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1. RESUMEN 

 

El achiote (Bixa orellana L.) es una planta nativa de la región neo-tropical. Esta 

planta tiene una gran importancia industrial, debido a que produce un pigmento rojo 

característico, la bixina. El achiote y sus pigmentos son utilizados a diferentes niveles que 

van desde la medicina tradicional hasta el uso como aditivo para la preparación de 

alimentos, lo que ha llevado a que las industrias alimenticias y farmacéuticas presenten 

interés en el estudio de la producción de este pigmento en la planta. La síntesis de bixina 

en el achiote está basada en la producción de carotenoides. Los carotenoides son 

moléculas de 40 carbonos que se originan en los plastidios a partir de la unión de dos 

moléculas de geranil-geranil difosfato (GGPP), que a su vez son producidas por la unión de 

dos tipos de moléculas generadas por la ruta 2-C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP) en los 

plastidios: Isopentenil pirofosfato (IPP) y Dimetilalil difosfato (DMAPP). La unión de las dos 

moléculas de GGPP tiene como resultado una molécula llamada fitoeno, a partir de la cual 

pueden ocurrir una serie de reacciones de desaturación, isomerización, ciclación, 

hidroxilación y epoxidación para producir la gran variedad de carotenoides que se 

encuentran en las plantas. Cada una de las reacciones es catalizada por diferentes enzimas 

que son codificadas por diferentes genes. La expresión de estos genes está regulada a 

través del desarrollo de la planta y actúa de manera diferencial de acuerdo al tejido en el 

que se producen los carotenoides. En el achiote, la producción de bixina se ha relacionado 

directamente con la expresión de genes implicados en la biosíntesis de carotenoides. En el 

presente estudio, se aislaron, secuenciaron y analizaron los perfiles de expresión de los 

genes ζ-caroteno desaturasa (zds) y caroteno isomerasa (crtiso) en diferentes tejidos de la 

planta (semilla, botón floral y hoja) con el objetivo de conocer el comportamiento de estos 

genes en la planta de achiote. Los resultados indican que los niveles de expresión de zds y 

crtiso en semilla, podrían estar relacionados con la alta producción de bixina en este tejido; 

y que estos genes podrían estar regulados por un mecanismo diferente en tejidos de botón 

floral y hoja, cuyos patrones de expresión contrastan con los reportados en otros modelos. 
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2. ABSTRACT 

 

Achiote (Bixa orellana L.) is a native plant from neotropical region. This plant has a 

great industrial importance, because it produces a characteristic red pigment, bixin. Achiote 

and its pigments are used at different levels, ranging from traditional medicine to a use as 

food additive, which led the alimentary and pharmaceutical industries be interested in the 

study of the pigment production in this plant. The synthesis of bixin in achiote is based in 

carotenoids production. Carotenoids are 40 carbonated molecules that are originated in 

plastids from the binding of two geranil-geranil diphosphate (GGPP) molecules, which in turn 

are originated by the binding of two kinds of molecules produced by the 2-C-methyl-erythrol 

4-phosphate (MEP) pathway: Isopentenyl pyrophosphate (IPP) and dimethylallyl 

diphosphate (DMAPP). The binding of two GGPP molecules produces a molecule called 

phytoene, which could be modified by desaturation, isomerization, cyclization, hidroxylation 

and epoxidation reactions to produce the great diversity of carotenoids in plants.  Each one 

of these reactions is catalyzed by different enzymes encoded by different genes. The 

expression of the genes involved in carotenoid biosynthesis is regulated throughout plant 

development acting in a different way depending of the tissue where the carotenoid 

compounds are produced. In achiote, bixin production has been directly related with the 

expression of genes involved in carotenoid biosynthesis. In the present study, ζ-carotene 

desaturasa (zds) and carotene isomerase (crtiso) genes were isolated, sequenced and their 

expression profiles were analyzed in different plant tissues (seeds, flower buds and leaves), 

in order to understand better the behavior of these genes in achiote plant. Results indicate 

that zds and crtiso expression levels in seeds could be related to the high production of bixin 

in this tissue; and that these genes may be regulated in a special way in flower buds and 

leaf tissues, where the expression patterns contrast with those reported in other models. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

El achiote (Bixa orellana L.), también conocida como annato o urucú es una planta 

cultivada en regiones tropicales y subtropicales del mundo. Esta planta tiene gran 

importancia por el pigmento producido en sus semillas de color rojo-naranja, la bixina; este 

pigmento es utilizado ampliamente como colorante, aditivo alimenticio e incluso como 

medicamento (Leal y Michelangeli, 2010). Estudios demuestran que la adición del colorante 

bixina a algunos alimentos es segura, ya que no tiene acción dañina en el cuerpo humano. 

Además, otros estudios afirman que actúa como antioxidante, por lo que al ser consumido 

en grandes cantidades reduce los riesgos de sufrir algunas enfermedades como cáncer, 

degeneración macular y cataratas (Rocha-García et al., 2012). 

La bixina es un compuesto derivado de los carotenoides (Bouvier et al. 2003; 

Rodríguez-Ávila, 2011a). Los carotenoides representan una gran importancia en todas las 

plantas, ya que tienen acciones antioxidantes y ayudan a la reproducción de las mismas; 

son los responsables de darle color a frutos y flores, de tal manera que los polinizadores 

son atraídos hacia ellos (Howitt y Pogson, 2006). En humanos y animales, el consumo de 

carotenoides representa parte de la nutrición diaria, por la acción antioxidante y por ser 

precursores de algunas vitaminas como la vitamina A. La planta del achiote es considerada 

una planta rica en carotenoides (Fraser y Bramley, 2004). 

La acumulación de carotenoides en las plantas está dada por los procesos de 

biosíntesis, almacenamiento y degradación (Li y Yuan, 2013). Su biosíntesis implica genes 

que codifican y regulan enzimas involucradas en la formación de compuestos carotenoides. 

Estos genes están regulados por diferentes señales, tanto del desarrollo como del 

ambiente; además la demanda de carotenoides varía en la planta de acuerdo al tejido y a 

su estadio de maduración. Se ha reportado que la acumulación de transcritos de genes de 

la ruta de biosíntesis de carotenoides está implicada directamente en la acumulación de los 

mismos y por lo tanto en la fisiología de la planta (Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). 

Esta acumulación se altera durante la maduración de tejidos y órganos o por estrés. 
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(Cazzonelli y Pogson, 2010). La síntesis de carotenoides es controlada por mecanismos 

diferentes en tejidos fotosintéticos y en no-fotosintéticos (Hirchberg, 2001). 

En los últimos años, algunos mecanismos que regulan la biosíntesis de carotenoides 

han sido dilucidados (Isaacson, 2002; Howit y Pogson, 2006; Welsch et  al., 2008; 

Cazzonelli y Pogson, 2010; Meier et al., 2011; Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). Sin 

embargo, las plantas poseen mecanismos complejos de regulación para el control de la 

biosíntesis y acumulación de carotenoides y su entendimiento aún es insuficiente (Águila y 

Rodríguez-Concepción, 2012). 

Debido a la importancia que tienen los carotenoides en los seres humanos y 

animales, se han realizado varios experimentos para incrementar la cantidad de 

carotenoides en plantas que forman parte de la alimentación diaria. La ingeniería 

metabólica de la biosíntesis de carotenoides se ha enfocado principalmente en dos 

objetivos. Uno es el β-caroteno, un precursor de la vitamina A, por el hecho de que existen 

poblaciones que carecen de esta vitamina en su dieta. Esta biofortificación, utiliza métodos 

de mejoramiento clásico y transgénicos y se ha enfocado en alimentos deficientes en β-

caroteno como el arroz, el maíz blanco y la patata (Ye et al., 2000; Paine et al., 2005; 

Diretto et al., 2007). El otro objetivo es la producción de astaxantina, que es usado como 

aditivo alimenticio por su actividad antioxidante. Se ha logrado generar plantas transgénicas 

y mejoramientos con plantas transplantómicas para la producción de astaxantina in planta 

en tabaco, zanahoria, jitomate, patata y maíz (Mann et al., 2000; Gerjets y Sandman, 2006; 

Morris et al., 2006; Zhu et al., 2007; Hasunuma et al., 2008). En años reciente, gracias a la 

disponibilidad de herramientas genómicas como la secuenciación completa de genomas en 

algunas plantas, se han descubierto una serie de loci de carácter cuantitativo (QTLs) que 

controlan la acumulación de carotenoides en plantas cultivadas. Estos QTLs pueden ser 

usados en programas de mejoramiento para llegar a optimizar la composición o 

concentración de carotenoides en la planta (Giuliano, 2014). 

A pesar de los avances biotecnológicos con respecto a los genes de la ruta de 

biosíntesis de carotenoides, aún es necesario conocer más sobre esta ruta y su regulación 

para la acumulación de compuestos carotenoides en los diferentes órganos de las plantas, 
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y en este caso en Bixa orellana. En el presente estudio se analizó la expresión de los genes 

zds y crtiso mediante qPCR durante el desarrollo de la semilla, el botón floral y la hoja del 

achiote, con el objetivo de entender los mecanismos que regulan la expresión de estos 

genes y cómo estos podrían estar participando en la acumulación de carotenoides y bixina 

en estos tres tejidos. 
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4. ANTECEDENTES 

4.1. Generalidades del achiote 

 

El achiote (Bixa orellana), es una planta que pertenece a la familia Bixaceae. Esta 

familia es exclusiva de la región neo-tropical y contiene sólo al género Bixa, el cual ha sido 

considerado con un número variable de especies, entre uno y cuatro, dependiendo la 

autoridad botánica (Leal y Michelangeli, 2010) 

.  

Figura 1. Estructuras vegetales de la familia Bixaceae. A: Hojas y flores; B: Botón floral; C: Estambre; D: 

Antera; E: Pistilo; F: Fruto; G: Fruto con corte longitudinal radial; H: Vista lateral de una semilla; I: Vista frontal 

de una semilla; J: Corte longitudinal radial de una semilla. Imagen tomada de Chant (1993). 
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La familia Bixaceae se caracteriza por poseer árboles pequeños o arbustos con las 

siguientes estructuras: hojas alternas, simples, enteras, palmatinervias y con estípulas; 

peciolos largos y pubescentes (Fig. 1). Tanto las hojas como el tallo poseen savia rojiza. 

Las flores son regulares, bisexuales en inflorescencias paniculares, con cinco pétalos 

imbricados y retorcidos en la yema. Los estambres son numerosos con filamentos libres, 

con anteras en forma de herradura, con dos tecas que se abren en el ápice por dos 

hendiduras. El ovario es súpero, contiene de dos a cuatro carpelos fundidos en un lóculo y 

dos placentas parietales con numerosos óvulos. El estilo es delgado, el cual termina en un 

estigma bilobado. El fruto es una cápsula con dehiscencia a lo largo de dos valvas. La 

cápsula es tomentosa, con espinas cortas o sin ellas; contiene semillas numerosas, 

ovoides, con una testa roja, pulposa y brillante; esta testa es la fuente del colorante 

amarillo-rojizo. Las semillas contienen un embrión grande rodeado por un endospermo 

granular, con almidón abundante (Chant, 1993; Leal y Michelangeli, 2010). 

Bixa orellana es un arbusto de 3,5 y 8 m de altura en la que pueden existir variantes 

con hojas pardo-rojizas, debido a la presencia de flavonoides; flores con pétalos rosados a 

púrpura, blancos o amarillentos de unos 25 mm de largo y unos 12 mm de ancho; fruto de 

tipo cápsula loculicida, polispérmica, ovoidea a esferoidal con ápice agudo de 30-50 mm de 

largo y 25-40 mm de ancho, con espinas duras de 5-15 mm de largo o sin ellas, de color 

verde, amarillo-pálido, rojizo o púrpura dependiendo de la variante; cuando maduros los 

frutos adquieren un color marrón con dehiscencia apical; con 30-60 semillas turbinadas, de 

5 mm de largo y 4 mm de ancho, con testa pigmentada de color naranja, roja o marrón. 

Esta especie cuenta con un número cromosómico 2n=16 (Leal y Michelangeli, 2010). 

4.2. Usos del achiote 

 

Los derivados de la planta de achiote se utilizan ampliamente en todo el mundo, 

principalmente su pigmento rojo característico. A nivel industrial se utiliza para mejorar la 

calidad de sus productos, administrándoles aditivos nutritivos o simplemente dándoles un 

color más intenso. Además, una gran cantidad de estudios demuestran que el achiote tiene 

propiedades medicinales. 
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Los extractos del achiote que son solubles en aceite, son usados para la coloración 

de preparados ricos en grasa. Del achiote se extraen los tintes que más comúnmente son 

utilizados en la industria de alimentos, repostería, cosméticos y teñidos; con amplio uso en 

la preparación de embutidos, lácteos, mantequillas, margarinas, helados, cereales, masas, 

barquillas, aceites, maíces expandidos, salsas, conservas de pescado, sopas concentradas, 

productos cárnicos, labiales, barnices y tintes para fibras (Leal y Michelangeli, 2010).  

El achiote se ha utilizado también en la medicina; por ejemplo, la decocción de los 

brotes tiernos de la planta es considerada antidisentérica, antiséptica, antivenérea, 

afrodisiaca, astringente, febrífuga y para curar los dolores del hígado. La planta además es 

usada para tratar la diabetes, la hipertensión, y como antiséptico en la extracción de dientes 

(Leal y Michelangeli, 2010). Además, es considerado un buen antídoto contra el ácido 

hidrocianico presente en la yuca amarga (Manihot esculenta C.) (Leal y Michelangeli, 2012). 

 

Estudios realizados en la planta, demuestran que sus aceites esenciales tienen un 

gran potencial antimalárico por sus efectos en larvas y adultos del mosquito vector (Jondiko 

et al., 2010). Además, su capacidad de adición de radicales libres le confiere la capacidad 

de actuar como antioxidante, por lo que puede ser una alternativa como sustituto en el uso 

de aditivos sintéticos en los alimentos (Rocha-García et al., 2012). Fuertes evidencias 

aseguran que dietas ricas en carotenoides pueden prevenir el inicio de algunas 

enfermedades crónicas y ciertos tipos de cáncer. Estudios in vitro demostraron la actividad 

antimicrobiana de los extractos de achiote contra patógenos como Escherichia coli E. y 

Bacillus cereus (Rojas et al. 2006). Otras propiedades biológicas fueron descubiertas por 

Júnior et al. 2005, quienes encontraron que la norbixina (un derivado de los carotenoides de 

la planta) protege a E. coli contra el daño causado por la radiación ultravioleta, agua 

oxigenada y oxígeno. El pigmento también tiene propiedades antimutagénicas (Leal y 

Michelangeli, 2012).  

 

Gracias a la gran cantidad de usos y aplicaciones que tiene el achiote, la demanda 

industrial ha incrementado en los últimos años, requiriendo así, una mayor producción. 
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4.3. Compuestos Isoprenoides 

 

Los isoprenoides o terpenoides son compuestos naturales, extraordinariamente 

variables que tienen funciones importantes en todos los organismos vivos. Tienen un papel 

importante en varios procesos vitales para el crecimiento y sobrevivencia de organismos 

procariontes y eucariontes, tales como: biosíntesis de membrana y pared celular, transporte 

de electrones y conversión de luz a energía química (Rodríguez-Concepción y Boronat, 

2013). 

 

En las plantas, dentro de estos compuestos destacan los pigmentos fotosintéticos, 

que son componentes esenciales para el aparato fotosintético de los organismos 

fotoautótrofos (clorofila y carotenoides). Por otra parte, los esteroles y carotenoides son los 

más abundantes en las células vegetales y están involucrados en el mantenimiento de la 

fluidez de la membrana, contribuyendo con la estabilización de las membranas tilacoidales 

y protección de los componentes fotosintéticos contra el daño foto-oxidativo, acciones 

realizadas por los esteroles y los carotenoides, respectivamente (Fraser y Bramley, 2004). 

4.4. Biosíntesis de Isoprenoides  

 

Todos los isoprenoides se sintetizan a partir de un IPP y su isómero de doble enlace 

DMAPP. Existen dos vías diferentes para la producción de estos precursores: la vía del 

ácido mevalónico del citosol (MVA) y la vía MEP (Rodríguez-Concepción, 2010). Las 

plantas utilizan las dos vías para sintetizar los precursores aunque ambas rutas se localizan 

en compartimentos celulares diferentes (Withers y Keasling, 2007). Así se tienen dos 

estrategias empleadas por la planta para sintetizar precursores de cinco carbonos (Fig. 2). 

 

La ruta MVA consiste en seis pasos enzimáticos que tienen como resultado la 

formación del IPP que funcionará como precursor para sequiterpenos, esteroles y 

ubiquinonas (C15). Se considera que la ruta MVA opera en el citosol, sin embargo, es 

necesario un mayor estudio ya que se ha encontrado que las enzimas que participan en 

esta ruta, se encuentran en compartimentos subcelulares (Gutensohn et al., 2013). Se 
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sugiere que la ruta MVA esté distribuida entre el citosol, el retículo endoplasmático y 

peroxisomas (Pulido et al. 2012). 

 

 

 

 

Fig. 2. Esquemas de las rutas MVA y MEP. Imagen tomada de Dong et al., 2011 

 

El primer paso de la ruta MVA es la condensación de dos moléculas de acetil-CoA, 

acción catalizada por la enzima acetil-CoA tiolasa (AACT), formando acetoacetil-CoA. 

Enseguida, se condensa una molécula más de acetil-CoA con el recién formado acetoacetil-

CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), reacción catalizada por la HMG-

CoA sintasa (HMGS). En el siguiente paso, se forma el ácido mevalónico a partir de HMG-

CoA por la acción catalizadora de 3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), este paso es 

reversible y se considera un paso limitante para la producción de mevalonato. Para que se 
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forme IPP a partir de mevalonato son necesarias dos reacciones de fosforilación y una de 

descarboxilación simple, catalizadas por las enzimas mevalonato kinasa (MK), 

fosfomevalonato kinasa (PMK) y mevalonato difosfato descarboxilasa (MVD), 

respectivamente. Mientras estas enzimas han sido bien estudiadas en otros sistemas 

eucarióticos, se desconoce su localización subcelular en plantas (Gutensohn et al., 2013). 

 

La ruta MVA fue considerada por muchos años como la única ruta para la síntesis de 

isoprenoides. No obstante, con la incorporación de acetatos y glucosa marcados con 13C y 

2H en triterpenoides de la serie de los hopanos y en la cadena lateral isoprénica de 

ubiquitina de Escherichia coli, se descubrió que la biosíntesis de carotenoides contradecía 

el esquema clásico de la vía MVA, promoviendo que la MVA no operaba en todos los 

organismos y que el esqueleto isoprénico podía ser formado de derivados de la triosa 

fosfato a través de otra vía (Rohmer et al., 1996). 

 

La ruta MEP tiene lugar en los plastidios y da lugar a los precursores de los 

hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10) y diterpenos (C20) (Dudareva et al., 2013). Esta ruta 

comienza con una reacción de  condensación entre el piruvato y gliceraldehido-3-fosfato 

(G3P) para dar origen a 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP); una reacción catalizada por 1-

deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). Esto precede a otra reacción catalizada por 1-

deoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa (DXR) y una cascada de otras reacciones para 

dar lugar al IPP y al DMAPP (Hannoufa y Hossain, 2012) quienes están continuamente 

interconvirtiéndose (Cuttriss et al., 2006). 

Las enzimas DXS y DXR son esenciales en esta  vía, ya que  han demostrado 

afectar la acumulación de carotenoides en plantas a través del control del flujo de IPP y 

DMAPP. La regulación de DXS en la biosíntesis de isoprenoides fue confirmada por la 

sobreexpresión del gen dxs en los tejidos fotosintéticos de Arabidopsis, resultando en la 

acumulación alterada de isoprenoides plastídicos, incluyendo carotenoides (Hannouffa y 

Hossain, 2012). 
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4.5. Los Carotenoides 

 

Los carotenoides son pigmentos liposolubles que se encuentran distribuidos 

ampliamente en la naturaleza. Son compuestos terpenoides con 8 unidades de isopreno, 

con uniones de cola y cabeza en la parte exterior, y cola-cola en la parte interna (Ötles y 

Cagind, 2007). Forman un diverso grupo de más de 600 estructuras orgánicas que 

consisten en 40 moléculas de carbono (Tuan et al., 2012). 

Los carotenoides presentan diferentes funciones en los animales y humanos. Estos 

compuestos deleitan los sentidos y permiten la comunicación entre reinos; representan 

niveles jerárquicos en bancos de peces e influyen en la selección sexual de las aves. Los 

animales acumulan grandes cantidades de carotenoides a través de su dieta y los utilizan 

para teñir sus ornamentos. Por ejemplo, el color de los flamingos y el salmón es causado 

por el carotenoide astaxantina (von Lintig y Sies, 2013). Los carotenoides también tienen 

actividades fisiológicas; debido a su actividad antioxidante, los carotenoides son parte 

importante de la nutrición esencial de los animales y humanos; además de que algunos 

carotenoides funcionan como precursores de vitaminas necesarias; la vitamina A es 

precedida por el β-caroteno, el cual se sugiere que se consuma en altas cantidades para 

reducir el riesgo de sufrir ciertas enfermedades como ceguera y degeneración macular. Se 

ha reportado que el consumo de carotenoides refuerza el sistema inmune, de tal manera 

que reduce el riesgo de sufrir enfermedades degenerativas como el cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, degeneración macular y formación de cataratas (Fraser y Bramley, 2004).  

En las plantas, como metabolitos primarios, los carotenoides actúan como 

precursores de la síntesis de ácido abcísico (ABA) y otros derivados que están involucrados 

en el desarrollo y crecimiento de la planta (Auldridge et al., 2006); son precursores también 

de un set único de metabolitos apocarotenoides que actúan como moléculas de 

señalización y cromóforos de pigmentos fotoquímicos. Como pigmento en la naturaleza 

pueden tener diferentes funciones de acuerdo al órgano en el que se encuentran. Por 

ejemplo, en tejidos fotosintéticos son sintetizados por los cloroplastos, en los cuales 

cumplen funciones de protección a la foto-oxidación durante la fotosíntesis. Además, 
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gracias a que en el centro de ellos hay un gran número de enlaces dobles (sitio llamado 

cromóforo), tienen la capacidad de absorber luz en un rango más amplio que la clorofila 

(450-570 nm), a la cual posteriormente transfieren la energía (Demming-Adams et al., 1996; 

Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). En tejidos no-fotosintéticos como flores y frutos, los 

carotenoides son sintetizados por los cromoplastos y funcionan como pigmentos para atraer 

a los polinizadores, confiriendo los colores amarillo, rojo y naranja (Howitt y Pogson, 2006). 

Basados en el tipo de plastidio en el que se encuentran, la composición de carotenoides 

que tienen los tejidos fotosintéticos y los no-fotosintéticos se pueden nombrar “carotenoides 

de tipo cloroplasto” y “carotenoides de tipo cromoplasto”, respectivamente. En tejidos 

fotosintéticos, los carotenoides forman un complejo clorofila-carotenoide dentro de los 

cloroplastos y se encuentran en forma no esterificada. Mientras que en los no-fotosintéticos 

son acumulados en los cromoplastos y se encuentran esterificados, dándoles propiedades 

lipofílicas, que les confiere la capacidad de acumulación de carotenoides por 

almacenamiento (Ohmiya et al., 2013). Sin embargo, la cantidad de carotenoides presente 

en los tejidos no solo está determinada por la capacidad de almacenamiento sino también 

por la biosíntesis y degradación de estos compuestos. Así, factores genéticos y fisiológicos 

asociados con estos procesos regulan los niveles finales de carotenoides en los diferentes 

tejidos (Li y Yuan, 2013). 

4.6. Biosíntesis de Carotenoides 

 

La biosíntesis de carotenoides ocurre en los plastidios, aunque las enzimas que 

participan en este proceso son codificadas en el genoma nuclear. Sin embargo, la 

localización exacta de este proceso, es aún desconocida (Shumskaya y Wurtzel, 2013). El 

proceso de biosíntesis de carotenoides se da de la siguiente manera: la adición de tres 

moléculas de IPP a un DMAPP genera GGPP, un precursor de los carotenoides (Águila y 

Rodríguez-Concepción, 2012). El primer paso para la síntesis es la producción de fitoeno 

(C40) por la condensación de dos moléculas de GGPP (Cazzonelli y Pogson, 2010; Yan et 

al., 2011). Esta reacción es catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) en dos pasos: 

cataliza la unión cabeza-cabeza de las moléculas de GGPP para formar la reacción 

intermediaria pre-fitoeno difosfato, seguida por la eliminación del grupo difosfato de este 
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intermediario (Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). La síntesis de fitoeno es un paso 

limitante regulado por estímulos externos como la temperatura, sequías, fotoperiodo y la 

alta exposición a la luz  (Cuttriss et al., 2006; Cazzonelli y Pogson, 2010). La enzima PSY 

es codificada por familias de multigenes en la mayoría de las plantas. Los miembros de esta 

familia son expresados de manera diferente de acuerdo al órgano, además, también son 

diferencialmente regulados por los estímulos ambientales (Welsch et al., 2008; Águila y 

Rodríguez-Concepción, 2012). 

El fitoeno es incoloro porque en su cadena hidrocarbonatada solo está presente un 

núcleo central conjugado de tres dobles enlaces. Esta estructura es luego desaturada para 

crear la serie de dobles enlaces que determina las propiedades físicas y biológicas de los 

carotenoides, creando y extendiendo el cromóforo (Ötles y Çagind, 2007; Tuan et al., 2012). 

Cada uno de los dobles enlaces puede existir en configuración cis o trans, lo que influencia 

la intensidad o longitud de onda en la que la luz es absorbida (Giuliano et al., 2002).  

La desaturación e isomerización del fitoeno incoloro eventualmente resulta en la 

producción de all-trans-licopeno, un carotenoide rojo. Los pasos secuenciales de 

desaturación transforman al fitoeno en fitofluoeno, ζ-caroteno, neurosporeno y licopeno, 

incrementando el número de dobles enlaces conjugados a cinco, siete, nueve y once, 

respectivamente. Este incremento de dobles enlaces conjugados cambia la absorción de la 

cadena de polieno y resulta en colores diferentes en los productos que se obtienen de cada 

desaturación (Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). 

En las plantas, cuatro desaturaciones son catalizadas en dos pasos por dos enzimas 

filogenéticamente relacionadas (Klassen, 2010). Las dos primeras desaturaciones son 

catalizadas por fitoeno desaturasa (PDS) para producir ζ-caroteno vía fitofluoeno, y las 

otras dos desaturaciones son catalizadas por ζ-caroteno desaturasa (ZDS) a partir del ζ-

caroteno para producir pro-licopeno vía neurosporeno (Águila y Rodríguez-Concepción, 

2012). De acuerdo a la estructura del pro-licopeno, se debe concluir que PDS inserta 

enlaces dobles de forma trans en las posiciones 11 y 11’, mientras que ZDS inserta dobles 

enlaces de forma cis en las posiciones 7 y 7’ (Giuliano et al., 2002). En Arabidopsis, se ha 

descrito que para cada enzima desaturasa (PDS y ZDS), existe un solo gen que la codifica. 
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(Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). Sin embargo, existen plantas en las cuales se han 

descrito dos copias para ZDS (Rodríguez-Concepción y Stange, 2013). 

                   

Fig. 3. Ruta de Biosíntesis de Carotenoides. Imagen tomada de Cazzoneli et al., 2010. 
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Mientras que en las bacterias una sola enzima llamada caroteno desaturasa (CRTI) 

convierte el fitoeno en all-trans-licopeno, en las plantas se requiere no solo de las 

desaturasas sino también de dos tipos de enzimas isomerasas para convertir al fitoeno en 

all-trans-licopeno. Prueba de ello es que al sobre-expresar los genes pds y zds en 

Arabidopsis solamente se obtuvo pro-licopeno (Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). En 

tejidos fotosintéticos, esta isomerización puede ocurrir en el cloroplasto por la presencia de 

luz, pero en otro tipo de plastidios, se requiere de una isomerización enzimática (Li et al., 

2007). Para la producción de 9,9´-di-cis-ζ-caroteno (precursor de ζ-caroteno) es necesaria 

una isomerización, de la cual se encarga la enzima ζ-caroteno isomerasa (ZISO), para 

posteriormente ser convertido en pro-licopeno vía neurosporeno por acción de ZDS. Una 

vez sintetizado el pro-licopeno, la acción de la enzima caroteno isomerasa (CRTISO) es 

necesaria para producir all-trans-licopeno en tejidos no fotosintéticos (Isaacson et. al. 2004) 

ya que cataliza reacciones cis-trans para isomerizar los cuatro enlaces cis introducidos por 

las desaturasas (Cazzonelli y Pogson, 2010) y establece un enlace en los isómeros cis (Yu 

et al., 2011). Estudios en Arabidopsis demuestran que la enzima ZISO es codificada por un 

solo gen; mientras que para CRTISO, se han descrito dos genes: crtiso1 y crtiso2; sin 

embargo, solamente se ha comprobado la actividad enzimática de caroteno isomerasa por 

parte de la enzima que codifica el gen crtiso1 (Park et al,. 2002).  

Las enzimas desaturasas e isomerasas de plantas se han encontrado asociadas a 

las membranas de los cloroplastos, donde forman un complejo multi-enzimático que 

contiene PDS, ZDS y otras enzimas requeridas para la síntesis de carotenoides 

(Cunningham y Gantt, 1998; Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). Pero esto no quiere 

decir que el proceso de biosíntesis se dé en este lugar, ya que no todas las enzimas se 

encuentran asociadas, como la enzima PSY, que ha sido encontrada de manera 

independiente en los plastoglobulos. En cloroplastos de Arabidopsis, algunas de estas 

proteínas han sido encontradas en la membrana, mientras que otras han sido observadas 

en los tilacoides, por lo que la pregunta de dónde sucede la biosíntesis persiste 

(Shumskaya y Wurtzel, 2013). 
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Una vez obtenido el all-trans-licopeno (el primer carotenoide con color), pueden 

ocurrir dos vías para su posterior ciclación (Cazzonelli y Pogson, 2010). En una de las vías, 

se ciclan los dos extremos por dos enzimas diferentes: la ε-licopeno ciclasa (ε-LCY) cicla 

uno de los extremos del licopeno y la β-licopeno ciclasa (β-LCY) cicla el otro extremo y se 

obtiene el α-caroteno (Cuttriss et al., 2006). Por la otra vía, se ciclan los dos extremos con 

la ayuda de la β-LCY, para la obtención del β-caroteno. A partir de estos dos compuestos 

se dan reacciones de hidroxilación para la obtención de xantofilas como la luteína y la 

zeaxantina (Cazzonelli y Pogson, 2010).  

La hidroxilación ocurre cuando se introducen residuos hidroxil a los anillos β y ε del α 

y β-caroteno, por enzimas hidroxilasas (CHYs), quienes pueden ser de dos tipos: las no-

hemo hidroxilasas y las citocromo P450. La luteína es producida cuando se introducen dos 

residuos hidroxil a los anillos β y ε del alfa caroteno; esta reacción es catalizada por dos 

enzimas tipo citocromo P450: CHYE/CYp97 y CHYB/CYP97A, las cuales hidroxilan el anillo 

ε y β, respectivamente. La zeaxantina es producida por la hidroxilación de dos anillos β del 

β-caroteno, donde la enzima tipo no-hemo CHYB es la encargada de catalizar esta 

reacción. Este último compuesto puede ser epoxidado para dar origen a otros carotenoides 

(Ohmiya et al., 2013). En la figura 3 se puede apreciar de manera resumida el proceso de 

biosíntesis de carotenoides. 

La epoxidación de los anillos β de la zeaxantina, es catalizada por la enzima 

zeaxantina epoxidasa (ZEP) y permite la formación de violaxantina. Esta epoxidación es 

reversible, de tal manera que la violaxantina se puede desepoxidar por la acción catalítica 

de la enzima violaxantina desepoxidasa (VDE) y generar nuevamente zeaxantina. Además, 

los anillos epóxidos de la violaxantina pueden abrirse por acción enzimática: la apertura de 

uno de sus anillos epóxidos genera la neoxantina gracias a la enzima neoxantina sintasa 

(NSY) (Ohmiya et al., 2013). 

La gran diversidad de carotenoides conocidos (más de 600) es debida a la 

modulación de la longitud del cromóforo, cambios en los dobles enlaces conjugados y 

adición de grupos funcionales (von Lingtig y Sies, 2013). 
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Por otro lado, los carotenoides pueden sufrir otras modificaciones a su configuración, 

las cuales pueden representar alguna degradación de estos compuestos (Ohmiya et al., 

2013). Esta degradación puede ocurrir por foto-oxidación u oxidación enzimática por 

peroxidasas o lipoxigenasas (Walter y Strack, 2011), donde existen dos familias que 

catalizan cortes específicos a los carotenoides: las nine-cis epoxicarotenoide dioxigenasas 

(NCDEs), que catalizan los primeros pasos para la biosíntesis de ABA y las enzimas 

carotenoide dioxigenasas (CCDs), que realizan cortes oxidativos en sitios específicos 

generando compuestos volátiles y no-volatiles que ya no se consideran carotenoides, sino 

apocarotenoides, con funciones de aroma, sustancias alelopáticas u hormonas como las 

strigolactona (Auldrigde et al., 2006; Guiliano, 2014). Como en los tejidos fotosintéticos, la 

degradación es llevada a cabo por foto-oxidación, la contribución de las CCDs es más 

importante en tejidos no-fotosintéticos. Las CCD pueden ser de cuatro tipos: CCD1, CCD4, 

CCD7 y CCD8. El tipo CCD1 contribuye a la formación de apocarotenoides volátiles en 

frutas y flores. Algunas CCD4 están involucradas en la pigmentación de pétalos; y la acción 

secuencial de CCD7 y CCD8 es asumida para la producción de strigolactona (Ohmiya et al., 

2013). Se ha reportado que la presencia de transcritos que codifican para estas enzimas 

están relacionados negativamente con los niveles de carotenoides en algunas plantas como 

Chrysantemum (Ohmiya et al., 2008), pero no es una regla, tal y como lo presenta el arroz 

(Ilg et  al., 2010).  

4.7. Mecanismos de Regulación en la Ruta de Biosíntesis de Carotenoides 

 

La ruta de biosíntesis de carotenoides es regulada por diferentes factores, tanto 

bióticos como abióticos, entre ellos destacan la diferenciación de plastidios, señales del 

ambiente y propias de la planta, entre otros. Estos factores afectan directamente la 

transcripción de genes involucrados en la ruta de biosíntesis, permitiendo así que los genes 

que regulan la acción de las enzimas de la ruta se expresen o no. Este nivel de regulación, 

es considerado como el principal determinante para la producción de carotenoides. 

Los estímulos del desarrollo y del medio externo actúan en conjunto y regulan la 

producción de carotenoides durante el ciclo de vida de la planta (Cazzonelli y Pogson, 
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2010). Un claro ejemplo de esto es el fruto del jitomate, en el que la producción de 

carotenoides asociados con la maduración está principalmente controlada a nivel de la 

transcripción. Los frutos de jitomate maduros de color verde contienen cloroplastos con una 

composición de carotenoides similar a la de una hoja. Durante la maduración, se degrada la 

clorofila y toma lugar una masiva acumulación de carotenoides (en especial licopeno), así el 

fruto cambia de color verde a rojo. Dicho proceso se relaciona también con la diferenciación 

de cloroplastos a cromoplastos (Giovannoni, 2001). La acumulación de carotenoides en el 

jitomate a nivel transcripcional se relaciona con la acumulación de transcritos dxs, y luego 

de psy. Además, mientras que la expresión de los genes que codifican para desaturasas e 

isomerasas aumenta al inicio de la acumulación de carotenoides, los transcritos para β-lcy y 

ε-lcy desaparecen y se obtiene una gran acumulación de licopeno (Águila y Rodríguez-

Concepción, 2012). 

La transcripción de genes clave se puede relacionar con los perfiles de contenidos de 

carotenoides en diferentes órganos y estadios del desarrollo. Por ejemplo, la proporción de 

β-caroteno en diferentes plastidios se puede explicar por el balance entre la expresión de 

genes que codifican las enzimas PSY y β-LCY y aquellas que codifican para la producción 

de β-xantofilas (Winter et al., 2007). En el tejido foliar, los genes de la ruta de biosíntesis 

pueden estar regulados durante el desarrollo de este tejido, de tal manera que se expresan 

mayormente en hojas más jóvenes para contribuir en la morfogénesis de la hoja y facilitar el 

desarrollo del cloroplasto; un estudio hecho por In-Jung et al. (2010) demostró que el gen 

zds se expresaba mayormente en hojas jóvenes y que dicha expresión disminuía conforme 

la hoja se expandía hasta cierto nivel de maduración, ya que una vez que la hoja alcanzaba 

su máximo en expansión, la expresión del gen zds volvía a elevarse. Concluyendo que el 

proceso de desarrollo de la hoja regula la expresión de zds y que la reacumulación de zds 

en un estadio más maduro se debe a que el fitoeno se acumula cuando la hoja es más 

madura y zds debe procesarlo. 

Durante el desarrollo de flores y frutos, la expresión de genes que regulan la 

formación de compuestos carotenoides está regulada mayormente por señales del 

desarrollo, de tal manera que se ha observado que la acumulación de transcritos aumenta 

conforme el tejido madura. Este fenómeno se ha visto en flores de cristantemo (Kishimoto y 
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Ohmiya, 2006), orquídea (Lee y Chen, 2013) y clavel (Ohmiya et al., 2013); en el caso de 

los frutos, la regulación puede funcionar de la misma manera como en el melón (Galpaz et 

al., 2013) y en algunas variedades de frutos de  manzana (Ampomah-Dwamena et al., 

2012). Sin embargo, en otros frutos la acumulación de transcritos está altamente regulada 

durante el proceso de maduración. En el níspero se ha reportado que durante su desarrollo 

se presentan varios incrementos y disminuciones en la expresión de los genes de la ruta de 

biosíntesis de carotenoides (Fu et al., 2012). 

La expresión diferencial de los genes también se puede ver afectada de acuerdo al 

órgano de la planta y a los estímulos ambientales. Por ejemplo, en arroz tres miembros de 

la familia psy mostraron diversificación funcional, ya que la expresión de psy1 y psy2 fue 

regulada por la luz, mientras que psy3 se expresó en respuesta a ABA (Welsch et  al., 

2008; Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). Además, estas isoformas de los genes son 

expresados de manera diferente de acuerdo al tejido o plastidio en el que se presenten, 

variando incluso de acuerdo al modelo estudiado: por ejemplo, en jitomate la isoforma psy1 

y β-lcy2 son requeridos para la producción de carotenoides en cromoplastos en frutos, 

mientras que psy2 y β-lcy1 están involucrados en la biosíntesis de carotenoides en 

cloroplastos de tejidos fotosintéticos. En contraste, en zanahoria los genes psy1, β-lcy2 y 

zds1 se enfocan a la producción de carotenoides en tejidos fotosintéticos, mientras que 

psy2, zds2 y β-lcy1 están involucrados en la biosíntesis de carotenoides en cromoplastos 

de las raíces de la planta (Rodríguez-Concepción y Stange, 2013). El gen psy3 (encontrado 

en maíz, jitomate y arroz) solamente ha sido encontrado en la raíz de estos modelos 

estudiados (Águila y Rodríguez-Concepción, 2012). Sin embargo, no todas las isoformas de 

genes han sido reportadas con actividad enzimática. Este es el caso de crtiso, en el que se 

han reportado dos isoformas: crtiso1 y crtiso2. Para estos genes, solo se ha identificado 

actividad de caroteno isomerasa por parte de crtiso1 (Isaacson et al., 2002; Cazzonelli et 

al., 2009) Además, crtiso2 ha sido estudiado en Brassica rapa, y su expresión es mucho 

menor que crtiso1. Sin embargo, en este mismo modelo, aunque al mutar crtiso1 

predominaba la acumulación de pro-licopeno, el licopeno no estaba totalmente ausente, por 

lo que se sugiere que crtiso2 podría jugar un pequeño rol de caroteno isomerasa en este 

modelo (Lee et al., 2014). 
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La regulación de la expresión de algunos genes también puede depender de la 

expresión de otros. Por ejemplo, estudios demuestran que la mutación de crtiso, permite un 

aumento en la expresión de los genes psy, pds y zds y esto resulta en una mayor 

acumulación de carotenoides como fitoeno y ζ-caroteno en melón chino (Galpaz et al., 

2013). Por lo que se puede deducir que los niveles de expresión de estos genes pueden 

depender de la expresión de crtiso. 

La luz juega un rol muy importante para la biosíntesis de carotenoides, ya que se ha 

sugerido que puede inducir la expresión de algunos genes (Howitt y Pogson, 2006). En un 

estudio hecho por Tuan et al., (2012), los genes de la ruta de biosíntesis tienen un patrón 

de expresión similar durante el desarrollo de la hoja de Brassica rapa, donde la expresión 

máxima de los genes se relaciona con los más altos contenidos de carotenoides; la luz no 

representó un papel importante en la expresión de algunos genes, pero sí lo hizo en la 

acumulación de carotenoides, debido a que activa la transcripción de pds y psy. Sin 

embargo, la manera detallada en que la luz activa la expresión de algunos genes no ha sido 

identificada (Pizarro y Stange, 2009). Además de inducir la transcripción de algunos genes, 

la luz se encuentra disponible para realizar la actividad de CRTISO en tejidos fotosintéticos, 

ya que isomeriza el pro-licopeno a all-trans-licopeno (Giuliano et al., 2002) y así sustituye la 

acción enzimática o al menos parte de ella (Isaacson et al., 2002; Sandmann, 2009). 

Otro nivel de regulación en el que interviene la luz, es la desactivación de factores 

que inhiben la transcripción de los genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides en 

plántulas crecidas en la sombra (etioladas). Estas plántulas muestran bajo nivel de 

carotenoides por la represión de los genes requeridos para la biosíntesis de clorofila y 

cloroplastos (Shin et al., 2009) debido a la acumulación de fotorreceptores de la familia del 

fitocromo (PIFs). Los PIFs son mediadores de varias respuestas a la luz. Cuando la luz 

alcanza estas plántulas ocurre la desetiolación. En este proceso, todas las enzimas 

codificadas por los genes de la vía de biosíntesis de carotenoides son reguladas 

positivamente (Meier et al., 2011), de tal manera que los fitocromos fotoactivados 

interactúan directamente con los PIFs y causan su fosforilación y degradación. Por lo tanto 

permiten el desarrollo morfogénico que resulta en la producción de carotenoides en 

coordinación con la biosíntesis de la clorofila y todo el ensamblaje de la maquinaria 
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fotosintética (Leivar y Quail, 2010). Primero aumenta el nivel de expresión de los genes de 

la ruta MEP para formar precursores del GGPP, precursor de carotenoides, y 

posteriormente aumenta el nivel de expresión de los genes de la ruta carotenogénica 

(Toledo-Ortiz et al., 2010). PIF1 y otros PIF también reprimen la expresión de psy en las 

plántulas totalmente desetioladas, lo que sugiere que estos factores de transcripción 

regulan la biosíntesis de carotenoides a un nivel transcripcional a través de todo el ciclo de 

vida de la planta (Cazzonelli y Pogson, 2010).  

Otros factores de transcripción también participan en la regulación de la expresión de 

genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides, los cuales se describen a continuación: las 

desaturasas requieren de cofactores activos en el plastidio, las plastoquinonas oxidadas, 

funcionan como un cargador de electrón para la reacción de desaturación (Norris et al., 

1995). Además, una terminal oxidasa de plastidio (PTOX) funciona como segundo 

componente en la cadena redox para la desaturación (Carol y Kuntz, 2001). PTOX es un 

plastoquinol-O2 oxidorreductasa que regenera a la plastoquinona reducida formada durante 

la desaturación de PDS y ZDS (Josse et al., 2000). Sin embargo, datos recientes han 

demostrado que PTOX no es absolutamente requerido para la desaturación de los 

carotenoides en tejidos fotosintéticos, ya que estos emplean una ruta independiente de 

PTOX para la reoxidación del plastoquinol (Shahbazi et al., 2007). Un complejo dinucleótido 

nicotinamida adenina en forma reducida (NADH) de deshidrogenasa puede catalizar la 

reducción de plastoquinona ya que utiliza donadores de electrones solubles (Endo et al., 

2008). La posible coacción de PTOX y NADH permanece inexplorada.  

En la acción de algunas enzimas como PDS, ZDS Y CRTISO se requiere la 

presencia del dinucleótido flavina adenina (FAD), que funciona como co-factor en forma 

reducida, a pesar de que la reacción que cataliza, esta no parece estar involucrada en los 

cambios redox (Isaacson et al., 2002; Yu et al., 2011). Además, en la regulación de 

CRTISO también se requiere regulación epigenética por parte de una histona metil-

transferasa, del grupo 8 del dominio SET (SDG8), una enzima modificadora de la cromatina 

(Cazzonelli et al., 2009), de tal manera que si la expresión de esta enzima se ve afectada, 

la expresión de crtiso lo es también. 
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En Arabidopsis se ha identificado otro factor que actúa a nivel transcripcional, el 

AtRAP2.2, factor de transcripción que se une en cis en la región ATCTA, secuencia 

encontrada en los promotores de los genes psy y pds junto con el anillo proteico “seven in 

absentia of Arabidopsis 2” (SINAT2) que fue identificado como un interactor con el AtRAP.2. 

Sin embargo, la modulación de los niveles de AtRAP2.2 resulta solamente en pequeñas 

alteraciones en las raíces de Arabidopsis (Welsch et al., 2007). 

4.8. La Bixina como Pigmento del Achiote 

 

La bixina es un apocarotenoide monometil éster del ácido norbixin-dicarbonico que 

se encuentra en altas concentraciones en las semillas del achiote y representa del 80 al 

90% de sus colorantes totales (Leal y Michelangeli, 2010; Rivera-Madrid et al., 2006). Sin 

embargo, la presencia de bixina no se restringe solamente a las semillas, ya que se ha 

reportado en otros tejidos, particularmente en las células que rodean los tejidos vasculares 

y células epidermales (Rodríguez-Ávila, 2011a). 

La bixina tiene un grupo carboxílico libre y otro esterificado, los cuales le confieren 

funciones como ácido orgánico, proporcionando solubilidad y estabilidad a la molécula. Es 

soluble en aceites y grasas, además en solventes como el cloroformo, piridina, ácido 

acético glacial y propilenoglicol. Tiende a degradarse en presencia de luz y temperaturas 

altas; es resistente a ácidos, alcoholes y a la acción microbiana (Leal y Michelangeli, 2010). 

4.9. Biosíntesis de Bixina  

 

La bixina es un apocarotenoide derivado de cortes oxidativos de carotenoides. Se ha 

establecido y documentado una ruta de biosíntesis en un sistema de expresión heterólogo 

(Bouvier et al., 2003). Tres genes codifican las enzimas necesarias para sintetizar bixina a 

partir de licopeno: por el rompimiento por la  enzima licopeno dioxigenasa (BoLCD), la 

bixina aldehído deshidrogenasa (BoBADH) y la norbixina metiltransferasa (BoBMT). Sin 

embargo, se ha planteado que otras enzimas que se encargan de realizar cortes oxidativos 

(CCDs) en el licopeno están implicadas en la producción de bixina en achiote (Rodríguez-
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Ávila, 2011a). Por otro lado, estudios recientes sugieren que la producción de bixina puede 

tener lugar aún en ausencia o poca acumulación de licopeno, en donde una ruta alternativa 

de biosíntesis puede presentarse con ayuda de otros precursores y otras enzimas de la 

familia de las CCDs (Rivera-Madrid et al., 2013). 

Aunque la mayoría de los estudios se enfocan a las semillas del achiote, se ha 

demostrado la presencia de bixina en otros tejidos (Rodríguez-Ávila, 2011a) y que su 

concentración varía en cada estadio de desarrollo (Rodríguez-Ávila, 2011b; Carballo-Uicab, 

2013). Además, la cantidad de bixina puede ser acumulada en las semillas de manera 

diferente de acuerdo a la variante, teniendo diferencias en concentración desde 2% hasta 

6% (Rivera-Madrid et al., 2006). 

En cuanto a los genes que regulan la biosíntesis, existen estudios sobre la expresión 

de dxs, psy y pds en dos cultivares de Bixa orellana con acumulación contrastante de 

carotenoides, en donde se obtuvo que el gen dxs se expresa en todos los tejidos de manera 

constitutiva, mientras que pds y psy presentan expresión diferencial (Rodríguez-Ávila et al., 

2011b). La expresión de pds y psy es mayor en semilla inmadura, lo cual coincide con la 

gran acumulación de carotenoides en la semilla en ese estadio. Esto sugiere que pds y psy 

juegan un rol importante durante la acumulación de carotenoides y bixina en el desarrollo 

de la semilla (Rodríguez-Ávila et al., 2011b; Carballo-Uicab, 2013).  
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En Bixa orellana, algunos de los genes que participan en la ruta de biosíntesis de 

carotenoides han sido aislados y caracterizados a través de la generación del transcriptoma 

del achiote. Así, fue posible contar con las secuencias que tenían homología con los genes 

de la ruta en otras plantas. Aun si estos dos genes juegan un papel crucial para la 

biosíntesis de carotenoides y bixina, no se habían aislado ni caracterizado. Además, no 

existía información sobre sus niveles de expresión en el desarrollo de los tejidos de la 

planta. 

6. JUSTIFICACIÓN 

 

Los genes zds y crtiso participan en sitios regulatorios claves para la biosíntesis de 

carotenoides y su estudio y caracterización contribuirá a un mejor entendimiento de la 

biogénesis de los carotenoides y sus derivados como la bixina, con lo cual se aportará 

información importante al área biotecnológica en el cultivo del achiote.  

7. HIPOTESIS 

 

La expresión de los genes zds y crtiso está relacionada con el estadio de maduración 

y con el tipo de tejido. 
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8. OBJETIVOS 

8.1. Objetivo General 

 

Analizar el patrón de expresión de los genes zds y crtiso durante el desarrollo de 

tejidos fotosintéticos y no-fotosintéticos en Bixa orellana. 

8.2. Objetivos Específicos:  

  

1. Aislar las secuencias in silico de los genes zds y crtiso mediante amplificación y 

corroborarlas por clonación y secuenciación. 

 

2. Analizar los niveles de expresión de zds y crtiso durante el desarrollo de diferentes 

tejidos. 

 

 

3. Comparar los niveles de expresión de los genes zds y crtiso durante el desarrollo de 

diferentes tejidos de la planta. 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS  

9.1 Material Vegetal 

La colecta del material vegetal se realizó en una plantación de achiote localizada en 

Temozón Norte, Mérida, ubicado al noroeste del estado de Yucatán, México. 

Se recolectaron hojas, botones florales y semillas en diferentes estadios de 

maduración de una variante de Bixa orellana llamada “Guatemala”. Los órganos tomados 

se transfirieron a nitrógeno líquido para mejor conservación antes de su almacenamiento a -

80ºC. 

9.1.1. Caracterización de estadios de maduración 

Para seleccionar los estadios de maduración de la semilla inmadura, de los botones 

florales y de las hojas se tomó como referente el tamaño del fruto, el del botón, y el del 

foliolo, respectivamente.  

9.2 Aislamiento de los genes zds y crtiso y su corroboración en Bixa orellana 

9.2.1 Aislamiento in silico de los genes zds y crtiso 

Los genes zds y crtiso se aislaron a partir del transcriptoma de Bixa orellana, 

disponible en el laboratorio. Para esto, se usaron las secuencias de los genes ortólogos de 

zds y crtiso de Arabidopsis thaliana, Therobroma cacao y Vitis vinífera, entre otros, para 

identificarlos mediante una comparación con la herramienta “Basic Local Alignement 

Sequence Tool” (BLAST) en una base de datos elaborada en el laboratorio de trabajo. 

Una vez que se obtuvieron secuencias similares a las de los genes ortólogos, se 

armaron y editaron con el software llamado SeqMan para finalmente obtener los genes 

completos de zds y crtiso para Bixa orellana. 
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9.2.2. Amplificación y secuenciación de zds y crtiso 

9.2.2.1. Diseño de oligonucleótidos 

Para corroborar las secuencias ensambladas in silico fue necesario aislar los genes 

directamente de la planta. Para esto, se diseñaron cebadores para cada gen utilizando el 

software Primer3, de tal manera que los fragmentos que se obtuvieran mediante PCR 

contengan gran parte del gen y de esta forma, se tiene la máxima información posible sobre 

sus secuencias en la planta de interés. 

9.2.2.2. Aislamiento de RNA total 

Para aislar los genes zds y crtiso directamente de la planta, primero se obtuvo el 

ácido ribonucleico (RNA) total de semilla inmadura de Bixa orellana utilizando el sistema de 

Invitrogen® (Cat. No. 12183-018) “Pure-Link” Micro-to-Midi, Total RNA Purification System, 

modificado por Rodríguez-Ávila et. al. (2009); para garantizar la pureza del RNA fue 

sometido a una digestión con la enzima “DNase I Amp Grade” (Desoxyrribonuclease I, 

Amplification Grade) (Cat. No. 18068-018). La extracción se evaluó en concentración e 

integridad por espectrofotometría en NanoDrop y electroforesis en geles de agarosa al 1.2% 

Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X, teñido con Bromuro de Etidio. 

9.2.2.3. Síntesis de cDNA 

Una vez que se obtuvo el RNA, se realizó la síntesis de la cadena complementaria 

de ADN (cDNA) mediante una reacción de transcripción inversa usando la enzima 

“SuperScript III First-Strand” para RT-PCR de un kit (Invitrogen, Cat. No. 18080-093) y 

hexámeros al azar como iniciadores. Para este procedimiento se siguió el protocolo 

proporcionado por el proveedor, optimizado por Rodríguez-Ávila et al. (2009) y se evaluó en 

un gel de agarosa 1% con amortiguador TAE 1X, teñido con Bromuro de Etidio.  
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9.2.2.4. Amplificación de fragmentos de zds y crtiso 

Los genes zds y crtiso fueron amplificados a través de una PCR punto final mediante 

los oligonucleótidos diseñados a partir de las secuencias in sillico de cada gen: zdsF1, 

zdsR1, zdsF2, zdsR2 para el gen zds y crtisoF1, crtisoR1, crtisoF2 y crtisoR2 para el gen 

crtiso. Se probaron diferentes combinaciones de los oligonucleótidos en reacciones de PCR 

de 15 μl con las condiciones de reacción señaladas en el cuadro 1. Las condiciones de 

programa de PCR utilizado se muestran en el cuadro 2. Se probaron diferentes 

temperaturas de alineamiento hasta obtener fragmentos que abarcaran la mayoría de cada 

uno de los genes, de acuerdo a los oligonucleótidos cebadores diseñados. Las PCRs 

fueron evaluadas en un gel de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. 

Cuadro 1. Reactivos necesarios para cada reacción y las cantidades requeridas para la obtención de cada 

uno de los fragmentos dados por las combinaciones de cebadores exitosas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Condiciones de programa en termociclador para la reacción de PCR. La condición variable entre 

las combinaciones de cebadores fue la temperatura de alineamiento. 

PASO TEMPERATURA TIEMPO No. DE CICLOS 

1 95ºC 4:00 min 1 
2 95ºC 0:30 min 35 

Tmº 0:30 min 
72ºC 2:00 min 

3 72ºC 5:00 min 1 
4ºC ∞ 

 

REACTIVO CANTIDAD  (µl) 

H2O bidestilada estéril 8.58 

Buffer 10X (MgCl2) 1.5 

G-C Rich 1.5 

DNTPs 0.3 

Cebador Directo 1 

Cebador Reverso 1 

Taq Polimerasa 

FastStart® 

0.12 

cDNA 1 
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9.2.2.5. Clonación de fragmentos de zds y crtiso 

Para poder obtener la mayor información en cuanto a las secuencias de nucleótidos 

de los fragmentos obtenidos en las diferentes combinaciones de oligonucleótidos fue 

necesario clonarlos; para esto, se purificaron con ayuda del High Pure PCR Product 

Purification Kit (Roche) y se clonaron en el plásmido pGEM-T Easy Vector (Promega) 

(Ligación de inserto: 3 µl de inserto producto de PCR, 1 µl de DNA ligase T4, 1 µl de vector 

y 5 µl de amortiguador 2X) mediante la transformación de células competentes de la cepa 

de E. coli DH5α por  choque térmico. Las células se sembraron en condiciones asépticas en 

medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina (100 mg/mL) con  40 µl de 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-β-D-galactopyranoside (X-gal) (20 mg/mL) y 4 µl de Isopropil-beta-D-

thiogalactopiranósido (IPTG) (200 mg/mL) y se incubaron a 37ºC durante 12 horas. El X-gal 

en conjunto con el IPTG es usado para detectar la actividad de β-galactosidasa para 

diferenciar las bacterias recombinantes de las no-recombinantes en experimentos de 

clonación con vectores que contienen el gen lacZ, el cual se encuentra en el vector pGEM-T 

Easy Vector. Dicha actividad se vio reflejada en que las colonias transformadas que tenían 

el inserto del fragmento de zds o crtiso fueron de un color blanco y las que no tenían el 

inserto presentaban un color azul, dado por la transcripción del gen lacZ. 

9.2.2.6. Aislamiento de DNA plasmídico y corte con enzimas de restricción 

 

Para la corroboración de la presencia de los fragmentos  de los genes zds y crtiso en 

el plásmido de las bacterias, se tomó parte de la colonia blanca de bacterias con ayuda de 

un palillo estéril, el cual se transfirió a un tubo con medio LB líquido con ampicilina (100 

mg/ml), posteriormente fue incubado a 37ºC por 12 horas. El resto de la colonia blanca se 

aisló de dos formas: Una parte se sembró en medio LB semisólido con ampicilina y otra 

parte en medio LB líquido con ampicilina, las dos se incubaron a 37ºC por 12 horas y se 

guardaron a 4ºC y -80ºC, respectivamente, para tener el plásmido en las cepas vivas para 

un posterior uso. El mismo procedimiento se utilizó por lo menos para una colonia blanca 

que se sospechaba tener el fragmento.  Al cultivo que se hizo con la primera parte de la 

colonia se le hizo una minipreparación con el kit de miniprep (QUIAGEN) para la obtención 
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del DNA plasmídico. A los plásmidos aislados se les hizo una digestión con la enzima 

EcoRI, la cual corta en los sitios de inserción del fragmento al plasmido. La enzima EcoRI 

corta en todos los sitios de reconocimiento, por lo que se analizaron los genes zds y crtiso 

en el sitio web llamado “RestrictionMapper”, para definir si existían sitios de corte para la 

enzima y dónde se ubicaba cada sitio de corte. Cada una de las digestiones fue evaluada 

en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. 

 

9.2.2.7. Secuenciación y análisis de secuencia de fragmentos de zds y crtiso 

 

Los plásmidos que presentaron un patrón de bandeo que coincidía con el tamaño de 

cada gen y con los sitios de restricción de EcoRI se enviaron a secuenciar al Clemson 

University Genomics Institute (CUGI) en condiciones establecidas por esta institución [50 ng 

de plásmido en 2.5 µl de H2O dd + 0.5 µl de oligonucleótido T7 y SP6 (2 picomol)]. Las 

secuencias resultantes se compararon en la herramienta BLAST para ver homologías con 

otras secuencias de zds y crtiso en otras plantas. Las secuencias se editaron en el software 

EditSeq y se alinearon en el software MegAlign para encontrar las similitudes y diferencias 

con la secuencia in silico correspondiente. 

  

9.3. Diseño de cebadores para la qPCR 

 

La corroboración de las secuencias in silico fue un paso que permitió hacer el diseño 

de cebadores confiables para su análisis en tiempo real. El diseño de cebadores se realizó 

con la herramienta Primer-BLAST, de tal manera que cada par de oligonucleótidos obtenga 

amplicones de 100-150 pb. 
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9.4. Expresión de zds y crtiso a través del desarrollo de diferentes tejidos de la planta 

9.4.1. Aislamiento de RNA total y síntesis de cDNA 

Para analizar la expresión de los genes zds y crtiso a través del desarrollo de la hoja, 

semilla y botón floral de Bixa orellana, se hizo una extracción del RNA total de los diferentes 

tejidos de la planta (hojas, botones y semillas en diferentes estadios de desarrollo) del 

material colectado de la variante “Guatemala” mediante la misma técnica de extracción 

utilizada en el punto 9.2.2.2. Una vez obtenido el RNA total de cada estadio de desarrollo 

de los tejidos, se procedió a la síntesis de cDNA de cada uno de ellos mediante técnica 

utilizada en el punto 9.2.2.3. 

9.4.2. Amplificación  

Para identificar la presencia de los transcritos en los diferentes estadios de 

maduración de cada tejido, y al mismo tiempo establecer las condiciones óptimas para la 

amplificación de los genes, se hicieron varias reacciones de PCR (Tablas 1 y 2) para cada 

cDNA obtenido del RNA total de los diferentes tejidos con los cebadores diseñados para el 

análisis en tiempo real; se utilizó como control positivo la amplificación del gen constitutivo 

18S rRNA. Las amplificaciones se evaluaron en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con 

Bromuro de Etidio. 

9.4.3. Análisis del nivel de expresión de zds y crtiso a través del desarrollo de 

diferentes tejidos por qPCR 

Las condiciones de PCR punto final obtenidas fueron utilizadas para la qPCR de 

cada gen en los estadios de maduración en los diferentes tejidos del achiote. Como control 

positivo y gen de referencia de cada estadio de maduración se amplificó el gen 18S de 

rRNA. Cada reacción se realizó por triplicado, casi con las mismas condiciones que las 

reacciones de PCR punto final, con la única excepción de que a cada reacción se le 

adicionó 1 μl de SYBR® Green. Las condiciones de qPCR fueron las siguientes: paso 1 

(1X) 95ºC por 4 minutos; paso 2: (35X) 95ºC por 30 segundos, temperatura de alineamiento 

por 30 segundos y 72ºC por 2 minutos; para la recopilación de datos en tiempo real: paso 3: 
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1X 65ºC por 0.05 segundos. Los datos que el termociclador proporcionó fueron tomados y 

trasladados a Excel para poder hacer la representación gráfica de lo que sucede en cada 

tejido, es decir, analizar la acumulación de mensajeros en cada estadio de maduración de 

cada órgano 

9.4.3.1. Análisis e interpretación de datos de la qPCR 

Se calcularon los promedios de las tres amplificaciones de cada gen por cada 

estadio de maduración que está dado por el número fraccional de ciclos (Ct) de cada 

amplificación, con relación al valor que tiene la amplificación del gen constitutivo 18S y se 

representó en gráficas de barras representativas de la expresión de cada gen analizado en 

cada estadio de maduración de cada órgano estudiado, señalando el error estándar de 

cada grupo de datos.  

Además, a cada grupo de datos se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía para poder determinar si las diferencias entre un grupo de datos y otro son 

significativas. También se les aplicó la prueba post hoc de Tukey para hacer 

agrupamientos, de tal manera que al final se obtuvieron una serie de gráficas que 

representan la expresión de cada gen en el proceso de maduración de los tres tejidos y se 

señala si las diferencias de expresión entre un estadio y otro son significativas.  
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10. RESULTADOS 

10.1. Material Vegetal 

Se colectaron estructuras vegetales de la variante “Guatemala” de una plantación de 

achiote en Temozón; esta variante presenta características de variantes de flor morada 

(Rivera-Madrid et al., 2006). En la figura 4 se muestran las estructuras que caracterizan a 

esta variante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 4. Estructuras recolectadas en la plantación de Bixa orellana. A: Botones florales y flores de la 

variante Guatemala en diferentes estadios de maduración. B: Hojas de achiote en diferentes estadios de 

maduración C: Frutos de achiote en diferentes estadios de maduración. D: Fruto maduro de achiote con un 

corte longitudinal radial en donde se pueden apreciar sus semillas en estadio maduro. 

 

A B 

D C 

A 

D C 

B 
B 
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10.1.1. Caracterización de estadios de maduración 

Se colectaron diferentes estadios de hojas, botones florales y semillas. Los estadios 

de maduración fueron determinados por el tamaño del órgano, de tal manera que  los 

estadios más pequeños se consideraron como los más inmaduros y los más grandes, como 

los más maduros; con excepción del estadio uno del botón floral en donde fue fácil 

reconocer un estadio menos maduro aunque la estructura es mayor que la del estadio dos. 

En la figura 5 se pueden apreciar los tamaños de cada estadio de maduración de los tres 

tejidos colectados, en orden de desarrollo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estadios de maduración de diferentes tejidos de Bixa orellana. A: Estadios de maduración de hoja 

(H1-H8). B: Estadios de maduración de botón floral (B1-B5). C: Estadios de maduración de fruto (S1-S5), de 

los cuales se obtuvo cada uno de los cinco estadios de la semilla. 

  B1           B2              B3                  B4                    B5 

B 

H1  H2  H3   H4      H5          H6              H7               H8 

A 

S1      S2           S3           S4               S5 

C 
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10.2. Aislamiento de los genes zds y crtiso y su corroboración en Bixa orellana 

10.2.1 Aislamiento in silico de los genes zds y crtiso 

Los genes zds y crtiso fueron aislados a partir del transcriptoma con ayuda de 

secuencias de los genes ortólogos de Arabidopsis thaliana, Theobroma cacao y Vitis 

vinífera. 

10.2.1.1. zds 

Se encontró que el gen zds, con una sola copia en Bixa orellana, tiene una 

configuración de 2,462 pb con regiones no codificantes  (UTR) de 486 pb y 274 pb en 5´ y 

3´, respectivamente (Fig. 6); este gen codifica una proteína de 566 aminoácidos y presenta 

una gran similitud con las proteínas codificadas por los genes ortólogos que se utilizaron 

para hacer su construcción. Además, la proteína presenta el dominio FAD GxGxxG en 

próximo al extremo amino terminal (Fig. 7). 

 

 

Figura 6. Representación gráfica del gen zds construido. El color violeta representa la región codificante. 

Además se indica la localización de los cebadores diseñados para la corroboración.  

 

 

zds 

5’ 3’ 
UTR UTR 
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zdsF2 zdsF1 
zdsR1 zdsR2 
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Figura 7. Alineamiento pareado global de ZDS en Bixa orellana, Theobroma cacao, Vitis vinífera y Arabidopsis 

thaliana con el programa ClustalW. Dentro del cuadro de color rojo se encuentra el dominio conservado FAD 

GxGxxG en el extremo amino terminal. 
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10.2.1.2. crtiso 

Para el gen crtiso se encontraron dos copias que corresponden a los genes crtiso1 y 

crtiso2, con dominios FAD GxGxxG próximos al extremo amino terminal. 

El gen crtiso1 tiene una configuración de 2,034 pb, con UTR de 113 pb y 115 pb en 

5´ y 3´, respectivamente (Fig. 8); codifica una proteína de 601 aminoácidos, la cual presenta 

una gran similitud con las de los genes ortólogos utilizados para su construcción. En la 

figura 9 se puede observar el alineamiento de las secuencias aminoacídicas y se pueden 

apreciar sus grandes similitudes. 

 

 

 

Figura 8. Representación gráfica del gen crtiso1. En color azul se señala la región codificante y al exterior de 

ella se encuentra la no codificante. Además se señala la localización de los cebadores diseñados para la 

corroboración.  
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Figura 9. Alineamiento pareado global de CRTISO1 en Bixa orellana, Vitis vinífera, Theobroma cacao y 

Arabidopsis thaliana con el programa ClustalW. Dentro del cuadro rojo se puede observar la secuencia 

conservada o el dominio FAD GxGxxG en el extremo de la amino terminal. 
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El gen crtiso2 se encontró con una configuración de 2,047 pb, con regiones no 

codificadas de 120 pb y 65 pb en 5´ y 3´, respectivamente (Fig. 10); el gen crtiso2 codifica 

una proteína de 638 aminoácidos que presenta una gran similitud con la proteína que 

codifican los genes ortólogos utilizados para su construcción; en la figura 11 se muestran 

las similitudes con las secuencias de aminoácidos de los genes ortólogos. 

 

 

 

Figura 10. Representación gráfica del gen crtiso2. En azul se representa la región codificante y al exterior de 

ella se encuentra la no-codificante. Además, se señala la localización de los cebadores diseñados para su 

corroboración. 
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Figura 

11. Alineamiento pareado global de CRTISO2 en Bixa orellana, Vitis vinífera, Theobroma cacao y Arabidopsis 

thaliana con el programa ClustalW. Dentro del cuadro rojo se puede apreciar el dominio conservado FAD 

GxGxxG en el extremo de la  amino terminal. 

10.2.2. Corroboración de secuencias de zds y crtiso 

10.2.2.1. Diseño de cebadores 

 

Los oligonucleótidos diseñados abarcan tanto la región codificante del gen como la 

no codificante, para así hacer una corroboración más certera. En el cuadro 3 se muestra la 

secuencia, nombre dado y localización de cada cebador diseñado en el gen 
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correspondiente. Asimismo en las figuras 6, 8 y 10 se ilustraron sus localizaciones o el sitio 

de unión en el gen. 

 

Cuadro 3. Oligonucleótidos diseñados a partir de las secuencias in silico de los genes zds y crtiso. Además se 

muestra su localización de inicio y término en la secuencia. 

Nombre Gen que 
amplifica 

Secuencia (5´-3´) Inicia (nt) Termina (nt) 

zdsF1 Zds TGTTCTGCAACACCACCAGT 346 365 
zdsR1 zds TGGCCTTGGTTCAGTAGCTC 1943 1924 
zdsF2 zds ACATTCCTTGTCCTCCTGCT 10 29 
zdsR2 zds CCCCCTAGGATCTCGCTCTA 2162 2143 
CRTISOF1 crtiso1 AGGAATTGGAGGGCTCGTTG 354 373 
CRTISOR1 crtiso1 CAGGAGCCAACGACAGATCA 1426 1407 
CRTISOF2 crtiso1 CTCCGAACGGTTGCCACTTT 4 23 
CRTISOR2 crtiso1 TCCAACTGATGTTCATGCCAATG 1899 1877 
crtisoF1 crtiso2 AAAAGCCAAATCACCAGTGC 344 363 
crtisoR1 crtiso2 TGGGACCTAAGGGAGCTTTT 1429 1410 
crtisoF2 crtiso2 TCAGCTGAAGGGCAATCTTT 121 140 
crtisoR2 crtiso2 ACGAGTCCTCCTCCTCCAAT 2002 1983 
 
 

10.2.2.2. Obtención de RNA total 

 
Se obtuvo el RNA total de cuatro muestras de semilla inmadura de Bixa orellana. Las 

muestras extraídas tenían buena calidad como se puede observar en la Figura 12, donde 

se pueden apreciar claramente las bandas de los rRNA 23S y 16S sin degradación 

significativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Bandas obtenidas al correr la extracción de RNA en un gel de agarosa 1.2% TAE 1X, teñido con 

Bromuro de Etidio. En los carriles marcados 1-4 se encuentra cada una de las muestras extraídas. 

 

Además, cada una de las muestras fue cuantificada por espectrofotometría en 

NanoDrop, con el que se determinó la concentración y pureza de cada muestra. Así, cada 

una de las muestras mostró ser integra y de buena calidad ya que la relación 260/280 

estaba por encima de 1.8 (Cuadro 4). 

 1    2     3    4 

28S 

16S 
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Cuadro 4. Valores obtenidos por la medición de cada una de las cuatro muestras extraídas de RNA total de 

semilla inmadura, donde se señala la concentración (ng/µl) y su relación 260/280. 

 

 

 

 

10.2.2.3. Síntesis de cDNA 

 

El ADN complementario (cDNA) del RNA total fue obtenido a partir de 

aproximadamente 100 ng de las muestras tres y cuatro, ya que en estas se observó una 

mayor concentración y pureza del RNA (Cuadro 4). En la figura 13 se puede observar el 

cDNA sintetizado con una buena calidad, ya que presenta el barrido característico en un gel 

de agarosa. 

 

 

 

 

 

Figura 13. Muestras de cDNA sintetizado luego de ser corridas en un gel de agarosa 1% TAE 1X teñido con 

Bromuro de Etidio. En el primer pozo se muestra el marcador molecular 1 Kb Plus (MM) y los pozos marcados 

con los números 3 y 4 representan las muestras de RNA de donde se obtuvo el cDNA que se corrió en el gel. 

10.2.2.4 Amplificación de fragmentos de zds y crtiso 

Para la obtención de los fragmentos de los genes zds y crtiso se hicieron varias 

combinaciones con los oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia in silico de cada 

gen. Cada una de estas fue expuesta a diferentes condiciones de reacción, de temperatura 

MUESTRA CONCENTRACIÓN 
(ng/µl) 

RELACIÓN 
260/280 

1 25,8 2,1 
2 31,5 2,07 
3 32,4 1,99 
4 32,1 1,92 

MM  3    4 
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de alineamiento y de programa de PCR. Como resultado se obtuvo que algunas 

combinaciones amplificaron exitosamente (Cuadro 5). 

Cuadro 5. Características de cada una de las combinaciones de oligonucleótidos empleadas para amplificar 

los fragmentos de los genes zds  y crtiso, 

 

Así, con las combinaciones realizadas se logró amplificar fragmentos que abarcan 

fracciones de los tres genes delimitadas por los cebadores señalados. En las figuras 14 y 

15 se pueden observar las bandas correspondientes al tamaño de fragmentos deseados. 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Amplicones de los fragmentos zds1 (A) y zds2 (B) (Ver Cuadro 5) corridos en un gel de agarosa 

1% teñido con Bromuro de Etidio. MM representa al marcador molecular 1 Kb Plus. 

 

COMBINACIÓN DE 

OLIGONUCLEÒTIDOS 

GEN NOMBRE DE 

FRAGMENTO 

Tm(ºC) TAMAÑO 

ESPERADO (pb) 

zdsF1-R1 zds zds1 63 1,598 

zdsF2-R2 zds zds2 59 2,152 

CRTISOF1-R1 crtiso1 CRTISO1 62 1,053 

CRTISOF1-R2 ctiso1 CRTISO1-2 62 1,545 

CRTISOF2-R1 crtiso1 CRTISO2-1 62 1,422 

crtisoF1-R1 crtiso2 crtiso1-1 58.6 1,085 

crtisoF1-R2 crtiso2 crtiso1-2 58 1,658  

crtisoF2-R1 crtiso2 crtiso 2-1 58 1,308  

MM       A          B 

zds 

1,558 pb 
2,152 pb 
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Figura 15. Amplicones de los fragmentos izq: A (CRTISO1), B (CRTISO1-2) y C (CRTISO2-1) y der: A 

(crtiso1), B (crtiso1-2) y C (crtiso2-1) en un gel de agarosa 1%, teñidos con Bromuro de Etidio, con marcador 

de peso molecular (MM) 1 Kb Plus.  

10.2.2.5. Clonación de fragmentos de zds y crtiso 

Cada uno de los fragmentos de PCR obtenidos de cada una de las combinaciones 

exitosas fue clonado en el plásmido pGEM. Al final se logró obtener por lo menos dos 

colonias de color blanco para cada inserto. 

10.2.2.6. Obtención de DNA plasmídico y corte con enzimas de restricción 

 

Para corroborar la presencia de cada uno de los fragmentos de los genes zds y crtiso 

en las colonias que presentaron color blanco, se aislaron dos colonias por cada inserto y se 

les hizo la minipreparación para obtener el DNA plasmídico, de tal manera que al final se 

obtuvieron dos plásmidos por cada inserto. 

 

Cada uno de los plásmidos se cortó con la enzima EcoRI, la cual solamente encontró sitios 

de corte para los genes crtiso (crtiso1 y crtiso2); estos sitios de corte se encontraron en las 

posiciones 1,019 para crtiso1 y en 569, 596 y 1320 para crtiso2. Al analizar cada inserto y 

sus sitios de corte, se estableció un patrón con tamaño de bandas esperadas para cada 

inserto (Cuadro 6), y al correr en un gel de agarosa, se comprobó que la mayoría de los 

crtiso1 

MM     A       B        C 

1,545 pb 
pb 

1,422 pb 
1,053 pb 

crtiso2 

 MM   A       B      C 

1,308 pb 
1,085 pb 

1,658 pb 
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insertos coincidieron en patrón de bandas de tamaño esperado, de acuerdo a sus sitios de 

corte (Fig. 16, 17 y 18). 

 

Cuadro 6. Sitios de restricción, número de fragmentos y predicción de tamaños de cada inserto (Ver Cuadro 

5) al cortar con EcoRI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Bandas obtenidas de los plásmidos con los insertos zds1 y zds2 luego de ser cortados con EcoRI y 

corridos en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. En ambos geles se puede apreciar 

la banda que representa al plásmido (3,000 pb) y una banda adicional en cada inserto, que representa el 

tamaño del inserto ligado (Ver Cuadro 6). 

 

 

INSERTO Sitios de 

reconocimiento (pb) 

para EcoRI 

Fragmentos esperados 

(nt) 

Tamaño de 

fragmentos 

esperados (pb) 

zds1 No tiene 346-1943 1,598 

zds2 No tiene 10-2162 2,152 

CRTISO1 1,019 354-1019; 1019-1426 665 y 407 

CRTISO2 1,019 4-1019; 1019-1899 1,015 y 880 

CRTISO1-2 1,019 354-1019; 1019-1899 880 y 665 

CRTISO2-1 1,019 4-1019; 1019-1426 1,015 y 407 

crtiso1 893 344-893; 893-1429 549 y 536 

crtiso1-2 893; 1,617; 1644 344-893; 893-1617; 1617-

1644; 1644-2002 

549 y 724 

crtiso2-1 893 121-898; 893-1429 777 y 563 

zds1 

MM    A     B 

3,000 pb 
1,558 pb 

zds2 

MM A   B 

3,000 pb 
2,152 pb 
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Figura 17. Bandas obtenidas de los plásmidos con los insertos CRTISO1, CRTISO1-2 y CRTISO2-1 al ser 

cortados con la enzima EcoRI; corridos en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. En 

los tres geles se puede apreciar la banda que representa el tamaño del plásmido (3,000 pb) y el patrón de 

bandas que corresponde con el esperado de acuerdo a los sitios de corte de EcoRI (Ver Cuadro 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Bandas obtenidas de los plásmidos con los insertos crtiso1, crtiso1-2 y crtiso2-1 luego de ser 

cortados con la enzima EcoRI; corridos en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. En 

los tres geles se puede apreciar la banda que representa el tamaño del plásmido (3,000 pb) y el patrón de 

bandas que corresponde con el esperado de acuerdo a los sitios de corte de EcoRI (Ver Cuadro 6). 

10.2.2.7. Secuenciación y análisis de secuencia de fragmentos de zds y crtiso 

 

Los plásmidos que presentaron el patrón de bandeo con el tamaño de bandas 

esperadas se enviaron a secuenciar y al cabo de unos días se obtuvieron sus secuencias. 

Al comparar en BLAST las secuencias obtenidas se comprobó que algunas de las 

secuencias eran parte de los genes zds y crtiso de genes ortólogos, mientras que otros 

plásmidos no presentaron secuencia conocida. Al editar y alinear en el programa MegAlign 
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se encontraron similitudes entre secuencias para cada gen, presentando un porcentaje de 

identidad mayor al 95% con la secuencia in silico (Cuadro 7). 

 

Cuadro 7. Porcentaje de identidad de cada fragmento del gen secuenciado comparado con la secuencia 

obtenida in silico. 

PLASMIDO INSERTO GEN SECUENCIA 

PRESENTE 

IDENTIDAD CON 

SECUENCIA IN SILICO 

1 zds1 zds - - 

2 zds1 zds - - 

3 zds2 zds + 98% 

4 zds2 zds + 98% 

5 CRTISO1 crtiso1 + 99% 

6 CRTISO1 crtiso1 - - 

7 CRTISO1-2 crtiso1 - - 

8 CRTISO1-2 crtiso1 + 99% 

9 CRTISO2-1 crtiso1 + 99% 

10 CRTISO2-1 crtiso1 + 99% 

11 crtiso1 crtiso2 - - 

12 crtiso1 crtiso2 + 99% 

13 crtiso1-2 crtiso2 + 96% 

14 crtiso1-2 crtiso2 + 98% 

15 crtiso2-1 crtiso2 + 97% 

16 crtiso2-1 crtiso2 + 96% 

 

10.3. Diseño de cebadores para análisis en tiempo real 

 

Al corroborar la secuencia in silico y comprobar que es la presente en la planta para cada 

uno de los genes, fue posible diseñar los cebadores confiables que amplificaran fragmentos 

de 100-150 pb. En el cuadro 8 se muestran los cebadores diseñados para cada gen. 

Cuadro 8. Oligonucleótidos diseñados para el análisis en tiempo real. Se presenta el sitio de inicio y 

terminación en el gen corroborado. 
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10.4. Expresión de zds y crtiso a través del desarrollo de diferentes tejidos de la 

planta 

 

 

 

10.4.1. Aislamiento de RNA total 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Bandas obtenidas de las extracciones de RNA total de los diferentes estadios de la semilla, hoja y 

botón floral corridas en un gel de agarosa 1.2% TAE 1X, teñido con Bromuro de Etidio. Los pozos marcados 

con S1-S5 representan las semillas de los estadios uno al cinco; los B1-B5, los estadios de maduración del 

botón floral y H1-H8, los estadios de la hoja del uno al ocho. 

Se obtuvo el RNA total de todos los estadios de maduración de los tejidos 

colectados; cinco estadios de semilla, cinco de botón floral y ocho de hoja. Las muestras 

extraídas tenían buena calidad como se puede observar en la figura 19, ya que se puede 

apreciar claramente la presencia de las bandas de los RNAs ribosomales 23S y 16S sin 

degradación significativa. 

 

Nombre Gen que 
amplifica 

Secuencia (5´-3´) Inicia (nt) Termina (nt) 

zdF1 Zds CCACCTCGTGTCCTTGATCC 1726 1745 
zdR1 Zds ATGCTCCGAAGGGGTTGTTT 1857 1838 
zdF2 Zds CACCAATGCTACCCCCTCTG 1522 1541 
zdR2 Zds TGCACGTTTTCTTCGGATGC 1644 1625 

CRTF1 crtiso1 TCCCAGGGCTCAAATCATCCA 1559 1579 
CRTR1 crtiso1 AAGCCTCTCGGAGTGTTGCG 1679 1660 
CRTF2 crtiso1 ACGCAGTTACACAGGACTCAGC 46 67 
CRTR2 crtiso1 GCACGAACCTGGTCTCCACA 154 135 
crtF1 crtiso2 CAGTCGCCCTCCAAACTTCT 1169 1188 
crtR1 crtiso2 TTGCGGAATGGTACAAGCCA 1271 1256 
crtF2 crtiso2 GCATGGAACTGACTCACCCA 1706 1725 
crtR2 crtiso2 TTGACTCTGGGCCGTCTTTG 1806 1781 

            S1   S2   S3   S4   S5    B1   B2   B3   B4   B5   H1  H2   H3   H4  H5   H6   H7   H8 

28S 

16S 
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Cada una de las muestras fue cuantificada por espectrofotometría en NanoDrop, con 

el que se midió la concentración y pureza de cada muestra. Así, cada una de las muestras 

mostró ser integra y de buena calidad ya que la relación 260/280 estaba por encima de 1.8 

(Cuadro 9). Además, dicha concentración coincide con la observada en el gel de agarosa 

(Fig. 19), donde los más concentrados tienen bandas más intensas y los menos 

concentrados tienen bandas más tenues. 

Cuadro 9. Valores obtenidos de la medición de concentración y pureza de las muestras extraídas. S1-S5, 

representan las extracciones de la semilla del estadio uno al cinco. B1-B5, representan las extracciones de los 

botones florales del estadio uno al cinco. H1-H8, representan las extracciones de las hojas del estadio uno al 

ocho. 

Muestra Concentración 

(ng/µl) 

Relación 280/260 

S1 69.8 2.10 

S2 27.0 2.08 

S3 58.3 2.16 

S4 74.4 2.12 

S5 31.7 2.22 

B1 59.9 2.07 

B2 31.3 2.12 

B3 20.0 1.99 

B4 31.6 2.02 

B5 19.6 1.92 

H1 26.6 2.2 

H2 65.1 2.09 

H3 24.4 2.07 

H4 43.7 2.09 

H5 33.0 2.06 

H6 26.9 2.09 

H7 37.0 2.05 

H8 17.9 2.10 
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10.4.2. Síntesis de cDNA 

El cDNA fue obtenido a partir de 200 ng del RNA de cada tejido. En la figura 20 se 

puede observar el cDNA sintetizado con una buena calidad, ya que presenta el barrido 

característico. 

 

 

 

 

 

Figura 20. Barridos característicos del cDNA corrido en un gel de agarosa 1% TAE 1X, teñido con Bromuro de 

Etidio. S1-S5, representan los cDNA obtenidos de los estadios de la semilla del uno al cinco. B1-B5, 

representan los cDNA obtenidos de los estadios de los botones florales del uno al cinco. H1-H8, representan 

los cDNA obtenidos de los estadios de maduración de la hoja del uno al ocho. El marcador molecular (MM) es 

1Kb Plus. 

10.4.3. Amplificación  

Los genes zds y crtiso fueron amplificados en cada estadio de maduración de los tres 

diferentes tejidos por PCR punto final con los cebadores diseñados especialmente para 

medir la expresión en tiempo real. Estas amplificaciones fueron dadas en reacciones de 

PCR de 15 µl (Ver Cuadro 1) utilizando los cebadores: zdF1-zdR1 para el gen zds; CRTF1-

CRTR1 para el gen crtiso1; y crtF1-crtR1 para el gen crtiso2 (Ver Cuadro 8); con una 

temperatura de alineamiento de 68ºC para zds; 62ºC para crtiso1 y 66ºC para crtiso2. En la 

figura 21 se puede apreciar que los tres genes se encuentran en todos los estadios de 

maduración de los tres tipos de tejido. Además, se muestra el control positivo con el gen 

constitutivo 18S para cada estadio de maduración de los tejidos. 

 

MM    S1     S2     S3      S4      S5     B1     B2     B3     B4     B5     H1     H2     H3     H4     H5     H6     H7     H8 
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                    A: 

 

 

 

 

                 B: 

 

 

 

 

                C: 

 

 

 

 

Figura 21. Bandas de los amplicones correspondientes a cada gen y estadio de maduración de los tres 

diferentes tejidos; corridos en geles de agarosa 1% TAE 1X, teñidos con Bromuro de Etidio. A: Amplicones de 

los tres genes en cada estadio de desarrollo de la semilla B: Amplicones de los tres genes en cada estadio de 

desarrollo del botón floral C: Amplicones de los tres genes en cada estadio de desarrollo de la hoja. 
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10.5. Análisis del nivel de expresión de zds y crtiso en diferentes tejidos 

Una vez que se tuvieron las condiciones de amplificación para cada gen. Se procedió 

a hacer la medición en tiempo real por qPCR. Cada una de las reacciones se hizo tres 

veces para cada estadio de maduración de cada tejido por cada gen analizado. Los datos 

obtenidos se trasladaron a Excel para hacer los cálculos correspondientes. 

10.5.1. Análisis e interpretación de datos de la qPCR 

Los datos obtenidos por el cálculo de la relación entre los Ct del gen analizado con 

los del gen constitutivo 18S se presentan en gráficas de barras que representan la 

expresión o los niveles de expresión de cada estadio de maduración, de acuerdo al tejido y 

gen analizado (Figuras 22-37). 
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10.5.2. Análisis de la expresión del gen zds 

El gen zds se expresa de manera diferencial de acuerdo al tejido en el que se 

encuentra. En la figura 22 se muestra la gráfica que representa los niveles de expresión 

relativa del gen zds en todos los estadios de maduración de los tres tejidos analizados 

(botón floral, semilla y hoja). Se puede apreciar que el gen zds se expresa mayormente en 

las semillas; y aunque en los botones florales y hojas se expresa también, sus proporciones 

se muestran menores a la expresión en semilla. 

 

Figura 22. Gráfica de expresión relativa del gen zds en todos los tejidos analizados. 
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Si se analizan los tejidos por separado y además se les aplica pruebas estadísticas, 

se pueden apreciar mejor sus patrones de expresión durante su maduración. Así, durante el 

proceso de maduración de las semillas, la expresión del gen zds es mayor en el estadio dos 

(S2). En la figura 23 se puede apreciar el patrón de expresión del gen zds conforme la 

semilla va madurando. La expresión de zds al inicio, cuando la semilla es muy pequeña 

(S1), es muy bajo; pero luego la expresión se dispara significativamente en el estadio dos 

(S2); a partir de ahí, la expresión de zds no presenta cambios significativos hasta el estadio 

más maduro (S5). 

 

Figura 23. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds durante la maduración de la semilla. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

En el botón floral, el gen zds presenta variaciones en su expresión que se pueden 

apreciar en la figura 24. Se observa que comienza con una expresión medianamente baja, 

cuando el botón es nuevo (B1); aumenta un poco (B2), luego vuelve a disminuir en su 

estadio intermedio (B3); en un estadio un poco más maduro y grande vuelve a aumentar la 

expresión (B4), alcanzando su pico máximo y finalmente su expresión disminuye 

significativamente en el estadio cinco (B5), en el que incluso llega a expresarse mucho 

menos que al inicio. 
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Figura 24. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds durante la maduración del botón floral. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

En el proceso de maduración de la hoja se encontró un patrón que se puede 

observar en la figura 25. A pesar de las pequeñas variaciones en la expresión de zds en los 

estadios más jóvenes de la hoja, estos datos no son significativos estadísticamente y se 

considera que el gen se expresa igual desde el estadio uno (H1) hasta el estadio siete (H7). 

En el estadio ocho (H8) es donde se puede observar un aumento significativo en su 

expresión. 

 

Figura 25. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds durante la maduración de la hoja. Las 

barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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10.5.3. Análisis de la expresión del gen crtiso1 

El gen crtiso1 se encontró expresado de manera diferencial de acuerdo al tejido en el 

que se presenta. En la figura 26 se puede apreciar claramente que su mayor expresión se 

encuentra en el estadio ocho (H8) de la hoja; aunque en el proceso de maduración de la 

semilla también tiene niveles considerables. 

 

Figura 26. Gráfica de expresión relativa del gen crtiso1 en todos los tejidos analizados. 

Si se analizan los patrones de expresión por separado y además se les aplica 

pruebas estadísticas, la expresión de crtiso1 puede ser mayormente entendida en cada 

tejido. En semilla, la expresión del gen crtiso1 comienza baja (S1); luego en su siguiente 

estadio (S2) se dispara significativamente y a partir de ahí comienza a reducirse conforme 

la semilla madura hasta el estadio cinco (S5). Dicho patrón puede ser observado en la 

figura 27. 
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Figura 27. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen crtiso1 durante la maduración de la semilla. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

La expresión del gen crtiso1 en el botón floral se puede observar en la figura 28 

crtiso1 comienza con una baja expresión en su estadio más joven analizado (B1); luego se 

dispara significativamente en el estadio dos (B2), enseguida su expresión baja y se 

mantiene estable, excepto en el estadio cuatro (B4) en el que vuelve a ascender como en el 

B2.  

 

Figura 28. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen crtiso1 durante la maduración del botón 

floral. Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les 
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aplicó una ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de 

HSD de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

El patrón de expresión del gen crtiso1 en hoja, presenta poca variación durante los 

primeros siete estadios de desarrollo, hasta que en el estadio ocho (H8) se dispara su 

expresión de manera significativa. Este patrón se puede observar en la gráfica presentada 

en la figura 29. 

 

Figura 29. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen crtiso1 durante la maduración de la hoja. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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10.5.4. Análisis de la expresión del gen crtiso2 

El gen crtiso2 se encontró expresado en todos los estadios de maduración de los tres 

tejidos analizados (botón floral, hoja y semilla). Sin embargo, su expresión varía de acuerdo 

al tejido en el que se encuentre. En la figura 30 podemos observar que los niveles de 

expresión son mayores en hoja y en botón floral, mientras que en la semilla, son muy bajos. 

 

Figura 30. Gráfica de expresión relativa del gen crtiso2 en todos los tejidos analizados. 

Si se analizan los patrones de expresión por separado y además se les aplica 

pruebas estadísticas, se puede entender un poco mejor la expresión del gen crtiso2 en 

cada tejido. En semilla el patrón de expresión de crtiso2 se puede observar en la figura 31. 

El gen crtiso2 presenta una expresión similar desde el estadio uno (S1) hasta el estadio 

cuatro (S4), donde no presenta variaciones significativas. Es hasta el estadio cinco (S5) 

donde ocurre una baja en su expresión, significativamente. 
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Figura 31. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen crtiso2 durante la maduración de la semilla. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

En botón floral, crtiso2 tiene un patrón de expresión con valores que no varían 

estadísticamente, por lo que se considera que crtiso2 se expresa de manera casi igualitaria 

durante el desarrollo del botón floral. Dicho patrón se puede observar en la figura 32. 

 

Figura 32. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen crtiso2 durante la maduración del botón 

floral. Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les 

aplicó una ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de 

HSD de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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La expresión del gen crtiso2 durante el desarrollo de la hoja se puede resumir en la 

gráfica de la figura 33, donde comienza con una expresión un tanto baja en sus estadios del 

uno al cinco (H1-H5); en el estadio seis (H6) aumenta significativamente; pero es en el 

estadio ocho (H8) donde su expresión se dispara significativamente.  

 

Figura 33. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds durante la maduración del botón floral. 

Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les aplicó una 

ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de HSD de 

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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10.5.5. Análisis comparativo de zds, crtiso1 y crtiso2 por tejido 

La expresión de los tres genes analizados también es diferente entre ellos, de 

acuerdo al tejido en el que se presenta. En semilla, los genes zds y crtiso1 tienen mayores 

niveles de expresión, en comparación con crtiso2, quien presenta bajos niveles de 

expresión durante el desarrollo de la semilla. En la figura 34 se pueden apreciar las 

diferencias de expresión entre zds, crtiso1 y crtiso2 durante la maduración de la semilla.  

 

Figura 34. Gráfica representativa del patrón de expresión de los genes zds, crtiso1 y crtiso2 durante la 

maduración de la semilla. Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos 

obtenidos se les aplicó una ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una 

prueba post hoc de HSD de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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En el desarrollo del botón floral, los genes crtiso1 y crtiso2 tienen mayores niveles de 

expresión en comparación con el gen zds. En la figura 35 se puede apreciar una gran 

similitud en los niveles de expresión de los genes crtiso, ya que en la mayoría de los 

estadios sus diferencias no son significativas estadísticamente. 

 

Figura 35. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds, crtiso1 y crtiso2 durante la maduración 

del botón floral. Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos 

se les aplicó una ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc 

de HSD de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 

En la hoja, la expresión del gen zds tiene menos relevancia que los genes crtiso 

durante su desarrollo. Del estadio uno (H1) al siete (H7) las diferencias entre expresión de 

estos tres genes son menores que la presentada en el estadio ocho (pico de expresión en 

los tres genes), donde las diferencias en los niveles de expresión son mayores, la mayor es 

la de crtiso1; seguido por crtiso2 y finalmente zds (Fig. 36). 
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Figura 36. Gráfica representativa del patrón de expresión del gen zds, crtiso1 y crtiso2 durante la maduración 

de la hoja. Las barras representan la media y los intervalos de confianza ± 1 E. S. A los datos obtenidos se les 

aplicó una ANOVA de una vía para corroborar diferencias significativas y se realizó una prueba post hoc de 

HSD de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas. 
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11. DISCUSIÓN 

 

Las secuencias de los genes zds y crtiso están caracterizadas en un gran número de 

plantas. En el caso de Bixa orellana, no se habían aislado ni caracterizado estos genes, por 

lo que fue necesario llevar a cabo esta tarea a partir del transcriptoma de achiote generado 

por nuestro grupo de trabajo. Las secuencias ensambladas mostraron gran similitud con las 

de otras secuencias conocidas en plantas. Además se encontró una región conservada que 

pertenece al dominio FAD; que es considerado un co-factor necesario para que la acción de 

varias enzimas como las desaturasas e isomerasas se efectúe (Schulz, 1992; Yu et al., 

2011). En el transcriptoma analizado in silico se encontró solamente una copia del gen zds, 

tal y como se ha reportado en la mayoría de las plantas en las que se ha reportado la 

presencia de este gen (Dong et al., 2007; Qin et al., 2007; Chaudhary et al., 2010). Cabe 

mencionar que para otras plantas como Daucus carota se han reportado dos copias del 

mismo (Rodríguez-Concepción y Stange, 2013). Para el gen crtiso, se encontraron dos 

copias en el transcriptoma de B. orellana, al igual como se ha descrito para Arabidopsis: 

CCR2/CRTISO1 (At1g06820) y CRTISO2 (At1g57770) (Águila y Rodríguez-Concepción, 

2012). Por la homología que presentaron con las secuencias de Arabidopsis, estos genes 

fueron llamados crtiso1 y crtiso2. Fue necesario corroborar las secuencias de zds, crtiso1 y 

crtiso2 extraídas del transcriptoma directamente en la planta para confirmar y validar cada 

una de las secuencias. Las secuencias resultantes aisladas validaron las secuencias 

obtenidas in silico. Esta corroboración nos dice que las secuencias in silico fueron 

adecuadas para cada gen. Como resultado final se obtuvo la secuencia propia de B. 

orellana de los genes zds, crtiso1 y crtiso2 y fue posible realizar el diseño de cebadores 

confiables para el análisis de la expresión de estos tres genes en diferentes tejidos en 

desarrollo de B. orellana. 

 

Los resultados de las PCR en punto final muestran que los transcritos de zds y crtiso 

están presentes en todos los estadios de maduración de hoja, botón floral y semilla. 

Estudios realizados con otros genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides en achiote 

muestran una expresión diferencial por tejido, es decir, algunos genes se encontraban 
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expresados en todos los tejidos y otros no (Rodríguez-Ávila et al., 2011b), por ejemplo, el 

gen pds estuvo igualmente expresado en todos los tejidos analizados de la variante de Bixa 

orellana de color rosa, mientras que el gen psy manifestó su acumulación exclusivamente 

en semilla inmadura de la planta con flor rosa. En nuestro caso zds, crtiso1 y crtiso2, se 

presentan en todos los estadios de los tejidos analizados, aunque de manera diferencial, 

por lo que se puede sugerir que estos genes juegan papeles diferentes de acuerdo al tejido 

y al estadio de maduración de la variante analizada (Guatemala). 

Los resultados dinámicos en tiempo real nos dicen que cada uno de los tejidos es 

diferente en cuanto a la expresión de los genes analizados.  

Los genes zds y crtiso1 son altamente expresados en la semilla, en comparación con 

crtiso2 quien se encontró con valores significativamente bajos en este tejido. Los genes zds 

y crtiso han sido reportados como clave para la acumulación de licopeno (Park et al., 2002; 

Isaacson et al., 2002; Dong et al., 2007), el cual ha sido sugerido como sustrato para 

producción de bixina (Bouvier et al., 2003; Rodríguez-Ávila et al., 2011a). En achiote, se ha 

reportado que la bixina es acumulada mayormente en las semillas (Rivera-Madrid et al., 

2006; Rodríguez-Ávila et al., 2011b), por lo que se sugiere que la gran acumulación de 

bixina en semillas de achiote se podría ver reflejada en una alta expresión de genes que 

codifican enzimas que participan en la formación de su sustrato, el licopeno. Este supuesto 

se puede observar en un estudio realizado por Rodríguez-Ávila et al. (2011b), en el que fue 

demostrado que algunos genes que participan en la formación de licopeno, como psy, pds y 

dxs, se expresan más en la semilla y que esto tiene relación con una alta acumulación de 

bixina en este tejido. Así, por ser genes clave para la acumulación de licopeno y por tener 

altos niveles de expresión en la semilla, zds y crtiso (en este caso crtiso1) podrían tener un 

papel importante para la acumulación de bixina. Por otro lado, el gen crtiso2, no parece 

tener tanta relevancia en este tejido, ya que se observa una baja constante de expresión 

durante la maduración de este tejido. 

En cuanto a los patrones de expresión de los genes zds y crtiso1 en la semilla, los 

resultados señalan un aumento significativo en su expresión de un estadio muy inmaduro 

(S1) a uno medianamente inmaduro (S2), a partir del cual, zds mantiene elevada su 
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expresión hasta el estadio más maduro analizado (S5) y crtiso1 reduce su expresión 

conforme la semilla va madurando. Como se mencionó anteriormente, la semilla de achiote 

es el tejido que contiene más bixina (Rivera-Madrid et al., 2006; Rodríguez-Ávila et al., 

2011b). Esta acumulación de bixina es mayor en ciertos estadios de maduración de la 

semilla (Rodríguez-Ávila et al., 2011b; Carballo-Uicab, 2013). Estudios realizados por 

Rodríguez-Ávila et al., (2011b) y Carballo-Uicab (2013) en variantes con flor blanca y flor 

rosa, relacionan la alta acumulación de bixina en estadios medianamente inmaduros de la 

semilla con la alta expresión de algunos genes de la ruta de biosíntesis. La alta expresión 

de zds y crtiso1 en estadios medianamente inmaduros de la semilla podría estar 

relacionada con la mayor acumulación de bixina en ciertos estadios. Sin embargo, una 

medición de la bixina en las semillas de la variante estudiada (Guatemala) es necesaria.  

En el botón floral, los patrones de expresión de zds y crtiso1 son similares, con altas 

y bajas durante el proceso de maduración del botón, aunque en diferentes niveles de 

expresión. Este resultado contrasta con los obtenidos en otros estudios de botones florales 

y flores (Kishimoto y Ohmiya, 2006; Lee y Chen, 2013; Ohmiya et al., 2013) en los que se 

observó que la expresión de zds y crtiso aumentaba conforme el tejido iba madurando. 

Nuestros resultados en Bixa orellana, muestran que la expresión de zds y crtiso1 está 

altamente regulada durante el desarrollo del botón floral en esta planta. Por otro lado, el gen 

crtiso2 presenta un patrón de expresión en el que las altas y bajas que pudiera tener, se 

consideran estadísticamente no significativas, por lo que se puede decir que la expresión de 

crtiso2 solo aumenta del B1 al B2 y se mantiene hasta el B5. Este patrón de expresión se 

puede comparar con el observado para crtiso en crisantemo (Kishimoto y Ohmiya, 2006), 

en el que la expresión de este gen aumenta conforme el botón madura. Sin embargo, la 

enzima codificada por el gen ortólogo de crtiso2 (CRTISO2 en Arabidopsis) no ha sido 

caracterizada con verdadera actividad de caroteno isomerasa (Park et al., 2002; Isaacson et 

al., 2002; Cazzonelli et al., 2010). Podría ser que esta isoforma del gen crtiso en B. orellana 

desempeñe papeles diferentes dependiendo del tejido en el que se presente, tal y como se 

ha reportado para otras isoformas de genes de la ruta de biosíntesis de carotenoides. En 

jitomate las isoformas de los genes psy1 y β-lcy2 son requeridas para la producción de 

carotenoides en cromoplastos de frutos, mientras que psy2 y β-lcy1 están involucradas en 
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la biosíntesis de carotenoides en cloroplastos de tejidos fotosintéticos. Estos mismos genes 

en zanahoria se desempeñan de manera diferente: los genes psy1, β-lcy2 y zds1 se 

enfocan a la producción de carotenoides en tejidos fotosintéticos, mientras que psy2, zds2 y 

β-lcy1 están involucrados en la biosíntesis de carotenoides en cromoplastos de las raíces 

de la planta (Rodríguez-Concepción y Stange, 2013). Sin embargo, para poder comprobar 

la actividad enzimática de la isoforma crtiso2 en achiote son necesarios más estudios. 

En hoja, los patrones de expresión de los tres genes tienen algo en común: su 

expresión es constante desde el estadio uno (H1) hasta el estadio siete (H7); y esta se 

dispara en el estadio ocho (H8), en diferentes niveles de acuerdo al gen. Los genes zds y 

crtiso han sido reportados como clave para la construcción de la maquinaria fotosintética en 

hojas, de tal manera que su expresión es considerada imprescindible muy al inicio del 

proceso de maduración de la hoja. Este supuesto fue observado en estudios en Brassica 

rapa (Tuan et al., 2012) y en Citrus (In-Jung et al., 2010), en los que se reportó que la 

expresión de crtiso y zds era muy alta al principio e iba disminuyendo conforme la hoja se 

expandía. En el caso de crtiso, esta disminución ha sido relacionada con la sustitución de la 

actividad caroteno isomerasa por parte de la luz, en tejidos fotosintéticos (Giuliano et al., 

2002). Sin embargo, en el presente estudio no se observa ni una alta expresión al inicio de 

la maduración de la hoja ni una disminución de la expresión por parte de ninguno de los tres 

genes. Es probable que en las hojas del achiote se esté dando un mecanismo de regulación 

diferente y el papel de zds y crtiso en la formación de la maquinaria fotosintética es 

desconocido; además, es probable que la sustitución de la actividad caroteno isomerasa de 

CRTISO por parte de la luz sea afectada por la presencia de factores desconocidos. 

Como se mencionó anteriormente, un aumento de expresión muy significativo se 

presenta en el estadio ocho (H8) en la expresión de los tres genes analizados. Este 

aumento en la expresión de zds y crtiso en estadios más maduros de la hoja coincide con 

los resultados obtenidos en Citrus; se reportó que en esta planta, la expresión de zds se 

dispara cuando la hoja está más expandida (In-Jung et al., 2010). En otro estudio, realizado 

en Brassica rapa (Tuan et al., 2012) se reporta que otros genes como psy y pds también 

aumentan su expresión en estadios maduros de la hoja. Ellos relacionan la alta expresión 

de pds y zds con una mayor síntesis de fitoeno por parte de la alta expresión de psy. En 
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achiote puede ocurrir lo mismo, quizás en la hoja expandida se produce más fitoeno y el 

gen zds y crtiso se expresan con mayor intensidad para procesarlo y formar otros 

compuestos carotenoides.  

Por otro lado, se puede observar un fenómeno muy notable en los niveles de 

expresión de crtiso1 y crtiso2 en hoja y botón floral; en comparación con los niveles de zds, 

los niveles de crtiso1 y crtiso2 son muy altos. Una alta expresión de los genes crtiso podría 

estar relacionada con un tipo de regulación diferente de estos genes en estos dos tejidos. El 

gen crtiso ha sido reportado como un gen que tiene una alta regulación epigenética por 

parte de la metilación de la enzima histona metil-transferasa quien es regulada por SDG8 

(Cazzonelli et al., 2009). Esta regulación epigenética actúa a favor de la expresión de crtiso; 

es decir, mientras más metilación hay, más se expresa el gen crtiso. Este supuesto es 

demostrado en un estudio realizado por Cazzonelli et al., (2010), en el que plántulas de 

Arabidopsis con síntomas de estrés presentaban un aumento en la expresión de SDG8 

durante su desarrollo; este aumento estaba relacionado también con un aumento de 

expresión del gen crtiso. Es probable que en las hojas y botones florales de Bixa orellana se 

esté presentando una regulación epigenética para la expresión de los genes crtiso1 y 

crtiso2 y esto provoque sus altos niveles de expresión durante la maduración de estos dos 

tejidos. Sin embargo, es necesario realizar más estudios al respecto. 

Esta misma diferencia entre los niveles de expresión de los genes crtiso contra el 

gen zds podría ser ocasionado por alguna regulación entre expresión de genes. Se ha 

reportado que la expresión del gen crtiso regula la expresión de los genes psy, pds y zds en 

el melón, de tal manera que si crtiso se muta y reduce su expresión, los genes psy, pds y 

zds aumentan su expresión y esto repercute en la acumulación final de carotenoides 

(Galpaz et al., 2013). Es probable que la alta expresión del gen crtiso regule la expresión 

del gen zds en hoja y botón floral. Sin embargo, hacen falta estudios de estos genes en 

Bixa orellana para poder determinar una dependencia de zds hacia crtiso. 

Los resultados del análisis de expresión en tiempo real de cada gen nos dan un 

panorama más amplio sobre la biosíntesis de carotenoides, de tal manera que conociendo 

sus patrones de expresión a través del desarrollo de semillas, hojas y botones florales, se 
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puede obtener más información respecto a la ruta de biosíntesis de carotenoides en Bixa 

orellana e inferir procesos regulatorios que podrían estar interviniendo. Sin embargo, la 

participación de estos procesos deberá ser comprobada en estudios posteriores. 
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12. CONCLUSIONES 

 

Las secuencias de los genes zds, crtiso1 y crtiso2 aislados a partir del transcriptoma 

de Bixa orellana permitieron contar con las secuencias completas de estos genes por 

primera vez en esta planta. 

 

Los patrones de expresión de los genes zds, crtiso1 y crtiso2 fueron diferentes de 

acuerdo al tejido de la planta de Bixa orellana. 

 

En semilla, los patrones de expresión de zds y crtiso1 podrían estar relacionados con 

la alta producción de bixina en este tejido. Asimismo, la alta expresión de estos genes en 

ciertos estadios de maduración de este tejido podría estar relacionada con la mayor 

acumulación de bixina en estos estadios de maduración. 

 

En botón floral, los genes zds y crtiso1 parecen están altamente regulados durante 

todo el proceso de maduración de este tejido. 

 

De acuerdo a los patrones de expresión observados para el gen crtiso2, se puede 

concluir que sus valores pueden ser significativos para algunos tejidos y para otros no por lo 

que puede estar desempeñando un papel diferente de acuerdo al tejido en el que se 

analice. 

 

En las hojas, la regulación de la expresión de zds, crtiso1 y crtiso2 fue diferente, por 

lo que estudios posteriores son necesarios para la elucidación de los factores involucrados 

en esta regulación. 
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13. PERSPECTIVAS 

 

Medir la acumulación de bixina en las semillas de la variante “Guatemala” para poder 

hacer la relación directa de acumulación de transcritos de zds y crtiso1 con la producción de 

bixina en este tejido. 

 

Realizar una comparación en los niveles de expresión de estos genes en diferentes 

tejidos entre variantes contrastantes en características morfológicas de Bixa orellana. 

 

Medir la acumulación de carotenoides durante el desarrollo del botón floral, para 

elucidar la relación que pueden tener los niveles de expresión  de zds, crtiso1 y crtiso2 con 

la acumulación de carotenoides. 

 

Comprobar la actividad enzimática de las enzimas que codifican los genes crtiso1, 

crtiso2 y zds. 

 

Investigar los factores involucrados en la regulación de los genes zds, crtiso1 y 

crtiso2 que se observaron durante el desarrollo de la hoja, tales como factores epigenéticos 

y ambientales (luz y/o estrés). 
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