LICENCIATURA EN BIOLOGIA

DETECCION DEL GEN DE LA
3-HIDROXI-3-METILGLUTARIL COENZIMA A
REDUCTASA (HMGR) EN EL GENOMA DE

HBixa orellana L.

TESIS

PRESENTADA POR:

Santy Peraza Echeverria

EN SU EXAMEN PROFESIONAL EN OPCION AL TITULO DE:

LICENCIADO EN BIOLOGIA

MERIDA, YUCATAN, MEXICQO,
1998.




CONTENIDO Pagina

Indice
Lista de figuras v
Lista de cuadros v

Resumen Vi

I INTRODUCCION. 1

II. REVISION DE LITERATURA. 3
2.1. Bixa orellana. 3
2.1.1. Sistematica. 3
2.1.2. Sinonimias 4
2.1.3. Morfologia. 4
2.1.4. Origen v distribucion geogréfica. 5
2.1.5. Bixa orellana y sus carotenoides. 6
2.1.6. Usos. 7
2.1.7. Produccion y mercado. 7
2.1.8. Bixa orellana como modelo de estudio de la biosintesis de 8
carotenoides a nivel molecular.

2.2. 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMGR). 10

2.2.1. La HMGR cataliza la sintesis de mevalonato en la ruta metabolica
de los isoprenoides. 10
2.2.2. La HMGR en animales. 13
2.2.5. La HMGR en plantas. 3
2.2.4. Estructura molecular de la HMGR en plantas 15
2.2.4.1. Dominio N-terminal. 15
2.2.4.2. Dominio membranal. 15
2.2.4.3. Regién de en enlace. 16
2.2.4.4. Dominio catalitico. 16
2.2.5. Organizacién gendmica y expresion diferencial de los genes de la 17

HMGR.
2.3. Deteccion de &cidos nucléicos.




7.3.1. Métodos de deteccion.

~ 2.3.1.1. Southern blot

IIL. OBJETIVO
IvV. DISENO EXPERIMENTAL

V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

5.1.1. Asepsia de las semillas.

5.1.2. Cultivo in vitro de las plantulas.

5.2. Southern blot.

5.2.1. Aislamiento de ADN gendémico.

5.2.2. Cuantificacion de ADN gendmico.

5.2.3. Digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion.
5.2.4. Electroforesis en gel de agarosa.

5.2.5. Tratamiento del gel de agarosa.

5.2.6. Transferencia.

5.2.7. Fijacién del ADN a una membrana.

5.2.8. Preparacién de la sonda.

5.2.8.1. Vector de clonacion.

5.2.8.2. Preparacién de células competentes.
5.2.8.3. Transformacion.

5.2.8.4. Aislamiento del plasmido.

5.2.8.5. Digestién del plasmido y purificacién de los fragmentos
correspondientes al ADNc de la HMGR de Catharanthus

roseus 'y de Arabidopsis thaliana.

5.2.8.6. Marcaje de los fragmentos correspondientes al ADNc de
la HMGR de C. roseus y de A. thaliana.

5.2.9. Hibridacién.

5.2.10. Lavado de las membranas.

3.2.11. Autorradiografia.

i

Pagina




52.12. Revelado del film.

Lo

VI. RESULTADOS
6.1. Aislamiento del ADN genémico de B. orellana

6.2. Obtencion de los perfiles de digestion del ADN gendmico
6.3. Obtencion de la sonda.

6.3.1. Obtencion y digestion del pldsmido que contiene al ADNc de la
HMGR C. roseus 'y de A. thaliana.

6.3.2. Purificacion y marcaje de los fragmentos correspondientes al ADNc
de la HMGR de C. roseus y de A. thaliana.

6.4. Hibridacion.
6.4.1. Hibridacién a alta astringencia.

'6.4.2. Hibridacion a baja astringencia.

VIL DISCUSION
7.1. Aislamiento del ADN gendmico de B. orellana.

7.2. Obtencion de los perfiles de digestion del ADN gendémico.
7.3. Obtencidn de la sonda.
7.4. Hibridacion.

7.4.1. Hibridacidn a alta astringencia.

7.4.2. Hibridacion a baja astringencia.

VIIL. CONCLUSION
IX. PERSPECTIVAS

X. LITERATURA CITADA

Pagina

41

h thh thh Wi W Wy
(U9 [US) (Y] [A— — ot

N W
(@) VS

W
~I




RESUMEN
m

Bixa orellana mejor conocida como el achiote o anato es una planta tropical cuya
caracteristica notable es la presencia de un pigmento rojo (bixina) que representa més del
80 % de los carotenos totales en la semilla de esta planta. Estos compuestos son producidos
en la ruta metabolica de los isoprenoides donde la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa (HMGR) cataliza la sintesis de mevalonato, precursor de la gran variedad de
isoprenoides. Esta enzima ha recibido gran interés debido a su probable importancia en la
regulacion de la biosintesis de isoprenoides muchos de los cuales tienen importancia
econdmica. Con la finalidad de iniciar el estudio de los genes involucrados en la biosintesis
de carotenoides en B. orellana, se detectd la presencia del gen de la HMGR en el genoma
de esta planta para lo cual se realizd un andlisis Southern blot empleando dos sondas
heter6logas. Los resultados demuestran que con la técnica de Doyle y Doyle (1990) se
logré obtener ADN gendmico que cumplié con los criterios de calidad e integridad,
lograndose obtener hasta 80 pg de ADN por gramo de tejido fresco de las hojas de la
plantula crecidas en condiciones in vifro, siendo las enzimas de restricciéon EcoR I, EcoR V
y Hind III, las que generaron el mejor perfil de digestion en el genoma de esta planta. Por o
que respecta a la hibridacion, la condicién a baja astringencia (30 % de formamida, 5X
SCC v 0.5 % de SDS a 42 °C) fue la que permiti¢ detectar sefiales de hibridacion
lograndose obtener hasta 2 sefiales con la sonda de la HMGR de Catharantus roseus y hasta
3 sefiales con la sonda de Arabidopsis thaliana. Por lo tanto se concluye que el gen de la
HMGR se encuentra presente en B. orellana'y se estima que son entre 2 v 3 lo genes de la

HMGR que se encuentran en el genoma de esta planta.
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