueney et al., 1995, Barnes y Gray, 2003). 

Los SNP encontrados indican la presencia de dos alelas en el gen {3-lcy en Bixa 

ore/lana L., donde las plantas con flor rosa y fruto verde con espinas rojas poseen los dos 

tipos de alelas, mientras que los fenotipos con flor blanca y fruto verde poseen solo una 

forma alterna del gen {3-lcy, lo mismo para las accesiones de flor rosa y fruto rojo. La 

existencia de más de un alelo para el gen {3-lcy asociado con el fenotipo de plantas se ha 

encontrado también en otras especies. Bang y colaboradores (2007), aislando el gen {3-lcy 

en dos variedades de sandía con frutos contrastantes, revelaron la existencia de tres SNP 

situados en el ORF del gen {3-/cy que ca-segregan con los fenotipos del fruto de sandía 

analizados. Uno de estos SNP origina un cambio de una fenilalanina en la posición 226 

por una valina en la secuencia traducida del gen licopeno beta ciclasa, que se encuentra 

asociado con el color rojo y amarillo del fruto de las plantas. Ellos proponen que los dos 

tipos de alelas encontrados para este gen determinan el color del fruto maduro en sandia. 

Un caso similar se demostró in vitro en variedades de papaya que difieren en su 

contenido y nivel de carotenos en su fruto (Devitt et al., 2009). Devitt y colaboradores 

(2009) lograron aislar una segunda copia del gen licopeno beta ciclasa en dos variedades 

de papaya que se caracteriza por su expresión en tejido no fotosintético (Ronen et al. , 

2000). Las variedades de papaya analizadas por Devitt y colaboradores (2009), difieren 

en el contenido de carotenos en su fruto, encontrándose que la variedad con fruto amarillo 

acumula licopeno y beta caroteno, mientras que la variedad con fruto rojo solo resguarda 

licopeno en su fruto maduro. Analizando la secuencia del gen licopeno beta ciclasa 

especifica de cromoplasto en estas dos variedades de papaya, identifican una inserción 

de dos timinas en el gen que corresponde a la variedad roja, ocasionando un codón de 

paro en la secuencia de aminoácidos, que in vitro inactiva la enzima permitiendo la 

acumulación del compuesto licopeno en la variedad roja. Además de las implicaciones 

ql:le esto significa en la regulación de la síntesis de carotenos, Devitt y colaboradores 

(2009), proponen estos hallazgos importantes para el mejoramiento genético de papaya, 
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en la generación de marcadores moleculares. Aleles de genes de la ruta de biosíntesis de 

carotenoides asociados con características fenotípicas en plantas se han demostrado 

además en otros miembros de la familia de las ciclasas. Ha y colaboradores (2007) 

encuentran en el gen que codifica a la enzima CCS en Capsicum annuum (que es capaz 

de añadir tanto anillos terminales K a la molécula anteraxantina o violoxantina como 

anillos 13 al trans-licopeno) la existencia de inserciones que dan lugar a cambios no 

sinónimos en la secuencia de aminoácidos. Así mismo encuentran deleciones en la 

secuencia nucleotídica del gen ces que ocasiona un cambio de lectura en el ORF, en 

grupos de variedades de Capsicum sp. que difieren en el nivel y conten ido de 

carotenoides en el fruto maduro, que se propone esta involucrados en la ausencia de la 

expresión del gen ces en variedades amarillas de Capsicum sp. que se asocian con 

menor cantidad de carotenos acumulados durante la maduración del fruto en estas 

variedades (Ha et al. , 2007). Por otra parte también se ha visto que cambios en la 

secuencia en genes de la familia de las ciclasas pueden alterar el flujo de síntesis de 

carotenos en plantas. Harjes y colaboradores (2008), demuestran que mutaciones en el 

gen licopeno épsilon ciclasa que añade anillos terminales épsilon al trans-licopeno, están 

asociados con la taza de acumulación de a-caroteno versus 13-caroteno y 13-criptoxantina 

en las plantas de maíz analizadas. Los alelas en el gen E-ley permitieron a Harjes y 

colaboradores (2008) desarrollar marcadores moleculares para la selección de plantas 

con mayor contenido de beta caroteno en sus semillas. 

Los aleles encontrados para el gen licopeno beta ciclasa en achiote asociado con 

el color de la flor y el fruto podrían estar implicados en la regulación del flujo y contenido 

de carotenoides como se propone en sandía, papaya, chile y maíz, lo cual está vinculado 

con los cambios en el fenotipo de los frutos de las plantas estudiadas. No obstante, la 

mayor implicación que este hallazgo significaría en Bixa ore/lana es la utilización de estos 

alelas en la generación de marcadores moleculares para la selección de plantas con 

mayor contenido de bixina a edad temprana de la planta ; haciéndolo una herramienta 

muy importante para el mejoramiento genético de achiote el cual exhibe su primera 

floración alrededor de los tres años de edad (Rivera-Madrid et al. , 2006, Valdez-Ojeda et 

al. , 2008). 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN GENERAL 

El trabajo previo de Martín-Rodríguez, (201 O) realizado en nuestro laboratorio, 

mostro evidencias de la presencia de posibles cambios (mutaciones) en un fragmento del 

gen beta-ciclasa de B. ore/lana (previamente aislado en nuestro grupo), (Martín­

Rodríguez, 201 0). Con el objetivo de conocer si existen cambios en la secuencia de este 

gen de la ruta de biosíntesis de carotenoides, se utilizó la técnica de SSCP para analizar 

diferentes morfotipos de B. ore/lana. Para lo anterior es necesario obtener el gen completo 

que codifica a la enzima licopeno beta ciclasa. Se prosiguió al aislamiento de una 

secuencia de 1639 pb de ADN complementario , a partir de una base de datos del 

transcriptoma de achiote a partir del alineamiento con la secuencia del fragmento 

homólogo de 495 pb, arriba mencionado. La secuencia de aminoácidos traducida del gen 

aislado presenta in silico regiones conservadas entre las ciclasas de plantas tales como 

un posible sitio catalítico, un sitio de unión a cofactor y regiones transmembranales 

(Hugueney et al. , 1995, Cunningham et al., 1996, Bouvier et al., 1997). Esta secuencia 

además sigue mostrando similitud con el gen {3-lcy al compararlo con la base de datos del 

NCBI en plantas como Citrus sinensis (AAM21152.1 ), Carica papaya (ABD91578.1 ), 

Arabidopsis thaliana (AAB53337.1) entre otras especies. Se ha reportado además en 

cultivos como C. papaya y L. esculentum la existencia de dos copias del gen {3-lcy que se 

diferencia principalmente por su nivel de expresión en diferentes órganos de la planta, no 

obstante la secuencia del gen que se aisló de la planta de achiote se encuentra agrupada 

entre las ciclasas que se expresan preferencialmente en tejido fotosintético, por lo cual es 

probable que la secuencia del gen que codifica a la enzima licopeno beta ciclasa aislada 

de Bixa ore/lana L., pertenece a esta clase de genes ortólogos (Ronen et al. , 2000, Devitt 

et al., 2009,). Lo cual sería de esperarse debido a que el DNA complementario del cual se 

aisló el gen es un órgano fotosintético . 

Al analizar la secuencia del gen {3-lcy aislado de Bixa ore/lana para la búsqueda de 

polimorfismos con la técnica SSCP desarrollada por Orita y colaboradores (1989); 

logramos identificar ocho SNPs a lo largo del gen y confirmadas con la secuenciación de 

los patrones SSCP. Estos SNPs se encuentran ubicados en las posiciones G/C(96), 

T/G(195), AIT(140), A/C(320), G/T(362), C/A(374), T/C(379) y T/C(399) nombrados como 
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SNPI , SNPII , SNPIII , SNPIV, SNPV, SNPVI , SNPVII y SNPVIII respectivamente. Los 

SNPI , SNPII y SNPIII se localizan en las regiones no traducidas hacia el 5' del gen 

(5'UTR), mientras que los SNPs V, VI , VIl y VIII se localizan en un dominio conservado 

entre las ciclasas de plantas (Cunningham et al., 1996, Hugueney et al., 1995, Bouvier et 

a/. , 1997). Hugueney y colaboradores (1995) proponen que este dominio que se 

encuentra ausente entre las ciclasas de bacterias y de algunos genes de la misma familia 

como la épsilon ciclasa, desempeña un papel importante en la interacción de la enzima 

LCYB con la membrana del plaste. Por lo que los SNPs VIl y VIII que se encuentran en 

esta región y que ocasionan un cambio de un aminoácido en la secuencia de la enzima, 

podrían estar afectando la función de la proteína al interferir con la unión a la membrana 

del plaste y afectando por consiguiente la clase así como el nivel de acumulación de 

carotenoides y derivados en achiote entre ellos la bixina. Por lo que se propone además 

ser un posible mecanismo de regulación en la ramificación de la ruta en el punto de las 

reacciones con el compuesto licopeno. 

Lo anterior se ha reportado en otras especies con los genes de la familia de las 

ciclasas en sandía, papaya, chile y maíz en donde alteran el flujo y la taza de acumulación 

de carotenos y derivados a causa de polimorfismos en la secuencia de estos genes (Bang 

et al. , 2007, Ha et al. , 2007, Harjes et al. , 2008, Devitt et al. , 2009). Los SNPs 

identificados en achiote en este trabajo, forman dos aleles del gen /3-fcy en achiote. Uno 

de ellos se localiza en las plantas de Bixa ore/lana L. , con flores blancas y fruto 

indehiscente verde, mientras que el segundo alelo se encuentra en las planta N5 que 

posee flor rosa y fruto rojo dehiscente. Ambos aleles sin embargo se ubican en las plantas 

con flores rosa y frutos dehiscentes verdes con espinas rojas. La presencia de los dos 

aleles encontrados en este trabajo, en las plantas con características intermedias en 

cuanto al fenotipo del fruto (fruto verde con espinas rojas), podría ser una evidencia de la 

heterocigosidad para estas plantas (morfotipos N9, N8, N3, N6, N 1, N4 y Be), mientras 

que la existencia de un solo alelo en los fenotipos completamente contrastantes (fruto 

verde en comparación con la planta N5 que posee fruto rojo) sugiere homocigosidad para 

el gen licopeno beta ciclasa en las plantas con el alelo 1 ( morfotipos P12, P13, N20 y 

P37) así como para el alelo 2 (morfotipo N5). Esto es de suma importancia debido a que 

la ausencia o presencia de estos aleles, podrían estar implicados en la impartición del 

color del fruto en los morfotipos analizados en achiote. Lo anterior se sustenta, en que la 
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enzima licopeno beta ciclasa reacciona con el licopeno añadiendo anillos beta terminales, 

para dar lugar al beta caroteno o alfa caroteno, este último dependerá si reacciona en 

conjunto con la enzima épsilon ciclasa (Cunningham et al., 1996, Ruiz-Sola y Rodríguez­

Concepción, 2012). Sin embargo si la actividad de la enzima se ve disminuida, a causa 

de los SNPs presentes en los alelas que la codifica, podría dar lugar a una acumulación 

de licopeno en el fruto de los morfotipos analizados, así como también a un cambio en el 

flujo de la ruta de biosíntesis hacia el alfa caroteno. Sin embargo, de igual forma, existe la 

posibilidad de que ambos alelas posean una función redundante y no represente una 

diferencia, ya sea la ausencia o presencia de alguno de los alelas del gen {3-lcy 

encontrados en achiote. Por otro lado es importante tener en cuenta, la posibilidad de que 

los SNPs identificados en el DNA genómico de Bixa ore/lana, podrían producir más de 

una forma alterna del transcrito, al estar situados en regiones donadoras del proceso del 

empalme alternativo, pudiendo afectar de igual modo la taza de acumulación del licopeno 

y derivados en achiote. Lo anterior ha sido reportado en estudios con el endospermo de 

trigo, donde una duplicación en la secuencia del gen fitoeno sintasa, origina un nuevo sitio 

de empalme, que da lugar a 4 diferentes transcritos que junto con un SNP en la secuencia 

del gen épsilon ciclasa, alteran el contenido de carotenoides en el endospermo del trigo y 

por consiguiente el fenotipo de las plantas analizadas (Howitt et al., 2009). 

Los cambios localizados en la región no traducida hacia el 5' del gen, que 

corresponden a los polimorfismos G/C(96), T/G(125), y A/T(140) . Representan también un 

importante hallazgo por las implicaciones que pudieran tener en la regulación de los 

transcritos del gen licopeno beta ciclasa, sobre todo en el proceso del traducción del 

mRNA en los ribosomas (Wever et al., 201 0). Por lo que los tres cambios identificados en 

los alelas del gen {3-lcy, podrían modificar la estructura secundaria que adoptan estas 

regiones y afectar la síntesis de la enzima aumentándola o disminuyéndola. 

La identificación de los alelas del gen {3-lcy representa un importante avance para 

el mejoramiento genético de achiote debido a su potencial uso como marcadores 

moleculares, para diferenciar plantas de acuerdo a sus características fenotípicas, estas 

a su vez pueden estar relacionadas con la capacidad de las variantes de acumular 

pigmentos en sus semillas maduras a edad temprana en la planta. 
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En cuanto a la flor de los morfotipos de Bixa ore/lana analizados, existe una 

correlación con la presencia del segundo alelo con las flores de color rosa , así como la 

presencia del alelo uno con los morfotipos con flores blancas, por lo tanto existe la 

posibilidad de que tenga implicaciones en la regulación de los carotenoides presentes en 

la flor de achiote de una forma similar antes mencionada. Sin embargo en este aspecto, al 

tener flores blancas y rosas en distintos morfotipos de achiote, es más probable que el 

gen fitoeno desaturasa que participa en las reacciones de desaturación del fitoeno 

(carotenoide sin color) para dar lugar allicopeno (carotenoide con color rojo) se encuentre 

implicado de manera determinante en la impartición del color en las flores de . achiote. 

Puesto que una inactivación o disminución de la enzima POS, afectaría drásticamente a la 

síntesis de fitoflueno y s-caroteno, ambos precursores para la síntesis de licopeno, y por 

consiguiente llevaría a una acumulación de fitoeno en las flores de color blanco 

(Cunningham y Gantt, 1998, Caro! et al. , 1999, Ruiz-Sola y Rodríguez-Concepción, 

2012). En este aspecto los experimentos llevados a cabo con el cebador PDS3 que 

amplifica un fragmento de alrededor de 1000 pb (Martín-Rodríguez, 201 O) , y que se 

utilizó para la estandarización de la técnica SSCP en achiote, muestra patrones de 

bandeo similares a los observados con el análisis del gen licopeno beta ciclasa, en el 

sentido de que correlacionan con el fenotipo de las plantas analizadas (flor y fruto), no 

obstante como son amplificaciones mayores a las señaladas por la técnica como óptimas 

para su sensibilidad (>200 pb) y además no se logró secuenciar las bandas por problemas 

con la secuenciación , no es posible aseverar si existen cambios en la secuencia analizada 

del gen fitoeno desaturasa. 

108 



BIBLIOGRAFÍA 

Bang, H. , Kim, S., Leskovar, D. , y S. King (2007). Development of a codominant CAPS 

marker for allelic selection between canary yellow and red watermelon based on 

SNP in lycopene ~-cyclase (LCYB) gene. Molecular Breeding , 20(1 ), 63-72. 

Bouvier, F., y B. Camara (1997). Molecular analysis of carotenoid cyclase inhibition. 

Archives of Biochemistry and Biophysics, 346(1 ), 53-64. 

Carol , P., Stevenson, D., Bisanz, C. , Breitenbach, J., Sandmann, G., Mache, R., ... y M. 

Kuntz (1999). Mutations in the Arabídopsís gene IMMUTANS cause a variegated 

phenotype by inactivating a chloroplast terminal oxidase associated with phytoene 

desaturation. The Plant Cell Online, 11 (1 ), 57-68. 

Cunningham Jr, F. X., y E. Gantt (1998). Genes and enzymes of carotenoid biosynthesis 

in plants. Annual Review of Plant Biology, 49(1 ), 557-583. 

Cunningham, F. X. , Pogson, B., Sun, Z. , McDonald , K. A., DellaPenna, D. , E. Gantt 

(1996). Functional analysis of the beta and epsilon lycopene cyclase enzymes of 

Arabídopsís reveals a mechanism for control of cyclic carotenoid formation. The 

Plant Cell Online, 8(9), 1613-1626. 

Devitt, L. C. , Fanning , K. , Dietzgen, R. G. , y T. A. Holton (2009). lsolation and functional 

characterization of a lycopene ~-cyclase gene that controls fruit colour of papaya 

(Caríca papaya L.). Journal of Experimental Botany, 61 (1 ), 33-39 

Ha SH, Kim JB, Park JS, Lee SW, y KJ. Cho (2007). A comparison of the carotenoid 

accumulation in Capsícum varieties that show different ripening colours: deletion of 

the capsanthin-capsorubin synthase gene is not a prerequisite for the formation of 

a yellow pepper. Journal of Experimental Botany 58, 3135-3144. 

Harjes CE, Rocheford TR, Bai L, et al. (2008). Natural genetic variation in lycopene 

epsilon cyclase tapped for maize biofortification. Science, 319, 330-333. 

Howitt, C. A. , Cavanagh, C. R. , Bowerman, A. F. , Cazzonelli , C., Rampling, L. , Mimica, J. 

109 



L., y B. J. Pogson (2009). Alternative splicing , activation of cryptic exons and amino 

acid substitutions in carotenoid biosynthetic genes are associated with lutein 

accumulation in wheat endosperm. Functional & lntegrative Genomics, 9(3), 363-

376. 

Hugueney, P., Badillo, A. , Chen, H. C. , Klein, A., Hirschberg, J. , Camara, B. , y M. Kuntz 

(1995). Metabolism of cyclic carotenoids: a model for the alteration of this 

biosynthetic pathway in Capsicum annuum chromoplasts. The Plant Journal , 8(3), 

417-424. 

Martín-Rodríguez M. E. (201 0). Uso de Genes Involucrados en la Síntesis de 

Carotenoides como Marcadores moleculares de Pigmentos en Achiote, Tesis de 

Maestría en Bioquímica y Biología Molecular de Plantas. Centro de Investigación 

Científica de Yucatán (CICY), 32-73. 

Orita, M., lwahana, H , Kanazawa , H., Hayashi, K. , y T. Sekiya (1989). Detection of 

polymorphisms of human DNA by gel electrophoresis as single-strand 

conformation polymorphisms. Proceedings of the National Academy of Sciences, 

86(8), 2766-2770. 

Ronen , G. , Carmei-Goren , L. , Zamir, D. , y J. Hirschberg (2000). An alternative pathway to 

~-carotene formation in plant chromoplasts discovered by map-based cloning of 

Beta and old-gold color mutations in tomato. Proceedings of the National Academy 

of Sciences, 97(20), 11102-11107. 

Ruiz-Sola , M. A. , y M. Rodríguez-Concepción (2012). Carotenoid biosynthesis in 

Arabidopsis: a colorful pathway. The Arabidopsis Book/American Society of Plant 

Biologists, 1 O, 2-28. 

Wever, W ., McCallum, E. J. , Chakravorty, D. , Cazzonelli , C. 1. , y J. R. Botella (2010). The 

5' untranslated region of the VR-ACS1 mRNA acts as a strong translational 

enhancer in plants. Transgenic Research, 19( 4 ), 667-67 4. 

110 



CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

4.1. CONCLUSIONES 

La técnica SSCP es una excelente herramienta para la detección de mutaciones en los 

genes pds y {3-lcy de B. ore/lana. 

Las 62 secuencias de los contigs del transcriptoma de hoja, semilla madura e inmadura 

de Bixa ore/lana, secuenciado con el método de illumina puede ser utilizado para la 

identificación de genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides. 

Existen dos alelas del gen que codifica a la enzima licopeno beta ciclasa en Bixa ore/lana 

L., que pudiera estar implicada en la regulación de la biosíntesis de carotenoides en 

achiote. 

Los resultados nos indican que contamos con ocho SNPs en las posiciones G/C(96), 

T/G(195), AIT(140), A/C(320), G/T(362), C/A(374), T/C(379) y T/C(399) que pueden ser 

usados como marcadores moleculares para diferenciar plantas con flor blanca y fruto 

indehiscente verde de las plantas con flor rosa y fruto dehiscente rojo de achiote, así 

como las plantas con flor rosa y fruto dehiscente verde con espinas rojas. 

A pesar de que no se logró aislar la secuencia del gen fitoeno desaturasa, el análisis con 

la técnica SSCP con el cebador PDS3, da indicios de que existen posibles cambios en la 

secuencia del gen relacionada con los fenotipos de achiote, por lo que es necesario 

continuar el análisis con este gen en busca de polimorfismos asociados al fenotipo. 
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4.2. PERSPECTIVAS 

El resultado de los diferentes patrones encontrados en el gen (3-/cy con la técnica 

SSCP, representa una prueba evidente de la heterozigosidad en las secuencias de genes 

entre los diferentes fenotipos de plantas de achiote. Por lo que estudios futuros deberán 

implicar el análisis del genoma de estas plantas, para poder sentar las bases genéticas de 

los diferentes fenotipos existentes de achiote, así como inferir su relación evolutiva, que 

servirán como herramientas imprescindibles para su mejoramiento genético. 

Con los indicios de que posiblemente existen cambios en la secuencia del gen pds 

relacionados con los fenotipos de achiote, se deberán de diseñar nuevos cebadores para 

intentar aislar la secuencia del contig 1009, para posteriormente ser analizado con la 

técnica SSCP y de esta manera dilucidar si existen cambios en la secuencia del gen pds. 

Asimismo es importante realizar futuros estudios bioquímicos, que involucren la 

purificación de las enzimas correspondientes a estos alelas del gen (3-/cy, así como 

también el análisis de las interacciones con los elementos implicados en la reacción de 

ciclación, además de estudios moleculares en cuanto al nivel de expresión de estos 

alelas en diferentes tejidos y poder inferir de esta manera su participación en la regulación 

de la biosíntesis de carotenoides y derivados en achiote. 

Es importante investigar si existen formas alternas de los transcritos, como 

consecuencia de los SNPs localizados en la región codificante del gen (3-/cy, que pudieran 

estar implicados en los procesos de empalme alternativo. Con la información de los 

cambios en la región no traducida hacia el 5' del gen, se deberán plantear experimentos 

que conlleven a la dilucidación de las posibles consecuencias en la taza de síntesis de la 

enzima licopeno beta ciclasa. Además es importante el desarrollo de líneas transgénicas 

para el estudio in vivo de la ruta de biosíntesis de carotenoides en achiote con la finalidad 

de analizar la función de los alelas del gen (3-/cy así como otros genes con el objetivo de 

manipular la ruta de síntesis de estos compuestos y sus derivados como la bixina. 

Con la metodología obtenida se podrán seguir explorando otros genes de interés 

que permitan la obtención de marcadores de interés para el mejoramiento genético del 

cultivo. 
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