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RESUMEN

La antocianidin sintasa (ANS) es una enzima que participa en el metabolismo secundario de las
plantas en la ruta de los fenilpropanoides, hidroxila el carbono 3 de las leucoantocianidinas para
producir las antocianidinas, compuestos precursores de los pigmentos que dan color a las plantas.
El objetivo de esta investigacion fue clonar la region codificante para la antocianidin sintasa de
mango (Mangifera indica L). Se obtuvo la secuencia nucleotidica de una clona parcial del
extremo 3’ de la antocianidin sintasa a partir de un banco de genes construido de mesocarpio de
mango. Para completar la region codificante (extremo 5°) se utiliz6 la reaccion en cadena de la
polimerasa y como molde una mezcla de ADN complementario de mesorcapio, epicarpio, hojas
y embridn. Se obtuvo un fragmento de 800 pares de bases y se clond en el vector pCR2.1 para
ser secuenciado y al analizarse mediante el algoritmo BLAST, se identificoé como antocianidin
sintasa. Posteriormente, se realizd6 un ensamble de ambos fragmentos resultando un marco de
lectura continuo de 1056 pares de bases que codifican para una antocianidin sintasa de 351
aminodcidos, la cual posee dos dominios caracteristicos. Un dominio es de la familia 2
oxoglutarato dioxigenasa dependiente de hierro Il y otro de la familia Diox-n. La secuencia
aminoacidica se compard contra la antocianidin sintasa de Vitis vinifera, Citrus sinensis,
Dimocarpus longan, Theobroma cacao y Garcinia mangostana, presentando una alta identidad
entre ellas. Ademas, se realizd una modelacién tridemensional de la antocianidin sintasa de
mango por medio del programa MOE, donde se observa una alta similitud con las estructuras de
las enzimas de Arabidopsis thaliana y Spinacia oleracea. Por lo tanto, la region codificante de la
antocianidin sintasa de mango es muy parecida en tamafio y secuencia nucleotidica a la de otras

plantas, asi como su secuencia aminoacidica y estructura modelada.



I. INTRODUCCION

El fruto de mango (Mangifera indica L) es apreciado a nivel mundial por sus caracteristicas,
buen sabor y sus propiedades benéficas al consumirlo. Ademds, en nuestro pais posee una
importancia comercial, ya que segiin la FAO en el 2010, a México le pertenece el quinto lugar a
nivel mundial en la produccion de Mangifera indica L, con 1,632,650 toneladas. En México se
producen diversas variedades de mango, tales como las criollas, Kent, Keitt, Ataulfo, Sensation,
Zill, Manila, entre otras. Por otra parte, México es el primer exportador de mango a nivel
mundial, donde su principal importador es Estados Unidos (E.E.U.U.) con el 85% del producto
exportado (Yahia, 2006). Por lo que a nivel nacional es un producto importante; mientras que a
nivel de investigacion se pretende utilizar como modelo de estudio, debido a que se ablanda muy
rapido durante su almacenamiento. Se investigan tecnologias para mantener la calidad del mango
durante su postcosecha, ademas de sus propiedades nutricionales (contenido de compuestos
fendlicos antioxidantes y los beta carotenos).

La ruta del metabolismo secundario de los fenilpropanoides es generalmente conocida
como la ruta de los fenoles, cuenta con una estructura C6-C3-C6. De esta ruta se derivan
diversos productos: quinonas fendlicas, cumarinas, lignanos, estilbenos, ligninas, taninos y los
flavonoides (Pinol, 2008). Estos compuestos son importantes para la sefializacion e interaccion
de la planta con el medio ambiente, ya que los diversos compuestos, le proporcionan proteccion
contra rayos ultravioleta, agentes microbianos y defensa contra animales. Ademas, ayudan en la
polinizacion y distribucion de semillas para la reproduccion de la planta, y proteccion contra
fitopatogenos. También son importantes en la sefializacion durante la nodulacion, la fertilidad
masculina y el transporte de auxinas que les proporciona tejido suberizado a plantas complejas
(Koes et al., 2005; Croteau et al., 2000).

Las antocianinas poseen el esqueleto caracteristico de los flavonoides C6-C3-C6, y su
estructura es de 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio, que son capaces de absorber la luz
fuertemente en la region visible del espectro. Las antocianinas Unicamente se sintetizan en
ciertos tejidos y durante determinadas etapas de la vida de la planta (Valle et al., 2005). La
biosintesis de las antocianinas proviene de la hidroxilacion del carbono 3 de los compuestos
leucoantocianidinas, esta reaccion es catalizada por la enzima antocianidin sintasa (ANS). Tres
de las principales antocianinas son la cianidina, delfinidina y pelargonidina. Estas a su vez son
glicosiladas por una enzima glicosil transferasa para su estabilidad, ademas de reacciones de
metilacion y acetilaciones (Cuevas et al., 2008; Lock, 1997). E1 ADN complementario (ADNCc)
de ANS en Arabidopsis thaliana codifica una proteina de 356 aa (Pelletier et al., 1997), en

1



Ipomea batatas una de 362 aa (Liu et al., 2010), en Malus crabapple “Royalty” una de 357 aa
(Tian et al., 2010) y en Brassica campestris var. Purpurea una de 358 aa (Jiang et al., 2011). Al
comparar las secuencias aminoacidicas de esas ANS, se observa que son muy similares.

Por lo que el estudio de estas enzimas es importante por su relevancia en la produccion de
pigmentos y por su funcidon de defensa contra agentes bidticos y abidticos. El objetivo de este
estudio fue obtener el ADNc de la antocianidin sintasa de frutos de mango y realizar andlisis

comparativos entre las secuencias de ANS reportadas en el banco de genes.



ILANTECEDENTES

I1.1. Mangifera indica L

II.1.1. Origen del mango

Los mangos fueron mencionados por primera vez hace aproximadamente 4,000 afos, y
comercialmente se cree que el Emperador de los mongoles, Akbar, en el afio 1,500 D.C. planto
100,000 arboles Darbhan, al Este de la India. Algunos autores sefialan a la India como centro del
origen del mango, pero Hooker en 1876, menciona que fue introducido en este pais. El centro
primario de evolucion del mango (Mangifera indica L) es sefialado en la region Indo-Birmana y
Sureste de Asia, Isla de Borneo y Sumatra. Se encontrd en forma silvestre en toda la region
tropical de Asia (India, Sri Lanka, Myanmar, Tailandia, Indochina, Sureste de China, Malasia,
Indonesia, Paptia, Nueva Guinea, Filipinas) e incluso lugares distantes de Asia como las Islas
Carolina y Salomon. Se introdujo al Archipiélago Malayo durante el cuarto y quinto siglo antes
de Cristo. Los portugueses se lo llevaron de su lugar de origen a Brasil durante el siglo XVII, de
donde se dispersd por América del Sur. Para 1742, se encontraba en Barbados, y en 1782 en
Republica Dominicana y Jamaica. Los espafioles lo llevaron a Filipinas, a México y a las Indias
Occidentales a comienzos del siglo XIX. De las Indias Occidentales, el mango es llevado a
Miami-EE.UU por Henry Perrine en 1833, posteriormente por el Dr. Flecheor en 1862 y asi con
las posteriores introducciones efectuadas en el ultimo cuarto del siglo XIX, se establecieron
plantaciones experimentales en Florida a principios del siglo XX (Sergent, 1999).

En la actualidad la India tiene la mayor produccién de mango, mangostanes y guayabas
con una produccion de 16,337,400 de toneladas. Mientras que México se encuentra en el quinto
lugar de produccién, con una produccion de 1,632,650 toneladas reportadas para el ano 2010
(Figura 1). Ademas México cuenta con un area cosechada de mango que en afios recientes ha
fluctuado entre 120,000 y 167,000 ha, con una tasa de crecimiento anual promedio de 6.8 % en

cuanto a nuevas areas de cultivo (Yahia, 2006).



= [ Produccién (10008 Int)

[ Produccion (T)

I
2

I
2
(1) ugonpouy

Produccién (10004 Int)

:

s Chns Tolands Povsun Méses Indoness Brad Sansiades  Flonss

Figura 1. Produccion de mangos, mangostanes y guayabas. Fuente: FAO en el 2010.

Aunque México ocupa el quinto lugar como pais productor de mango, es el principal
exportador a nivel mundial, que participa con un porcentaje de 33%, seguido por Brasil 11%,
Filipinas 6%, India 6%, Holanda 6% (totalmente de re-exportacion) y Pert 1.12%. México es el
principal exportador a Estados Unidos, con el 85% del mango exportado debido a la calidad de
su fruta (Yahia, 2006); sin embargo, las pérdidas postcosecha de éste fruto resultan en grandes

pérdidas.

I1.1.2. Descripcion de la planta de mango ( Mangifera indica)

El mango pertenece a la familia Anacardiaceae. El género Mangifera incluye mas de 60 especies
que dan frutos comestibles. La mayoria de estos arboles frutales que se conocen cominmente
para consumo humano pertenecen a la especie Mangifera indica. Las otras especies comestibles
de Mangifera generalmente tienen frutos de baja calidad y se conocen cominmente como
mangos silvestres. M. indica es una que especie crece en climas calidos tropicales y
subtropicales, los cuales se encuentran en su mayoria en los continentes de Asia, Africa y
América. El mango es una fruta de gran demanda, ya que se cuenta con alrededor de mil cultivos
diferentes en el mundo. Ademas, el mango es una excelente fuente de vitaminas como el acido

ascorbico, vitamina E, tiamina, riboflavina, niacina y beta-carotenos, entre otros (Yahia, 2006).



Los frutos del mango se clasifican como una drupa (fruto carnoso con una sola semilla
encerrada en un endocarpio coridceo). Los mangos de diferentes variedades pueden ser muy
variables en forma, color, sabor y la textura de la carne o pulpa. La forma del fruto varia de
redonda a oval a oblonga y alargada con compresion lateral variable. Los frutos puede pesar
desde menos de 50 g (0,35 libras) hasta mas de 2 kg (4.4 libras). El fruto tiene un color verde
oscuro cuando estd en desarrollo en el arbol, posteriormente se convierte a verde claro y después
a amarillo cuando madura. Algunas variedades desarrollan un fondo de color rojo que en algunos
frutos se mantiene hasta la maduracion. El mesocarpio es la parte carnosa y comestible de la
fruta (pulpa) que por lo general tiene un sabor dulce (Yahia, 2006).

Existen diferentes variedades de Mangifera indica alrededor del mundo, entre las que se
encuentran la variedad Manila, Haden, Keitt, Kent, Tommy Atkins, Irwin, Sensation, y Ataulfo;
que son las 8§ més importantes por su cultivo en México. De acuerdo con Yahia (2006), los frutos
de estas variedades se describen de la siguiente manera:

Manila: Su fruto va de pequefio a mediano, de 9 a 17 cm de longitud y de 180 a 550 g en
promedio. Es de forma oblonga, con la inserciéon del pedunculo oblicua y sin cavidad, con la
base redonda y 4pice punteado; el seno y el punto estigmatico estan ausentes, con la espalda
ventral alta y redonda y la dorsal, vertical. La cédscara es amarilla, lisa, gruesa y con numerosas
lenticelas que son pequenas y de color amarillo; ésta constituye 12.2% del peso total del fruto.
La pulpa tiene color amarillo a anaranjado, con un contenido moderado de jugo y fibra, de baja
firmeza, la cual es dulce con un contenido de solidos solubles totales de 21% y de muy buen
sabor y representa 74.0% de peso. La semilla es mono-embrionica. El cultivar es muy productivo
en Guerrero, México (Yahia, 2006).

Haden: Es de tamafio mediano a grande (14 cm de largo y 600 g de peso), de forma oval
y regordeta; el color de fondo es amarillo con chapeado rojo carmesi y numerosas lenticelas
blancas producen un aspecto abigarrado atractivo. Tiene hombros bien desarrollados en la
terminacion del pedinculo. La pulpa es firme, jugosa, con una cantidad moderada de fibra, de
sabor ligeramente 4cido y de buena calidad. La semilla (mono-embridnica) es relativamente
pequeia y ocupa alrededor de 8% del peso total de la fruta (Yahia, 2006).

Keitt: Su fruto es grande, de 15 cm de largo y pesa hasta 1kg es oval, regordeta y gruesa.
El color de fondo es amarillo con zonas ligeramente rosa. La céscara contiene numerosas
lenticelas pequefias amarillas a rojas, y representa 9.4% del peso total del fruto. La pulpa es
jugosa, sin fibra (excepto cerca de la semilla), de sabor dulce (alcanza hasta 16.8% de so6lidos

solubles totales) y muy buena calidad. La semilla (mono-embrionica) es pequeia y representa de



7 a 8.5 % de su peso total. Se transporta bien y es uno de los mejores mangos tardios (Yabhia,
2006).

Kent: La forma del fruto de esta variedad es ovalada, mas bien gruesa y regordeta, es un
fruto grande, de 13 cm o més de longitud y con un peso promedio alrededor de 680 g. Su color
de fondo varia de amarillo verdoso a albérico con un rojo oscuro y grisdceo, con numerosas
lenticelas pequenas y amarillas. La pulpa, que representa 79.5% del peso del fruto, es jugosa y
sin fibra, de color amarillo naranja, sabor muy dulce (18.9% de s6lidos solubles totales) y de
calidad de muy buena a excelente. La semilla representa alrededor de 9 % del peso del fruto.
Igual que el Keitt, se transporta bien y es otro de los mejores mangos tardios (Yahia, 2006).

Tommy Atkins: Su fruto es ligeramente largo (13 cm) y va de 450 g a 700 g, tienen forma
oval a elongada con punta ampliamente redondeada. La insercion del pedunculo es recta y
ligeramente levantada. El color de fondo va de un amarillo naranja o rojizo brillante a rojo
oscuro, con zonas rojizas que cubren la mayor parte de la superficie del fruto. La superficie de la
fruta es lisa, de céscara gruesa y resistente al dafio mecanico. Las lenticelas son numerosas,
pequenias y blancas. La pulpa varia de un color amarillo claro a un amarillo oscuro, con textura
firme debido a la presencia de abundantes fibras finas, es dulce (contiene 15% de solidos
solubles totales) y constituye un 79.2% del peso del fruto. Su sabor va de regular a bueno. La
pulpa firme junto con la cascara gruesa lo hace resistente a los dafios causados por el manejo. La
semilla es pequefia y representa al 6-8% del peso de la fruta. Esta variedad proviene de una
semilla sembrada de Haden en 1922 (Yahia, 2006; Sergent, 1999).

Irwin: Esta tiene un fruto de tamafio mediano, de alrededor de 13 cm de largo y de hasta
450 g. Es elongado u ovalado y angosto, con el fondo amarillo-anaranjado y chapeo rojo
brillante. Las lenticelas son blancas y la pulpa carece de fibra, pero tiene un aroma agradable y
buena calidad. La semilla representa alrededor de 8% de su peso total (Yahia, 2006).

Sensation: La forma de su fruto es ovalada, su tamafio va de pequefio a mediano, de
alrededor del 11 cm de longitud y de 280 a 340 g en promedio. El color de fondo va de amarillo
brillante a amarillo-anaranjado con un rojo oscuro que a menudo cubre la superficie total. Tiene
numerosas lenticelas pequenas amarillas. La pulpa es jugosa y sin fibra, con sabor muy dulce y
de calidad buena a muy buena. La semilla representa 8% de su peso.

Ataulfo: Es de excelente calidad comestible; su forma es oval-oblonga con insercion del
pedunculo vertical, de cavidad muy leve y base ligeramente aplanada con el apice punteado,
seno ligero y sin punto estigmatico. La espalda ventral es elevada y redonda y la dorsal termina
en una curva larga. La cascara o epicarpio, que constituye 12.8% del fruto, es de color amarillo-

anaranjado y de grosor moderado, con lenticelas muy abundantes, pequefias y blancas. La pulpa
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o mesocarpio es de color naranja y de jugosidad moderada; tienen muy buena firmeza, con poca
fibra y alcanza 16.8 % de so6lidos solubles totales, que constituye el 76% del fruto. Su semilla es

poli-embridnica (Yahia, 2006).

I1.2. Metabolismo de las Plantas

Todas las células vegetales involucran procesos metabolicos que conducen a la formacion de
compuestos, tales como azucares simples, aminoacidos, nucledtidos, acidos grasos y polimeros
derivados de los mismos, los cudles son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. El conjunto de éstos procesos constituyen al metabolismo primario de las plantas, y a sus
productos se les conoce como metabolitos primarios. Por otro lado, en las células vegetales
existe también un conjunto de reacciones que se producen de forma paralela al metabolismo
primario, llamado metabolismo secundario. Los productos del metabolismo secundario,
conducen a la formacion de compuestos peculiares de ciertos grupos taxondémicos. A los
compuestos resultantes del metabolismo secundario se les denomina metabolitos secundarios

(Pifiol et al., 2008).

11.2.1 Metabolismo secundario

Las plantas superiores han necesitado miles de afios de evolucion continua y perfeccionamiento,
a través de la interaccioén con el medio ambiente y las relaciones interespecificas (Garcia, 2004).
El metabolismo secundario es el resultado de las adaptaciones mas sorprendentes en el reino
vegetal, donde éste posee una importancia ecologica primordial en la mejora de la supervivencia
plantas (Strack, 1997).

La biosintesis de los metabolitos secundarios suele encontrarse restringida a fases
especificas del desarrollo, tanto del organismo como de las células especializadas, asi como en
condiciones de estrés. De esta forma cumplen funciones, tales como la comunicacién intra e
interespecifica, defensa contra factores ambientales y ataque de depredadores, patdogenos o
parasitos, ademas, se sintetizan metabolitos encargados de los pigmentos de las flores para atraer
polinizadores, proteccion a las planta de infecciones o depredadores. En general puede afirmarse
que los metabolitos secundarios constituyen el mundo de sefales quimicas a través del cual las
plantas se relacionan con su entorno (Pifiol et al., 2008). Los metabolitos secundarios se
encuentran principalmente en las vacuolas, la periferia adyacente interna o el centro de los

organulos citoplasmaticos (Garcia, 2004). Algunos metabolitos secundarios se producen por
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razones apreciables (por ejemplo, la defensa, colorantes y atrayentes), pero para muchas de sus
funciones y beneficios para la planta son practicamente desconocidas (Russell et al., 2011).

De acuerdo con bidlogos evolucionistas, los sistemas de defensa en vegetales deben haber
surgido a través de los fendmenos de mutacion hereditaria, seleccion natural y cambios
evolutivos. Por ejemplo, las mutaciones al azar en las rutas metabolicas basicas darian aparicion
de nuevos compuestos, que pudieron ser toxicos o disuasivos para herbivoros y microbios
patogenos. Al ser estos compuestos no téxicos para la planta y no generar mucho costo,
representd una ventaja reproductiva contra aquellas que no, asi mismo se fue generando una
descendencia mayor ante las otras plantas, y dichos caracteres se transmitieron a las
generaciones siguientes. Si las plantas no hubieran evolucionado con la respuesta del
metabolismo secundario, no existiria la amplia gama de especies diferentes (Taiz et al., 2006;

Strack, 1997).

11.2.2 Biosintesis en el metabolismo secundario

Los materiales de partida de las rutas importantes del metabolismo secundario, como el 4cido
siquimico, el acetil CoA y algunos aminoécidos, son producto del metabolismo primario (Russell
et al., 2011). El 4cido siquimico, es el precursor de aminoacidos como la fenilalanina, de la que
se derivan, la mayoria de los compuestos fenolicos de la plantas, dando origen a muchos
compuestos aromaticos, entre ellos los acidos cindmicos y ciertos polifenoles (Figura 2) (Strack,
1997; Pifiol et al., 2008). El acetil CoA, por la ruta de acetato/malonato, es precursor de algunas
quinonas vegetales, asi como de diversos felipropanoides (C6-C3-C6) (Strack, 1997). Por otro
lado, la ruta acetato/mavalonato conduce a la sintesis de algunos terpenoides aromaticos, en su
mayoria monoterpenos. Finalmente, los aminodcidos son precursores de los alcaloides y de los
antibidticos, entre los que figuran las penicilinas y las cefalosporinas. Existen metabolitos
secundarios en cuya formacién concurren varias rutas metabolicas, tal es el caso de polifenoles
como los estilbenos o los flavonoides, formados por la ruta del 4cido siquimico y del

acetato/malonato (Pifiol et al., 2008).
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Figura 2. Esquema de la via de la biosintesis de antocianinas y sus ramas. PAL,
fenilalanina ammonia liasa, C4H, cinamato 4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarato-CoA ligasa,
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CCR, cinamilo-CoA reductasa; C3H, 4-3-hidroxilasa cumarato. Fuente:Xie et al., 2011



I1.3. Fenilpropanoides

La presencia de fenoles es una caracteristica de todos los tejidos vegetales. Los fenoles son
compuestos de estructura aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos. El
compuesto basico es el fenol, pero la mayoria de éstos compuestos son polifenoles. Actualmente
se conocen mas de 8000 polifenoles donde figuran las quinonas fenoélicas, las cumarinas, los
lignanos, los estilbenos y los flavonoides. Ademas de las estructuras monoméricas y diméricas,
existen importantes grupos fendlicos poliméricos, como las ligninas y los taninos. También se

encuentran unidades fenoélicas entre los compuestos nitrogenados (Pifiol et al., 2008).

11.3.1. Biosintesis de los flavonoides

Las vias de sintesis de fenilpropanoides y flavonoides (Figura 2) han sido investigadas en
algunos frutos mediante estudios genéticos, bioquimicos y moleculares. Se han evaluado los
patrones de expresion de los principales genes que codifican para enzimas que participan en
éstas vias. Estas rutas son moduladas por mecanismos genéticos durante el desarrollo de plantas
y frutos, asi como por el medio ambiente.

En la mayoria de las especies vegetales se llevan a cabo tres reacciones enzimaticas que
dirigen el flujo de carbono desde el metabolismo primario, estos pasos iniciales constituyen la
ruta general de los felnilpropanoides. La deaminacion realizada por la fenilalanina amonio liasa
(PAL) que conduce al cambio de forma del esqueleto de fenilpropanoides, produciendo acido
cinamico (Figura 3), siendo ésta la primera enzima en la ruta de la biosintesis de los compuestos
fenilpropanoides (Reyes et al., 2007). La enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H) cataliza la
introduccion de un grupo hidroxilo en la posicion -para del anillo fenilo del 4cido cinamico,
produciendo acido p-cumarico. El carboxilo del grupo de acido p-cumarico es entonces activada
por la formacion de un enlace tioéster con CoA, un proceso catalizado por p-coumaroil: CoA
ligasa (4CL). Esta ruta de los fenilpropanoides forma intermedios para vias de biosintesis de
acido benzoico, acido salicilico y cumarinas (Ferrer et al., 2008). El compuesto p-coumaroil CoA
formado asi, es capaz de entrar en las dos vias principales posteriores, del monolignol y la

biosintesis de flavonoides (Almeida et al., 2007).
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Figura 3. Ruta biosintética general de los fenilpropanoides. Fuente: Ferrer et al., 2008.

I1.3.2 Derivados del p-coumaroil-CoA

A través del compuesto p-coumaroil-CoA se derivan las diversas rutas de los fenilpropanoides en
donde se puede obtener diversos metabolitos como las cumarinas, flavonoides, ligninas, lignanos
y compuestos aromaticos (Croteau et al., 2000). Por lo tanto, las cumarinas pertenecen a la
familia extendida de metabolitos de las plantas llamadas benzopiranonas, con mas de 1,500
representantes en mas de 800 especies. En plantas, estos compuestos se producen en la testa,
frutas, flores, raices, hojas y tallos, aunque en general las mayores concentraciones se encuentran
en las frutas y las flores. Su actividad parece estar principalmente relacionada con la defensa,
dada su potencia antimicrobiana, anti-ingesta, actividad antimicrobiana, deteccion de UV y las
propiedades de inhibicion de la germinacion. La mejor propiedad conocida de las cumarinas,
indirectamente, es su papel en la defensa de la planta, causando dafios a los consumidores como
los depredadores (Croteau et al., 2000).

Los monolignoles se convierten principalmente en dos diferentes clases de metabolitos
vegetales: los lignanos y las ligninas. El flujo metabdlico a través de la mayoria de la ruta
biosintética de los fenilpropanoides se dirige a la produccion de la lignina, que es un componente
estructural de las paredes de las células (Croteau et al., 2000).

Los flavonoides, con mas de 4,500 representantes diferentes conocidos hasta ahora, estos
son un tipo enorme de productos fenolicos naturales. Estos estan presentes en la mayoria de las

plantas y tejidos, a menudo en las vacuolas, y pueden encontrarse como monoémeros, dimeros y
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oligomeros (Croteau et al., 2000). Los diversos flavonoides tienen multiples funciones
biolodgicas, incluida la proteccion contra los rayos UV y fitopatdgenos, en la senalizacion durante
la nodulacion, la fertilidad masculina y el transporte de auxina (Koes et al., 2005).

Muchas interacciones entre plantas y animales son influenciadas por los flavonoides.
Existen flavonoides relacionados como los flavonoles, flavonas, chalconas y auronas, que
también contribuyen a la definicion del color. Los colores de flores y frutos, comiinmente tienen
la funcion de atraer polinizadores y dispersores de semillas, estos son el resultado principalmente
de las antocianinas vacuolares como pelargonidinas, cianidinas y delfinidinas (Croteau et al.,

2000).

I1.4. Antocianinas

Las antocianinas estdn consideradas dentro del grupo de los flavonoides ya que poseen el
esqueleto caracteristico C6-C3-C6, y su estructura es de 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio
(Figura 4). Poseen el mismo origen biosintético de los flavonoides, pero difieren en que absorben
la luz fuertemente en la region visible del espectro. Las antocianinas unicamente se sintetizan en
determinados tejidos y durante determinadas etapas de la vida de la planta (Valle et al., 2005).
En general, la funcién de las antocianinas es de atrayentes de insectos y péjaros para procesos de
polinizacion y diseminacion de semillas (Lock, 1997; Cuevas et al., 2008). Por lo que la
acumulacion visible de estos compuestos usualmente refleja la actividad de las enzimas

involucradas en la ruta biosintética (Valle et al., 2005).

R1
oH

+

HO o

NS R2
C
= O-R3
OH

Figura 4. Estructura quimica general de las antocianinas. Los grupos R pueden ser -H, -OH y -
OCHs. Fuente: Bueno et al., (2012).

12



11.4.1 Biosintesis de las antocianinas

La molécula p-coumaroil CoA es el precursor de las antocianinas, pero ademas de ésta molécula
es necesario 3 moléculas de malonil CoA, provenientes de la ruta del 4cido malonico
(Acetato/Malato). El anillo A presente en las antocianinas es producto de la condensacion de
esas tres moléculas de malonil CoA. Mientras que el anillo B es sintetizado a través de la ruta del
acido siquimico hasta llegar al p-cumadrico (Figura 4)(Cuevas et al., 2008; Garzon, 2008). El
resultado de dicha condensacion es la formaciéon de una chalcona de 15C, la chalcona
narangenina, esta reaccion es catalizada por la enzima chalcona sintasa (CHS). Este compuesto
intermedio reacciona con la enzima chalcona isomerasa (CHI) provocando una isomerizacion de
la flavona (15C) (Cuevas et al., 2008). Posteriormente la flavona sufre una hidroxilaciéon en el
carbono 3 seguido por la deshidratacion de la molécula, lo cual es posible por la accion de la
enzima antocianidin sintasa (ANS), que d4 como resultado a una antocianidina (Figura 5), la cual
es inestable. La antocianidina se estabiliza por la glicosilacion del anillo heterociclico y
posteriores posibles reacciones de metilacion de los hidroxilos, seguidas por acilaciones (Garzon,
2008). Las antocianinas presentan una inestabilidad inherente, los factores que influyen son: pH,
presencia de O2, interaccién con otros componentes en los alimentos, acido ascorbico, iones

metalicos, azicares y copigmentos (Lock, 1997).

o

OH OH (0] OH

Leucocianidina Cianidina

OH OH
HO O O AJ)OH HO 0 A )-or
- ANS O
0 2N aH
Figura 5. Esquema de la reaccion de antocianidin sintasa. Fuente: Pelletier et al., 1997.

El color producido por las antocianinas depende del ntimero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacion producen desplazamientos
hacia tonalidades azules, mientras que incrementos en metoxilaciones producen coloraciones

rojas (Tabla 1). En la naturaleza las antocianinas siempre presentan sustituciones glucosidicas en
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las posiciones 3 y/o 5 con mono, di, o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Los
monosacaridos son glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa; los disacaridos son rutinosa,
sambibiosa, soforosa, gentiobiosa y laritrosa. Basadas en su glicosidacion pueden clasificarse
como 3-monoglicosidos, 3-bidsidos, 3-5diglicésidos y 3,7 diglicosidos, siendo estos los ultimos
los menos comunes (Lock, 1997). Otra posible sustitucion es la variacion en la estructura por la
acilacion de los residuos de azlicares con una molécula con acidos organicos, estos pueden ser
alifaticos (malonica, acético, malico, succinico u oxalico) o aromadticos (p-coumarico, cafeico,

ferulico, sinaptico, galico y p- hidroxibenzoico) (Garzon, 2008).

Tabla 1. Antocianinas, sus sustituyentes y colores producidos. * metanol- &cido hidroclorico.
Fuente:Bueno et al., (2012)

Amax (nm)*

Antocianidina R1 R2 Algunos colores producidos
R3=H R3=gluc
Delfinidina OH OH 546 541 Morado, azul, malva
Petunidina OH OCH3 543 540 Morado
Malvidina OCH3  OCH3 542 538 Morado
Cyanidina OH H 535 539 Magenta y carmesi
Peonidina OCH3 H 532 528 Magenta
Pelargonidina H H 520 516 Salmon naranja

11.4.2. Importancia de las antocianinas para el entorno

Muchos metabolitos secundarios estdn implicados en relaciones ecologicas, es decir existe
relacion entre la planta productora con otros organismos de su medio natural, como los
pigmentos de las flores para atraer polinizadores, o para brindar proteccion a las plantas de
infecciones o depredadores. En general, puede afirmarse que los metabolitos secundarios
constituyen el mundo de sefiales quimicas a través del cual las plantas se relacionan con su
entorno (Pifol et al., 2008). Las antocianinas son el mayor grupo de pigmentos solubles en agua
en el reino vegetal (Mazza, 2007). Las antocianinas son las responsables de la mayoria de los
colores rojo, azul, y morado en las frutas, vegetales, flores y otros tejidos o productos de las

plantas. Estos pigmentos se encuentran acumulados en las vacuolas de los tejidos vegetativos y
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reproductivos, y ambos se encuentran en la epidermis y en el tejido sub-epidérmico (Stafford,
1994). Ademas, se han reportado diferentes actividades biologicas como: antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobial, actividades anticancerigenas, induccion de apoptosis, mejoramiento
de la vision y efectos de neuroproteccion. Un estudio de Mazza (2007), menciona que las

antocianinas tiene la capacidad de reducir las enfermedades cardiovasculares.

I1.5. Antocianidin Sintasa

II. 5.1 Caracteristicas de antocanidin sintasa

La enzima antocianidin sintasa (ANS), cataliza el pentltimo paso en la biosintesis de
antocianinas, de una leucoantocianidina incolora a una antocianidina con color (Ferrer et al.,
2008; Cheng et al., 2006). Un estudio con Arabidopsis thaliana en donde obtuvieron estructuras
cristalinas para la ANS (Figura 6), sugiere un mecanismo de catalisis de ANS para la formacion
de antocianidinas a partir de los sustratos naturales leucoantocianidinas implica una
estereoselectividad de hidroxilacion en C-3 (Wilmouth et al., 2002).

La ANS es una enzima dependiente del oxoglutarato Fe /5. dioxigenasa que cataliza el
pentltimo paso en la biosintesis de antocianinas. La estructura cristalina de la ANS revela que la
region interior consiste en ocho hojas B paralelas (5-12) dispuestas como una doble cadena 3 —
hélice, llamada topologia “Jelly Roll” (Ferrer et al., 2008). El “Jelly Roll” forma una cavidad
hidrofobica, tiene una larga hélice a (A12) en el extremo N-terminal, que aparece para formar
una estructura "esqueleto". La estructura “Jelly Roll” es conservada en todas las enzimas 20G
oxigenasas dependiente de Fe II, estructura caracteristica de la familia de estas enzimas, como
sugiere Roach et al., (1995) en el estudio de la enzima isopenicilina N sintasa. La regién C-
terminal de ANS tiene forma de un lazo largo (residuos 309-333) que conduce a una hélice o
(al7), que forma una tapa sobre la region terminal del sitio activo, la cual parece ser " flexible "

(Figura 6) (Wilmouth et al. 2002).
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Figura 6. Modelo estructural de ANS en Arabidopsis thaliana, cristalizada. Panel A, estructura
completa de la enzima ANS. Panel B, acercamiento al sitio activo de la enzima ANS, con

sustratos andlogos. Fuente: Wilmouth et al., (2002)

I1.5.2. Secuencias nucleotidicas que codifican para antocianidin sintasa

En estudios en los cuales se clond la region codificante para la enzima ANS, se reportd que
existe una gran homologia o identidad entre las ANS de las especies en estudio con las ANS de
las especies comparadas. En estudios efectuados con la planta Arabidopsis thaliana (Pelletier et
al., 1997) se obtuvo una secuencia deducida de 356 aminodcidos con un peso molecular de 40.5
kDa. Esta secuencia presentd homologia con ANS de Malus ssp, Antirrhinum majus, Petunia
hybrida, Vitis vinijera 'y Zea mays, con porcentajes de identidad de 78%, 74%, 73%, 61% y 49%,
respectivamente. Esta enzima en Arabidopsis thaliana se reporta codificado por un unico gen, el
cual fue localizado en el cromosoma de dicha planta por andlisis de Southern blotting (Pelletier
etal., 1997).

En un trabajo realizado en papa dulce (Ipomea batatas), llamado comiinmente camote, se
obtuvo una secuencia de ADNc para ANS de 1,375 pb, correspondiente a un marco de lectura
abierta de 1,086 pb que codifican para 362 aa (GU598212) (Liu et al., 2010). Esta secuencia
mostrd una alta similitud con ANS de Ipomea nil (94%), I. purpurea (95%), I. horsafalliae
(95%) y Solenostemon scutellarioides (80%).

También a partir de hojas de manzana (Malus crabapple ‘“Royalty”), se obtuvo la
secuencia completa del ADNc la cual fue de 1,350 pb, éste presenta un fragmento de lectura

abierta de 1,074 pb que codifica para una proteina de 357 aminoacidos. La secuencia de ADN es
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de 1,268 pb incluyendo un intrén. La secuencia de aminoacidos codificada en el ADNc de ANS
de la manzana presenta una alta homologia, respecto a la Vitis vinifera con 80.11%, Fragaria x
ananassa con 81.98% y Pyrus communis con 99.44% (Tian et al., 2010).

Por otra parte a partir de ADN gendémico de cotiledones de nabo silvestre (Brassica
campestris var. purpurea), obtuvieron el gen de ANS, con una longitud de 1,637 pb que incluye
un intréon de 560 pb (GenBank GQ120562) y una secuencia codificante completa de 1,077 pb
que se traduce en 358 aminoacidos. El estudio de alineamiento de secuencias reveld identidades
con las ANS de Brassica campestris var. purpurea y B. oleracea var capitata (96%), B. juncea
(97%), Matthiola incana (86%) y Arabidopsis thaliana (89%) (Jiang et al., 2011).

Un estudio en alcachofa (Saussurea medusa) reporta la secuencia para ANS (SmANSI) de
1068 pb que codifica para 356 aa con un peso molecular de 40.3 kDa. Al compararlas encuentran
que presenta alta identidad con ANS de Callistephus chinensis (82.9%) a nivel de aminoacidos,
mientras que comparada con ANS de Gervera hybrid presenta una baja identidad (78.9%).
Ademas, mencionan que al realizar los andlisis de estructura primaria de SmANSI1 presenta

dominios conservados de 20G oxigenasa dependiente de Fell (Cheng et al., 2006).
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I11. JUSTIFICACION

La antocianidin sintasa (ANS) es una enzima clave en la ruta del metabolismo secundario de los
fenilpropanoides que cataliza la sintesis de las antocianidinas usando leucoantocianidinas como
sustrato. Las antocianidinas son posteriormente transformadas en las antocianinas
correspondientes, las cudles dan coloracion roja, azul y violeta a las plantas (flores, hojas, tallos,
raices y frutos). Los colores atractivos de éstos tejidos vegetales sirven para la atraccion de los
polinizadores herbivoros lo cual es esencial para la distribucion de semillas. Por otro lado, son
benéficos al humano al consumirlos en frutos debido a que son compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano, inhibe la proliferacién celular y es
antimutagénico. La secuencia nucleotidica codificante de la enzima ANS de mango no ha sido
depositada en los bancos de genes, por lo que el clonarla seria una aportacion importante, ya que
podré ser base para estudios en la evaluacion de su expresion génica durante la maduracion de

los frutos de mango (Mangifera indica).
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IV. HIPOTESIS

La secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos para antocianidin sintasa (ANS) de mango

(Mangifera indica) es conservada en comparaciéon con ANS de otros frutos.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Obtener la secuencia nucleotidica que codifica para la enzima antocianidin sintasa (ANS) en

mango (Mangifera indica L.)

V.2. Objetivos Especificos

a. Sintetizar el ADNc a partir de RNA extraido de tejidos de mango, para obtener la coleccion
de genes expresados en los diferentes tejidos.

b. Disenar iniciadores especificos para amplificar ANS por PCR a partir de ADNc preparado de
tejidos de mango (hojas, epicarpio, mesocarpio), clonar y obtener su secuencia nucleotidica.

c. Deducir la secuencia de aminodcidos de ANS y comparar las secuencias aminoacidicas de la
ANS de mango y ANS de otros frutos mediante analisis bioinformaticos.

d. Predecir un modelo de la estructura tridimensional de la ANS de mango.

e. Realizar un dendograma de similitud entre ANS de diversas plantas.
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VI. METODOLOGIA

VI1.1. Extraccion de ARN Total

Para este estudio se extrajo ARN total de diferentes tejidos de mango (Mangifera indica). Se
utilizé el protocolo segiin Zamboni et al (2008), con ciertas modificaciones. El método consiste
en afiadir a 500 mg de tejido lo siguiente: 1.2 mL de buffer de extraccion (2% p/v CTAB, 2% p/v
PVP, TRIS-HCI 100 mM pH 8, EDTA 25 mM, cloruro de sodio 2 M y 0.05 % de espermidina
trihidro clorhidrico). Posteriormente, se agregd 1% de B-mercaptoetanol y se mezcld con el
mezclador de vortice (vortex) por un minuto y se procedié a incubar a 65°C durante 15 min
(durante la incubacion se mezcla en vortex alrededor de 7-8 veces para resuspender el tejido
vegetal). Posteriormente, se dividio el volumen en dos tubos y se afiadié 600 pl de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1 y se agit6 con el vortex. Luego se centrifugd a 13,000 x g por 15 minutos
a 4°C (Thermo IEC microlite RF, Lafayette, CO, USA) y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo
nuevo. La extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 se repitio y se agitd en vortex. Se
centrifugo6 a 13,000 x g por 15 minutos a 4 °C y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, se
agreg6 un tercio de LiCl 8 M al volumen obtenido y se dejo incubando durante toda la noche a -
20°C. Posteriormente, se centrifugd a 15,500 x g por 35 minutos, se desech6 el sobrenadante y se
dejo secar el precipitado para luego resuspenderlo en 500 pl de buffer (IM de NaCl, 0.5% de
SDS, 10 mM TRIS- HCI pHS, 1mM EDTA pH 8). Luego, se afiadieron a la solucion 500 ul de
cloroformo alcohol isoamilico 24:1 y se procedi6 a centrifugar a 15,000 x g por 10 minutos y se
recuperd la fase acuosa. Posteriormente, se afadieron dos volumenes de etanol absoluto y se dejo
a -80°C por 30 minutos, para precipitar el ARN total. El precipitado se centrifugd a 17,000 x g
por 20 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante, el cual se dejo secar a temperatura ambiente
por 10 minutos. Finalmente, se resuspendi6é en 30 pl de agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC).

VI1.2. Purificacion y Analisis de ARN Total

Para la eliminacion de ADN gendémico las muestras de ARN total se trataron con DNasa I (La
Roche, USA). La mezcla de la reaccion contenia 1 pg de RNA, 2 pl de buffer de incubacion
10X, 2.5 U de DNasa I esta reaccion se llevo a un volumen final de 20 pl con agua libre de
RNasas y se incub6 a 35°C por 23 minutos. Para purificar las muestras de ARN y eliminar la

DNasa I la reaccion se aford a 100 pl con agua libre de RNasas y después se afiadidé 1 pl de
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EDTA 0.5 M pH 8, 2 pul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 100 pl de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1). Esta mezcla se centrifugd a 12,000 x g por 6 minutos a 4°C, y la fase
superior se transfirié a un tubo nuevo. Se adicionaron 300 pl de etanol absoluto frio y 10 pul de
acetato de amonio 5 M. Se dej6 incubando dos horas a 20°C para la precipitaciéon del ARN y se
centrifugd a 13,000 x g por 20 minutos a 4°C. Después se lavo el precipitado dos veces con
etanol al 70%, se dejo secar por 5 minutos y finalmente se resuspendid en 20 ul de agua libre de
RNAsas tratada con DEPC (Sambrook y Russell, 2000).

Para visualizarlo en gel, se analizé 0.500 pg de ARN por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en gel de agarosa/MOPS, para verificar que el ARN estaba integro (Fourney et
al., 1988). Para preparar el gel de agarosa /MOPS se peso 1 g de agarosa y se mezcl6é con 10 mL
de MOPS 10X + 87 mL de agua DEPC; se disolvid la agarosa con calor y se dejo enfriar a 50°C.
Luego se agregaron 5.1 mL de formaldehido y se mezcl6d bien, para finalmente vaciar en el
molde del gel y analizar el ARN por electroforesis. El gel fue visualizado al tefiirse con bromuro
de etidio y se fotografié con un fotodocumentador digital (Kodak DS DC120).

Ademas del analisis por electroforesis se realizaron reacciones de PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés) utilizando el ARN como molde para verificar
que no habia de ADN genémico residual en las muestras. Esto se pudo llevar acabo ya que se
utilizan iniciadores especificos para un gen conocido y su amplificacion es posible solamente a
partir de ADN. Las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% para verificar que
no hubo producto de PCR amplificado cuando se utilizo ARN como molde. El gel se tid con

bromuro de etidio para tefiir los productos de PCR y visualizarse en el fotodocumentador digital.

V1.3. Sintesis de ADNc¢

Para la sintesis de ADNc se utilizo la transcriptasa reversa de Super Script III
(Invitrogen) y los adaptadores SPRIMA (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCA GAGTACGCGG-
3%) y 3PRIMA (5’-GCTCGCGAGCGCGTTTAAACGGCGACGCG
TTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3"). El protocolo que se siguié fue el siguiente: se mezclo 1.5 pg
de ARN, 1 pl del iniciador 3PRIMA 50 uM, 1 pl de dNTP’s 10 mM y se llevo el volumen a 10
ul con agua DEPC. Posteriormente, se incub6 a 65°C por 5 minutos y se enfrié en hielo por un
minuto. Después se realizo la mezcla de sintesis de ADNc, utilizando para una reaccion 2 ul de
buffer RT 10X, 4 pul de MgCI2 25 mM, 2 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de RNAse OUT (40 U/ul) y 1ul
de Super script III RT (200 U/ul). Se anadio 10 ul de la mezcla de sintesis de ADNc a la mezcla
de ARN-3PRIMA (iniciador), se mezclé suavemente y se incubd por 50 minutos a 50°C. Al
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término, se colocaron las muestras a 85°C por 5 minutos y se mantuvieron en hielo. Se
colectaron las muestras por centrifugacion y se le anadi6 1 ul de RNAse H en cada tubo y se
incub6 por 20 minutos a 37°C. Finalmente, se almacen6 el ADNc a -20°C. Para probar los ADNc
se hizo una reaccion de PCR utilizando iniciadores para un gen conocido, con condiciones ya
estandarizadas y se analiz6 en un gel de agarosa/TBE. El gel se tifid con solucién de bromuro de
etidio y posteriormente se paso a la visualizacion en el fotodocumentador digital (Sambrook y

Russell, 2000)

V1.4. Diseiio de Iniciadores

Se disefiaron iniciadores especificos en base a una clona parcial para la ANS, se disefiaron con el
fin de amplificar hacia el extremo 5’ UTR. Ademas se realiz6 un iniciador especifico a partir de
ATG inicial de la secuencia nucleotidica para ANS en Vitis amurensis (ACN38270.1). El disefo
del iniciador basado en V. amurensis se propuso como una alternativa para la clonacion hacia el
extremo 5’UTR, ya que las secuencias de ANS en otras plantas son similares en esta region. Los
iniciadores especificos se sometieron a un andlisis de oligonucle6tidos con un programa en linea
de Sigma Aldrich (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp). El programa evalua los
iniciadores siguiendo los pardmetros: temperatura de disociacion donde es preferible que no sea
mayor a 60°C y no menor a 50°C, el porcentaje de GC que sea entre 45% y 55%. Lo anterior se
debe a que G y C se unen mediante tres puentes de hidrogeno en su estructura por lo que requiere
mayor energia/calor para separar de la hebra de ADN, en donde a mayor porcentaje de G-C se
obtiene mayor temperatura de disociacion. La presencia de dimeros y estructuras secundarias
haria una imposible union de los iniciadores hacia la cadena de ADN, en este caso ADNc. Los

iniciadores se sintetizaron en la casa comercial IDT (San Diego, CA, USA).

VL.5. Amplificacion de Fragmento de Antocianidin Sintasa por PCR

Se tomo6 el ADNc preparado a partir de tejidos de mango (Mangifera indica L.) como molde en
las reacciones de PCR. Para los componentes de la reaccion se utilizé el “Go Taq Green Master
mix 2X” (Promega, México D.F.), que contiene todo lo necesario para la reaccion con excepcion
de los iniciadores y el templado. De acuerdo a las indicaciones del sistema, las mezclas de
reaccion se prepararon como sigue: 12.5 pl de Go Taq Green Master mix 2X, 0.25-2.5 pl de

iniciador sentido, 0.25-2.5 pl de iniciador antisentido, 1-5 pl de templado y se llevo con agua
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milli Q a un volumen de 25 pl. Se utilizaron diferentes condiciones de PCR para la obtencion de
un producto de amplificacion, siguiendo los parametros de desnaturalizacion, y variando la
temperatura de alineacion de iniciadores, extension y elongacion.

Las reacciones de PCR, se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
preparado con TBE (Tris-Borato-EDTA) como solucion amortiguadora. En el gel, se tifio el
ADN con bromuro de etidio o con Tinciéon GelRed (Biotium, México, D.F.) y se procedidé a

documentar el resultado utilizando un fotodocumentador digital.

VI1.6. Clonacion

Para la clonacion se ligaron las amplificaciones obtenidas por PCR a un vector pCR 2.1
(Invitrogen, Carlsband, CA, USA) utilizando 3 pL del producto de PCR, 1 puL (50 ng) del vector
pCR2.1 utilizando 1 pL de ADN ligasa (3U/ pL) y 5 pL de buffer de ligacion 2X, en una
reaccion de 10 pL. Esta mezcla se dejo incubando a 4°C toda la noche para posteriormente
transformar las células Escherichia coli TOP10. En caso de que el producto de PCR no fuese
ligado el mismo dia de la obtencion, se aplicé un procedimiento de “refreshing”, el cual consiste
en agregar una adenina (A) adicional en los extremos del producto de PCR para asegurar su
ligacion al vector. Para lo anterior se agreg6 1 pl de dATP y 0.2 ul de Taqg DNA polimerasa a 5
ul de la reaccion de PCR y se incubd a 95°C por 5 minutos y después a 72°C por 5 minutos.

De la reaccion de ligacion, se mezclaron 4 pl. con 50 puL de células de E. coli TOP10,
para la transformacion bacteriana con la insercion del plasmido. La mezcla se coloco en hielo
por 30 min, seguido de un bafio a 42 °C por |1 minuto, inmediatamente después se transfirio de
nuevo al hielo. Pasado un tiempo se agregaron a la reaccion 250 pL de medio SOC (5 gL' de
extracto de levadura, 20 gL' de triptona, 0.584 gL' de NaCl, 0.186 gL' de KCl, 0.952 gL' de
MgCly y 3.6 gL de glucosa) a temperatura ambiente; se agité horizontalmente durante una hora
a 37°C a 225 rpm. Después se colocaron 200 pL. y 100 pL aproximadamente de cada cultivo
bacteriano a placas agar-LB con ampicilina (100 ugmL™), en presencia del sustrato X-gal 40
mM (5-boemo-4cloro-3indolil-beta-D-galactosido). Se esperd a que fuese absorbido el cultivo y
se incubo invertido por 18 horas a 37°C. Para la seleccion de clonas recombinantes se utilizo el
sistema de seleccion de colonias blancas y azules. Las colonias azules corresponden a las células
transformadas con el vector que lleva el gen de la B-galactosidasa funcional y dicha enzima
produce el color azul caracteristico al reaccionar con el sustrato X-gal. Las colonias blancas

corresponden a las células transformadas con el vector que lleva insertado un ADN (amplicon)
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interrumpiendo el gen de la P-galactosidasa, la cual no es funcional por la insercion del
fragmento de ADN de interés dentro del mismo (Sambrook y Russell, 2001).

Para la obtencion de minipreparaciones de ADN plasmidico de las colonias
transformadas, se utilizo el método de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001). Se inocularon
colonias blancas de E.coli transformadas en 3 mL de caldo LB + 3 pL Ampicilina (100 pgmL™)
y se dejaron incubando a 37°C con agitacion a 225 rpm durante toda la noche (18 horas).
Posteriormente, se centrifugd 1.5 mL del cultivo de células a 10,000 x g por 5 min (centrifuga
Eppendorf 5417C), se descartd el sobrenadante, se repitio el procedimiento con el resto del
cultivo (Sambrook y Russell, 2001).

El precipitado bacteriano se resuspendio en 250 pL de solucion I (2 mL de EDTA 0.5 M
apH 8, 2.5 mL de Tris-HCI 1 M a pH 8 y 10 mL de glucosa 0.5 M, aforando esta mezcla a 100
mL) formando una mezcla homogénea. Después se agregaron 250 pL de soluciéon II recién
preparada (500 pL de NaOH 2N, 500 pL de SDS 10% y 4 mL de agua estéril), se mezcld por
inversion 5 veces y se dejo incubando en hielo por 10 min. Posteriormente se le adiciond 250 pL
de solucion III refrigerada (30 mL de acetato de potasio 5 M, 5.75 mL de 4cido acético glacial y
14.25 mL de agua estéril), se mezcld por inversion 5 veces y se incubd en hielo por 5 min
(Sambrook y Russell, 2001).

La mezcla se centrifugd por 10 min a 12,000 x g, y se transfirié el sobrenadante a otro
tubo. Se agregaron 500 pL de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcld en el vortex,
después se centrifugd la mezcla a 12,000 x g por 30 min, y se descartd el sobrenadante. El
precipitado se lavd dos veces con 300 pL etanol frio al 70%, se centrifugd por 3 minutos y se
removio el etanol. Finalmente, el pellet se dejo secando a temperatura ambiente, y se resuspendid
en 50 uL de H,O milli Q estéril, y se le agregd 1 pL de RNasa (10 mg mL™). La mezcla se
incub6 a 37°C por 30 min, al término de este tiempo la mezcla se colocé en hielo para inactivar
la enzima RNasa (Sambrook y Russell 2001).

Se cuantificé la concentracion de ADN plasmidico por espectrofotometria en un
NanoDrop ND-1000 UV-Vis, en donde se midi6 la absorbancia 260 nm y 280 nm. La pureza de
la muestra se determina mediante la relacion Ajep/Azgzo: donde una relacion de 1.8 a 2.0
corresponde a un ADN puro (Sambrook y Russell 2001).

Para poder verificar la presencia del inserto en la clonas positivas, se realizaron
digestiones con la enzima de restriccion EcoRI, que flanquea los sitios de insercion en el vector.
Utilizando las minipreparaciones de ADN plasmidico como muestra, se mezcl6 2 pg del ADN
plasmidico, 1 pL de buffer H 10X, 3.6 U de enzima EcoRI (New England Biolabs, Ipswich, MA,

USA), y se afor6 a 10 pL con agua milli Q. Las reacciones se incubaron a 37°C por una hora
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(Sambrook y Russell 2001). Posteriormente, se realizé una corrida electroforética en gel de
agarosa al 1% para visualizar las bandas referentes a los insertos en los plasmidos de PCR2.1,

por medio de tincion con GelRed y posterior vista al fotodocumentador digital.

VI1.7. Secuenciacion y Analisis de Secuencias

Los plasmidos recombinantes se limpiaron con el protocolo para desalar y concentrar soluciones
de ADN de Qiaex II (QIAGEN, Valencia, CA, USA). El ADN obtenido se re-suspendi6 y una
vez limpias las muestras de ADN plasmidico se determind su concentracion en el
espectofotometro Nanodrop ND 1000 y se prepararon. Se enviaron a secuenciar al Laboratorio
de Secuenciacion de la Universidad de Arizona (Tucson, AZ, USA). La concentracion de las
muestras fue de 200 ng pL™ en 10 pL, las cuales fueron secuenciadas con los iniciadores
universales M13Fw y M13Rv.

El analisis de secuencias nucleotidicas consistié primeramente en localizar los sitios de
restriccion correspondientes al corte de la enzima EcoRlI, es decir GAATTC para cada una de las
muestras. Posteriormente, para la identificaciéon de la secuencia resultante, esta se analiz6
utilizando el algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990) en las bases de datos de NCBI (National
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Se utilizé el algoritmo
CLUSTALW para el alineamiento de las secuencias obtenidas, asi como para su comparacion
con otras secuencias reportadas en la base de datos GenBank del NCBI. Para la identificacion del
marco de lectura abierto se utilizo un algoritmo de traduccién en los 6 posibles marcos de lectura
abiertos (http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/translate/), con lo cual se obtuvo la secuencia

deducida de aminoacidos.

VI1.8. Modelacion de Estructura de Antocianidin Sintasa

Para obtener un modelo de la estructura tridimensional de la secuencia de aminoacidos de ANS
de mango, se realizd6 por medio del programa MOE (Molecular Operating Enviroment),
utilizando como templado una ANS de Arabidopsis thaliana (PDB 1PG4), la cual es 80%
idéntica a la secuencia aminoacidica de ANS de mango. Posteriormente, los datos obtenidos en
el programa MOE, se transfirieron al programa PyMOL (http://pymol.org/), en el cudl se

visualizo la estructura de la enzima.
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VI1.9. Dendograma de Secuencias de Antocianidin Sintasa

Se construy6 un anélisis de conglomerados, en donde se compar6 la secuencia nucleotidica en el
programa MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura et al., 2011), el cual
cuenta con diversos algoritmos para la realizacion de arboles. Para obtener el dendograma,
primeramente se obtuvieron las secuencias nucleotidicas para ANS de las siguientes especies:
Nicotiana tabacum (AB723683.1), Fragaria x ananassa (JX134095.1), Pyrus pyrifolia
(GU390546.1), Paeonia lactiflora (JQ070805.1), Camellia chekiangoleosa (JN944577.1),
Vaccinium corymbosum (JN654701.1), Dahlia pinnata (AB591830.1), Brassica juncea
(EU927146.1), Arabidopsis thaliana (JF681791.1), Prunus salicina var. cordata (JN560957.1),
Gynura bicolor (AB550241.1), Prunus avium (GU990529.1), Fagopyrum esculentum
(HM149791.1), Brassica rapa var. purpuraria (GQ120562.1), Pericallis cruenta (EU810806.2),
Malus hybrid cultivar (FJ817488.1), Solanum tuberosum (HQ337900.1), Lactuca sativa
(AB525912.1), Saussurea medusa (AY547342.1), Citrus sinensis (AY581048.1), Dimocarpus
longan (FJ479616.1), Theobroma cacao cultivar scavina 6 (GU324350.1), Garcinia mangostana
(FJ197133.1), Vitis vinifera (EU156063.1) del banco de genes del NCBI.
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VII. RESULTADOS
VII.1. Extraccion de ARN Total

Se realiz6 la extraccion de ARN total de hoja, mesocarpio, epicarpio y embrion, en donde se
cuantificé cada muestra y se obtuvo en promedio una concentracion de 159 nguL™ de ARN en
las muestras. Después de la digestion con DNAsal se volvid a cuantificar quedando las muestras
de ARN a una concentracion de 134.7 nguL™. Por lo tanto, en los 20 pL totales se obtuvieron
2,694 ng de ARN total obtenido de cada tejido, con una relacion de absorbancia 260/ 60 de 1.96, 1a
cual indica que el ARN estaba puro. En la corrida electroforética se cargaron 0.5 pg de ARN
total por lo que se tomaron 3.7 pL de los 20 pL totales de ARN. En la figura 7 se observan las
bandas del ARNTr lo cual es indicativo de un ARN integro, y no se observd barrido que es

indicativo de ARN degradado.
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Figura 7. Electroforesis en gel agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes para ARN total de
Mangifera indica. Se observan las dos bandas caracteristicas del ARN ribosomal

correspondientes a las subunidades 28S y 18S.
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VII.2. Purificacion y Analisis de ARN Total

Se realizaron reacciones de PCR utilizando el ARN en lugar de ADN como molde, utilizando
100 ng de la muestra de ARN total como templado. Ademas, se utilizaron iniciadores que
amplifican un fragmento de 550 pb para amplificacion a partir de ADN genomico, utilizados
como reacciones control establecidos en el laboratorio. Se utilizd un programa con una
temperatura de hibridacion de 50°C. El resultado fue satisfactorio ya que no se observo producto
de amplificacion en las reacciones donde el ARN era el molde (carril 3) (Figura 8). Lo anterior
es una prueba de que la muestra de ARN no estaba contaminada con ADN gendmico. En las
reacciones de PCR control donde el templado fue ADN gendmico si hubo amplificacion (carril

2), mientras que en el control negativo no hubo amplificacion (carril 4).

1 2 3 4
"B

-—

—

-

.o

.o
650 .o

500 40
Tine
|

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, reacciones de PCR prueba de ADN gendmico.
Se observa el carril 1, estandar de peso molecular; carril 2, amplificacion de 550 pb con ADN
genomico como molde (control positivo); carril 3, amplificacion con ARN total como molde y

carril 4, amplificacion sin molde (control negativo).
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VI1.3. Sintesis de ADNc¢

El ADNCc se utilizé en reacciones de PCR, y se diluyé 1:10, 1:100 y 1:1000; la primera fue
realizada con iniciadores estandarizados para una amplificaciéon de un producto de 150 pb,
mientras que las demés fueron iniciadores para amplificar un producto de 250 pb. El resultado
fue positivo, ya que se logro la amplificacion en los tamafios esperados, por lo que se puede decir
que la sintesis de ADNc fue eficiente (Figura 9). El ADNc obtenido (aproximadamente 50 ng, a
partir de 1000 ng de ARN total) fue suficiente para amplificar el ADN de prueba aun cuando se
diluyo 1:1000. Los ADNc sintetizados se utilizaron posteriormente como ADN molde en la
clonacion de ANS. Lo anterior habla de la buena calidad del ARN total obtenido, la cual es un

factor muy importante cuando se sintetiza ADNCc.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, de los productos amplificados de ADNc. Carril:
marcador de peso molecular, carril 2: amplificaciéon de 150 pb para la concentracion 1:10 de

ADNCc de hoja; carril 3 y amplificacion de 250 pb a una concentracion de ADNc de 1:100 y

1:1000, respectivamente.
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VI1.4. Clonacion de Antocianidin Sintasa

Se partid6 de una clona parcial para ANS obtenida de una genoteca de pulpa de mango
(Mangifera indica) en el 2006, a cargo de la Dra. Maria Auxiliadora Islas Osuna. La clona se
encontraba en el plasmido pCR2.1 y se utiliz6 en la transformacion de E. coli para obtener ADN
plasmidico en cantidad suficiente, para corroborar la secuencia nucleotidica que se tenia. Una
vez que se obtuvieron clonas recombinantes se seleccionaron dos para enviarse a secuenciar
ambas cadenas completas por duplicado y obtener las secuencias nucleotidicas libre de
ambigiiedades. La concentracion de los minipreps para dichas muestras fueron las siguientes
354.6 ngul™ y 399.4 ngul™ y con una absorbancia en ***/53, de 1.88 y 1.87, respectivamente. Al
analizarse las muestras por digestion se observd que el tamafio aproximado del fragmento

insertado es de aproximadamente 700 pb. (Figura 10). Se nombré la secuencia nucelotidica

parcial como ANSI.
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Figura 10. Analisis electroforético de la digestion de la clona parcial de ANS1 de mango
(Mangifera indica). Carril 1: el marcador de peso molecular, carril 2 y 4: muestra de plasmidico

recombinante sin digerir, carril 3 y 5: plasmido digerido con el fragmento de ANS.
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VIIL.5. Analisis de Secuencias

Se analizaron las secuencias nucleotidicas de las dos cadenas de ANSI (sentido y antisentido) de
los dos clones seleccionados mediante el algoritmo BLAST, corroborandose su identidad con
otras secuencias de ANS en otras plantas. La secuencia para ANS1 tiene un tamafo de 758 pb,
de los cuales 525 pb se traducen al75 aa, 3 pb son el coddn de terminacioén y 230 pb corresponde
a la region no traducida 3’ (3’UTR) en la que se encuentra la cola de Poli-A. Al analizar la
secuencia aminoacidica (175 aa) deducida de la secuencia nucleotidica, se identifico un dominio
conservado el cual es caracteristico de la super familia 20G-Fell Oxy (pfam03171).

Al comparar la secuencia nucleotidica de ANS de mango con una secuencia de ANS de
Citrus sinensis (AAT02642.1) de 1074 pb (357 aa) y comparar sus respectivas secuencias de
aminoacidos deducidas, (la secuencia ANSI es parcial y abarca desde el aminoacido 178 hasta el
final de 351 aa), se encontrd una identidad del 82% de la ANS de mango contra la ANS de
naranja (C. Sinensis). Por lo anterior, podemos decir que al fragmento obtenido (ANS1), le hacen
falta alrededor de 531 pb, codificando para 177 aminodcidos hacia el extremo 5’ (amino terminal
de la proteina). En la Figura 11, se puede observar la distribucion de la secuencia nucleotidica de

ANSI obtenida en la comparacion con la secuencia de C. sinensis para ANS.

1 pb

Citrus sinensis ANS 1 (Mangifera indica ) 3’UTR | PoliA

Extremo 5’ Extremo 3’

Figura 11.-Distribucion espacial de la secuencia de ANSI1 para Mangifera indica en comparacion

con la secuencia de aminoacidos de ANS en Citrus sinensis.
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VII.6. Diseiio de Iniciadores

El disefio de iniciadores especificos se realizd en base a la secuencia de ANS1 de mango
obtenida, con el fin de avanzar hacia el extremo 5’ de la region desconocida del gen. En la Tabla
2 se pueden observar los iniciadores antisentido disefiados para la amplficacion hacia el extremo
5°, asi como sus caracteristicas correspondientes, una combinacion de estos con iniciadores

sentido hizo posible clonar el extremo 5° del ADNc de ANS y a continuacion se describe.

Tabla II. Iniciadores antisentidos para Antocianidin sintasa

Lon: Longitud, TM: Temperatura de fusion, E.S: Estructura secundaria, F.D: Formacion de
dimeros.

Iniciador Iniciador antisentido 5°-3’ Lon TM°C %GC E.S. F.D.
Muy
CAAGCTTCTTCCGGAGAC GTCTCCGGAAGAAGCTTG 18 60 55 débil No
ébi
GAAATCCTGAGCAATCGC GCGATTGCTCAGGATTTC 18 60.9 50 No No
CTAAATGCCCTCAACCAG CTGGTTGAGGGCATTTAG 18 58 50 No No

VII.7. Clonacion hacia el Extremo 5 del ADNc de Antocianidin Sintasa

En la obtencidon de las secuencias nucleotidicas hacia el extremo 5’ para ANS, se utilizaron
ADNCc de varios tejidos del fruto de mango (Mangifera indica), como mesocarpio, embridon y
epicarpio, asi como de hoja. Se probaron varias alternativas para avanzar hacia el 5’UTR, una de
ellas fue la utilizacion de un iniciador dentro del adaptador 5’PRIMA, con la cual no se obtuvo el
resultado esperado. Por lo que se utiliz6 el iniciador especifico para ANS, disefiado en base a la
secuencia de Vitis amurensis. El iniciador fue el siguiente 5°- ATGGTGACTTCAGTGGCTC-
3’, el cual tiene las siguientes caracteristicas: longitud de 19 pb, una temperatura de alineamiento
de 60 °C, con un porcentaje de GC de 52 y no forma estructura secundaria ni dimeros.

Se realizo un PCR con las siguientes condiciones: 95°C por 10 minutos, 95°C por 1
minuto, 50°C por 1 min (+ 0.5 por ciclo), 72°C por 1, ir al paso 2 por 19 veces, 94°C por 1 min,
57°C por 1 min, 72°C por 1 min, ir al paso 6 por 9 veces, 72°C por 1 min. 4°C tiempo indefinido.
Se utilizaron los iniciadores especificos de ANSI parcial y el iniciador especifico para ANS con

base en la secuencia nucleotidica de Vitis amurensis. Donde se obtuvo un fragmento de alrededor
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de 800 pb con el iniciador antisentido 5’GCGATTGCTCAGGATTTC 3’ (Figura 12); la
amplificacion fue ligada, transformada y dos clones recombinantes obtenidos se enviaron a
secuenciar con los iniciadores M13 Fw y M13 Rv. Se obtuvo una secuencia nucleotidica que
incluye el codén ATG inicial y alinea con ANS de varias especies vegetales. Lo anterior se
observo al analizar las secuencias obtenidas por medio del algoritmo BLASTX, y se nombro esta

secuencia parcial como ANS2.

1 2
Pb
1000
— e -
850

-

——

-

.

-

Figura 12. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion de la clona parcial
ANS2. Carril: se observa el marcador de peso molecular, carril 2: el pldsmido recombinante

digerido con el fragmento de 800 pb liberado.
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VII.8. Ensamble de Secuencias

La secuencia ANS2 se compard por medio de un algoritmo ClustalW con la secuencia ANSI,
observandose que se alinean en una region de aproximadamente 300 pb que es idéntica entre
ellas. La region de empalme se ubica al inicio de la clona ANS1 y al final de la clona ANS2, lo
que significa que ambas son parte de un mismo gen, en éste caso ANS. En base a este resultado
se realizd un ensamble de secuencias (Figura 13), resultando en un ADNc de 1056 pb y se
nombro MiANS.

La secuencia nucleotidica MiANS fue traducida a una secuencia aminoacidica de 351
residuos y se muestra en la Figura 14. En la figura se puede identificar el codon ATG de inicio
(sombreado en negritas), el codon TAA de terminacidon (sombreado gris), la region 3’UTR y la

cola Poli-A (en negritas y subrayada).

5" UTR
l, ATG ANS 2
Ipb 852pb
TAA
ANS 1 ~ 3 UTR. PoliA_
556pb 1056pb
ATG .
MiANS TAA , .
5 @ 1 —9.....3 UTR _PoliA_
Ipb 1056pb

Figura 13. Esquema del ensamble de secuencias ANS1 y ANS2. Se muestran las dos secuencias

parciales para ANS, obteniendo la secuencia completa de MiANS.
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N GTGACTTCAGTGGCTCCTCGAGTCGAGAGTTTGTCCAGCAGTGGGATTCAAGCAATC

p XK £E vy v R P 0 E E L T s I G N V F E E
CCAAAAGAATATGTTCGCCCACAGGAAGAGCTAACCAGCATCGGCAACGTTTTTGAAGAA

E K K E E G P O V P T M N L K E I D A E
GAAAAGAAAGAAGAGGGCCCTCAGGTTCCCACCATGAATCTTAAGGAAATCGATGCAGAG

p p V V R E K C R E O L K K A A M D W G
GACCCAGTGGTTCGTGAGAAGTGCAGGGAACAGCTAAAAAAAGCTGCGATGGATTGGGGC

v M H L V N H G I P D E L I E R V K K A
GTGATGCACCTTGTTAACCATGGGATTCCTGATGAGCTTATTGAGCGTGTGAAGAAAGCG

G E A F F E L P L E E K E K Y A N D QO V
GGGGAGGCGTTCTTTGAGCTTCCTCTTGAGGAGAAAGAGAAATATGCAAACGACCAGGTC

s 6 K I 9 6 ¥ 6§ K L A N NA S G O L E
TCTGGGAAGATTCAAGGCTATGGAAGCAAGCTAGCGAATAATGCTAGTGGGCAGCTTGAA

w E D Y ¥ ¥ H L I ¥ P E D K R D L S I W
TGGGAGGATTATTTCTTCCATCTTATTTTCCCTGAAGATAAGAGGGATTTGTCAATTTGG

p XK vy p A DY T V A T S E Y A K L L R G
CCGAAGTACCCAGCTGACTACACAGTGGCGACTAGCGAATATGCAAAGCTACTTAGAGGC

L A T K I M A V L 5 I G L G L E E G R L
CTGGCTACCAAAATTATGGCAGTGTTATCAATTGGGTTGGGATTGGAAGAGGGAAGGTTG

E K E Vv 6 G I E E L L L O M K I N Y Y P
GAAAAAGAAGTTGGAGGAATTGAAGAACTTCTCCTTCAAATGAAGATCAACTACTATCCT

K ¢ p 0 P E L A L G V E A H T D V S A L
AAATGCCCTCAACCAGAACTGGCTCTTGGTGTGGAGGCTCACACAGACGTTAGTGCTCTC

T ¥ I L. H N M V P G L QQ L F Y E E K W V
ACCTTCATCCTCCACAACATGGTTCCCGGCCTGCAACTCTTCTATGAAGAGAAGTGGGTC

T A K ¢ v p N S I I M H I G D T I E I L
ACTGCAAAGTGTGTTCCAAATTCTATCATCATGCACATTGGTGACACCATTGAAATCCTG

s N R K ¥y K s v L H R 6 L vV N K E K V R
AGCAATCGCAAGTACAAGAGTGTTCTTCACAGGGGACTCGTTAACAAGGAGAAAGTCAGG

I s W A V F C E P P K E K I Vv L K P L P
ATTTCGTGGGCTGTTTTCTGTGAGCCTCCGAAGGAAAAGATTGTCCTCAAGCCTCTTCCG

E T v s E T E P P L F P P R T F QO QO H I
GAGACTGTGTCGGAGACAGAGCCTCCACTGTTCCCTCCTCGCACCTTTCAGCAGCATATT

E H K L F R K A Q E S =
GAGCACAAGCTGTTTAGGAAGGCTCAAGAAAGTTAATGCGTGGTGGTTGCATATGCTGTT
ATTTTATATGTTTTATGTTAAGATGTTTATAAGCACGGTGCTCCGTGTGAATGCTTTAAC
TGTGGCAGGTAGAGACCATAGTGTATGATTGCTTTCTTGAATAATAAGTCTCATTATATT
GTTCTTTACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 14. Secuencia nucleotidica y secuencia aminoacidica deducida de MiANS. Producto del

ensamble de las secuencias parciales

identificando el codon de terminacion, la region 3’UTR y la cola poli A.

ANS1 y ANS2. Iniciando con la metionina inicial,
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VIL9. Analisis Comparativo de Secuencias Aminoacidica de Antocianidin Sintasa

Se realiz6 un alineamiento comparativo de la ANS de Mangifera indica (MiANS) con ANS de
diferentes frutos: Vitis vinifera (ABV82967.1), Citrus sinensis (AAT02642.1), Dimocarpus
longan  (ACK76231.1), Theobroma cacao (ADD51356.1), Garcinia mangostana
(ACM62747.1). En este alincamiento se observdo que MiANS presenta un porcentaje de
identidad de 87% con D.longan y V. vinifera, seguido por T. cacao con 86%, posteriormente C.

sinensis y G. mangostana con 85% y 81%, respectivamente.

M.indica 1

T.cacao 1

C.sinensis 1

D.longan 1

V.vinifera 1

G.mangostana 1

M.indica (N DIV R K CINEO] . KKAANBWGVMHLVNHG I |2l 118

T.cacao (AR DRVHV R FRCINOIH . KRAAEWGVMHLVNHG IS

C.sinensis (U DIV R F K CINEIN T KKAANBWGVMHLVNHG I SBB ik

D.longan (AN DOV R I K CIaEe [ KO)AAMBWGVMHLVNHG IS L)
V.vinifera (N DIV R F RICINEIN T, KA ANEWGVMHLVNHG I SIRB LISNR YV K\WA GIENRE FIN L)
G.mangostana (YOI DIV R DI C\DI 1)K A AW G VMHLVNHG T SINE T RS KE§A GIgaE Fie) T )
M.indica IZNRS CIN T OGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHL|

T.cacao IR CIN T OGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHL

C.sinensis IZNRS CIN T OGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHL

D.longan IZNRS CINMIOGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHL

V.vinifera IZNRS CIN T INGYGSKLANNASGQLEWEDYFFHL

G.mangostana 120 [EMifeleaqeS em:NNENSIE RIBNIHDGNN-0N

M.indica 181 €. GLEEGRLEKEVGGEEELLLOMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
T.cacao 181 O . GLEEGRLEKEVGGEEELLLOMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
C.sinensis 181 €. GLEEGRLEKEVGGEEELLLOMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
D.longan 181 @L.GLEEGRLEKEVGG EELLLQMKINYHPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
V.vinifera 181 € L.GLEEGRLEKEVGG EELLLQKKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
G.mangostana 180 O . GLEEGRLEKEVGGEEELINLOMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL
M.indica XN T T LHNMVPGLOLFYEMKWVTAKCVPNSTI IMHIGDTHE ILSNRKYKSMLHRGLVNKEKVR
T.cacao 241 TFILHNMVPGLQLFYEGKWITAKCVPNSIIMHIGDT EILSNGKYKSILHRGLVNKEKVR|
C.sinensis 241 TFILHNMVPGLQLFYKDKWVTAKCVPNSIIIHIGDT EILSNGEYKSILHRGLVNKEKV'
D.longan 241 TFILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPNSIIM!IGDT €T LSNGKYKSILHRGLVNKEKVR
V.vinifera PN T T LHNMVPGLOLFYE@KWVTAKCVPNSITI IMHIGDEME I LSNGKYKSILHRGLVNKEKVR|
G.mangostana 240 NEERINVAYAEEINOINIE G L NAVAN(GAVAZNSEmEYIRNCIDNY

M.indica Rl [ SWAVECEPPK|

T.cacao CISNRN T SWAVEFCEPPK|

C.sinensis CISNRN T SWAVEFCEPPK|

D.longan Rl [ SWAVECEPPK| FPPRTFOQOHIGHKLERKINO

V.vinifera Rl [ SWAVECEPPK| FPPRTFMOHIGHKLEFRKINO
G.mangostana 300 ISUENANGINIZN FPPRTFMOHIGHKLEFRKNO

Figura 15. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de ANS de diferentes especies con
MiANS por medio del algoritmo ClustalW. En negro se marcan los aminodcidos idénticos y en
gris los aminoacidos del mismo tipo quimico.
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Se realizé un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de ANS de las especies Vitis
vinifera, Citrus sinensis, Dimocarpus longan, Theobroma cacao, Garcinia mangostan,
Arabidopsis thaliana y Mangifera indica, por medio de ClustalW. Las secciones conservadas se
tomaron con base en los estudios de Wilmouth et al., (2002) sobre ANS de 4. thaliana. Dentro
de la ANS de Mangifera indica y de las ANS de las otras especies del alineamiento, se observan
las regiones conservadas en la estructura primaria de la antocianidin sintasa reportadas para la
ANS de A. thaliana. Se propone que éstas regiones estdn involucradas en la formacion de la
interaccion electrostatica entre el C5 de las 2 oxoglutarato dioxigenasa dependiende de Fe II, la
cual se define por un residuo conservado de Arginina (residuo 300, segin la secuencia A.
thaliana). Ademés se observa un lazo largo desde el aminoacido 310 al 322, respecto a la
numeracion de ANS de 4. thaliana (Figura 16) observandose subrayado en zigzag y sombreado.
Por otra parte, Wilmouth et al. (2002) mencionan que existe un complejo del atomo Fe (II);
20G;DHQ que demuestra que el hierro esta ligado en una geometria casi octaédrica por la cadena
lateral de His (234), His (290) y Asp (237). Ademas poseen los residuos conservados, los que

intervienen en la catalisis de la enzima.

T.cacao LASKILSALSLCLGLEEGRLEKEVGGLEELLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 240
G.mangostana LATKVLSALSLCLGLEEGRLEKEVGGIEELALQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 239
M.indica LATKIMAVLSIGLGLEEGRLEKEVGGIEELLLQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 240
V.vinifera LATKILSVLSLGLGLEEGRLEKEVGGMEELLLQKKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 240
D.longan LATKILSVLSLGLGLEEGRLEKEVGGLEELLLOQMKINYHPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 240
C.sinensis LATKILAVLSLGLGLEEGRLEKEVGGLEELLLOQMKINYYPKCPQPELALGVEAHTDVSAL 240
A.thaliana LATKVFKALSIGLGLEPDRLEKEVGGLEELLLOQMKINYYPKYPQPELALGVEAHTDVSAL 238

**:*:: _**: * KKKk '********:*** * Kx ****:** ***********m***
T.cacao TFILHNMVPGLQLFYEGKWITAKCVPNSIIMHIGDTVEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVR 300
G.mangostana TFILHNMVPGLQLFYEGEWVTAKCVPNSIIMHIGDTLEILSNGKLKSILHRGVVNKEKVR 299
M.indica TFILHNMVPGLQLFYEEKWVTAKCVPNSIIMHIGDTIEILSNRKYKSVLHRGLVNKEKVR 300
V.vinifera TFILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPNSIIMHIGDAIEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVR 300
D.longan TFILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPNSIIMIIGDTIGILSNGKYKSILHRGLVNKEKVR 300
C.sinensis TFILHNMVPGLQLFYKDKWVTAKCVPNSIILHIGDTIEILSNGEYKSILHRGLVNKEKVR 300
A.thaliana TFILHNMVPGLQLFYEGKWVTAKCVPDSIVMHIGDTLEILSNGKYKSILHRGLVNKEKVR 298

***************: :*:******:**:: ***:: * KKK **:‘A.**:******.
T.cacao ISWAVFCEPPKEKIILKPLPETVSETEPPLFPPRTFAQHIHHKLFRKTQDGLSN---~- 354
G.mangostana ISWAVFCEPPKDKIILKPLPELVSETEPPMFPPRTFSQHIQHKLFRKNQDDVGPN--~- 354
M.indica ISWAVFCEPPKEKIVLKPLPETVSETEPPLFPPRTFQQHIEHKLFRKAQES ——————— 351
V.vinifera ISWAVECEPPKEKIILKPLPETVSETEPPLFPPRTFSQHIQHKLFRKTQEALLSK——— 355
D.longan ISWAVECEPPKEKIILKPLPETVSETEPPLFPPRTFQQHIQHKLFRKTQDALLNKQS— 357
C.sinensis ISWAVFCEPPKDKIILKPLPETVSEQKPAMFPPRTFQOQOHIEHKLFRRTQDALLSDEE- 357
A.thaliana ISWAVECEPPKDKIVLKPLPEMVSVESPAKFPPRTFAQHIEHKLFGKEQEELVSEKND 356

x QA A x sxk o hxknnx xxk & xkxx*0 *x+0 , x+O* . K.
Figura 16. Alineamiento de secuencias aminoacidicas para identificacion de regiones

conservadas, segin lo reportado para ANS de A. thaliana, a partir del aminoacido180. Los
residuos de unioén a hierro se reportan como cuadros negros, para las uniones de 20G, DQI1,
DHQ2, se reportan circulo negro, cuadro blanco y circulo blanco, respectivamente. Se encuentra
subrayada la region indicada como lazo largo.
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VII1.10. Modelacion Estructural de la Enzima MiANS

El modelo de la estructura tridimensional de MiANS se muestra en la Figura 17. La figura posee
estructuras secundarias: hojas 3 en color amarillo y a hélices en color rojo. En la figura se puede
observar un conjunto de hojas betas formando la cavidad hidrofobica que da lugar al sitio activo
de la enzima, estas hojas forman la estructura “jelly roll” caracteristica de las 20G dioxigenasa
dependiente de Fell, esta la forman la B5-B12. En esta cavidad es donde interaccionan los
residuos con el ion hierro. Los residuos del sitio activo se localizaron en base al estudio de
Wilmouth et al. (2002), de la ANS de Arabidopsis thaliana, estos residuos estan en base a la
secuencia MiANS His 234, His 290 y Asp 236, los cuales se mantienen conservados en dichas
secuencias. Ademas se observan dos estructuras a hélice caracteristicas de las 20G dioxigenasas
dependientes de Fell, las cuales corresponden a la a12 que forma el “esqueleto” de la enzima y

al7 que forma una especie de tapa para la cavidad hidrofébica.

Figura 17. Modelo estructural de la MiANS de mango (Mangifera indica). Se sefialan el amino
terminal (N-terminal) y carboxilo terminal (C-terminal) de la enzima. Ademas de los residuos en
el sitio activo.
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VIIL.11. Dendograma de Secuencias Aminoacidicas de Antocianidin Sintasa

Para la realizacion del andlisis de conglomerados se obtuvo las secuencias nucleotidicas de ANS
de 24 diferentes plantas y frutos. Estas secuencias fueron traducidas para obtener sus secuencias
deducidas de aminodcidos y se utilizaron para la elaboracion del dendograma. De las varias
posibilidades dentro de los algoritmos utilizados en este estudio, el método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) fue el que di6 mejor resultado. En este
se producen dendogramas enraizados, ademas de que asume que las distancias de la raiz son
iguales, por lo que es el ideal para conocer la similitud entre las secuencias. El dendograma se
encuentra dibujado a escala, lo que infiere que la longitud de la rama estd en las mismas
unidades que la distancia evolutiva. El programa utiliz6 el método de correccion de Possion para
conocer las distancias evolutivas, en éste método la unidad de medicidn se basa en el numero de

sustituciones de aminodacido por sitio.

Dimocarpus longan
Theobroma cacao

Vitis vinifera

Mangifera indica
Citrus sinensis

Paeonia lactiflora

Camellia chekiangoleosa

M Garcinia mangostana

Fagopyrum esculentum

Fragaria x ananassa Albion
I: Malus hybrid
Pyrus pyrifolia Meirensu
I: Prunus avium
Prunussalicina cordata

T Nicotiana_tabacum

Solanum tuberosum
Arabidopsis thaliana
J— — Brassica juncea

|- Brassicarapav purpuraria
Saussurea medusa

Lactuca sativa

Dahlia pinnata

I Gynura bicolor
Pericallis cruenta

Figura 18. Dendograma comparativo de secuencias aminoacidicas de ANS de diferentes especies

comparada con la secuencia de MiANS.
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VIIL. DISCUSION

En este trabajo se obtuvo el ADNc de la antocianidin sintasa de mango nombrandola MiANS,
resultando una secuencia nucleotidica de 1056 pares de bases, que codifican para 351
aminodcidos. La primera secuencia parcial (ANS1) se obtuvo del ADNc de mesocarpio de
mango, mientras que la segunda secuencia parcial (ANS2) se obtuvo a partir de una mezcla de
ADNCc de embridn, epicarpio, mesocarpio y hojas de mango (estrategia para la obtencion del
amplicon). Se puede inferir que la ANS se encontraba expresada en mesocarpio, ya que al
mezclar los ADNc de los diversos tejidos, el ADNc de mesocarpio estaba mas concentrado en
comparacion con otras PCRs anteriores realizadas tratando de amplificar el segmento de ADNc
que faltaba. La secuencia nucleotidica completa (MiANS) se obtuvo con base en un ensamble de
secuencias, donde se obtuvo la region codificante del MiANS, junto con la region 3’UTR vy la
cola Poli-A. Ambas secuencias se traslaparon, lo que indicd que ambas secuencias eran parte del
mismo gen; Pelletier et al. (1997), menciona la ANS es codificada por un solo gen, por lo que se
puede inferir que no existe isoformas para ANS.

Comparando la secuencia aminoacidica de MiANS con las secuencias reportadas para
ANS en diferentes especies de plantas, se observa que es muy similar a ellas en su tamafio. Por
ejemplo, la ANS de Arabidopsis thaliana tiene una secuencia aminoacidica de 356 residuos
(Pelletier et al, 1997), mientras que en Ipomea batatas tiene una secuencia de 362 aminoacidos
(Xiaoqiang et al, 2010), la de Malus crabapple “Royalty” tiene 357 aminodcidos (Tian et al,
2010) y la de Brassica campestris es de 358 aminoacidos (Jiang et al., 2011). Se encontraron
diferencias en la longitud de las secuencias, por lo que se puede inferir que se debe a delecciones
o inserciones en las secuencias de ANS en las diferentes plantas.

El analisis de MiANS mediante el algoritmo BlastX, dio como resultado que ésta enzima
de mango presenta porcentajes de identidad altos a ANS de otras especies. El porcentaje de
identidad minimo es de 77% con ANS de Ipomea batatas y el maximo de identidad fue 87% con
ANS de Dimocarpus longan y Vitis vinifera.

En la secuencia deducida de aminoacidos de ANS de Mangifera indica se distinguen dos
dominios conservados correspondientes a las familias DIOX-n y 2-oxoglutarato oxigenasa
dependiente del Fe II, que abarca a partir del aminodcido 54 al 156 y del 206 al 305,
respectivamente (Marchler-Bauer et al., 2011). Esta clase de enzimas son comunes en eucariotas
y las bacterias, y catalizan una variedad de reacciones que implican tipicamente la oxidacion de
un sustrato organico utilizando una molécula de dioxigeno (Aravind y Koonin, 2001). Estos

dominios hacen referencia a la interaccion del sitio activo de la enzima. Por lo que la
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superfamilia DIOX-n (pfam: 14226) presenta un dominio muy conservado en la region N
terminal de las proteinas 2-oxoglutarato oxigenasa dependiente de Fe II (pfam: 03171). En lo que
respecta a la superfamilia 2-oxoglutarato oxigenasa dependiente de Fe II, incluye a todas las
enzimas oxigenasas que dependen del ion Fe II, asi como aquellas que reaccionan con el 2
oxoglurato. Ademas, esta familia incluye el C-terminal de la subunidad alfa de la prolil 4
hidroxilasa y incluye a hidrolasas lisilo, isopenicilina sintasa (IPNS) (Roach et al., 1995) y AlkB
(Aravind y Koonin, 2001).

En el andlisis de conglomerados se observa la relacion entre Dimocarpus longan 'y Vitis
vinifera con respecto a MiANS, también la relacion con ANS de otras especies vegetales. Cabe
mencionar que el algoritmo utilizado es en base a la homologia de las secuencias aminoacidicas
para generar el dendograma, el cual implica que es comparativo y no de origen evolutivo.

El modelo de la estructura tridimensional de la ANS es muy similar a las estructuras
tridimensionales para esta enzima en Arabidopsis thaliana (Wilmouth et al., 2002) y al modelo
de estructura de ANS de espinaca (Spinacia oleracea) (Sahay y Shakya, 2010). En estas
estructuras se muestra al sitio activo dentro de una region hidrofobica generada por las hojas beta
B5-B12, ademas de presentar “jelly roll” formado por la hélice a12 y la hélice al7 que forma una
tapa en el sitio activo, ademds poseen un lazo largo en los residuos 309-333 segtin la ANS de 4.
thaliana. El jelly roll es caracteristico de las enzimas pertenecientes a la familia 20G oxigenasas
dependientes de Fell (Aravind y Koonin, 2001). En el estudio realizado por Wilmouth et al.
(2002) sobre la estructura de ANS en A. thaliana se encontrd las posiciones de los residuos
conservados para la formacion del sitio activo His (232), His (288) y Asp (234), mientras que los
residuos situados en Mangifera indica L. (MiANS) son His (234), His (290) y Asp (236).
Ademas se tienen residuos conservados que interactian con los sustratos: Arg-298, Phe-304 Leu-

342, Phe-334, Ile-338, Val-235, en A. thaliana.
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IX. CONCLUSIONES

En el presente estudio se obtuvo la secuencia nucleotidica de antocianidin sintasa (ANS) de
mango (Mangifera indica), la cual se nombro6 MiANS. La secuencia se amplifico a partir de los
ADNc sintetizados de embrion, epicarpio, mesocarpio y hojas de mango. Se realizé un ensamble
de las secuencias parciales ANS1 y ANS2, en donde se obtuvo una secuencia con una longitud
de 1056 pares de bases, que codifica para 351 aminoacidos. La secuencia MiANS posee una alta
identidad entre las especies reportadas para ANS, siendo las ANS de Dimorcarpus longan'y Vitis
vinifera a las que es mas similar.

En el dendograma de similitud realizado se comprob¢ la identidad de las secuencias ANS
de otras plantas con MiANS. En base a esto se puede inferir que la secuencia que codifica para
ANS en las plantas se mantiene conservada, dada a su importancia en la sintesis de pigmentos,
los cuales son importantes para ellas dentro de su desarrollo y entorno. Se logré modelar la
estructura MiANS, esto toma importancia ya que solo estan reportadas dos estructuras
tridimensionales para la ANS una de Arabidopsis thaliana y la otra de Spinacia oleracea. A la
fecha no se han reportado estructuras tridimensionales de ANS de frutos, solamente se
encontraron secuencias nucleotidicas y aminoacidicas para dicha enzima de los frutos y plantas,
por lo que toma importancia el haber obtenido un modelo de la estructura tridimensional de
MiANS.

Este trabajo se gener6 informacion destacada para impulsar estudios futuros en donde se
podré evaluar la actividad y expresion a nivel génica de la enzima y relacionarse con la fisiologia
del mango, por mencionar algunos. Por lo que se sugiere seguir estudiando a ANS de mango,
sobre-expresarla en un sistema heter6logo para su caracterizacion bioquimica. Lo anterior
contribuird al conocimiento de la ruta de sintesis y accion de las antocianinas, dada a su
importancia en las plantas al producir los pigmentos.

Se recomienda obtener la regién 5’UTR del ADNc de MiANS con la finalidad de obtener
su region promotora para futuros estudios de la regulacion de su expresion génica. Al obtener su
secuencia nucleotidica se podran identificar elementos de respuesta a los que se unan los factores

de transcripcion y activadores de transcripcion.
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