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desarrollo en plantas. Asi se observé que dichos transcritos codifican para las enzimas
mencionadas, fueron los que mostraron los mayores cambios en su expresion con
respecto a la variacién en la produccién de pigmento (Rodriguez-Avila et al., 2011). Estos
conocimientos se utilizaron, para comenzar con estudios encaminados a la obtencién de
marcadores moleculares, basados en genes involucrados en la sintesis de carotenoides,
que permitieran la identificacién de cultivares con alto contenido de bixina mediante la
técnica SSCP (Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla), técnica usada por vez
primera en achiote por Martin-Rodriguez (2010). Los resultados obtenidos con los perfiles
SSCP, sugieren que existe variacién a nivel de nucledtidos en los genes fitoeno
desaturasa y licopeno beta-ciclasa, analizdndolos en once variantes de achiote. Sin
embargo para confirmar lo anterior es necesario analizar la secuencia de los alelos
encontrados, asi como estudiar otras regiones de los genes por medio de la técnica
SSCP. Este estudio por consiguiente se enfocd en caracterizar la variacion alélica
presente en los genes pds y B-lcy, en doce morfotipos de achiote ubicadas en la
plantacion “La extra”, en la regién de Chicxulub Pueblo, Yucatan. Con este proyecto se
pretende brindar un conocimiento util que contribuya al mejoramiento genético de Bixa

orellana L.































ionona utilizada en la fabricacion de perfumes, asimismo el azafran y la bixina usados

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

1.2. BIXINA

La bixina es un apocarotenoide, derivado de la planta Bixa orellana L., su
estructura (C,sH300,4) consiste de una cadena conjugada, con una doble unién alternada
con un grupo carboxilo en un extremo de la cadena y un grupo metil-éster en el otro. La
norbixina {Ca4H,304) es un carotenoide soluble en agua que difiere solo en la presencia de
un acido carboxilo, en la posicién del metil éster de bixina (Gémez-Ortiz et al., 2010). La
bixina presenta actividad antioxidante, asi como la capacidad de proteger al DNA de
sustancias que le provocan dafios, ademas a este compuesto no se le han atribuido
efectos de tipo genotdxicos 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 extraccion con solventes organicos o por exposicion al
calor, por lo tanto la bixina y la norbixina son susceptibles a la degradacién por la
exposicion prolongada a la luz y/o a temperaturas elevadas, es por eso que en los
procesos de extraccion para uso comercial es importante mantener las semillas
resguardadas de fuentes ninic~= (Sajilata y Singhal, 2006). Sin embargo, se ha visto
también que los extractos de achivte expuestos a temperaturas altas, o almacenamiento
por largo tiempo resultan en altas cantidades de producto degradado, incluyendo varios
compuestos del proceso de isomerizacién como los trans-bixina, Cs; frans-monometil
éster del acido 4,8-dimetil-tetradecahexano-dioico, derivado de 9°-cis-bixina asi como
también de compon....es volatiles como xileno, tolueno, acido toloico y el acido toloico
metil ester (Silva et al., 2005).

1.2.1. Biosintesis de bixi

El mecanismo de biosintesis de bixina in pfanta permanece incierto. Sin embargo
se ha sugerido al licopeno como precursor para la sintesis de bixina. Existen varios
modelos de la posible ruta de biosintesis de bixina. Jako y vuaboradores (2002) fueron
los primeros en plantear la hipotesis respecto a que debia de existir s6lo un numero
pequefio de genes estructurales involucrados en la biosintesis de bixina, iniciando a partir
de la ruta principal de los carotenoides, y que estos genes debian de tener cierta similitud
a aquellos que codifican para dioxigenasas, aldehido oxidasas, aldehido deshidrogenasas
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cruzamiento en plantas de Bixa orellana L., con la técnica SRAP (Sequence-Related
Amplified polymorphism) apoyan la hip6tesis de que achiote presenta casos de
polinizacién cruzada como autopolinizacion (Valdez-Ojeda et al., 2010).

En la reproduccion asexual se requiere de un Unico progenitor, para dar lugar a un
individuo nuevo. Este suceso en plantas, se da por medio de tejidos vegetativos como las
raices, tallos y ramas (De Abate, 1999). Existiendo por lo tanto poca variabilidad genética,
debido a que se pasa toda Ia informacién genética de un progenitor al hijo, en contraste
con la reproduccién sexual en la que existe una combinacion de los genomas de dos
progenitores. No obstante puede aparecer algin fenotipo diferente en la reproduccién
asexual a causa de algunos mecanismos que originan variacion, como las mutaciones

azarosas (Neil y Reece, 2007).

1.3.2. Variacion Genética

El DNA es una molécula que se encuentra localizada en el nicleo celular de los
organismos eucariontes, es responsable de contener la informacién que define a cada
organismo en la tierra. La molécula de DNA puede sufrir diferentes cambios o v--aciones
tanto a nivel de su secuencia como a nivel de sus cromosomas. Cuando existe un
aumento o ausencia en el nimero de un cromosoma en especifico es denominado
aneuploidia, mientras que el incremento del juego total de cromosomas de un individuo es
conocido como poliploidia (Luque, 2006). La poliploidia le otorga a las plantas
caracteristicas 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 variacién genética
1.3.3.1. Mutacion

Se denomina mutacion 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: espontaneas e inducidos. Las primeras provienen de eventos azarosos y son
ocasionados por un error en el transcurso de algin proceso celular como la replicacion o
la recombinacién. Por otro lado se conoce como mutacién inducida al cambio ocasionado
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1.3.3.4. Seleccion natural

Como se menciond 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 desaparicién de la misma), pues
un individuo mejor adaptado a su entorno podra producir descendencia que llevara dicha
mutacién, permitiendo su supervivencia. La seleccién natural tiende a preservar los
cambios que favorecen a la poblacion eliminando los desfavorables (Bedolla et al., 2002).
Existen principalmente tres tipos de seleccién natural: la normalizada, la disruptiva v la
direccional. Para explicar cada una supongamos un conjunto de individuos de algun tipo
de mamifero hipotético, en el que un tercio de la poblacién son herbivoros, otro tercio son
carnivoros y otro mas son omnivoros. De acuerdo a la seleccién natural normalizada con
el tiempo solo la forma intermedia, es decir los omnivoros seran lo que prevalezcan,
desapareciendo los individuos con las caracteristicas extremas, mientras que en la
seleccion disruptiva sucedera lo contrario, pues de acuerdo a esta teoria los individuos
con los rasgos extremos seran los que con el tiempo se mantendran en la poblacién,
formando al paso del tiempo dos especies distintas, y la forma intermedia (los omnivoros)
desaparecera de forma gradual. En la seleccién direccional solo una caracteristica en
particular sera la que se mantendra en la poblacién, desapareciendo gradualmente los
otros fenotipos. El tipo de seleccidon que se presente dependerd de los factores

ambientales en que se encuentre la poblacién (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 aparicion de un
alelo nuevo en una poblacién, asi como ocasionar variacion en alelos ya existentes, por
medio de cambios en la secuencia en un nucleétido (SNP), o a través de inserciones o
eliminaciones de una regiéon del DNA (InDel) (Kumar et al., 2010). Estas alteraciones
pueden tener un efecto tremendo en el fenotipo del organismo que sufre la mutacién o no
tener ninguno y ser silenciosa. Lo anterior dependera de donde se lleve a cabo la
mutacion. Como el codigo genético es degenerado puede ser que el cambio resultante
codifique para el mismo aminoacido, o que se sustituya por otro que posea propiedades

similares al anterior, de tal forma que no se compromete la funcién de la proteina de
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1.4. METODOS GENETICO-NMw.ECULARES UTILIZADOS EN EL
MEJORAMIENTO GENETICO

Se conoce como marcador a una caracteristica detectable en el fenotipo o en el
genotipo, que se utiliza para conocer la presencia o ausencia de un caracter en particular
y que puede ser mapeado en el genoma. Los marcadores pueden ser clasificados como

morfolégicos, bioquimicos y moleculares (Cubero, 2002).

1.4.1. Marcadores
1.4.1.1. Marcadores morfolégicos

Se llama marcador morfolégico a toda caracteristica fenotipica 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 identificacién (Cubero, 2002). Esto representa un
problema en especies de plantas en donde su desarrollo es lento, por o que este tipo de
marcadores no son usados con frecuencia. Ademas, 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 bioguimicos

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 modificacién en un aminoacido en su secuencia, lo cual permite su
identificacién por técnicas electroforéticas y su uso como marcador. Su ventaja sobre los
marcadores morfolégicos se debe a su co-dominancia y a su tasa de interacciones
epistaticas. Sin embargo estan sujetos a cambios en el ambiente y al desarrollo de la

planta, ademas de estar limitados solo a regiones codificantes (Cloutier 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 andlisis filogenético a la clonacién de
genes. El acoplamiento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a las técnicas
empleadas en los marcadores moleculares, ha hecho posible la cartografia y etiquetado

de cualquier caracter. La selecciéon asistida por marcadores moleculares (MAS) nos ha
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el DNA eucarionte, lo que lo hace ser el marcador molecular mas abundante hasta ahora
(Gupta et al., 2001). Se han identificado SNP que poseen una asociacion con una
caracteristica fenotipica de importancia comercial en plantas. Entre ellos por ejemplo los
genes waxy, que se diferencian por una sustitucion de una guanina por timina en un sitio
donador de empalme, lo cual tiene un efecto en la acumuiacién de almidén en cultivares
de arroz, (Yamanaka et al., 2004); en cebada se encontré6 SNPs en los genes P450, que
se encuentran involucrados en diversas rutas metabélicas de interés agronémico, como
terpenos, fenil-propanoides, alcaloides, lipidos y gliucidos (Bundock et al., 2003). Entre los
métodos usados para la detecciéon de los NP se encuentra la Amplificacién de Alelo
Especifico (ASQ), ensayos en cadena o. ligacién (LCR), Analisis del Polimorfismo
Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP), Espectrometria de Masas MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization), Ensayos TagMan, pirosecuenciacion, y

Tecnologia de microarreglos (Liu y Cordes, 2004).

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

El SSCP el cual es una técnica molecular muy sensible para la detecciéon de
polimorfismos entre secuencias de 100-300 pb, fue desarroliado por Orita y colaboradores
(1989) para el estudio de mutaciones puntuales en humanos. La técnica se basa en la
migracion 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 analisis se requiere de la amplificaciéon de la regién del
DNA de los individuos que se desea estudiar por medio de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa. Posteriormente el producto de PCR es desnaturalizado permitiendo que las
cadenas simples adopten estructuras secundarias que seran distintas si existe una
diferencia en su secuencia nucleotidica, lo cual se manifiesta en la migracién diferencial
que presentan los fragmentos de DNA en un andlisis electroforético (Aranceta et al.,
2011).

La capacidad de la técnica SSCP para la identificacion de la variacion presente en
una poblacion 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 poblacion de 82 individuos. Ambos muestran
una correlacién significativa en la distancia génica encontrada (Kuhn et al., 2008). Se ha
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1.7. HIPOTESIS

Si existen cambios asociados a fenotipos en los genes involucrados en la ruta de
biosintesis de carotenoides en Bixa orellana L, entonces estos podran ser utilizados
como marcadores moleculares en achiote para la seleccién de plantas con mayor

capacidad de acumulacién del pigmento en sus semillas maduras.
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1.9. JUSTIFICACION

Bixa orellana 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, varia considerablemente entre las distintas plantas de Bixa orellana L.,
afectando la producciéon de pigmento para su explotacién en el pais. La variacién en la
sintesis de diversos tipos de carotenos y derivados se ha observado en diferentes
especies, como maiz y papaya, donde la causa principal ha sido la variaciéon presente en
los alelos de los genes que codifican a enzimas de la sintesis de carotenoides. Por esta
razén en el grupo de investigacion de la Dra. Renata Rivera Madrid, en el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, se intenta dilucidar si en el caso de Bixa orellana L.,
existe variacion alélica que este asociada con la regulacion de la biosintesis 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 (Martin-Rodriguez 2010). Los resultados muestran que la
técnica SSCP es una herramienta util para ser utilizada en el andlisis de la variacidon
alélica, pues permite identificar los alelos presentes para un gen por medio de la
migracién 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 biosintesis de carotenoides,
para conocer si existe variaciéon alélica, que se encuentre involucrada en la regulaciéon y
sintesis de carotenoides, para su potencial uso como marcadores moleculares en un

programa de mejoramiento genético de achiote.
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especies (Lopez et al., 2008). Coesel y colaboradores (2008) proponen que su expresion
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
tandem ATCTA rio arriba de la caja TATA., la cual se identific6 como un elemento de
accion cis en los promotores del gen psy en Arabidopsis, al cual se une la proteina
AtRRAP2.2, miembro de una familia de factores de transcripcion denominados
APETALA2 (AP2)/proteinas de union en respuesta a etileno, lo cual sugiere un

mecanismo de regulacion comun con la psy (Welsch et al., 2007).

Por su parte el gen B-lcy codifica a la enzima licopeno beta ciclasa que representa
junto con la enzima e-/cy el punto de ramificacién en la sintesis de carotenoides. En la
reaccién catalizada por B-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 ciclacion el cofactor NADPH (Beyer
et al.,1991). El gen B-lcy ha sido aislado de cDNA en especies como Arabidopsis thaliana
(Scolnik y Bartley, 1995), Cucumis melo (Hao et al., 2012), Lycopersicon esculentum
(Wan et al., 2007) entre otros. La secuencia de cDNA que codifica a la beta ciclasa en
Arabidopsis es de 1750 pb de longitud, contiene una regién 5'UTR de 173 pb mientras
que la secuencia 3'UTR es de 245 pb, el polipéptido codificado posee un tamario de 501
aminoacidos y un peso de 56,174 kD (Cunningham et al., 1996).

En este capitulo se presentan la metodologia que se utilizé para aislar estos genes

asi como los resultados del analisis bioinformatico de las secuencias.
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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 regiéon 3° de al menos 5-6 nucledtidos en la
secuencia del cebador y entre los pares de cebadores (Dieffenbach et al., 1993), para
predecir si los cebadores forman estructuras secundarias o dimeros a temperaturas

especificas se usoé el servidor en linea mfold

La reaccion de PCR (Mullis et al., 1986), se llevd a cabo a un volumen de 15 pl,
con 0.6 unidades de enzima FastStart Tag DNA, 0.6 mM de buffer 10x con MgCl,, 0.3x de
GC-RICH solution (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Suiza), 1yl de dNTP’s a 200 uyM
(Invitrogen, USA), 1 uM de oligos en sentido/antisentido (Sigma-Aldrich, USA), y 10 ng de
cDNA, con el siguiente programa: 1 ciclo a 94 °C por 4 min, 40 ciclos a 90 °C por 30 s, Tm
por 30 s y 72 °C por 1.5 min y finalmente una extensién final a 72 °C por 7 minutos. El
producto de la reaccién se analizé6 mediante la electroforesis de un gel de agarosa al 1%,
tefiido con bromuro de etidio (10mg/L). El producto de PCR purificado fue clonado en el
vector pGEM-T siguiendo el protocolo de proveedor (Promega, USA), transformando por
choque térmico cepas DH5a de E. coli, para posteriormente purificar los plasmidos y
enviarlos a secuenciar a la empresa Macrogen Inc (Korea). Las clonas a secuenciar
fueron seleccionadas por digestion con la enzima EcoRI (Promega, USA) y por PCR con

los cebadores especificos.

2.2.3. Analisis estructural y bioinformatico de los genes B-Icy y pds

Las secuencias obtenidas fueron editadas y comparadas con la base de datos del
NCBI, utilizando la herramienta Blastx con un E value <10, usando la base de datos de
proteinas no-redundantes (nr) y la matriz BLOSUM 62. Para el analisis de la secuencia
nucleotidica se us6 el programa Serial Cloner 2.5, y el portal bicinformatico ExPASy
Molecular Biology disponible en Finalmente el analisis filogenético
fue realizado con el programa Mega 5.10 (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 5.10. El alineamiento de la secuencias se llevd a cabo con el algoritmo
de ClustalW y editado con BioEdit version 7.1.3.0.
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2.5. DISCUSION

Como se menciond al inicio del capitulo, en el laboratorio se iniciaron estudios
encaminados al estudio de polimorfismos en fragmentos de genes de ia ruta de
biosintesis de carotenoides en Bixa orellana (Martin-Rodriguez, 2010). 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 8-lcy en achiote.

Con la secuencia parcial del gen B-lcy de 491 pares de bases (AY836587) 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 afadir anillos beta terminales en la molécula
linear Cy4 trans-licopeno para dar lugar al beta caroteno (Cunningham y Gantt, 1998). La
secuencia identificada como el gen B-lcy en achiote mostré similitud con genes ortélogos
de plantas como Vitis vinifera (JQ319639.1), Citrus sinensis (AY679168.1), Carica papaya
(ACM24791.1), Diospyros kaki (ACR25158.1) entre otras especies, ademas de un ORF
de 1511 pb que in silico traduce a un proteina de 504 aminoacidos, lo cual se asemeja al
tamarno reportado para esta enzima entre las angiospermas (Scolnik y Bartley 1995,
Young et al., 2012,). Con la informacion del contig aislamos una secuencia de 1639 pb
que in silico presenta regiones conservadas entre las ciclasas, entre las que destacan un
posible sitio catalitico FLEET, un dominio de unién a dinucleétido, asi como una region
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 ortélogas del gen B-icy de Arabidopsis thaliana (U50739) y de la
cianobacteria Synechococcus sp. (PCC7942), con el gen ccs de la especie Capsicum
annuum (X86221) (Cunningham et al., 1996, Hugueney et al., 1995), esto debido a que la
enzima que codifica el gen ccs es capaz en un sistema heterélogo, de formar anillos kK en
moléculas de anteraxantina o violoxantina para producir capsantina o capsorubina asi
como anillos B en la molécula licopeno para sintetizar 3-caroteno (Bouvier et al., 1997).
Estas observaciones y el hecho de que ambas enzimas CCS y B-LCY en C. annuum
comparten 55% de identidad en su secuencia de aminoacidos, son las evidencias de
Hugueney vy colaboradores (1995) para sustentar la hipétesis de que los dos genes
comparten una relacién evolutiva en bacteria y en plantas superiores. La anterior hipétesis
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Colecta de las muestras a analizar

El material vegetal fue colectado en la plantacion “La Extra” ubicado en Chicxulub
Pueblo en el estado de Yucatan, México (21.143698, -89.511256), donde se encuentran
plantas con caracteristicas fenotipicas contrastantes, como son el color de la flor, la
tonalidad y dehiscencia del fruto, asi como el contenido de bixina en las semillas maduras
(Martin-Rodriguez, 2010, Rivera-Madrid et al., 2006). En estudios previos por el grupo de
la Dra. Rivera y colaboradores (2006), se observé 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, asi como las plantas N9, N8, N3, N6, N1,
N4 y Bc que tienen pétalos de tonalidad rosada y fruto dehiscente verde con espinas
rojas y por ultimo 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 jovenes
enteras, las cuales fueron envueltas en papel aluminio y depositadas en un termo con
nitrégeno liquido para su transporte, para luego ser colocadas en un ultra-congelador a -

80° C para su conservacion.
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3.3.2. Analisis del gen pds con la técnica SSCP en doce fenotipos de achiote

Como se menciond 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 biosintesis de carotencides en achiote, disefiando
cebadores a partir de regiones conservadas de un alineamiento de secuencias de genes
ortélogos de especies cercanas evolutivamente a Bixa orellaiia L. De esta forma se aisld
una secuencia corta de 755 pb utilizando cDNA de hoja inmadura de achiote, que
pertenece al gen pds, el cual se clono en el vector de clonaciéon pGEM-T. Esta secuencia
fue analizada, con la técnica SSCP para conocer si existen cambios en la cadena
nucleotidica asociados con caracteristicas fenotipicas importantes para el mejoramiento
genético de achiote. Para lo cual se disefiaron y analizaron, dos par de cebadores
nombrados como PDS2 y PDS3, para amplificar regiones de aproximadamente 200 pb,
sin embargo, se reporté en el estudio previo amplificaciones de alrededor de 1000 pb con
ambos pares de cebadores, indicando posible presencia de intrones (Martin-Rodriguez,
2010). No obstante en el estudio realizado por Martin-Rodriguez (2010), decidieron
analizar con la técnica SSCP las amplificaciones mayores a 1000 pb, con el objetivo de
establecer la metodologia de los SSCP por vez primera en achiote. En el analisis 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 mencioné anteriormente,
debido a que el tamario de los fragmentos exceden el estat'-cido como éptimo 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, asi como secuenciar la
amplificacién d  INA genémico 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 gendmico de doce plantas de achiote. Como se aprecia en la figura 3.2., en todas
las amplificaciones en las que se usé DNA genémico 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 cDNA con anterioridad
en el trabajo previo de Martin-Rodriguez, 2010), se obtiene un amplicon de 200 pb, que
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B5 Sentido Sentido 218 66
5 CTGGAGTGGTGCTGTTGTTTAC 3’ 617
Antisentido Antisentido
5 CCAAGGTAGCCTGAACCGTA 3 834

B6 Sentido Sentido 209 66
5 ATGGTGTTACGGTTCAGGCTAC 3 808
antisentido Antisentido
5 TCTCTCCCTCAGCTCCTTATTG ¥ 995

B7 Sentido Sentido 222 66
5' CACCAACAATAAGGAGCTGAGG 3 995
Antisentido Antisentido
5" CCCATCGGAATCACACAATG ¥ 1210

B8 Sentido Sentido 250 60
5 GCATTGTGTGATTCCGATGG & 1190
antisentido Antisentido
5 GAATTCCCTCTGTCTCCTCCTTTIC 3 1439

B9 Sentido Senti~ 203 66
5 ATTGTCCAGTGCCTTGGTTC 3 1335
antisentido Antisentido
5 CCATGCCAATATCGAGGTTC 3’ 1537
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en la generacién de marcadores moleculares. Alelos de genes de la ruta de biosintesis de
carotenoides asociados con caracteristicas fenotipicas en plantas se han demostrado
ademas 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 anadir tanto anillos terminales k a la molécula anteraxantina o violoxantina como
anillos B al trans-licopeno) la existencia de inserciones que dan lugar a cambios no
sinbnimos en la secuencia de aminoacidos. Asi mismo encuentran deleciones en la
secuencia nucleotidica del gen ccs que ocasiona un cambio de lectura en el ORF, en
grupos de variedades de Capsicum sp. que difieren en el nivel y contenido de
carotenoides en el fruto maduro, que se propone esta involucrados en la ausencia de la
expresion del gen ccs en variedades amarillas de Capsicum sp. que se asocian con
menor cantidad de carotenos acumulados durante la maduracién 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 sintesis de
carotenos en plantas. Harjes y colaboradores (2008), demuestran que mutaciones en el
gen licopeno épsilon ciclasa que afiade anillos terminales épsilon al trans-licopeno, estan
asociados con la taza de acumulaciéon de a-caroteno versus B-caroteno y B-criptoxantina
en las plantas de maiz analizadas. Los alelos en el gen ¢-lcy permitieron a Harjes y
colaboradores (2008) desarrollar marcadores moleculares para la seleccion de plantas

con mayor contenido de beta caroteno en sus semillas.

Los alelos encontrados para el gen licopeno beta ciclasa en achiote asociado con
el color de la flor y el fruto podrian estar implicados en la regulacion del flujo y contenido
de carotenoides como se propone en sandia, papaya, chile y maiz, lo cual esta vinculado
con los cambios en el fenotipo de los frutos de las plantas estudiadas. No obstante, la
mayor implicacién que este hallazgo significaria en Bixa orellana es la utilizacién de estos
alelos en la generacién de marcadores moleculares para la seleccién 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
floracién alrededor de los tres afios de edad (Rivera-Madrid et al., 2006, Valdez-Ojeda et
al., 2008).
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SNPI, SNPII, SNPHI, SNPIV, SNPV, SNPVI, SNPVHl y SNPVIII respectivamente. Los
SNPI, SNPII y SNPIIl 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
al., 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, desempefia un papel importante en la interacciéon de la enzima
LCYB con la membrana del plasto. Por lo que los SNPs VIl y Vill que se encuentran en
esta regién y que ocasionan un cambio de un aminoacido en la secuencia de la enzima,
podrian estar afectando la funcién de la proteina al interferir con la unién a la membrana
del plasto y afectando por consiguiente la clase asi como el nivel de acumulaciéon de
carotenoides y derivados en achiote entre ellos la bixina. Por lo que se propone ademas
ser un posible mecanismo de regulacién en la ramificacién 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 sandia, papaya, chile y maiz en donde alteran el flujo y la taza de acumulacién
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 alelos del gen B-Icy en achiote. Uno
de ellos se localiza en las plantas de Bixa orellana L., con flores blancas y fruto
indehiscente verde, mientras que el segundo alelo se encuentra en las planta N5 que
posee flor rosa y frutc . vjo dehiscente. Ambos alelos sin embargo se ubican en las plantas
con flores rosa y frutos dehiscentes verdes con espinas rojas. La presencia de los dos
alelos encontrados en este trabajo, en las plantas con caracteristicas intermedias en
cuanto al fenotipo del fruto (fruto verde con espinas rojas), podria ser una evidencia de la
heterocigosidad para estas plantas (morfotipos N9, N8, N3, N6, N1, N4 y Bc), mientras
que la existencia de un solo alelo en los fenotipos completamente contrastantes (fruto
verde en comparacioén 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) asi como para el alelo 2 (morfotipo N5). Esto es de suma importancia debido a que
la ausencia o presencia de estos alelos, podrian estar implicados en la imparticion del
color del fruto en los morfotipos analizados en achiote. Lo anterior se sustenta, en que la
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En cuanto a la flor de los morfotipos de Bixa orellana analizados, existe una
correlacién con la presencia del segundo alelo con las flores de color rosa, asi como la
presencia del alelo uno con los morfotipos con flores blancas, por lo tanto existe la
posibilidad de que tenga implicaciones en la regulaciéon 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 mas probable que el
gen fitoeno desaturasa que participa en las reacciones de desaturacion del fitoeno
(carotenoide sin color) para dar lugar al licopeno (carotenoide con color rojo) se encuentre
implicado de manera determinante en la imparticién del color en las flores de achiote.
Puesto que una inactivaciéon o disminucién de la enzima PDS, afectaria drasticamente a la
sintesis de fitoflueno y {-caroteno, ambos precursores para la sintesis de licopeno, y por
consiguiente llevaria a una acumulacién de fitoeno en las flores de color blanco
(Cunningham y Gantt, 1998, Carol et al., 1999, Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién,
2012). En este aspecto los experimentos llevados a cabo con el cebador PDS3 que
amplifica un fragmento de alrededor de 1000 pb (Martin-Rodriguez, 2010) , y que se
utitizé para la estandarizacién de la técnica SSCP en achiote, muestra patrones de
bandeo similares a los observados con el andlisis 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 sefialadas por la técnica como 6ptimas
para su sensibilidad (>200 pb) y ademas no se logré secuenciar las bandas por problemas
con la secuenciacién, no es posible aseverar si existen cambios en la secuencia analizada

del gen fitoeno desaturasa.
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4.2. PERSPECTIVAS

El resultado de los diferentes patrones encontrados en el gen B-lcy 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 deberan
implicar el analisis del genoma de estas plantas, para poder sentar las bases genéticas de
los diferentes fenotipos existentes de achiote, asi como inferir su relacion evolutiva, que

serviran com ierramientas 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 deberan de disefiar 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 bioquimicos, que involucren la
purificacion de las enzimas correspondientes a estos alelos del yen B-lcy, asi como
también el analisis de las interacciones con los elementos implicados en la reaccién de
ciclacion, ademas de estudios moleculares en cuanto al nivel de expresion de estos
alelos en diferentes tejidos y poder inferir de esta manera su participacion en la regulacién
de la biosintesis de carotenoides y derivados en achiote.

Es importante investigar si existen formas alte...as de los transcritos, como
consecuencia de los SNPs localizados en la region codificante del gen B-Icy, que pudieran
estar implicados en los procesos de empalme alternativo. Con la informacién de los
cambios en la region no traducida hacia el 5' del gen, se deberan plantear experimentos
que conlleven a la dilucidacién de las posibles consecuencias en la taza de sintesis de la
enzima licopeno beta ciclasa. Ademas es importante el desarrollo de lineas transgénicas
para el estudio in vivo de la ruta de biosintesis de carotenoides en achiote con la finalidad
de analizar la funcién de los alelos del gen S-lcy asi como otros genes con el objetivo de

manipular la ruta de sintesis de estos compuestos y sus derivados como la bixina.

Con la metodologia obtenida se podran seguir explorando otros genes de interés
que permitan la obtencién de marcadores de interés para el mejoramiento genético del

cultivo.
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