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Resumen

El género Rosa pertenece la familia de las roséaceas, la cual representa gran interés econémico
a nivel mundial. Las floricolas desarrollan nuevos cultivares de rosas con atributos florales
mejorados cada afo, con el fin de satisfacer la alta demanda y el mercado dindmico de la
exportacion de rosas. El presente proyecto de investigacion propone un analisis de la actividad
de los reguladores transcripcionales de los genes relacionados a la pigmentacion en pétalos del
género Rosa mediante un modelamiento matematico. A partir de 1 500 datos recolectados en
una base de datos, se determinaron los metabolitos representativos: kaempferol y quercetina
en flavonoides, pelargonidina y cianidina en antocianinas, 3-caroteno y violaxantina en
carotenoides. En los andlisis estadisticos (p < 0,05) sobre las medias de las concentraciones de
los metabolitos representativos, se determiné al color blanco como linea base para la
generacion de nuevos colores, por presentar la menor diferencia significativa. A partir de la
linea base y las concentraciones de metabolitos se analizaron las rutas biosintéticas y se
seleccionaron las enzimas DFR, FLS, F3'H, LCYB y ZEP, para determinar los inductores
encargados de la regulacion transcripcional. Del andlisis de las regiones promotoras para la
regulacién transcripcional se obtuvo los factores de transcripcion activadores AT1G29160 y
AT2G06200 y represores AT1G51600 y AT1G09030. Finalmente, el analisis de la regulacion
transcripcional se realiz6 mediante el modelamiento matematico basado en la ecuacion de Hill
gue permite simular las concentraciones de enzima a partir de la concentracion de activadores
o represores para la obtencién de nuevas variedades de colores en rosas.

Palabras claves:

e GENERO ROSA

e PIGMENTOS

e REGULACION TRANSCRIPCIONAL
e MODELAMIENTO MATEMATICO



18

Abstract

The genus Rosa belongs to the Rosaceae family, which has great economic interest worldwide.
Floriculture companies develop new rose cultivars with improved floral attributes every year to
meet the high demand and dynamic rose export market. The present research project proposes
an analysis of the activity of the transcriptional regulators of the genes related to pigmentation in
petals of the Rosa genus through mathematical modeling. From 1 500 data collected in a
database, representative metabolites were determined: kaempferol and quercetin in flavonoids,
pelargonidin and cyanidin in anthocyanins, B-carotene and violaxanthin in carotenoids. In the
statistical analyses (p < 0.05) on the means of the concentrations of the representative
metabolites, the white color was determined as the baseline for the generation of new colors,
because it presented the smallest significant difference. From the baseline and metabolite
concentrations, the biosynthetic pathways were analyzed and the enzymes DFR, FLS, F3'H,
LCYB and ZEP were selected to determine the inducers responsible for transcriptional
regulation. From the analysis of the promoter regions for transcriptional regulation, the activating
transcription factors AT1G29160 and AT2G06200 and repressors AT1G51600 and AT1G09030
were obtained. Finally, the analysis of transcriptional regulation was performed by mathematical
modeling based on the Hill equation that allows simulating enzyme concentrations from the
concentration of activators or repressors to obtain new color varieties in roses.

Key words:

e GENUS ROSA

e PIGMENTS

e TRANSCRIPTIONAL REGULATION
e MATHEMATICAL MODELING
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Capitulo 1: Introduccion

Planteamiento del problema

La comercializacién nacional e internacional de flores y plantas ornamentales se ha
convertido en un mercado en aumento, beneficiando a los principales paises productores y
exportadores de flores naturales como son: Holanda, Colombia y Ecuador (Mufioz, 2020). En el
Ecuador, las rosas representan aproximadamente el 75% del porcentaje total de exportaciones
de flores (FAO, 2017), rubro que corresponde al 5% del Producto Interno Bruto (PIB) con casi
900 millones de ingresos anuales (Banco Central del Ecuador, 2019).

En relacién a la demanda creciente de nuevas variedades de rosas, el mercado a nivel
mundial ha exigido a la industria floricola a desarrollar y aplicar nuevas tecnologias que se
adapten al cambio del mercado (Gomez & Agustin, 2017), tanto por temporada, preferencia o
tendencia (Waliczek, Byrne, & Holeman, 2018). Esta situacion ha incentivado la aplicacion de la
Biotecnologia e Ingenieria genética para la creacion de variedades de rosas con nuevos
colores, mayor nimero de pétalos, aromas diversos, entre otros (Lyall, 2013).

En el Ecuador se aplican estrategias de reproduccion clasicas para desarrollar nuevas
lineas de rosas con mayor valor estético y comercial, sin embargo las limitaciones en tiempo y
recursos que presentan estas estrategias, han generado una pérdida en la competitividad del
producto (Noman, et al., 2017). Se ha implementado ciertas aplicaciones biotecnolégicas como
el cultivo in vitro de plantas para mejorar los tiempos y reducir los costos de produccion, asi
como el uso de plantas resistentes a plagas, para evitar la aplicacion de pesticidas y optar por
cultivos orgénicos que mejoren la calidad a nivel internacional (Gomez & Agustin, 2017). Sin
embargo, no se han desarrollado técnicas que permita mejorar los atributos fisicos de las rosas
de una manera dirigida. Por lo tanto, es necesario obtener nuevas variedades en menor tiempo
y bajo costo para satisfacer la demanda actual de comercializacion de rosas a nivel

internacional (Hair, 2019).
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Justificacion del problema

En la floricultura se ha implementado diferentes herramientas biotecnolégicas junto con
métodos clasicos de reproduccion para la creacion de nuevos fenotipos de flores (Katsumoto,
et al., 2007). Generalmente, estas técnicas han consistido en la mejora del color floral, la
fragancia, la resistencia a enfermedades y patdgenos, mayor altura de tallo y larga duraciéon de
vida en el florero (Kawamura, Hibrand-Saint, Thouroude, Jeauffre, & Foucher, 2015).

En rosas, se ha determinado que el atributo con mayor relevancia econdémica es el color
de los botones florales. Esta es la principal caracteristica de atraccion al consumidor y por lo
tanto, el campo de investigacién mas estudiado al momento de generar nuevas variedades
(Kawamura, Hibrand-Saint, Thouroude, Jeauffre, & Foucher, 2015). Los principales pigmentos
responsables del atractivo de las rosas son las antocianinas, los flavonoides y los carotenoides.
Las antocianinas son los metabolitos relacionados con los tonos rojizos a naranjas, los
flavonoides estan encargados de las tonalidades del blanco al amarillo pélido y los
carotenoides de los amarillos intensos al naranja claro (Wan, et al., 2019).

La coloracion de los botones florales estan relacionados con la sintesis y variacion de
los pigmentos provenientes de diferentes rutas biosintéticas (Noman, et al., 2017). En rosas, los
ultimos avances en biologia molecular han permitido la regulacién de genes de la biosintesis de
los principales pigmentos, como es el caso de la variedad morada que existe en la actualidad.
Existen estudios que se basan en la sobreexpresion de genes de metabolitos heterélogos o el
silenciamiento de genes enddgenos, con el fin de variar la concentracién de los pigmentos y
poder obtener nuevas variedades con colores Unicos (Katsumoto, et al., 2007).

Por lo mencionado anteriormente, el presente trabajo de investigacion plantea el
analisis bioinformatico de la actividad de los reguladores transcripcionales de los genes

relacionados a la pigmentacion de pétalos del género Rosa. Este andlisis se realizar4 mediante
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un modelamiento matematico, con el objetivo de generar una amplia gama de variedades con
diversos colores de rosas y asi crear un producto competitivo en el mercado internacional.
Objetivos
Objetivo general

Analizar la actividad de los reguladores transcripcionales de los genes relacionados a la

pigmentacion de pétalos del género Rosa mediante un modelamiento matematico.

Objetivos especificos

» Relacionar la coloracion de los pétalos del género Rosa con la concentracion de
metabolitos encargados de la pigmentacion, segun datos bibliogréficos.

* Identificar los puntos convergentes de los genes y las rutas metabdlicas de biosintesis
de metabolitos responsables de la coloracion de los pétalos del género Rosa.

* Realizar un analisis bioinformatico de los promotores y los reguladores
transcripcionales de los genes responsables de la coloracién de los pétalos del género Rosa.

» Determinar un modelo matematico de los genes responsables de la coloracion de los

pétalos del género Rosa y sus reguladores transcripcionales.

Marco tedrico

Género Rosa

El género Rosa pertenece a la familia de las rosaceas. Este género comprende
alrededor de 150 a 200 especies ampliamente distribuidas en los habitats templados y
subtropicales del hemisferio norte (Fougére-Danezan, Joly, Bruneau, Gao, & Zhang, 2015). Los
registros fésiles determinan que las rosas existian hace 35 millones de afios y la domesticacién
empez6 hace 5 mil aflos en China y Europa (Waliczek, Byrne, & Holeman, 2018). Las rosas se
han cultivado como plantas de jardin y como flores cortadas. Las rosas han sido ampliamente

utilizadas en la cosmetologia, la alimentacién y en cultivos medicinales tradicionales (Qi, et al.,
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2018). El “cultivo moderno de rosas” contiene a més de 35 000 cultivares diferentes de rosas
generadas por hibridaciones de la industria floricola y cada afio se generan nuevas variedades
(Carrién, 2018).

La rosa es un arbusto lefioso, espinoso y perenne, compuesto por dos partes: la
subterrdnea donde se encuentra la raiz y la parte aérea comprendida por tallo, hojas y flores
(Salazar, 2017). La rosa posee una raiz profunda y pivotante, el tallo es largo y varia segun la
especie entre 10 cm a 110 cm, con un diametro de 0,50 a 0,70 cm. La hoja tiene una superficie
lisa y normalmente compuesta de foliolos. Las flores multicolores son regulares, presentan
entre 25 a 40 pétalos en cada una y estan distribuidos en forma de espiral. El fruto anaranjado

es una baya carnosa contenida por numerosos y compactos aquenios (Carrién, 2018).

Cultivo de Rosas en el Ecuador

El cultivo de rosas requiere de condiciones climaticas y ambientales como: (1)
temperatura de crecimiento entre 17 a 25°C, (2) exposicion a radiacion solar entre 5 a 6 horas,
(3) humedad relativa del invernadero entre 60-70%, (4) niveles de 1 200 ppm de CO., (5) suelo
formado por elementos finos superior al 75% y elementos gruesos menor al 50% y (6) pH del
suelo cercano a 6 (Flores, 2015). Las cualidades deseadas en las flores cortadas segun las
normativas internacionales sugieren lo siguiente: (1) tallo largo y rigido entre 50 a 70 cm, (2)
follaje verde brillante, (3) tiempo largo de floracién y de vida en el florero y (4) resistencia a
enfermedades y a la humedad (Reyes, 2016).

El cultivo de rosas en el Ecuador inici6 en el siglo XIX y ha alcanzado prestigio y
reconocimiento a nivel mundial (Guallasamin, 2017), pues factores como: las condiciones
climaticas favorables, la altitud en la que se encuentran los invernaderos (sobre 2 500 m.s.n.m),
el suelo enriquecido, entre otros, permiten el desarrollo diario de esta actividad a diferencia de
otros paises (Hair, 2019). En el Ecuador existen mas de 5 000 hectareas destinadas al cultivo

de rosas (Guallasamin, 2017). Las aproximadamente 1000 fincas dedicadas a la exportacion
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de rosas estén ubicadas en las provincias de Pichincha (77%), Cotopaxi (12%) y en distintas
provincias de la Costa (11%) (Carrién, 2018).

La calidad de la rosa ecuatoriana es conocida por su tiempo de vida util en el florero, su
resistencia a la humedad, el largo y ancho de sus tallos, la cantidad de sus pétalos y su amplia
variedad de colores (Carrién, 2018). Estas caracteristicas han permitido cumplir con las
normativas estandar y han aprobado el ingreso al mercado internacional, hasta convertirse en

el tercer pais exportador mundial de flores (FAO, 2017).

Importancia Econdmica de las Rosas

La comercializacion de la flor cortada tuvo trascendencia a partir de la Segunda Guerra
Mundial, donde se produjo una evolucién en la produccion, almacenamiento, clasificacién y
distribucion del material vegetal, debido a las nuevas técnicas y tecnologias que se aplican
hasta hoy en dia (Egas, 2017). En la actualidad, las principales flores cortadas de exportacién
son: rosas, claveles, lirios, crisantemos y gérberas. Entre las flores anteriormente mencionadas,
el género Rosa es considerada como la familia econdmicamente mas importante del mundo a
partir del 2005 (Waliczek, Byrne, & Holeman, 2018).

La exportacién de rosas en el Ecuador ha tenido gran incidencia en la economia
ecuatoriana desde la década de los 90’s (Reyes, 2016). A lo largo de estos ultimos 30 afios se
han diversificado destinos de exportacién como son: Estados Unidos (45,3%), Unién Europea
(20,2%), Rusia (14,7%), Canada (2,5%), Ucrania (2,4%), entre otros (14,9%). En el 2019, las
exportaciones de rosas representaron 649 millones de ingresos para el sector floricola
ecuatoriano con el 74 % del total exportado de flores cortadas. Gran parte de las exportaciones
de flores se realizaron en febrero (13 % del total), debido a la demanda por San Valentin
(EXPOFLORES, 2019).

Los principales consumidores de rosas, Estados Unidos y la Unién Europea, afirman

gue son atraidos por aquellas flores que presentan nuevos colores y fragancias. (Waliczek,
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Byrne, & Holeman, 2018). El Ecuador posee alrededor de 400 variedades de rosas registradas
con amplia variedad de gama de colores, siendo las mas demandadas las rosas: rojas,

blancas, rosadas y bicolores (Gomez & Agustin, 2017). Los floricultores ecuatorianos aplican
estrategias de reproduccion clasicas como la hibridacién para la creacion de nuevas variedades

y adaptarse a las exigencias de este mercado dinamico (Noman, et al., 2017).

Principales Pigmentos y Rutas Metabodlicas en Rosas

El color de las flores juega un papel fundamental en la reproduccién sexual de las
plantas al atraer polinizadores como insectos y aves (Katsumoto, et al., 2007). La coloracion de
los pétalos depende de compuestos biosintetizados por las plantas, denominados metabolitos
secundarios (Wan, et al., 2019).

Los metabolitos secundarios son producidos dependiendo el tipo de célula vegetal,
etapa de desarrollo de la planta y/o estimulos ambientales. La biosintesis de los metabolitos
secundarios comienza a partir de rutas basicas como la glucdlisis o la via del acido siquimico.
La produccién de metabolitos secundarios se regulan a nivel bioquimico y molecular
dependiendo de las necesidades de las plantas para evitar la pérdida de energia en sintesis
innecesarias (Patra, Schluttenhofer, Wu, Sitakanta, & Yuan, 2013).

Entre los principales metabolitos secundarios relacionados a los pigmentos y co-
pigmentos de los pétalos se encuentran los flavonoides, antocianinas, carotenoides y
betalainas (Katsumoto, et al., 2007). En el caso de las rosas, las betalainas no estan presentes
en la pigmentacion de pétalos (Stolker, 2010).

Flavonoides y Antocianinas

Los flavonoides es el grupo de metabolitos secundarios formado de fenilpropanoides

divididos en antocianinas, flavonoles, flavonas, entre otros compuestos (Wan, et al., 2019). Los

flavonoides se conocen también como compuestos fendlicos diaril-propanicos, por su
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estructura Ces-C3-Cs ya que se componen de dos anillos de benceno (denominados anillo Ay
anillo B) y estan conectados por una cadena de 3 carbonos (Fig. 1).
Figura 1.

Estructura General De Los Flavonoides
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Nota: La estructura Cs-C3-Cs esta compuesta por los anillos bencénicos Ay B,
conectados por una cadena de 3 carbonos que forma el anillo C. Fuente: Mohammad, et

al. (2018)

Los flavonoides a mas de brindar color en los pétalos, tienen accion antioxidante,
antimicrobiana, proteccion de rayos UV, entre otros (Noman, et al., 2017). Estos pigmentos se
acumulan en las vacuolas de los pétalos por su composicién hidrofilica (Stolker, 2010). Estos
compuestos fendlicos contribuyen a una amplia gama de colores como son: amarillo palido,
naranja, rojo, magenta, violeta y azul. Las flores de color blanco y amarillo palido acumulan
gran cantidad de flavonoles, a diferencia de las rosas rojas, naranjas y rosadas que poseen
gran cantidad de antocianinas (Tanaka, et al., 2011). Los principales flavonoides en rosas son
los flavonoles (kaempferol y quercetina) y las antocianinas (pelargonina, cianina y peonina)
(Stolker, 2010).

La estructura de estos compuestos tiene caracteristicas similares debido a que su

precursor comun es la chalcona (Stolker, 2010). El anillo A es biosintetizado por la ruta de los
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policétidos, mientras que el anillo B y la unidad Cz provienen de la ruta del 4cido siquimico.
como se ve en la Figura 2 (Mohammad, et al., 2018).
Figura 2.

Resumen de la Ruta Biosintética de Flavonoides
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Nota: El resumen de la ruta biosintética de flavonoides afirma que los flavonoides
provienen de la ruta de los policétidos (arriba-derecha) y de la ruta del &cido siquimico

(abajo-izquierda) Fuente: Mohammad, et al. (2018)

Los flavonoides se encuentran como agliconas libres o unidas a glucésidos. La adicion
de una unidad de azlcar a un compuesto fenélico da como resultado un aumento de la
polaridad del compuesto. Generalmente, las unidades de azlcar se unen como derivado de O-
glicosilo en C-3. Las formas unidas a glucosidos son las formas mas comunes de flavonoles y
flavonas (Mohammad, et al., 2018).

Carotenoides

Los carotenoides estan formados por ocho moléculas de isopreno y su estructura es Cao

(Figura 3) (Wan, et al., 2019). Estos compuestos se dividen en xantdfilas, que son aquellas

moléculas que tienen oxigeno en su estructura y carotenos, que no poseen oxigeno. A mas de
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ser pigmentos accesorios para atraer polinizadores, recolectan la luz solar para la fotosintesis y
actian como fotoprotectores para que las plantas se adapten al estrés luminico (Lu & Li, 2008).
Figura 3.

Estructura General de los Carotenoides

Nota: La estructura general de los carotenoides esta formado por ocho moléculas de

isopreno. Fuente: Lu & Li (2008).

Los carotenoides de las rosas son pigmentos hidrofébicos que se localizan en los
plastidios de los pétalos. Estos metabolitos secundarios dan las tonalidades de amarrillo,
naranja y rojo intenso en algunas flores (Stolker, 2010). Las flores de color amarillo palido a
intenso acumulan principalmente xantéfilas, mientras que las flores de rojo intenso en su
mayoria contienen gran cantidad de astaxantina. Sin embargo, la concentracion de
carotenoides en rosas es muy baja a comparacion a otras flores (Wan, et al., 2019).

La produccién de estos metabolitos inicia con la sintesis del blogque de construccién de
5 carbonos, pirofosfato de isopentenilo (IPP) y el isomero alilico dimetilalil pirofosfato (DMAPP).
Se afaden tres moléculas de IPP a DMAPP mediante geranilgeranil difosfato (GGDP) sintasa
(GGPS) para producir unidades Cz (GGDP). La condensacion de dos moléculas de GGDP por
la fitoeno sintasa (PSY) da origen al fitoeno, precursor de los carotenoides, como se observa en

la Figura 4 (Lu & Li, 2008).
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Figura 4.

Resumen de la Ruta Biosintética de los Carotenoides
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Nota: La ruta biosintética de los carotenoides sintetiza fitoeno, precursor general de

todos los tipos de carotenoides. Fuente: Lu & Li (2008).

Regulacién génica en el Mejoramiento de Rosas

La resistencia al estrés hiético y abidtico, la floracion recurrente, el tiempo de floracién,
la morfogénesis de los botones florales, el color y aroma de la flor, son caracteristicas
economicas importantes en el mejoramiento moderno de rosas (Qi, et al., 2018). El color de las
rosas es el principal atractivo desde el punto de vista del consumidor, por lo que los estudios
actuales se basan en el entendimiento a nivel bioquimico y bioinformatico de las rutas
biosintéticas de los principales pigmentos (Katsumoto, et al., 2007).

En los ultimos 20 afios, los avances tecnoldgicos han permitido el aislamiento de genes
gue codifican enzimas que actian en la via metabdlica, la regulacion de la expresion génica

con su modelamiento in silico y el establecimiento de un sistema de transformacion eficiente en
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modelos vegetales. Estos avances han sido aplicados en la floricultura para la modificacion de
las rutas biosintéticas de los principales pigmentos florales y asi obtener nuevas variedades de

rosas (Tanaka, et al., 2011).

Transcriptomica

La tecnologia de la transcriptomica estudia el transcriptoma de un organismo, asi como
la suma de todas las transcripciones de ARN en un tiempo determinado (Lowe, Shirley,
Bleackley, Dolan, & Shafee, 2017). Esta técnica estudia de manera cualitativa los perfiles de
transcripcion de genes, para determinar qué genes se expresan o no. Ademas, puede
expresarse de manera cuantitativa para medir cambios de concentraciones en los niveles de
transcripcion de genes (Hubank, 2004). Las aplicaciones pueden ser diversas, puede utilizarse
para el diagnéstico de enfermedades, identificar la respuesta de un organismo al ambiente,
identificar las funciones de los genes y su respuesta ante fenotipos particulares o la
sobreexpresion o represion de los mismos. Adicionalmente, sirve para el estudio de las
funciones de ARN no codificante, entre otras (Lowe, Shirley, Bleackley, Dolan, & Shafee, 2017).

El genoma de la rosa comprende 36 377 genes codificadores de proteinas 'y 3 971 ARN
largos no codificantes (Raymond, y otros, 2018). El primer atlas de expresién génica de R.
hybrida, se construyé utilizando microarrays con aproximadamente 350 secuencias de ADN y
ARNmMm, el cual mas tarde se complementaria con aproximadamente 4 800 secuencias de R.
chinensis, R. wichuriana y R. hybrida. En la actualidad, existe una base de datos mas completa
gue contiene aproximadamente 80 714 grupos de transcripciones para R. chinensis "Old Blush"
a partir de 13 tejidos en diferentes etapas de desarrollo o bajo diferentes tensiones abidticas y
biéticas. Pese a la importancia del uso de esta técnica y que varios estudios han promovido
significativamente la comprension de la biologia de las rosas, la calidad de los transcriptomas

en las bases de datos es relativamente pobre (valor de N50 bajo) y tiene varios datos
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insuficientes. Sin embargo, la investigacion en esta area de conocimiento sigue en auge dada

la importancia econdmica de las rosas a nivel mundial (Li, y otros, 2018).

Regulaciéon Transcripcional de Genes

La regulacién transcripcional de genes es un proceso celular que regula la actividad
genética. La produccién y acumulacion adecuada de metabolitos secundarios se encuentran
estrictamente controlados por una red compleja de proteinas reguladoras conocidas, como
factores de transcripcion (TF). Los factores de transcripcion son proteinas de union en sitios
especificos de ADN y reconocen secuencias reguladoras cis especificas en los promotores de
genes diana y activan o reprimen su expresion en respuesta a sefiales de desarrollo y/o
ambientales. Algunos TF no se unen directamente al ADN, pero interactian con otros
cofactores para formar complejos y asi regular la expresion de los genes diana (Patra,
Schluttenhofer, Wu, Sitakanta, & Yuan, 2013).

Las funciones esenciales de los carotenoides en la fotosintesis, la morfogénesis y el
desarrollo de las plantas sugieren que la biosintesis esta regulada de forma coordinada con
otros procesos como la biogénesis de los plastidios, la floracién y el desarrollo de los frutos. La
biosintesis de los flavonoides generalmente esta regulada en la etapa de floracién de la planta,
ya sea para la produccion de aromas o la pigmentacion del boton floral para la atraccion de los
polinizadores (Lu & Li, 2008).

Las plantas adoptan mecanismos naturales para cambiar el color de sus flores y atraer
a mas polinizadores. Estos mecanismos como la glicosilacion, acilacion y metilacion de
flavonoides y antocianidinas son las fuentes primarias para la variedad estructural, por lo tanto,
son los mecanismos mas estudiados para su modificacion. La glicosilacion y metilacion en
antocianinas hace que el color se vuelva ligeramente més rojo, mientras que la acilacion
aromatica desplaza sus maximos de absorcion hacia una longitud de onda mas larga (Tanaka,

et al., 2011).
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La transformacion eficiente para el cambio de coloracion de flores se basa en el
conocimiento de la base molecular de las rutas biosintéticas. Los carotenoides son importantes
para la pigmentacion en rosas, pero existen pocos casos exitosos de la modificacién del color
del boton floral mediante la regulacion de esta ruta biosintética. Por otro lado, los flavonoides
son los metabolitos secundarios vegetales mejor estudiados. La ruta biosintética y la regulacion
de los flavonoides han presentado éxito en la modificacion de la pigmentacion floral. En el
grupo de los flavonoides se encuentran las antocianinas como principales pigmentos, las
cuales contribuyen a una variedad de colores como el rojo, el rosa y el azul. Recientemente, a
partir de los flavonoides se han utilizado compuestos incoloros o de colores tenues, como las
chalconas, auronas, flavonas y flavonoles. Las chalconas y auronas se han utilizado con éxito

para producir flores amarillas con diferentes tonalidades (Nishihara & Nakatsuka, 2010).

Modelamiento Matematico Mediante la Ecuacion de Hill

El desarrollo de algoritmos para inferir en la regulacion de genes basados en datos de
expresion es un tema importante en la investigacion bioinformatica. La validacion de estos
algoritmos requiere conjuntos de referencia a partir de distintas bases de datos. En la
actualidad, existe una clara necesidad de generar conjuntos de datos sintéticos bien
caracterizados. Por lo tanto, los algoritmos desarrollados deben permitir el aprendizaje de
forma rapida y reproducible a nivel de laboratorio para la implementacién o mejoramiento de
nuevos productos comerciales (Ay & Arnosti, 2011).

Los modelos de regulacion genética emplean enfoques estadisticos o analiticos. Ambos
enfoques pueden ser muy eficaces para proporcionar conocimientos no intuitivos sobre los
sistemas reguladores de genes. Entre los modelos mas estudiados sobre regulacion genética
se encuentra la ecuacion clasica de Hill, la cual es la forma més sencilla de representar una

respuesta transcripcional (Van den Bulcke, y otros, 2007).
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Al ser la regulacion génica una red de conexiones no lineales, la ecuacion de Hill
describe las respuestas sigmoideas independientemente de los detalles de los mecanismos
subyacentes. Ademas, este modelo matematico permite dilucidar los tres tipos de eventos que
pueden presentar los factores de transcripcion: (i) union funcional especifica a las regiones cis-
reguladoras (es decir, control de la transcripcion), (ii) unién especifica pero no funcional (es
decir, a sitios de ADN que tienen secuencias similares a las de los sitios de union afines) vy (iii)
unién no funcional inespecifica (Bottani & Veitia, 2008).

En la regulacion transcripcional, la funcién de Hill describe como la tasa de produccion
de un gen depende de la concentraciéon del factor de transcripcion, ya sea activador o represor.

Para un activador, la funcién Hill es una funcién creciente con concentracion de activador activo

X™. Latasa de produccion aumenta desde cero y alcanza la tasa de produccion maxima en

forma sigmoidea (Ecuacion 1).

Ecuacion 1

Ecuacion de Hill para Regulacién de un Factor de Transcripcion Activador

ﬁmax-X*n

f(X*) = Kn+ X*n

Donde:

e Bmax, €s latasa de produccién maxima
e N, es el coeficiente de Hill

e K, es el coeficiente de activacion

Pmax €S 1atasa de produccién méaxima del complejo promotor-factor de transcripcion.

Si la concentracion de activador X “es igual al coeficiente de activacion K, la funcion Hill
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alcanza la mitad del punto maximo. El valor de K depende de la fuerza del promotor, asi como

del aumento de la afinidad a través de factores de transcripcion. La representacion gréfica se

observa en la Figura 5.

Figura 5

Gréfica de la Ecuacién de Hill para la Regulacion de un Factor Transcripcional Activador
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Nota: La grafica general de la ecuacién de Hill para activadores presenta los siguientes

pardmetros: fmax=1, K=0.5, X € [0,1], n=1,2,4,«~. Fuente: (Alon, 2019).

Los valores tipicos para el coeficiente de Hill son del 1 al 4, ya que cifras mayores 0 si
n — «, |a grafica tiende a convertirse en una linea vertical (Alon, 2019). En cambio, la ecuacién

de Hill se comporta de diferente manera para los represores, es decir la funcién disminuye con

la concentracion de represor activo X *(Ecuacion 2):
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Ecuacion 2

Ecuacion de Hill para Regulacién de un Factor de Transcripcion Represor

N\ ﬁmax
f&) = 1+ (X*/K)"

Donde:

o Bmax, €s latasa de produccion maxima
e N, es el coeficiente de Hill

e K, es el coeficiente de represion

La representacion gréfica correspondiente se observa en la Figura 6. Se afirma que
cuando exista mas concentracion de represor disponible, mayor seré la probabilidad de que un
represor se una al sitio del operador, por lo que el nivel de expresion se reprime cada vez mas

al aumentar los niveles de represor. La represion media ocurre cuando la concentracion de

represor activo es igual al coeficiente de represion X™ = K (Alon, 2019).
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Figura 6

Gréfica de la Ecuacion de Hill para la Regulacion de un Factor Transcripcional Represor
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Nota: La grafica general de la ecuacion de Hill para activadores presenta los siguientes

pardmetros: fmax=1, K=0.5, X € [0,1], n=1,2,4,«~. Fuente: (Alon, 2019).

Hipotesis
El analisis de los reguladores transcripcionales permite generar un modelo matematico

para relacionar la pigmentacion de pétalos del género Rosa con los metabolitos secundarios.
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

Participantes

El presente trabajo de investigacion fue realizado por Emilia Pamela Ayala Robalino
egresada de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, con la tutoria de la Dra. Karina Proafio
Ph.D. jefa del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas
— ESPE. El financiamiento de este proyecto de investigacion estuvo a cargo del Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.
Zona de Estudio

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
de las Fuerzas Armadas — ESPE del campus ubicado en Sangolqui, canton Rumifiahui,
Provincia de Pichincha en la Av. General Rumifiahui S/N y calle Ambato. (Latitud: 0°18°53"S,
Longitud: 78°26°36”0).
Duracion de la Investigacién

El tiempo de duracion de este proyecto de investigacion fue aproximadamente de un
periodo académico, es decir, el proyecto inicié en noviembre del 2020 y se finaliz6 en marzo del
2021.

Metodologia

Elaboracién de la Base de Datos

La base de datos se desarrollé utilizando bibliografia cientifica como publicaciones
indexadas, tesis de grado y libros. Las plataformas digitales donde se realiz6 la busqueda
bibliografica fueron PubMed, Scielo, Web of Science y Google Scholar. Las palabras claves
utilizadas fueron: roses, pigments, flavonoids, anthocyanins, carotenoids, cuantification y
determination. La base de datos se realizé tomando en cuenta datos cualitativos y cuantitativos

en base a especie de rosa, variedad, coloracion en pétalos y la concentracion de flavonoides,
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antocianinas y carotenoides. Las concentraciones de los metabolitos solamente se
consideraron en etapa de florecimiento S4 y S5.

En primer lugar, se unifico las unidades de los datos cuantitativos convirtiendo las
concentraciones de los metabolitos a mg de metabolito/mL de extracto de pétalo fresco [mg/mL
FP]. A continuacion, se contabilizaron los metabolitos por subgrupos sin tomar en cuenta el sitio
de glicosilacion o metilacion. Se seleccionaron los dos metabolitos méas representativos de
cada grupo de pigmentos y se elaboré una base de datos depurada y clasificada por color para

los siguientes andlisis.

Determinacion de la Linea Base

La linea base se refiere al color del cual se partiria para modificar las rutas biosintéticas
para la obtencién de los demas colores, es decir, se determiné al color que presenta menor
diferencia en las concentraciones de los metabolitos representativos. Se determiné la linea
base, mediante el analisis inferencial de pruebas estadisticas realizadas en el programa
estadistico computacional R. Se calcul6 las medidas centrales de las concentraciones de
metabolitos por color y se empleé un andlisis de varianzas (ANOVA) Por otro lado, se aplico el
método de Tukey para la comparacion multiple entre los colores. Las diferencias significativas
se determinaron por un nivel de confianza al 95%, es decir p < 0.05. Se realizé un analisis
inferencial para la seleccion del color que hace referencia a la linea base segun los resultados
obtenidos del estudio estadistico.
Determinacion de las Enzimas Relacionadas a la Ruta Biosintética

En esta seccién se realizé una tabla donde se relacionan las concentraciones de
metabolitos comprendidas en rangos por cada color principal. Se procedié a buscar la ruta
biosintética con el software bioinformatico KEGG Pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) tanto para flavonoides y antocianinas, que comparten la misma via, como para

carotenoides. Se analizo la sintesis de cada metabolito a partir del Gltimo precursor,
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determinando las enzimas mas relevantes en la biosintesis de cada metabolito. En este
analisis, se consider6 la concentracion final del metabolito por cada color en comparacion a la

linea base, para determinar la actividad enzimatica que se requiere segun cada color.

Determinacién de los Factores de Transcripcién

Para la determinacion de los factores de transcripcion, se busco la secuencia del gen de
cada enzima seleccionada en el proceso anterior con el software del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Se identificé el punto de inicio de la transcripcion en cada
secuencia y se seleccionaron aproximadamente 10 000 nucleétidos anteriores al extremo 5'.
Las nuevas secuencias descargadas en formato FASTA fueron analizadas en el software
bioinformatico Plant Promoter Analysis Navigator (PlantPan 3.0) para el reconocimiento de las
islas CpNpGs. A partir de esta identificacion, se seleccionaron 1 000 nucle6tidos anteriores y se
colocaron en formato FASTA. La secuencia de 1 000 nucleétidos, reconocida como regién
promotora fue insertada en el software PlantPan 3.0, para el andlisis del promotor a partir de la
base de datos de Arabidopsis thaliana. En este analisis, se escogio6 diferentes motifs para la
seleccién de un factor de transcripcion activador y otro represor en cada gen. Los parametros
de seleccion de los factores de transcripcion consistieron en valores cercanos a 1 en la secciéon
de “Similar Score” y con suficiente informacién bibliogréfica.
Modelamiento Matematico

Para determinar el modelo matematico que relaciona los reguladores transcripcionales
con la concentracion de enzima para la biosintesis de metabolito, se aplico la siguiente

ecuacion de Hill (Ecuacion 3).
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Ecuacion 3

Ecuacion de Hill utilizada en el Modelamiento Matematico

_ 9pENZ (1- ﬁOpENZ)[TF]n
[ENZIMA] = dour (:BopENZ T (deTF)n N [TF]")

Donde:

e [Enzima], es la concentracién de enzima a partir de la concentracion del factor de
transcripcion

* a,pNz €S latasa de sintesis enzimatica

e dyyr, es latasa de degradacion transcripcional

*  Popenz, €S la expresion basal

e [TF], es la concentracion del factor de transcripcion

» Kauprr, €s la constante de disociacion del factor de transcripcion

e n, es el coeficiente de Hill
e +, signo positivo en caso de utilizar activador o negativo para represor (Trabelsi, Koch,

& Faulon, 2018).

Las constantes para el modelo matematico fueron recolectadas a partir de la base de
datos de BioNumbers y articulos cientificos. Los parametros utilizados para la obtencién de las
constantes fueron de Arabidopsis thaliana en condiciones normales. Finalmente, la simulacién
del modelamiento matematico con los datos generados a partir de la base de datos, se realizo

en el programa R para la representacion gréfica correspondiente a cada enzima.
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Capitulo 3: Resultados

Base de Datos

La base de datos se desarrollé a partir de 25 documentos cientificos. Los documentos
se seleccionaron de la busqueda de informacién en base a los metabolitos relacionados a la
pigmentacion de los pétalos de rosas. La base de datos contempla documentos cientificos
desde el afio 2005 hasta el afio 2020 (Anexo 1).

La informacion recopilada en estos documentos sobre los metabolitos relacionados a la
pigmentacion del género Rosa y su concentracion, supera los 1 500 datos (datos no
presentados), por lo que en esta investigacion se analizara Unicamente los datos mas
representativos de cada grupo de pigmentos.

En estos documentos se encontrd aproximadamente 100 variedades distintas de rosas
pertenecientes a un total de 19 especies. Los resultados muestran que las especies de rosas
mas representativas en este estudio son: R. hybrida con 26,67%, R. rugosa con 13,33%, R.
damascena y R. gallica con 8,89% cada una. En la Figura 7 se puede observar graficamente
los porcentajes de estas especies. En los datos denominados otros, se agrupan especies de
rosas con un porcentaje cercano al 1% (R. canina, R. glauca, R. multiflora, R. acicularis, R.
bourboniana, R. brunonii, R. centifolia, R. davurica, R. gentileana, R. maikwai, R. micrantha, R.

rubiginosa, R. sempervirens, R. simsii, R. xanthina).



41

Figura 7

Porcentaje de Especies Representativas del Género Rosa de la Base de Datos

Porcentajes de especies

= R. hybrida (26,67%)

= R. rugosa (13,33%)

= R. damascena (8,89%)
R. gallica (8,89%)

= Otros (42,22%)

Nota: La grafica presenta los porcentajes de especies de rosas a partir de un total de 45

datos pertenecientes a 19 especies de este género. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Los colores més representativos de las rosas que sobresalen en el andlisis de los 122
datos de coloracién son el rosado con 51,64%, el blanco con 18,85%, el rojo con 13,11%, el
naranja con 6,56%, el morado con 4,92% y amarillo con 4,92%. Las rosas que presentan
variedades bicolores no se consideraron en el andlisis por presentar un porcentaje menor al

1%. En la figura 8 se puede observar el porcentaje del color de estas rosas.
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Figura 8

Porcentaje del Color de Rosas de la Base de Datos

Porcentajes de colores
= Rosado (51,64%)
Blanco (18,85%)

= Rojo (13,11%)

= Naranja (6,56%)

= Morado (4,92%)
Amarillo (4,92%)

Nota: La grafica presenta los porcentajes de los colores de rosas analizados a partir de

122 datos de coloracién de la base de datos. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Los 1 500 datos encontrados de los metabolitos relacionados a la pigmentacion del
género Rosa, se clasificaron en los tres principales grupos de metabolitos: flavonoides,
antocianinas y carotenoides. Los resultados evidenciaron que 1098 datos pertenecen a
flavonoides (74,59%), 208 a las antocianinas (20,24%) y 76 a carotenoides (5,17%) como se

observa en la figura 9.
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Figura 9
Porcentaje de metabolitos relacionados a la pigmentacion del género Rosa de la Base

de Datos

Porcentajes de metabolitos
= Flavonoides (74,59%)
Antocianinas (20,24%)
= Carotenoides (5,16%)

Nota: El analisis se realizé a partir de un total 1 500 datos de concentracion de los

metabolitos secundarios de la base de datos. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Se analizé los datos de flavonoides, antocianinas y carotenoides y se evidencio los
metabolitos mas representativos de cada grupo. Se pudo determinar que los metabolitos con
mayor niumero de datos documentados en el grupo de los flavonoides fueron la quercetina y el
kaempferol con 523 y 428 datos respectivamente. En el grupo de las antocianinas fueron la
cianidina y pelargonidina con 142 y 97 datos respectivamente. En el grupo de los carotenoides

fueron B-caroteno y violaxantina con 15 y 14 datos documentados (Tabla 1).



Tabla 1

Numero de Datos Documentados sobre Flavonoides, Antocianinas y Carotenoides, en

Rosas a partir de la Base de Datos

44

Flavonoides Antocianinas Carotenoides
Metabolitos  N° de datos Metabolitos  N° de datos Metabolitos N° de datos
[B-caroteno 15
Violaxantina 14
_ Cianidina 142 a-caroteno 8
Quercetina 523 o _
Pelargonidina 97 Anteraxantina 4
Kaempferol 439 o
o Peonidina 25 Luteina 4
Miricetina 18 o .
) Cianina 23 Luteoxantina 2
Catequina 15 o )
o Delfinidina 12 Neoxantina 2
Eriodictiol 12 . .
o Peonina 8 Zeaxantina 2
Apigenina ) . .
Pelargonina 8 Criptoxantina 2
Xantofila 2
Aloxantina 2

Nota: Los datos se encuentran organizados de mayor a menor a partir de 1 500 datos

documentados sobre metabolitos relacionados a la pigmentacion. No se consideraron

los sitios de glicosilacion o metilacién en las estructuras quimicas. Las cifras en negrita

corresponden a los metabolitos mas representativos de cada grupo. Elaborado por

Ayala, E. (2021).

A partir de los metabolitos més representativos de cada grupo, se elaboré una nueva

base de datos depurada. La nueva base de datos se clasificé segun los colores representativos

del género Rosa determinados en el analisis de la figura 8. En los datos de concentraciones de

metabolitos se consideraron solamente las concentraciones de kaempferol, quercetina,

pelargonidina, cianidina, B-caroteno y violaxantina (Anexo 2).
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Para la determinacién de la linea base, se elaboraron tablas por cada uno de los

metabolitos representativos en relacion a la concentracion de cada color, partiendo de la base

de datos depurada. Los datos de las concentraciones de los metabolitos se agruparon con el

objetivo de disminuir la dispersion entre ellos. Las tablas pueden evidenciarse en el Anexo 3. A

partir de los datos de estas tablas se calcularon las medias y las desviaciones estandar. Los

resultados de este analisis se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2

Medias y Desviaciones Estandar de la Concentracion de los Metabolitos

Representativos por cada Color de la Base de Datos Depurada

Flavonoides Antocianinas Carotenoides
Kaempferol Quercetina Pelargonidina Cianidina B-caroteno Violaxantina
Blanco 6,3847 +1,29  7,1807 +1,07 0,0486+1,70 0,0299+0,87 0,0002+0,22 0,0057 + 0,01
Rojo 0,2663 £ 0,30 8,0272 £ 0,35 0,4158 £0,79 1,8429+0,16 0,0002 + 0,28 -
Rosado 7,8328 £ 0,05 8,2355 £ 0,78 0,0552+0,87 0,4214+0,48 0,0001+0,05 0,0016 0,01
Morado  0,5040+1,12 15916 +0,80 0,0060+0,65 0,6472+1,01 - -
Amarillo  0,7234+0,30  0,0062 + 0,22 - 0,0140 £ 0,01 0,0045+0,53 0,0382 + 0,60
Naranja 0,8287 £ 0,75 0,1832 £ 0,55 0,2539+0,87 10,1282 +0,75 - 0,0081 + 0,01

Nota: Los datos [mg/mL] corresponden a la media + desviacion estandar calculados a

partir de la base de datos depurada. (-) representa ausencia de datos. Elaborado por

Ayala, E. (2021).

A partir de los datos de la Tabla 2 se realiz6 la comparacion de concentracion de

metabolito por color, mediante un andlisis de varianzas (ANOVA) y la prueba de Tukey. En

ambas pruebas estadisticas se consider6 el 95% de confianza (p < 0,05). Los resultados de los

andlisis estadisticos se presentan en el Anexo 4, sin embargo, los resultados de las pruebas de

Tukey se resumen en la Tabla 3 con (p < 0,05).



Tabla 3

Resultados Resumidos de las Pruebas de Tukey

Metabolito Combinaciones p-valor de la prueba de Tukey
Rosado-Amarillo 0,01193
Rojo-Blanco 0,04075
Kaempferol Rosado-Morado 0,00896
Rosado-Naranja 0,01366
Rosado-Rojo 0,00654
Rojo-Amarillo 0,03036
Quercetina Rosa.ldo—Ama.riIIo 0,02480
Rojo-Naranja 0,03600
Rosado-Naranja 0,02946
Rojo-Blanco 0,01418
Pelargonidina Rojo-Morado 0,00534
Rosado-Rojo 0,01646
Morado-Amarillo 0,01365
Rojo-Amarillo 0,00000
Morado-Blanco 0,01708
Cianidina Rojo-Blanco 0,00000
Rojo-Morado 0,00000
Rojo-Naranja 0,00000
Rosado-Rojo 0,00000
Blanco-Amatrillo 0,00002
B-caroteno Rojo-Amarillo 0,00002
Rosado-Amatrillo 0,00001
Blanco-Amarillo 0,00041
Violaxantina Naranja-Amarillo 0,00095
Rosado-Amarillo 0,00001

Nota: Se tomé en cuenta solamente p-valor < 0,05. Elaborado por: Ayala, E. (2021).



47

A partir de estos resultados, se realizé un andlisis inferencial donde se pudo determinar
gue el blanco es el color que presenta la menor diferencia significativa. Por lo tanto, se define al
color blanco como la linea base del estudio. En la figura 10, se observa la relacion de las
medias de las concentraciones de los metabolitos representativos por color en comparacion a
la linea base (color blanco).

Figura 10

Concentraciones de los Metabolitos en Relacion al Color segun la Linea Base

9
8
=
E7
(@]
-§-6 Linea base
S 0
g4
@ 3
(8]
52
©)
1
0 v ®
Kaempferol Quercetina Pelargonidina Cianidina  B-caroteno Violaxantina
Metabolitos representativos
—e—Blanco =—e—Rojo —e—Rosado =e—Morada Amarillo —e—Naranja

Nota: La concentracion de los metabolitos se presenta en [mg/mL]. La linea base esta

representada por el color negro. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Andlisis de las Rutas Biosintéticas

Para el andlisis de las rutas biosintéticas, se compararon las medias de los metabolitos
de la Tabla 2. En la figura 11 se evidencia mediante grafica de barras la comparacion de las
medias de las concentraciones de kaempferol segun los colores representativos del género

Rosa. Los colores que presentaron mayor concentracion de kaempferol son el color rosado con
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7,8328 mg/mL vy el color blanco con 6,3847 mg/mL. Por otro lado, el color morado presento
0,5040 mg/mL vy el color rojo 0,2663 mg/mL, siendo las menores concentraciones de
kaempferol.

Figura 11

Medias de Concentracion de Kaempferol en relacion a los Colores Representativos

X 7,8328
© ;
F_) 8
g 7 63847
Q
£
3 2 5
S 5 4
8 E3
c
g 2 0,828
c 0,7234 8287
S 1 0,2663 0,5040

0 — [ |

Blanco Rojo Rosado Morado Amarillo Naranja
Colores

Nota: La concentracién de kaempferol se presenta en [mg/mL]. La barra blanca

representa la linea base. Elaborado por Ayala, E. (2021).

En la figura 12 se puede observar la comparacion de las medias de las concentraciones
de quercetina segun los colores representativos del género Rosa. Los colores que presentaron
mayor concentracion de quercetina son el color rosado con 8,2355 mg/mL, el color rojo con
8,0272 mg/mL y el color blanco con 7,1807 mg/mL. El color naranja presenté 0,1832 mg/mL y
el color amarillo 0,0062 mg/mL, siendo los colores que poseen menor concentracion de

guercetina.



Figura 12

Medias de Concentracion de Quercetina en relacién a los Colores Representativos

8,0272 82355
7,1807

1,5916

. 0,0062 0,1832

Blanco Rojo Rosado Morada Amarillo Naranja
Colores

Concentracion de quercetina
[mg/mL FP]
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Nota: La concentracidén de quercetina se presenta en [mg/mL]. La barra blanca

representa la linea base. Elaborado por Ayala, E. (2021).

En la figura 13 se evidencia la comparacion de las medias de las concentraciones de
pelargonidina segun los colores representativos del género Rosa. Los colores que contienen
mayor concentracion de pelargonidina son el color rojo con 0,4158 mg/mL y el color naranja
con 0,2539 mg/mL. El color que contiene menor concentracion de pelargonidina es el color
morado con 0,0060 mg/mL. Por otro lado, el color amarillo no presenta concentracion de

pelargonidina por ausencia de datos.

49



Figura 13

Medias de Concentracion de Pelargonidina en relacion a los Colores Representativos

0,45 0,4158
0,4

0,35
0,3

0,25
0,2

0,15

0L 50486 0,0552

0,05 0,006 )
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Blanco Rojo Rosado Morada Amarillo Naranja
Colores

0,2539

Concentracion de pelargonidina
[mg/mL FP]

Nota: La concentracién de pelargonidina se presenta en [mg/mL]. La barra blanca
representa la linea base. (-) representa ausencia de datos de concentracién de

pelargonidina. Elaborado por Ayala, E. (2021).

La comparacion de las medias de las concentraciones de cianidina segun los colores
representativos del género Rosa se puede observar en la figura 14. El color con mayor
concentracion de cianidina es el color rojo con 1,8429 mg/mL. Los colores con menor
concentracion de cianidina es el color blanco con 0,0299 mg/mL y el color amarillo con 0,014

mg/mL.
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Figura 14

Medias de Concentracion de Cianidina en relacion a los Colores Representativos
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Nota: La concentracién de cianidina se presenta en [mg/mL]. La barra blanca representa

la linea base. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Se observa en la figura 15 la comparacién de las medias de las concentraciones de [3-
caroteno segun los colores representativos del género Rosa. El color que presenta mayor
concentracién de 3-caroteno, es el color amarillo con 0,0045 mg/mL. Los colores que presentan
menor concentracion de (3-caroteno son el color rojo y el color blanco con 0,0002 mg/mL
respectivamente y el color rosado con 0,0001 mg/mL. Por otro lado, el color naranja y el color

morado no presentan concentracién de (3-caroteno por ausencia de datos.
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Medias de Concentracion de B-caroteno en relacion a los Colores Representativos
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Nota: La concentracion de B-caroteno se presenta en [mg/mL]. La barra blanca

representa la linea base. (-) representa ausencia de datos de concentracién de $3-

caroteno. Elaborado por Ayala, E. (2021).

En la figura 16 se puede observar la comparacion de las medias de las concentraciones

de violaxantina segun los colores representativos del género Rosa. El color que presenta mayor

concentracion de violaxantina es el color amarillo con 0,0382 mg/mL. El color con menor

concentracion de violaxantina es el color rosado con 0,0016 mg/mL. Por otro lado, el color rojo

y el color morado no poseen concentracion por ausencia de datos.
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Figura 16

Medias de Concentracion de Violaxantina en relacién a los Colores Representativos
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Nota: La concentraciéon de violaxantina se presenta en [mg/mL]. La barra blanca
representa la linea base. (-) representa ausencia de datos de concentracién de

violaxantina. Elaborado por Ayala, E. (2021).

En base a las medias de las concentraciones de los metabolitos por color, se analizé las
rutas biosintéticas de flavonoides, antocianinas y carotenoides. En este analisis se determiné la
sintesis a partir del ltimo precursor de cada metabolito representativo. En la figura 17 se
observa la ruta biosintética de los flavonoides y antocianinas a partir del precursor
dihidrokaempferol. En el grupo de los flavonoides el dihidrokaempferol es el precursor del
kaempferol y de la quercetina. En el grupo de las antocianinas el dihidrokaempferol es el

precursor de la pelargonidina y la cianidina.



54

Figura 17
Ruta Biosintética de Flavonoides y Antocianinas a partir del Dihidrokaempferol

Dihidrokaempferol Leucopelargonidina Pelargonidina
'
Kaempferol Enzimas
Q L:‘ Rihidroflavonel 4-reductasa/Flayanona 4-reductasa
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Leucocianidina Cianidina
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Dihidroquercetina
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Nota: La grafica indica la sintesis de los metabolitos representativos: kaempferol,
guercetina, pelargonidina y cianidina, marcados de color negro, a partir de los

precursores representados de color blanco. Elaborado por Ayala, E. (2021).

En la figura 18 se evidencia la ruta biosintética de los carotenoides a partir del precursor

y-caroteno. En el grupo de los carotenoides el y-caroteno es precursor del -caroteno. El -

caroteno a mas de ser un metabolito representativo de la pigmentacion de pétalos del género

Rosa, es a su vez precursor de la violaxantina.
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Figura 18

Ruta Biosintética de Carotenoides a partir del y-caroteno

(-caroteno |\-caroteno p-criptoxantina Zeaxantina

‘ L = v "

Lscopono ocinse
‘ B p-caroteno 3-hidiowlasa nl
B Zomantine oposdase
B Victaxanting de epeadaun

Violaxantina Anteraxantina

Nota: La grafica indica la sintesis de los metabolitos representativos: 3-caroteno y
violaxantina, marcados de color negro, a partir de los precursores representados de

color blanco. Elaborado por Ayala, E. (2021).

Adicionalmente, se realizé un andlisis inferencial de estas rutas biosintéticas en
comparacion a las medias de las concentraciones de los metabolitos. El resultado de este
analisis implicé la seleccion de las principales enzimas de cada ruta biosintética, las cuales son
necesarias para la sintesis de estos metabolitos. Los resultados del andlisis se evidencian en la

Tabla 4.
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Tabla 4

Enzimas Principales de las Rutas Biosintéticas en la Sintesis de los Metabolitos

Representativos

Ruta biosintética de flavonoides y antocianinas Ruta biosintética de carotenoides

Enzimas Precursor Sintesis Enzimas Precursor Sintesis
Dihidroflavonol 4-  Dihidrokaempferol Pelargonidina Licopeno B-
o ) o ) y-caroteno B-caroteno
reductasa (DFR) Dihidroquercetina Cianidina ciclasa (CHYB)
Flavonol sintasa Dihidrokaempferol Kaempferol Zeaxantina ) ] ]
o ) . . Anteraxantina  Violaxantina
(FLS) Dihidroquercetina Quercetina epoxidasa (ZEP)
Flavonoide 3’- Dihidrokaempferol Dihidroquercetina
hidroxilasa (F3'H) Kaempferol Quercetina

Nota: Las abreviaturas corresponden a los acronimos correspondientes a cada enzima.

Elaborado por: Ayala, E. (2021).

A partir de estos resultados y la seleccién de las enzimas principales de las rutas
biosintéticas, se determind la accion requerida de incrementar o disminuir la concentracion de
las enzimas para la obtencién de cada color en funcion de la linea base. En la Tabla 5 se

evidencia el analisis sobre la actividad de las enzimas en cada ruta metabdlica segun el color.
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Accion en las Enzimas Principales de las Rutas Metabdlicas por Color Representativo

del Género Rosa

Ruta biosintética de flavonoides y

antocianinas

Ruta biosintética de

carotenoides

Color Enzima Accioén Enzima Accién
_ Dihidroflavonol 4-reductasa  Incrementar
Rojo Flavonol sintasa Disminuir
Rosado  Dihidroflavonol 4-reductasa  Incrementar
Dihidroflavonol 4-reductasa  Incrementar
Morado Flavonol sintasa Disminuir
Flavonoide 3’-hidroxilasa Disminuir
A " Flavonol sintasa Disminuir Licopeno beta-ciclasa  Incrementar
marttio Flavonoide 3’-hidroxilasa Disminuir Zeaxantina epoxidasa  Incrementar
Dihidroflavonol 4-reductasa  Incrementar
Naranja Zeaxantina epoxidasa  Incrementar
Flavonol sintasa Disminuir

Nota: El color blanco no esta presente por representar la linea base. Elaborado por:

Ayala, E. (20201).

Determinacion de los Factores de Transcripcién

Para la determinacién de los factores de transcripcion relacionados a la regulacién de

expresion de enzimas, se realiz6 la busqueda de la secuencia génica de cada enzima en el

portal web del NCBI. Se considerd a R. chinensis como la especie de referencia del género

Rosa, por ser la especie con mayor informacion en esta base. A partir de la blisqueda realizada

se obtuvo el cédigo de la secuencia de referencia del mRNA, el gen ID, y la posicion del codon

de inicio de la transcripcion (Tabla 6).



Tabla 6

Datos de las Secuencias Génicas de las Enzimas Principales
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Secuencia de

Posicién del

Enzima principal referencia del mMRNA Gen 1D codon de inicio
Dihidroflavonol 4-reductasa XM_024311351.1 112173668 109
Flavonol sintasa XM_024307725.1 112170431 186
Flavonoide 3’-hidroxilasa XM_024316694.1 112178545 34
Licopeno B-ciclasa XM_024328910.1 112189564 263
Zeaxantina epoxidasa XM_024326398.1 112187551 1

Nota: Los cédigos de la secuencia de referencia del mRNA y del gen ID pertenece a la

base de datos del NCBI. Elaborado por: Ayala, E. (2021).

Las secuencias génicas fueron descargadas en formato FASTA, considerando cerca de

10 000 nucledtidos anteriores al extremo 5’. Las secuencias descargadas fueron analizadas en

el software PlantPAN 3.0 para la identificacién de las islas CpNpGs. A partir de este analisis se

identifico la posicion de inicio y de terminacion de las islas CpNpGs, como se evidencia en la

tabla 7.
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Tabla 7

Identificacién de las Islas CpNpGs de la Regién Promotora

Gen Posicién de las islas CpNpGs (bp)
Dihidroflavonol 4-reductasa -1150: -647
Flavonol sintasa -3356: -2483
Flavonoide 3’-hidroxilasa -5707: -5113
Licopeno B-ciclasa -6655: -5670
Zeaxantina epoxidasa -2413: -1643

Nota: Las cifras corresponden a la posicién de inicio y terminacion de las islas CpNpGs

a partir del punto de inicio de la transcripcion. Elaborado por: Ayala, E. (2021).

La identificacion de la posicion de inicio de las islas CpNpGs, permitié seleccionar 1 000
nucleo6tidos como la region promotora en cada gen (Anexo 5). Las regiones promotoras
seleccionadas se insertaron en formato FASTA en el software PlantPan 3.0, para el analisis del
promotor a partir de la base de datos de Arabidopsis thaliana. A partir de estos resultados se
identificaron distintas secuencias de sitios de unién de los factores de transcripcion, secuencias
denominadas motifs. Estos factores, activador y represor, se seleccionaron a partir de estas
secuencias. Se consider6 valores cercanos a 1 en “Similar Score” como parametro de

seleccidn (Tabla 8).
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Tabla 8

Factores de Transcripcion Seleccionadas a partir de la Secuencia Motif

Factor de Similar

Enzimas Secuencias motifs .
transcripcién  score
Dihidroflavonol 4-reductasa TF_motif_seq_0239 AT1G29160 1
Flavonol sintasa TF_motif_seq_0239 AT1G29160 1
TF . - : .
Activador Flavonoide 3’-hidroxilasa TF_motif_seq_0239 AT1G29160 1
Licopeno B-ciclasa TFmatrixID_1052 AT2G06200 1
Zeaxantina epoxidasa TF_motif_seq_0239 AT1G29160 1
Dihidroflavonol 4-reductasa TF_motif seq 0237 AT1G51600 1
Flavonol sintasa TF_motif_seq_0257 AT1G09030 1
i Flavonoide 3-hidroxilasa  TF_motif_seq_0237 AT1G51600 1
Represor — _Seq_|
Licopeno B-ciclasa TF_motif_seq_0257 AT1G09030 1
Zeaxantina epoxidasa TF_motif_seq_0237 AT1G51600 1

Nota: TF corresponde a factor de transcripcion, motif es la secuencia del sitio de unién
del factor de transcripcion y Similar Score representa la similitud entre la secuencia analizada y

las secuencias de la base de datos. Elaborado por: Ayala, E. (2021).
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Modelamiento Matematico

El modelamiento matematico fue generado en el programa R bajo los lineamientos
descritos en la metodologia. El modelo representa la sintesis proteica a partir de la
concentracion de un inductor, ya sea activador (tendencia creciente) o represor (tendencia
decreciente), para obtener la concentracion de la enzima necesaria para la determinacion de
cada color. Se realiz6 una gréfica por cada factor de transcripcién. La figura 19 corresponde al
modelo matematico de los factores de transcripcion, activador y represor, de la enzima
dihidroflavonol 4-reductasa. En esta figura se observa, que la enzima posee una concentracion
maxima cercana a 0,08 mg/mL a partir de los 60 nM del activador AT1G29610. La concentracion

minima alcanza el 0,02 mg/mL a partir de los 60 nM del represor AT1G51600.



Figura 19

Modelo Matemético de los TF para Dihidroflavonol 4-reductasa
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Nota: Las constantes y los coeficientes utilizados para el modelamiento matematico, se

consideraron valores en condiciones normales de Arabidopsis thaliana. El eje X
representa la concentracion del factor de transcripcion [nM]. El eje Y representa la

concentracion de enzima [mg/mL]. Elaborado por: Ayala, E. (2021).

Las gréficas de la figura 20 presentan el modelo matemético de los factores de

transcripcion, activador y represor de la enzima flavonol sintasa. Segun el modelo matematico,

se estima una concentracibn maxima cercana a 0,085 mg/mL de enzima a partir de los 60 nM del



activador AT1G29610. La concentracion minima de enzima alcanza el 0,05 mg/mL a partir de los

60 nM del represor AT1G09030.

Figura 20

Modelo Matematico de los TF para Flavonol Sintasa
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Nota: Las constantes y los coeficientes utilizados para el modelamiento matematico, se

consideraron valores en condiciones normales de Arabidopsis thaliana. El eje X
representa la concentracion del factor de transcripcion [nM]. El eje Y representa la

concentracion de enzima [mg/mL]. Elaborado por: Ayala, E. (2021).
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La figura 21 corresponde a las gréaficas del modelo matematico de los factores de
transcripcién, activador y represor de la enzima flavonoide 3’-hidroxilasa. Segun el
modelamiento, la enzima posee una concentracion méaxima aproximadamente de 8 mg/mL a
partir de los 60 nM del activador AT1G29610. La concentracion minima alcanza 5 mg/mL a partir de

los 60 nM del represor AT1G51600.



Figura 21

Modelo matemético de los TF para Flavonoide 3*-hidroxilasa
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Nota: Las constantes y los coeficientes utilizados para el modelamiento matematico, se

consideraron valores en condiciones normales de Arabidopsis thaliana. El eje X
representa la concentracion del factor de transcripcion [nM]. El eje Y representa la

concentracion de enzima [mg/mL]. Elaborado por: Ayala, E. (2021).
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En la figura 22, se indican las graficas del modelo matemético de los factores de
transcripcién, activador y represor de la enzima licopeno B-ciclasa. A partir del modelo
matematico y las gréficas, se calcula una concentracion maxima cercana a 0,085 mg/mL a partir
de los 60 nM del activador AT2G06200. La concentracién minima de enzima, alcanza el 0,05 mg/mL

a partir de los 60 nM del represor AT1G09030.
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Figura 22

Modelo matemético de los TF para Licopeno B-Ciclasa
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Nota: Las constantes y los coeficientes utilizados para el modelamiento matematico, se
consideraron valores en condiciones normales de Arabidopsis thaliana. El eje X
representa la concentracion del factor de transcripcion [nM]. El eje Y representa la

concentracion de enzima [mg/mL]. Elaborado por: Ayala, E. (2021).



La figura 23 corresponde a las gréaficas del modelo matematico de los factores de
transcripcién, activador y represor de la enzima zeaxantina epoxidasa. La enzima posee una
concentracién maxima cercana a 0,05 mg/mL a partir de los 60 nM del activador AT1G29610. La

concentracion minima alcanza el 0,02 mg/mL a partir de los 60 nM del represor AT1G51600.
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Figura 23

Modelo matemético de los TF para Zeaxantina Epoxidasa
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Nota: Las constantes y los coeficientes utilizados para el modelamiento matematico, se
consideraron valores en condiciones normales de Arabidopsis thaliana. El eje X
representa la concentracion del factor de transcripcion [nM]. El eje Y representa la

concentracion de enzima [mg/mL]. Elaborado por: Ayala, E. (2021).
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Capitulo 4: Discusion

El presente proyecto de investigacion tiene como objeto analizar la actividad de los
reguladores transcripcionales de los genes relacionados a la pigmentacion de pétalos del
género Rosa, mediante un modelamiento matematico. Este proyecto pretende relacionar la
informacion bibliogréfica sobre datos cuantitativos y cualitativos con la especie de rosa,
variedad, coloracion en pétalos y la concentracién de los metabolitos secundarios encargados
de la pigmentacion de los botones florales.

Las bases de datos son fundamentales para realizar analisis estadisticos, analisis
predictivos y modelamientos matematicos. Las publicaciones en un tema especifico pueden ser
reducidas, pero depende de los datos que se pueda obtener para conseguir un buen andlisis.
La presente investigacion recolectd cerca de 1 500 datos de concentracién de metabolitos
relacionados con la pigmentacion de pétalos de rosas.

Los principales pigmentos y colores en el mercado de rosas son rojo, blanco, rosado y
morado, pero existen variedades de otros colores, bicolores o tinturadas (Wan, et al., 2019). El
andlisis realizado a partir de la base de datos del presente proyecto sobre coloracion, muestra
el porcentaje de colores que sobresalen en el estudio. El rosado con 51,64%, el blanco con
18,85%, el rojo con 13,11%, el naranja con 6,56%, el amarillo con 4,92% y el morado con
4,92%. Los colores en las flores son importantes por el atractivo visual, lo que permite
seleccionarlos y cultivarlos por su importancia econémica. Esto es confirmado por algunos
estudios como el de Waliczek, Byrne & Holeman (2018), donde se determina que las rosas de
color rojo, rosado, blanco y morado, son las mas cotizadas independientemente de la

temporada por consumidores de flores de exportacion.
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Principales pigmentos y rutas metabdlicas

Los principales grupos de pigmentos en pétalos de flores son los flavonoides,
antocianinas, carotenoides y betalainas, sin embargo, las betalainas no estan presentes en
rosas (Noman, et al., 2017). Esto se confirma con los resultados obtenidos en la presente
investigacion donde se observo que 1098 datos pertenecen a flavonoides (74,59%), 208 a
antocianinas (20,24%) y 76 a carotenoides (5,17%), como los principales pigmentos
relacionados a la coloracién de pétalos en rosas.

Los flavonoides son un amplio grupo de fenilpropanoides con estructura Ce-C3-Ce. LOS
flavonoides se clasifican en chalconas, flavonas, flavonoles y antocianinas. En la Tabla 1 sobre
el nimero de datos documentados de flavonoides, se obtuvo mayor cantidad de datos en
guercetina con 523 y kaempferol con 439. Esto se debe a que sus estructuras atraen con
mayor facilidad a diferentes grupos hidroxilo, metilo, glicosilo y acilo, que da como resultado
varias estructuras que a su vez brindan a los pétalos diversas tonalidades. Esto concuerda con
Wan y colaboradores (2019), donde mencionan que las agliconas de flavonoles predominantes
en pétalos de rosa son kaempferol y quercetina.

Los kaempferol 3-glicésidos son los responsables de los colores blancos y las
tonalidades cremas en los pétalos de flores (lwashina, et al., 2010). En la comparacién de las
medias de concentracion de kaempferol (Fig. 11), se obtuvo que el color blanco presenté una
concentracion de 6,3847 mg/mL y el color rosado tuvo una mayor concentracion con 7,8328
mg/mL. Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por Ono & lwashina
(2014), donde determinaron concentraciones de kaempferol 3-glicésido, de 6,75 + 0.24 mg/mL
para pétalos de color blanco y 6.60 + 0.13 mg/mL para pétalos de color crema. Los resultados
in silico en relacién a los estudios experimentales muestran una tendencia similar, lo que valida

este tipo de andlisis.
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La quercetina es responsable del color amarillo palido en rosas como pigmento, sin
embargo, la principal funcion de la quercetina corresponde a la absorcion de rayos UV (Anand,
Arulmoli, & Parasuraman, 2016). En la figura 12, se obtuvo la mayor concentraciéon de
quercetina en el color rosado con 8,2355 mg/mL, seguido del rojo con 8,0272 mg/mL y el
blanco con 7,1807 mg/mL. Los resultados indican que solamente el color blanco concuerda con
lo planteado por Anand, Arulmoi, & Parasuraman (2016), donde afirmaron que la quercetina
provee el color amarillo palido en pétalos de flores. Sin embargo, Shah, Priya, & Gayathri
(2016), afirman que la quercetina es un gran co-pigmento de las antocianinas, las cuales son
responsables del color rojo intenso y las distintas tonalidades en rosas, por lo que esta
informacidn explica las altas concentraciones obtenidas de quercetina en el color rojo y el color
rosado.

Las antocianinas son compuestos pertenecientes al grupo de los flavonoides y son los
pigmentos responsables de las variantes del color rojo y rosado en los pétalos de rosas. En la
Tabla 1 se pudo observar diferentes tipos de antocianinas, la mayor cantidad de datos se
obtuvo para la cianidina con 142, seguido de la pelargonidina con 97 y finalmente la peonidina
con 25. Estos resultados concuerdan con Wan y colaboradores (2019) que mencionan que las
tres antocianidinas principales en rosas son la pelargonidina, la cianidina y la peonidina. Sin
embargo, la presente investigacion consider6 solamente los dos principales metabolitos de
cada grupo, por lo tanto, el estudio se centrd en los datos de pelargonidina y cianidina.

La pelargonidina es un pigmento natural perteneciente a las antocianidinas que brinda
las tonalidades del rojo al naranja en pétalos de flores. En la comparacién de las medias de las
concentraciones de pelargonidina, realizadas en el estudio (Fig. 13), los colores que presentan
mayor concentracion de pelargonidina son el color rojo con 0,4158 mg/mL y el color naranja
con 0,2539 mg/mL. Existen escasos resultados de este metabolito en rosas, pero estudios

realizados en pétalos de Tulipa gesneriana variedad ‘Kingsblood’ por Hojjati, Shoor, Tehranifar,
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& Abedi (2019) confirman concentraciones cercanas a 1 mg/mL de pelargonidina 3-O-malil-
glucosido en el color naranja intenso del tulipan. En las rosas las tonalidades naranjas son mas
tenues, lo que sugiere una menor concentracion de pelargonidina, similar a los resultados
obtenidos en el presente trabajo.

La cianidina es un tipo de antocianidina que presenta diversas tonalidades dependiendo
del pH, del rojo al azul. Ben-Meir, Zuker, Weiss, & Vainstein (2003), determinaron que la
cianidina es roja cuando el pH es inferior a 3, azul a un pH superior a 11 y violeta a un pH
neutro. Los pétalos de rosas generalmente poseen un pH cercano a 3 y no varian facilmente
como en otras flores (Bendahmane, Dubois, Raymond, & Bris, 2013). Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran una mayor concentracién de cianidina en el color rojo con 1,8429
mg/mL (Fig. 14), lo que concuerda con lo mencionado por Bendahmane y colaboradores.

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides que proporcionan a las plantas las
tonalidades amarillo, naranja y rojo. Segun los resultados de la Tabla 1 se obtuvo mayor
cantidad de B-caroteno y violaxantina. Tanaka, Sasaki & Ohmiya (2009), estudiaron los
pigmentos en pétalos de rosas de color naranja y determinaron que los principales
carotenoides son los B-carotenoides como B-criptoxantina, violaxantina y $-caroteno. Por lo que
se observa una congruencia entre los resultados obtenidos y la informacién bibliografica.

El B-caroteno es un pigmento natural que pertenece a los carotenoides y esta
relacionado con el color amarillo y el color naranja en flores y frutos. Los resultados obtenidos
en este andlisis muestran una baja concentracion de este metabolito (0,0045 mg/mL), lo que
posiblemente se explica con los estudios de Wan y colaboradores (2019), que mencionan que
los carotenoides presentan concentraciones bajas en la etapa de florecimiento de las rosas, ya
gue los carotenoides se concentran mayormente en el desarrollo del fruto.

La violaxantina es otro tipo de carotenoide que presenta distintas tonalidades del

amarillo claro y del naranja claro en los pétalos de flores. Al analizar las violaxantinas (Fig. 16),
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la mayor concentracion se observo en el color amarillo con 0,0382 mg/mL, seguido del naranja
con 0,0081 mg/mL. Estas concentraciones concuerdan con Wan y colaboradores (2019), donde
se determiné que (92)-violaxantina fue el carotenoide méas predominante en cultivares amarillos
y presentaba un rango entre 0,0093 a 0,2401 mg/mL. En cambio, en cultivares naranjas, se
determind (92)-violaxantina con una concentracion de 0,0042 a 0,1034 mg/mL y (E)-
violaxantina con 0,0027 a 0,0524 mg/mL. Estos resultados indican una misma tendencia lo que
reafirma el uso de estos datos en este tipo de analisis.

Al realizar el analisis de la ruta biosintética de los flavonoides y antocianinas para
seleccionar las enzimas relacionadas con la sintesis de los pigmentos, se consideré
Unicamente a las enzimas dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), flavonol sintasa (FLS) y
flavonoide 3’-hidroxilasa (F3’H), por encontrarse en los puntos convergentes de la sintesis de
kaempferol, quercetina, pelargonidina y cianidina. Segun Tanaka, Sasaki & Ohmiya (2009), la
enzima dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) reduce los dihidroflavonoles, dihidrokaempferol y
dihidroquercetina, a las correspondientes 3,4-leucoantocianidinas, pelargonidina y cianidina, los
cuales son las antocianinas principales seleccionadas en el estudio. La enzima flavonol sintasa
(FLS) cataliza la oxidacion de los correspondientes dihidroflavonoles para la sintesis de los
flavonoles kaempferol y quercetina, los cuales son los metabolitos representativos del grupo de
los flavonoides. La enzima flavonoide 3’-hidroxilasa (F3'H) cataliza la hidroxilacion de
dihidrokaempferol para formar dihidroquercetina, el cual es un punto clave para diferenciar la
sintesis de pelargonidina con la sintesis de cianidina. La seleccién de las enzimas se realiz6 en
base a la sintesis de cada metabolito, tomando en cuenta el Ultimo precursor que define la
coloracion de los pétalos.

Al analizar la ruta biosintética de los carotenoides, se consider6 solamente las enzimas
licopeno B-ciclasa (LCYB) y zeaxantina epoxidasa (ZEP), por estar implicados en la sintesis de

B-caroteno y violaxantina. Segun Tanaka, Sasaki & Ohmiya (2009), la enzima licopeno -
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ciclasa (LCYB) cataliza la ciclacién del licopeno para la sintesis de p-caroteno. La enzima
zeaxantina epoxidasa (ZEP) cataliza la epoxidacién en las posiciones C5,6 y C5’,6’ del anillo b
de la zeaxantina para la sintesis de violaxantina. Estas enzimas son importantes por
encontraste en los puntos convergentes de la ruta biosintética para diferenciar la sintesis de 8-
caroteno y la de violaxantina.

Andlisis Transcripcional de Genes

En la regulacion transcripcional la regién promotora es la encargada de controlar la
activacion o desactivacion de la transcripcion de un gen determinado. La regulacion de la
region promotora depende de proteinas denominadas factores de transcripcion. La regulacion
de los factores de transcripcion comprende la activacién, represion y el control de la velocidad
de transcripcion.

A partir de la region promotora se seleccionaron activadores y represores por cada
enzima. Los TF activadores seleccionados fueron: AT1G29160 y AT2G06200. El activador
AT1G29160 se seleccion6 por estar relacionado con la ruta biosintética de los flavonoides y
carotenoides. Smith y otros (2019), menciona que este factor codifica una proteina que
contiene el dominio de los dedos de zinc de tipo dof. El otro activador AT2G06200, se
seleccion6 porque esta relacionado con las etapas de florecimiento de las rosas. Lantzouni y
colaboradores (2020), afirman que AT2G06200 interactiia con factores de crecimiento y regula
el crecimiento del boton floral bajo estrés térmico.

Los TF represores seleccionados fueron: AT1G51600 y AT1G09030. El factor de
transcripcion represor AT1G51600, se seleccioné por estar presente en la floracion de las
rosas. Esta informaciéon concuerda con Smith y otros (2019), donde mencionan que
AT1G51600 es un miembro de una nueva familia de factores de transcripcion de tipo GATA
especificos de plantas y participa activamente en el desarrollo del botdn floral. El otro factor

represor AT1G09030, se seleccion6 porque se relaciona con las rutas metabdlicas de
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pigmentos en flores. Zhao y otros (2016), afirman que AT1G09030 es un factor de transcripcion
gue interactla en la sintesis de pigmentos en la etapa S4 y S5 del desarrollo de los botones
florales. La seleccién de estos factores de transcripcion, tanto activadores y represores, fue
acertada ya que permitieron realizar el modelamiento matematico por presentar un ‘similar

score’ cercano a 1, requerido para el analisis sobre la regulacion transcripcional.

Modelamiento Matematico

En la actualidad, los modelos matematicos son empleados para comprender y analizar
las redes reguladoras de genes (GRN). Se pueden utilizar diferentes tipos de modelos
matematicos, como los modelos légicos, continuos y estocasticos, para describir la regulacion
génica. Sin embargo, la ecuacion de Hill es la funcion matematica mejor estudiada para
comprender la regulacion génica.

El andlisis de los factores de la regulacion transcripcional de los pigmentos principales,
se realizé mediante un modelo matematico para cada factor de transcripcion y enzima. Los
parametros utilizados para la obtencién de las constantes fueron en base a Arabidopsis
thaliana en condiciones normales. Las constantes se seleccionaron a partir de la base de datos
de BioNumbers y articulos cientificos. Las condiciones iniciales y las constantes para el
modelamiento se deben establecer previamente ya sea de manera experimental o de fuentes
bibliogréaficas cientificas (Ehsan & Hasan, 2018).

En los resultados del modelo matemético, se observa una tendencia creciente para los
activadores y una tendencia decreciente para los represores, lo que se asemeja a la
representacion de la ecuacion de Michaelis-Menten con tendencia creciente en el caso de una
regulacion génica positiva o una tendencia decreciente en caso de una regulaciéon negativa
(Ehsan & Hasan, 2018).

El modelo matematico basado en la ecuacion de Hill, permite calcular la concentracion

de las enzimas a partir de la concentracion de los factores de transcripcion, de tal manera que
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se pueda regular la transcripcién de los genes correspondientes a las enzimas y por ende el
color. El aumento o disminucion de la concentracion de las enzimas, permitira obtener
diferentes colores a partir de la linea base del estudio. Este modelamiento puede relacionarse
con el estudio realizado por Katsumoto y otros (2007), quienes incrementaron la actividad de la
flavonol 3’,5-hidroxilasa (F3'5'H) en rosas para la obtencién del color azul. La modificacion de
esta enzima, perteneciente a la ruta de los flavonoides y antocianinas, generé nuevas
variedades de rosas de color morado que no se encuentran de manera natural. Es por esta
razén la importancia de este estudio, que muestra que la regulacion de la expresion enziméatica
de las rutas biosintéticas de los pigmentos de pétalos, tanto en aumento o en disminucién,

podra generar nuevos colores en rosas de manera efectiva.
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Capitulo 5: Conclusiones

La metodologia empleada en la busqueda de datos permitié analizar los
principales metabolitos involucrados en la ruta biosintética de la rosa con una
base de aproximadamente 1 500 datos.

Se observé que los principales grupos de pigmentos relacionados con la
coloracién de los pétalos del género Rosa son los flavonoides (74,59%),
antocianinas (20,24%) y carotenoides (5,16%).

Se determiné al color blanco, mediante ANOVA y prueba de Tukey, como la
linea base de la concentracién de metabolitos por presentar menor diferencia
significativa.

Las enzimas seleccionadas a partir del andlisis de la ruta biosintética de
flavonoides y antocianinas: dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), flavonol sintasa
(FLS) y flavonoides 3’-hidroxilasa (F3’'H) y las enzimas de carotenoides: licopeno
B-ciclasa (LCYB) y zeaxantina epoxidasa (ZEP), permitieron determinar el
aumento o disminucion de la actividad de las enzimas para la obtenciéon de
distintos colores.

El analisis de la region promotora permitié la seleccion de los factores de
transcripciéon activadores AT1G29160 y AT2G06200 y represores AT1G51600 y
AT1G09030, para el modelamiento matematico.

Se determind que la constante de disociacion, la tasa de degradacion y la tasa
transcripcional de los activadores y represores son importantes para el disefio de
la ecuacién matemaética.

En conclusion, el modelamiento matematico es una herramienta que permite

simular la expresion enzimatica de las rutas biosintéticas, tanto en aumento o en
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disminucion de las enzimas, las cuales son responsables de la coloracién de los

pétalos para la obtencidén de una gran diversidad de colores en rosas.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Se deben generar bases de datos metabdlicas y gendmicas del género Rosa,
gue permitan obtener informacién util para el mejoramiento genético de los
cultivos de las rosas.

Se sugiere analizar nuevas secuencias reguladoras de la expresion génica para
la busqueda de otros activadores y represores localizadas a partir del extremo
3.

Se recomienda replicar el modelamiento matematico incrementando la cantidad
de los metabolitos secundarios, asi como las diferentes condiciones iniciales
para tratar de mejorar y ajustar este modelo.

Es importante realizar ensayos in vitro para determinar la eficiencia del modelo

matematico planteado en la variabilidad de colores en pétalos de rosas.
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