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RESUMEN

En plantas se sintetiza el carotenoide P-caroteno en los organelos vegetales,

cloroplastos y cromoplastos. El B-caroteno es precursor de la hormona vegetal

ácido abscísico y está involucrado en la captación de luz en los cloroplastos. En

animales los p¡gmentos B-caroteno y o-caroteno son precursores de la vitamina A y

del ret¡nol, implicados en ¡mportantes procesos fisiológicos. La enz¡ma licopeno p

ciclasa (LCYB) estaTinvolucrada directamente en la síntes¡s de B-caroteno. En

algunas plantas, como tomate, existen dos genes que codifican para LCYB,

llamados lcyb y cycb, que son expresados de manera órgano-específica en hojas y

en fruto, respectivamente. Cycb tiene alta ident¡dad nucleotídica con el gen

capsantina capsurrub¡na sintasa (ccs) de pimentón que codifica para CCS y que,

además, posee act¡v¡dad LCYB.

Daucus carota (zanahor¡a) acumula altos niveles de B-caroteno en sus

órganos fotosinléticos como en su raíz modificada o de reserva. Recientemente, se

describió una secuencia de cDNA completo de lcyb y ccs en D. carofa, los cuales

podrían codificar para la enzima LCYB. Para determ¡nar si lcyb tiene función

específica en D. carota, es decir si su expres¡ón es necesaria para la síntesis de p-

caroteno en tejido fotosíntetico o en la raíz modificada de D. carota, nosotros

redujimos el nivel de transcrito del gen lcyb medianle silenc¡amiento génico post-

transcripcional. Para esto, transformamos de manera estable plantas de D. carota

con construcc¡ones para el s¡lenciamiento génico de lcyb. Estas construcciones

sobre-expresan un fragmento de 494pb de la región codificante del gen lcyb de D.
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carofa. Producto de esta transformac¡ón se obtuvieron líneas transformadas de D.

carota con distinto grado de silenc¡amiento, determinado por RT-PCR semi-

cuant¡tat¡vo y en tiempo real. Estas líneas presentaron una disminución significativa

de los niveles de B-caroteno y carotenoides totales en hojas y en la raíz modificada.

Estos resultados ¡ndican que el gen lcyb codificaría para una enzima con activ¡dad

LCYB, y que su expresión es necesaria para la síntesis de P-caroteno en toda la

planta, y por lo tanto, no presenta una función órgano-específica. Además, el

silenc¡amiento de lcyb en las líneas transformadas indujo la disminución significativa

de la expresión de los genes carotenogénicos ccs, psyl y psy2. Esto sugiere que el

B-caroteno o un compuesto sintetizado río abajo de éste, como el ácido abscÍsico,

podría tener una regulación positiva sobre la expresión de otros genes

carotenogénicos.
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ABSTRACT

ln plants, B-carotene, a carotenoid synthesized ¡n the organelles chloroplast

and cromoplasts, is the precursor of abscis¡c ac¡d and is involved in light harvesting.

ln animals, P-carotene and q-carotene, are precursors for viiamin A and ret¡nol,

which have important physiological functions. The enzyme lycopene P cyclase

(LCYB) is directly involved in the synthes¡s of B-carotene and o-carotene. ln some

plants, such as tomato, two genes code for LCYB. These are lcyb and cycb, which

have an organ-specific expression in leaves and fruits, respectively. Cycb has a high

sequence identi§ with the capsanthin capsorubin synthase gene (ccs) of pepper,

which codes for a CCS with proven LCYB activity.

Daucus carota (carrot) accumulates high levels of p-carotene in the

photosynthetic organs and in its modified root. Recently, complete cDNA sequences

for lcyb and ccs have been descr¡bed in D. carota, which are predicted to code for a

protein with LCYB activity. To determine if lcyb is necessary for p-carotene

biosynthesis in D. carota and has an organ-specific function, we reduced the

transcript abundance of lcyb gene by means of post-transcriptional gene silenc¡ng.

To achieve this objective, we over-express a conserved CDNA fragment of 494 bp

of the lcyb gene.of D. carota Catrol transgenic lines with different silencing levels,

determined by semi-quantitative and real-t¡me RT-PCR, were produced' These

plants have a significant reduct¡on of B-carotene and total carotenoid levels in their

leaves and modified roots, suggesting that lcyb gene has a LCYB activity and that ii
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has a non organ spec¡f¡c LCYB function in D. carota. The decrease in lcyb in

transgenic lines, induces also a significant decrease in the expression of other

carotenogenic genes such as ccs, psyl and psy2. Therefore, we suggest that 0-

carotene or other products synthesized downstream of the pathway, such as

abscisic ac¡d, may positively regulate the expression of carotenogenic genes.
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INTRODUCCIÓN

Los caroteno¡des son pigmentos isopreno¡des ampl¡amente distribuidos en la

naturaleza, sintetizados por algas, plantas, algunas bacterias y levaduras. En plantas,

los carotenoides son sintet¡zados en los organelos llamados plastidios,

especÍficamente en cloroplastos y cromoplastos. En los cloroplastos se realiza la

fotosíntesis, proceso en el cual los caroteno¡des cumplen una ¡mportante función al

formar parte de los s¡stemas cosechadores de luz y del centro de reacción de los

fotos¡stemas en las membranas tilacoidales. Es allí donde actúan como pigmentos

accesorios encargados de absorber energía lumínica en la longitud de onda dentro del

rango de 400-500 nm, complementando la energía absorbida por la clorofila (400-500

nm y 600-700 nm) y aumentando la ef¡c¡encia del proceso de fotosíntes¡s (Young,

1993; Winslow and Briggs, '1999).

Adicionalmente, los carotenoides tienen un rol antioxidante en los organ¡smos

que los sintetizan, dada su estructura rica en dobles enlaces que es capaz de atrapar

espec¡es react¡vas del oxigeno evrtando el daño foto-oxidat¡vo sobre lípidos, proteÍnas

y ácidos nucleicos (Ohsh¡ma y col, 1996; Young y Lowe, 2001 ; Demmig-Adams and

Adams, 2002; Zhang y col, 2007). En plantas y cianobacterias los carotenoides

también cumplen una función fotoprotectora a traves de la disipación térmica mediada

por el c¡clo de las xantofilas, donde part¡c¡pan de manera directa los carotenoides

zeaxantina, anteraxantina y violaxantina (Figural) (revisado en Niyogi, 1999, Paulsen,



1999; Cogdell y Frank, 1987). Los carotenoides en los cloroplastos también cumplen

un rol fotoprotectivo 1999; Cogdell y Frank, 1987). Los carotenoides en los cloroplastos

también cumplen un rol fotoprotect¡vo frente al daño foto-oxidativo, a través del

apagamiento de espec¡es reactivas del oxígeno (Demmig-Adams and Adams, 2002).

Adicionalmente, los carotenoides ejercen funciones sim¡lares a las presentes en

cloroplastos en otros organ¡smos fotos¡ntetizadores, como cianobacterias y algas

(Paulsen, 1999; Cogdell y Frank, 1987).

En cromoplastos de plantas, los carotenoides se encuentran asoc¡ados a lípidos

polares y proteÍnas, formando complejos lipo-proteicos en estructuras globulares,

cristalinas, membranosas, fibrilares o tubulares (Vishnevetsky y col, '1999; Camara y

col, '1995). Estas estructuras permiten la estabilización y almacenaje de carotenoides

en los cromoplastos otorgándole a estos órganos color amarillo, anaranjado o roj¡zo,

característico de estos pigmentos. De esta forma, órganos vegetales con alto contenido

de cromoplastos, como flores y frutos, adqu¡eren colores más atract¡vos para animales

e insectos que perm¡ten la dispersión de polen y semillas (Bartley and Scolnik, 1995).

Además, los carotenoides son precursores de la hormona vegetal ácido abscícico

(ABA) cuya función es de v¡tal ¡mportancia en la res¡stencia a estrés ab¡ótico y en la

formación y desarrollo de semillas (Leung and Giraudat, '1998). Todas estas func¡ones

muestran que los caroteno¡des son compuestos imprescindibles para los organismos

fotosintetizadores.

Los animales, y en particular los humanos, no son capaces de sintetizar los

carotenoides de novo, por lo que estos pigmentos deben ser incorporados en la dieta.

Caroteno¡des como el q-caroteno y B-caroteno, son precursores del ácido retinoico y la

vitamina A, moléculas necesarias paru la visión, la regulación de procesos

inmunológ¡cos, y de diferenciación celular, entre otros (Chew y Soon, 2004; Cooper,
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2OO4i Tapiero y col, 2OM). Al igual que en otros organismos, los carotenoides actúan

como antioxidantes en mamíferos protegiendo del daño oxidativo, disminuyendo la

activación y progres¡ón de enfermedades crón¡cas, entre ellas cáncer, enfermedades

cardiovasculares y daño a la mácula de la retina (Snodderly, '1995; Mayne, 1996;

Fraser y Bramley, 2004; Tapiero y col, 2004).

Como ya fue menc¡onado, la síntesis de carotenoides en plantas se realiza en

los cromoplastos y cloroplastos. comienza con la formación de una molécula de 5

carbonos: el isopentenil pirofosfato (lPP). Esta molécula puede ser generada a través

de dos rutas, una vía citosólica, la ruta del ác¡do mevalónico (MVA) que ut¡liza como

precursor al acetil-coA y t¡ene al mevalonato como primer intermediario. El IPP

generado por esia ruta es utilizado, pr¡ncipalmente, en la síntesis de esteroles y

ubiquinonas (Disch y col, 1998). Por otro lado, el IPP también se s¡ntet¡za por la ruta

plast¡dial ¡ndependiente del MVA que utiliza como precursor al gliceraldehido-3-fosfato,

generando al 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato como primer intermediario de la síntesis de

lPP, por acción de la enzima Deoxi-xilulosa sintasa. El IPP producido por esta ruta es

usado, prlnc¡palmente para la síntesis de clorofila, plastoquinonas, tocoferoles y

carotenoides (Lichtenthaler y col, 1997; Schwender y col, 1997). Aunque estas rutas

son independientes, existe una cooperación entre ellas (F¡gura 1), donde la ruta

independiente de MVA (plastidial) puede compensar la carencia de IPP c¡tosólico y en

menor grado la ruta citosólica puede compensar la ruta independiente de MVA

transfiriendo IPP al plastidio (Laule y col, 2003). Luego, la molécula de IPP isomeriza a

dimetilalil pirofosfato (DMAPP) med¡ante la acción de la enzima IPP isomerasa (lPl)

(Figura 1). Posteriormente, tres moléculas de IPP son condensadas con una molécula

de DMAPP por la geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS), para generar una molécula

de 20 carbonos, el geranilgeranil pirofosfato (GGPP). En la siguiente etapa dos



moléculas de GGPP reacc¡onan cola a cola para formar fitoeno (Figura 1), reacción

que es catalizada por la enztma fitoeno sintasa (PSY), Luego, esta molécula de 40

carbonos es blanco de una serie de desaturaciones para dar origen al licopeno. Las

desaturaciones son catalizadas por dos enzimas, la fitoeno desaturasa (PDS) que da

origen al intermediario q-caroteno (F¡gura 1), la (-caroteno desaturasa (ZDS) actúa

sobre el §-caroteno para producir el tetra-cis-l¡copeno (Bartley y col, 1999; lsaacson y

col, 2004). Los enlaces cis de esta molécula son isomerizados por la enzima

carotenoide ¡somerasa (CRTISO) obteniendo la molécula de licopeno (trans-l¡copeno)

(lsaacson y col 2004; lsaacson y col,2OO2). El licopeno es sustrato de la enzima

licopeno B ciclasa (LCYB) que puede ciclar sus extremos generando anillos en

configuración B y la enzima, licopeno e ciclasa (LCYE) que puede ciclar un extremo del

licopeno para generar un anillo en configuración e (Figura 1). Producto de la acción de

estas enzimas en plantas podemos encontrar dos carotenoides: el B-caroteno,

carotenoide bicíclico que posee dos anillos B, y el o-caroteno, caroteno¡de b¡cíclico que

posee un anillo B y otro s (F¡gura 1). Los carotenoides sintetizados hasta este punto en

la ruta son llamados carotenos, mientras que los s¡ntet¡zados poster¡ormente se les

llama xantóf¡las por tener grupos de oxígeno en sus estructuras. De esta forma, el B-

caroteno puede ser hidroxilado por acción de la B-caroteno hidroxilasa (CBHx),

generando zeaxant¡na. Mientras que el o-caroteno puede ser hidroxilado por CBHx y la

€-caroteno hidroxilasa (CaHx) produciendo luteína, el producto final de la rama del o-

caroteno en la mayoría de las plantas (Figura l). Siguiendo con la ruta de síntesis de la

rama B-ciclada, la zeaxantina es .epox¡dada generando anteraxant¡na y luego

violaxantina por efecto de la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP). Esta reacción puede

ser revertida por la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura l) y el equilibrio de

estas dos reacciones, llamado ciclo de las xantof¡las, regula el sistema de
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fotoprotección en cloroplastos asi como fue mencionado previamente (Niyogi, 1999).

Luego, sobre la violaxantina actúa la enz¡ma neoxantina sintasa, generando neoxantina

(Figura 1). Ambas, violaxantina y neoxantina son los precursores plastidiales finales del

ácido abscísico (ABA), pues luego estos pigmentos son divididos y las moléculas

producidas son transferidas al citosol donde son utilizadas para la síntesis de ABA

(revisado en Nambara y Marion-Poll, 2005). Los carotenoides anteraxantina y

violaxantina en algunos modelos vegetales son sustrato de la enzima capsantina

capsurrubina sintasa, generando capsantina y capsurrubina, respectivamente (F¡gura

1).

Todas estas enzimas son codificadas por genes nucleares y una vez

sintet¡zadas son ¡mportadas a los plast¡d¡os por la presenc¡a de péptidos de destinación

plastidial localizados en el extremo amino terminal de las proteínas (Cunningham y

Gantt, 1998)- Dadas las ¡mportantes funciones que cumplen los carotenoides solo se

han descrito algunos mutantes con pérdida de función para enzimas carotenogénicas.

En A.thal¡ana se han descrito mutantes para PDS y ZDS, y en girasol (Helianthus

anuus) para PDS. Estos mutantes son letales en condiciones homoc¡gotas y en

heterocigosis presenta un "fenotipo deficiente de carotenoides" que se caracteriza por

presentar un blanqueam¡ento de sus hojas, acumular espec¡es react¡vas del oxígeno,

muerte celular en sus hojas con una d¡stribución en mosaico, baja resistencia al estrés

abiót¡co y semillas con germinación temprana (vivíparas) (Cont¡ y col, 2004; Dong y col,

2007). Estas dos últimas características corresponden al "fenotipo deficiente de ABA'.

Recientemente, fue descrito en aÍoz (Oryza sativa\ dos mutanie del gen lcyb, phs41 y

phs4-2, que presentan deleciones en la región codificante del gen. La actividad

licopeno B ciclasa es codificada por un solo gen en arroz, por esto las mutantes

homocigotas phs4-1 y phs4-2 son letales a las 4 semanas después de la germinación y
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F¡gura 1. Ruta de síntesis de caroteno¡des en plantas.

El isopenten¡l pirofosfato (lPP) precursor de la ruta de carotenogénesis, se sintetiza

pr¡ncipalmente por la ruta ¡ndependiente de ác¡do mevalónico (plastidial) que involucra la participación de

la enzima i-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). El IPP isomeriza a d¡metilalil pirofosfato (DMAPP),

por la acc¡ón de la enzima ¡sopentenil pirofosfato isomerasa (lPt), y ambos son condensado§ para formar

el geranilgeranil pirofosfato (GGPP), reacción que es catalizada por la enzima geranilgeranil p¡rofosfato

s¡ntasa (GGpS). Luego, dos moléculas de GGPP son utilizadas para formar fitoeno mediante la acc¡ón de

la enzima fitoeno s¡ntasa (PSY). El fitoeno sufre desaturaciones a cargo de las enzimas fitoeno desaturasa

(pDS) y q-caroteno desaturasa (ZDS), produciendo tetra-cis-licopeno, estos enlaces cis son isomerizados

para formar licopeno, por acción de Ia enzima carotenoide isomerasa (cTRlso). El licopeno puede ser

c¡clado por las enzimas l¡copeno B ciclasa (LCYB) y licopeno r ciclasa (LCY8) para generar p-caroteno y o-

caroteno. Luego, estas moléculas pueden ser h¡droxiladas por enz¡mas como CpHx y CsHx para dar

or¡gen a zeaxantina y lutelna. A partir de zeaxantina se sintetiza anteraxantina y violaxantina por la acc¡ón

de la enz¡ma zeaxantina epoxidasa (zEP). Luego, la neoxantina sintasa (NXS) a partir de violaxant¡na

sintetiza neoxantina. Neoxantina y violaxantina son los últimos caroteno¡des plastidia¡es precursores del

acido absclsico (ABA), En algunos modelos vegetales anteraxantina y violaxantina pueden dar origen a

capsantina y capsurrubina, respectivamente, por acción de la enz¡ma capsantina capsurrubina sintasa

(ccs). Flecha discontinua indica que en ese paso de la ruta se llevan a cabo varias reacciones.
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en condiciones hetorocigotas generan ei "fenotipo deficiente de carotenoides y de

ácido abscisico", descrito anteriormente- Este es el ún¡co mutante descrito del gen lcyb

en plantas que poseen un solo gen que codifique para licopeno B c¡clasa, esto muestra

la ¡mportancia de esta aciividad para la vida de las plantas. En tomate existen los

mutantes Beta, Old-gold y Old-gold-crimson que presentan mutaciones en el gen cycb,

que codifica para una enz¡ma con actividad l¡copeno B ciclasa que es específica de

fruto (Ronen y col, 2000). El mutante Befa sobre-expresa al gen cycb generando la

acumulación de altos contenidos de B-caroteno en el fruto de tomate, m¡entras que los

mutantes Old-gold y Old-gold-crimson presentan una deleción en el gen cycb y esto

provoca la acumulación de licopeno en el fruto de tomate. Sin embargo, pese a que los

Old-gold y Old-gold-crimsor? presentan pérdida de función generan plantas viables, ya

que en tomate existe otro gen, el gen lcyb, que cod¡f¡ca para la actividad licopeno B

ciclasa, por lo tanto, no se pierde toialmente esta actividad (Ronen y col, 2000). De

manera s¡milar, existe un mutante llamado "yellow p¡gment" que sintet¡za menos

carotenoides en los frutos, debido a que el gen psyl de tomate (especifico de fruto)

genera una proteína no funcional (Fray y Grierson, 1993), pero este organismo cuenta

con 2 genes que codifican para PSY (Fraser y col, 1999, Fraser y col, 1994), por lo

tanto la pérdida de función fitoeno sintasa no es completa, lo que permite la viabilidad

de la planta. Además, se han descr¡to mutantes que presentan alterados los niveles de

carotenoides en frutos de tomate debido a mutaciones en genes que codfican para

proteínas que participan en la cascada de transduccion de señales que regulan la

síntesis de carotenoides. Ejemplo de esto son los mutantes "high pigment" (hp-1, hp-2,

hp-3) que tiene mutado un gen que cod¡fica para una proteína que participa en la

transducción de señales del fitocromo y como consecuenc¡a de estas mutaciones

sintet¡zan más carotenoides en el fruto que una planta silvestre (Peters y col, '1998;
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Mustilli y col, 1999; Cookson y col, 2003, Galpaz y col, 2008). En otros modelos

vegetales, entre ellos papaya y naranja tamb¡en se han observado mutantes que

presentan alterados los niveles de carotenoides, por efecto de mutaciones en los

genes carotenogénicos (Alquezar y col, 2008; Liu y col, 2007, Rodrigo y col, 2003).

La regulación de la expresión de los genes carotenogénicos y su correlación

con la biosíntesis de carotenoides ha sido motivo de estudio hace varias décadas.

Estos estudios ind¡can que la regulación de los genes carotenogénicos es dependiente

de luz y ocurre principalmente a n¡vel transcr¡pcional (Rómer y col, 2005). Esto ha sido

descrito en modelos en los que el aumento del contenido de carotenoides está

relacionado con la presencia de luz, como ocune durante la maduración de frutos y la

de-etiolación de hojas donde ocurre la transición de etioplastos a cloropastos. Los

etioplastos son cloroplastos deficitarios en clorof¡la presentes en plantas etioladas,

crecidas en condiciones ¡nsuf¡c¡entes de luz. Cuando plantas etioladas son traspasadas

a condiciones normales de luz, los et¡oplastos de hojas se transforman en cloroplastos

ya que comienza la biosíntesis de clorofila y de carotenoides, y esto es un proceso

dependiente de la luz (Rascio y col, 1984). En Nicotiana tabacum durante el proceso

de transición de etioplastos a cloroplastos aumentan los niveles de transcrito del gen

psy, junto al aumento de los caroieno¡des (von Liniig y col, 1997). Esto tamb¡én ocurre

en Arabidopsis thaliana, donde el promotor del gen de fitoeno sintasa (psy) se

encuentra act¡vo a niveles basales en oscuridad y su transcripción aumenta en

tratamientos con luz (Welsch y cols, 2003). Además, en ensayos de luzloscuridad

realizados en hojas de Capsicum anuum (pimentón), se observó que plantas crec¡das

en condiciones normales (fotoperiodo de l6 horas) que luego fueron expuestas a luz

de alta intensidad aumentó la transcripción de genes carotenogénicos como psy,

f¡toeno desaturasa (pds), (-caroteno desaturasa (zds) y licopeno B ciclasa (lcyb),



mientras que al someterlos a oscuridad, la expresión de éstos, disminuyó (Simkin y col,

2003). De manera sim¡lar, en hojas de N¡cot¡ana tabacum expuestas a luz de mayor

iniensidad se observó un aumento de la transcripción de los genes carotenogénicos

analizados caroteno B hidroxilasa (cBhx), zeaxantina epoxidasa (zep) y violoxantina de

epoxidasa (vde) Woitsh y Rómer, 2003).

Por otra parte, se ha descriio que la maduración de frutos es dependiente de

luz, entre otros factores (hormonas, temperatura, genes de desarrollo) (Adams-Phillips

y col, 2004). Asociado a la madurac¡ón, aumenta la biosíntesis de carotenoides en

frutos, la cual está regulada pr¡ncipalmente a nivel transcr¡pcional, aumentando Ia

expresión de algunos genes y disminuyendo la expresión de otros para favorecer la

acumulación de un carotenoide en particular, como ocurre en tomate, naranja y

damasco (Giuliano y col, 1993; Corona y col, 1996; Ronen y col, 1999; Bramley, 2002;

Kato y col, 2004; Rodr¡go y col,2004; Kita y col, 2007). En tomate, se observa un

aumento de los transcritos del gen D-x¡lulosa s¡ntasa (dxs), pds y psy1, al mismo

tiempo que dism¡nuye Ia expresión de licopeno B ciclasa (lcyb) y licopeno e ciclasa

(lcye) dirig¡endo la acumulación de licopeno en los frutos de tomate maduro (Fraser y

col, 1994; Pecker y col, 1996; Ronen y col, 1999; Lo¡s y col, 2000). Además, se ha

observado que los n¡veles de carotenoides en frutos de tomate son mayores en

tomates que han sido tratados con mayor intensidad de luz respecto a los crec¡dos en

baja ¡ntensidad lumínica (Gautier y col, 2008), lo cual correlaciona con el aumento de la

expresión del gen psy en fruto de tomate tratados con luz (Alba y col, 2000). Entonces,

de acuerdo a lo descrito en estos modelos, la biosíntesis de caroteno¡des es activada

por luz y esta regulación opera principalmente a nivel transcripcional.
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En modelos vegetales caracterizados por una alta síntesls de carotenoides, se

ha descrito más de un gen que codifica para una misma act¡vidad enz¡mática. En

tomate, por ejemplo se han descrito 2 genes que codifican para PSY, uno de ellos de

expresión predominante en tejido fotosintélico, asociado a cloroplasto, llamado psy2; el

otro, participa en la b¡osíntesis de carotenoides durante la maduración de fruto de

iomate, asociado a cromoplasto (Fraser y col, 1999, Fraser y col, 1994). Por otro lado,

PSY es codificada por tres genes en arroz, dos de ellos regulados por fitocromo, por lo

tanto, regulado por luz, y un tercer gen dependiente de la síntesis de ABA (Welsch y

col, 2008). La enzima CBHx de tomate también se encuentra codificada por dos genes,

uno de ellos (crtR-b1) tiene expresión constitut¡va en hojas, mientras que el otro (crtR-

b2) es activado principalmente en flores (Galpaz y col, 2006). La expresión de crtR-b2

en fruto se expresa en bajos n¡veles, mientras que en hojas no se detecta su expresión

(Galpaz y col, 2006).

En tomate tamb¡én existen dos genes que codifican para la actividad licopeno B

ciclasa, enzima clave en la regulación de la b¡osÍntes¡s de caroteno¡des (Ronen y col,

1999; Bramley, 2002), uno de ellos es lcyb, asociado princ¡palmente a la biosíntesis de

caroteno¡des en iejido fotosíntef¡co, m¡entras que cycb, al igual que psy1, presenia

expresión fruto especifica (cromoplasto) (Ronen y col, 2000). En pimentón (Capsicum

anuum) se han descrito 2 genes que cod¡f¡can para la actividad licopeno B c¡clasa,

estos son lcyb y ccs (Hugueney y col, 1995). Este último codifica para una proteína que

además tiene actividad capsant¡na capsurrubina sintasa (CCS), encargada de la

síntesis de capsantina y capsurrubina a partir de las xantófilas anteraxant¡na y

violaxaniina, respectivamente (Bouvier y col, 1994; Figura 1). Estos pigmentos de color

rojo, son los que dan la tonalidad característ¡ca a los pimentones. Análisis de expresión

de estos genes muestran que lcyb se expresa preferentemente en hojas y casi no es
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percib¡do durante la maduración de frutos, m¡entras que ccs es transcrito

principalmente durante la maduración de frutos de pimentón (Hugueney y col, 1995;

Hugueney y col, '1996). Estos estudios indican que en estos modelos vegetales que

sintetizan alto contenido de carotenoides en órganos ricos en cromoplastos, existe más

de un gen que codifica para enzimas claves en la biosíntesis de carotenoides como

PSY y LCYB, donde uno de ellos es especifico de tejido fotos¡ntético (cloroplastos) y el

otro es específico de fruto (cromoplastos).

Esta tes¡s utiliza como modelo de estudio a Daucus carota, zanahoria. Este

modelo vegetal se caracteriza por s¡ntetizar altos niveles de carotenoides, en especial

en su raíz modificada o de reserva. La raíz modificada de zanahoria en un órgano con

alto conten¡do de cromoplastos, capaz de a¡macenar altas concentraciones de

carotenoides (1 I mg/g peso fresco). De éstos, aprox¡madamenle el70o/o corresponde a

B-caroteno (Fraser y Bramley, 2004), convirtiendo a la zanahoria en una ¡mportante

fuente de vitamina A. La síntesis de caroteno¡des en zanahor¡a también se produce en

sus hojas, que se encuentran expuestas a la luz, por ello, es pos¡ble que la expresión

de los genes carotenogén¡cos sea activada por luz en las hojas de D. carota, tal como

ha s¡do descr¡to en otros modelos vegetales. Sin embargo, una de las particularidades

de este modelo es que s¡ntetiza altos niveles de carotenoides en su raíz modificada,

que se encuentra en condiciones de oscuridad, lo cual supone que en este órgano

existiría algún tipo de regulación dist¡nta a la descr¡ta actualmente, convirtiéndola en un

modelo de gran interés de estudio. En la base de datos Genebank se encuentran

d¡sponibles secuencias de CDNA para la mayoría de los genes carotenogénicos de D.

carofa, encontrando que existen publicados 3 cDNAs completos que cod¡fican para

CBHx, 2 para PSY y ZDS, y una secuencia de cDNA completa para PDS, CRTISO,

LCYB, CCS, LCYE, ZEP y VDE (Just y col, 2006). Sin embargo, hasta el momento no
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ex¡ste publ¡cado nlngún estud¡o de la regulación y de la función de estos genes en

zanahoria. Para comenzar con el estudio de la regulación de la b¡osíntesis de

caroteno¡des en D. carota, en esta tesis se abordó dilucidar la función del gen lcyb que

codificaría para la enz¡ma licopeno B ciclasa, enzima clave en la síntesis de B-caroteno

el principal carotenoide acumulado en zanahoria. Además, como fue menc¡onado, esta

enzima es clave en la regulación de la biosíntes¡s de carotenoides en otros modelos

vegetales (Bramley, 2002).

Respecio al gen lcyb de D. carota, actualmente, en la base de datos

Genebank, se encuentran 4 secuencias de CDNA asociadas a este gen y que

codificarían para una enzima con actividad licopeno B c¡clasa. De ellas solo una

corresponde a un cDNA completo: lcyb (DQ192190,2022 pb, Just y cols., 2007),

mientras que las otras 3 son secuencias parciales de aproximadamente 300pb de

cDNA: lcyb2 (AM181169) y lcyb3 (AM181 168), obienidas a partir de fruto y lcyb 4

(AF208$f ). La identidad nucleoiídica que presentan estas secuencias respecto a lcyb

es superior al 94o/o,lo cual sugiere que corresponde a un solo gen. Además, lcyb de D.

carofa presenta sobre un 75% de identidad nucleotidica con los cDNAs de lcyb de otras

plantas, un 45o/o con algas y cerca de un 10% con cianobacterias.

Es ¡mportante destacar que Just y col (2007), mediante mapeo cromosómico,

análisis de rasgo cualitativo asoc¡ado a loc¡ (QTL) y polimorfismos de nulceótido único

(SNP) no sólo identificó a lcyb (DQ1921 90), sino que también propuso al gen ccs

(DO192192) como lcyb2 el cual podría codificar para una l¡cpeno B c¡clasa,

argumentando que en zanahoria no se encuentran los pigmentos capsant¡na ni

capsurrubina, productos d¡rectos de la enzima CCS. Apoyando esta propuesta, el gen

ccs de pimiento codifica para una enzima que es capaz de tener act¡vidad licopeno B

ciclasa, rn v¡tro e ¡n vlvo mediante ensayos de complementac¡ón con Escherichia coli
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(Bouv¡er y col, 1994; Ronen y col, 2000). Además, anál¡s¡s previos muestran que los

genes de ccs de pimentón, naranja, zanahoria y cycb de tomate, tienen sobre 67% de

identidad nucleotídica en la reg¡ón codif¡cante, lo cual sugiere que estos genes son

ortólogos, y que por lo tanto, ccs de D. carota podría codificar para una enzima con

actividad licopeno B ciclasa. Estos antecedentes apoyan la hipótesis de que en

zanahoria podría existir más de un gen que codif¡que para una enzima con actividad

l¡copeno B ciclasa (lcyb y ccs) y que estos genes podrían presentar una función órgano

específica en zanahoria.

En resumen, en frutos y órganos fotos¡ntéticos la regulación de la biosíntesis de

carotenoides ocurre a n¡vel transcripc¡onal en un proceso dependiente de luz. Siendo

los genes que codifican para PSY y LCYB los pr¡nc¡pales puntos de esta regulación.

Además, en modelos como tomate ex¡sten 2 genes que codifican para LCYB: lcyb,

asociado a tejido fotosíntetico (cloroplasto) y cycb de expresión fruto espec¡fico

(cromoplasto), que como ya mencionamos posee una alta identidad nucleotídica con

los genes ccs de otras plantas. Por otro lado, D. carota presenta dos genes que

codificarían para enzimas con actividad licopeno B ciclasa, estos son los genes lcyb y

ccs. Este modelo s¡ntetiza P-caroteno en órganos fotos¡ntéiicos (cloroplastos) y en la

raíz modificada (cromoplastos) bajo condiciones de luz y oscuridad, respectivamente.

Además, ambos órganos tienen un desarrollo temporal y esiructural d¡ferente, lo que

sug¡ere que la regulación en la expresión de genes carotenogénicos y la biosíntes¡s de

carotenoides debe ser diferente en ambos órganos. Ad¡c¡onalmente, se han publicado

secuencias completas de los cDNA para el gen lcyb (DQl92190) y ccs (DQ192192) en

zanahoria. Todos estos antecedentes nos hace suponer que exisiiría más de un gen

que codificarían para la actividad licopeno B ciclasa en D. carota, y que además,

presentarían expresión diferencial. Además, considerando que el gen lcyb de D. carota
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posee un 75% de identidad nucleotídica con los genes lcyb de otras plantas, mientras

que ccs no presenta identidad nucleóiidica con estos genes, nos permite proponer que

el gen lcyb (DO192190) sería un buen candidato para codificar para una enzima con

actividad licopeno B ciclasa en zanahoria. Por lo tanio, nosotros proponemos en esta

tes¡s que la expresión del gen lcyb es necesaría para la síntes¡s de P-caroteno en tejido

fotosintético (asociado a cloroplasto) o en la raíz modificada (asociado a cromoplasto),

es dec¡r, presenia una función órgano específica. Para responder esta pregunta

nosotros disminuimos el nivel total de transcdto para el gen lcyb de zanahoria mediante

silenciamiento génico posltranscripcional y de esta forma de determinar en que órgano

de la planta el gen lcyb es necesario para la síntes¡s de carotenoides, ya sea en la raíz

modificada o en las hojas, dependiendo de donde se observe el efecto de la

disminuc¡ón de la presencia de transcritos para este gen. Para esto, se ut¡l¡zaron los

vectores binarios para el silenciamiento específico del gen lcyb de D. carota, pBlN19/L-

S, pBlNlg/L-AS y pBlNlg/L-ADS, que fueron d¡señados y construídos durante el

Seminario de Titulo de Lorena Pizatto (2OO7).

El silenc¡amienio génico post-transcripcional (SGPT) es un sistema molecular

que cons¡ste en la degradación específica de una población de RNAS homólogos. Uno

de los mecanismos que inducen el SGPT, se basa en la presencia de una cop¡a del

transgen en sent¡do y con una alta tasa de transcripción, de esta forma cuando se

sobrepasa el nivel umbral se activa una RNA polimerasa depend¡ente de RNA (RNApd)

que sintetiza la hebra complementaria al mRNA endógeno (Figura 2), lo que permite la

formación de un RNA de doble hebra (dsRNA) (van Blockland y cols, 1994; Tang y col,

2003). Es así como transgenes con promotores fuertes gatillan con una mayor

eficienc¡a el SGPT (Que et al, 1997). El vector pBlNl9/L-S fue diseñado para generar

silenc¡am¡ento mediante este mecan¡smo, m¡entras que los vectores pBlN19/L-AS y
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pBlNlg/L-ASD ut¡lizan la siguiente estrategia que se basa en inducir eficientemente el

silenciamiento a traves de la expresión antisentido del gen blanco o un fragmento de

éste. De esta forma se genera un mRNA complementario al gen blanco, el cual hibrida

con el mensajero endógeno blanco formando el dsRNA que inicia el SGPT (Figura 2).

Se ha descr¡to que para que un transgen sea capaz de inducir silenciamiento de una

secuencia homóloga se requiere una ideniidad nucleotídica superior al 80% y un

tamaño mÍnimo de l00pb del iransgen o un fragmento de éste (Burton y col, 2000,

lngelbrecht y col, '1999; Mueller y cols, 1995; Shweizer y col, 2000).

AsÍ, una vez inducida la maqu¡naria de silenciamiento, los dsRNAs

intermed¡ar¡os son cortados por la acc¡ón de una RNAsa de tipo lll llamada Dicer,

generando pequeñas moléculas de 21-23 nucleótidos de dsRNA, llamado RNA

interferente (siRNA) corlo y otras de 24-26 nucleót¡dos, llamado siRNA largo (Susi y

col, 2004; Tang y col, 2003). El siRNA corto participa en el SGPT local uniéndose al

complejo RISC que reconoce al RNA endógeno blanco y s¡ntetiza el RNA de doble

hebra. Mientras que el siRNA largo se transm¡te a través del sisiema vascular de la

planta, imitando el movimiento de partículas virales llegando a otra células vegetales,

donde a través de RISC genera el dsRNA silenciando el gen blanco propagando el

silenc¡am¡ento a toda la planta (Hamilton y col,2002: Voinnet y col, 1998).

Entonces, de acuerdo a estas características el silenciamiento génico post-

transcripcional permite eleg¡r a un gen blanco y silenciarlo de manera sístemica y

a¡tamente especÍfica. Además, permite generar d¡st¡ntas líneas con diferentes grados

de silenciamiento (knock down), ev¡tando de esta forma, obtener la pérd¡da de función

completa del gen es estudio (knock out). Las plantas knock out poseen inierrumpida la

secuencia del gen de ínteres, obtenido mediente la inserc¡ón al azat de un T-DNA a

traves de la infección con Agrobacterium tumefaciens. Luego, mediante técnicas
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moleculares se selecciona Ia mutante heterocigota, la cual se debe autopol¡nizar para

generar plantas mutantes homocigotas. Como se describió previamente existen muy

pocas plantas mutantes con pérdida de función completas en genes involucrados en la

síntes¡s de carotenoldes (por ej. lcyb) deb¡do a Ia importancia que éstos poseen en la

fisiología vegetal. Además, D. carota es una planta bianual, por lo tanto se podrían

realizar los cruzamientos entre heterocigotos mutantes sólo al segundo año. Estos

antecedentes permiten descartar la metodología de knock out como herram¡enta para

el análisis de la importanc¡a del gen lcyb y convierten al knock down llevado a cabo

mediante silenciamiento génico post-transcripcional, en la herramienta para el estudio

func¡onal del gen lcyb de D. carota, tal como fue descrito para el estudio del gen cycb

de tomate (Ronen y co|.2000) y otros genes esenciales en el metabolismo de las

plantas (Matthew, 2004).
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Figura 2: Esquemá del Mecanismo de Silenciamiento Génico Post-transcripcional.

En la f¡gura se muestran los dos mecanismos capaces de inducir silenc¡am¡ento gén¡co post-trancripcional

En 1 el RNA endógeno o mensajero blanco (en negro) h¡brida con el RNA antisentido (en rolo) formando el

RNA de doble hebra o dsRNA. En 2 Cuando el RNA sentido (en verde) junto al RNA endogéno sobrepasan

el nivel umbral se activa la RNA polimerasa depend¡ente de RNA (RNApd) que sintetiza la hebra

complementaria (antisentido) del gen blanco generando el dsRNA. El dsRNA es cortado por DlcER,

produciendo los S¡RNA que junto al complejo Rlsc reconocen al mensajero endógeno, sintetizando la

hebra complementaria, y formando el dsRNA que es cortado por DlcER, silenc¡ando el gen blanco. Los

siRNA, además, son propagados de manera sistém¡ca a través del floema, generando el silenc¡am¡ento en

toda la planta.
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HIPÓTESIS:

"La expresión del gen lcyb en Daucus carota es necesaria para la síntesis de

p-caroteno en el tejido fotos¡ntetico o la raíz modificada, es decir, es

órganocspecífica",

HIPÓTESIS ALTERNATIVA:

"La expresión del lcyb en Daucus carofa es necesaria para la síntesis de

p-caroteno en toda la planta, es decir, no es órgano-específica".
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OBJETIVOS:

1. Objetivo General:

"Evaluar fa función del gen lcyb de D. carota en la b¡osíntesis de carotenoides,

mediante Silenciamiento Gén¡co Post-Transc¡pcional (PTGS)".

2. Objetivos Específicos:

2.1 . Transformación de Daucus carofa mediante A. tumefac¡ens con las construcciones

para silenciamiento génico post-transcripcional de lcyb.

2.2. Análisis molecular de las líneas transformantes de D. carota resistentes a

kanamicina.

2.2- I . Análisis de la transgénesis de las líneas transformantes de D. carota

resistentes a kanam¡c¡na mediante PCR y RT-PCR.

2.2.2. Delerminación del nivel de silenciamiento del gen lcyb en las líneas

transformadas de D. carota mediante RT-PCR semicuantitativo y en tiempo

real.

2.3. Evaluación de la función del gen de lcyb de D. carofa mediante análisis de las

líneas transformadas.

2.3.1. Análisis de la composición de carotenoides en las líneas transformadas

de D.carota mediante espectrofotometría y HPLC.

2.3-2. Análisis de expres¡ón de otros genes carotenogén¡cos mediante RT-PCR

en tiempo real.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. MATERIALES

'1.1. Material B¡ológ¡co.

- Agrcbacteriun tumefaciens cepa GV3101:

C58, plásmido Tl curado, GenR, Rif .

- Daucus carofa Lineus, subespecie Nantes.

l. 2. Medios de Cultivo.

- Med¡o LB: 2% tr¡ptona; 0,8% NaCl.

- Medio MS: MS (Murashige & Skoog basal medium) 0,44%, mioinos¡tol 100

ppm, sacarosa 20o/o. pH = 5,8

- Medio MS-Agar: MS (Murashige & Skoog basal medium) 0,44%, mioinositol

100 ppm, sacarosa 20o/o, a§aFa§at 7 %. pH = 5,8

1.3. Reactivos.

Todos los reactivos ut¡lizados son de calidad para biología molecular yio cal¡dad

para análisis y fueron obtenidos de Merck, Sigma-Aldrich, Phyto Technology

Laboratories, Promega, Omega Bio-tek, Fermentas, Stratagene.
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2. METODOS,

2.1. Extracción de DNA de tejido vegetal con buffer CTAB.

Se tomaron aprox¡madamente 200 mg de hojas o raíz modificada de D. carota

de 3 meses de desarrollo, se congeló con Nitrógeno liquido y se maceró

completamente en mortero agregando 0,6 mL de buffer CTAB (CTAB 2%' NaCl 1,4 M,

EDTA 20 mM y Tris-HCl pH=8 100mM). Se incubó a 70oC por 30 minutos. Luego, se

adicionó 0,4 mL de buffer CTAB y se incubó a 70oC por otros 15 minutos. A la mezcla

se agregó 0,4 mL de cloroformo: alcohol isoamíl¡co (24:1) y se mezcló por inversión

varias veces. Se centrifugó 10 minutos a 13.000 rpm. Se tomó 0,7 mL de la fase

superior y fue puesto en un tubo nuevo. Se agregó 0,7 mL de isopropanol y se dejó por

30 minutos a -2OoC para inducir la precipitación del DNA. Pasado este tiempo se

centrifugó a 13.OOO rpm por 10 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se lavó el

precipitado con 0,7 mL de etanol 70%. Se centrifugó 5 minutos a 13 000 rpm y se

el¡minó el sobrenadante. El precipitado se secó a temperatura amb¡ente y se

resuspendió en 40 pL agua destilada estér¡|.

2.2. Extracción de RNA de tejido vegetal.

Para la extracción de RNA de hojas y raíz de Daucus carota de 3 meses de

edad se utilizó el reactivo RNA-Solv Reagent de Omega Bio-tek siguiendo las

¡ndicaciones del proveedor. Se utilizó 1 ml de RNA-solv para macerar 100 mg de tejido

congelado con Nitrógeno líquido y molido en mortero. Se agregó 200 pL de cloroformo:

alcohol isoamíl¡co (24 1), homogeninzando por inversión. Se ¡ncubó en hielo por 1 0

minutos, luego se centrifugó a 10.000 rpm por 15 minutos. La fase acuosa (superior)

fue traspasada a un tubo nuevo y se agregó 500 pL de isopropanol frío. Luego, se



centr¡fugó a 12.OOO rpm por 1O minutos y se eliminó en sobrenadante. Al precipitado de

RNA se agregó 1 ml de etanol 70% en agua libre de RNAsa (0,01% DEPC en agitación

a 37oC por lo menos durante 4 horas, luego de esto se autoclavó a 1200C por 30

minutos) y se centrifugó a 7.500 rpm por 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se

secó a temperatura amb¡ente por 20 minutos. Finalmente, se resuspendío el RNA en

40 pL de agua libre de RNAsa. Todo el procedimiento se realizó en hielo para evitar la

desnaturación del RNA. Luego, el RNA se visualizó en un gel de agarosa al 1o/o. La

concentración del RNA se determinó mediante espectrofotometrÍa (sambrook y col,

1989.).

2.3. Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa'

Los ácidos nucleicos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5o/o én bufier de

corrida TAE al lX (Tris-base 40 mM, ácido acético glacial 19 mM, EDTA I mM) con 20

mg/L de bromuro de etidio (BrEt). El voltaje utilizado fue entre 80 y 100 V para geles de

DNA, mientras que los geles de RNA fueron corr¡dos a 70V, por 10 m¡nutos. Las

bandas de ácidos nucleicos fueron visualizadas por la fluorescencia emitida por el BrEt,

que se intercala en la molécula de DNA, al ser expuesta a la luz UV de un

transilum¡nador. La imagen fue foiografiada utilizando el equipo Dárk Room Mult¡genius

Syngene y un transiluminador Syngene mediante el programa Gene Snap de Syngene

y la fluorescenc¡a fue cuant¡ficada por el programa Gene Tools de Syngene'

2.4. RT-PCR semicuantitat¡vo del gen lcyb.

2.4.1. Tratamiento del RNA con DNAsa L

Se tomaron 2 ¡rg de RNA obtenido previamente (2.2.) y se le adicionaron 50

unidades de DNAsa I libre de RNAsa (Fermentas), buffer de DNAsa I 1X (10 mM Tris-
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HCI pH 7,5;2,5 mM MgCl2, 0,'t mM CaCl2) y 0,5 pL de inhibidor de RNAsa

(Fermentas), correspondiente a 20 unidades de enzima. Se completó con agua tratada

con di-etil piro-carbonato (DEPC) hasta un volumen total de 10 L¡L. Luego, se ¡ncubó a

37 oC por 30 minutos. Para inactivar la DNAsa I se agregó 1 UL de EDTA 25 mM en

agua DEPC. Después de este tratamiento el RNA es utilizado directamente en la

síntesis de la hebra complementaria (CDNA).

2.4.2. lrunsctipción Reversa, síntes¡s de CDNA.

Para la reacción de transcr¡pción reversa se utilizó la m¡tad del volumen del

RNA tratado con DNAsa I (5,5 pL), correspond¡ente a 1pg de RNA. Se agregó 1 UL de

oligo AP (5'TTTTTTTTTTTTTTTTfiTTAGCTTCG3) 10 pM en un volumen final de 10

UL, completados con agua DEPC. Esta solución fue puesta en el termoc¡clador a 70oC

durante 5 minutos. Pasado este tiempo se incubó en hielo por 2 minutos y se agregó 7

UL de una mezcla que contiene 4 pL de buffer 5X de la enzima transcriptasa reversa

lmProm-llrM (Promega), 1 pL de dNTP 10 mM disueltos en agua DEPC, 2,5 ¡lL de

MgClr 25 mM y 2 pL de agua DEPC. La mezcla se incubó 2 minutos a 25oC y se

agregó 1 pL de enz¡ma lmProm-llrM (Promega). Posteriormente, se incubó a 42oC por

60 minutos y por último se detuvo la reacción a 70oC durante l5 minutos.

2.4.3. Amplificac¡ón del fragmento del gen lcyb mediante PCR.

Se amplificó mediante PCR un fragmento de 650pb de la secuencia codificante

del gen lcyb (No acceso: DQl92l90) utilizando part¡dores específicos (Tabla l)y como

molde los cDNAs obtenidos, según lo descrito en 2.4.2. Además, se ampl¡f¡có un

fragmento de 220 pb del gen ribosómico 18S, utilizado como calibrador de la

expresión, debido a que este gen t¡ene una expresión constitutiva en las condiciones

de estudio. La mezcla de reacción fué la siguiente: 2 ¡rL de molde, buffer 1X

correspondiente a la Paq500 DNApol¡merasa (Stratagene), 0,5 pL de dNTPs 10 mM,

l-',



0,5 pL de cada partidor a 10 pM y O,2 ¡tL de enzima (1 U), en un volumen total de 25

pL. Además, se realizaron dos controles de la reacción, uno de ellos utilizando el RNA

tratado con DNAsa (control sin transcripción reversa, S/RT) y un control negativo de la

reacción de PCR sin molde (C-). El programa de amplif¡cación que se utilizó fue

iniciado por una denaturac¡ón a 95oC por 4 m¡nutos, segu¡do por 35 ciclos para

amplificar el fragmento del gen l8S y 39 ciclos para amplif¡car el fragmento del gen

lcyb, del s¡guiente programa: denaiuracion a 95oC por 50 seg, 52oC por 40 seg para la

unión de los partidores y por último una temperatura de elongación de 72oC por 50 seg.

La reacción continuó con una extensión final a 72oC por 8 minuios y concluyó

manteniendo las muestras a 4oC. La amplificación de ambos fragmentos (18S y lcyb)

se realizaron al m¡smo tiempo, por lo tanto al término del ciclo 35, fueron retiradas las

reacc¡ones correspondientes a la amplificación del fragmento del gen 18S. Para

determinar el número óptimo de ciclos de amplificación para cada uno de los genes se

realizó previamente una curva de amplificación en gradiente a los ciclos 29,33,35,37,

39, 43 para cada uno de los fragmenios analizados (lcyb, 18S y nptll) y determinar así

en cual de éstos c¡clos el fragmento amplificado se encuentra en la etapa exponencial

de concentración y abundanc¡a.

2.5. PCR y RT-PCR del gen de neom¡cina fosfotransferasa (nptll) y del gen del

RNA ribosomal l8S (RNArlSS).

Para la amplificac¡ón de un fragmento de los genes RNArISS y nptll, se

utilizaron partidores específicos (Tabla l) y 100 ng de DNA genómico (2'1) o 2 pL de

cDNA (2.4.2), buffer 1X de la enzima Paq500 DNApolimerasa (Stratagene), 0,5 UL de

dNTPs 10 mM,0,5 pL de cada partidor especifico a 10 PM (Tabla l) y 0'2 pL de

enzima Paq500 DNApolimerasa (1 U), en un volumen total de 25 UL. El programa de
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amplif¡cación de los fragmentos del gen RNAr'l8S y nptll es igual al descrito

previamente, extendiéndose por 35 ciclos para el RNArlSS y por 38 ciclos para el gen

nptll. La ampl¡ficación del fragmento del gen RNArl SS se realizó a todos los DNAs y

cDNAs debido a que se cons¡deró como parámetro de ¡ntegridad del material genético

utilizado.

Tabla 1: Secuenc¡a de Partidores utilizados.

se presentan las secuencias de los partidores que fueron ut¡l¡zados en esta tesis, con su

respectiva temperatura de fusiÓn, el tamaño del fragmento amplif¡cado, el nombre del gen y el

origen del cual provienen.

2.6. Embriogénesis somática y Transformación de Daucus carota.

2-6.1 . Esterilización de semillas de Daucus carota.

Semillas de D. carota de la variedad Nantes se esterilizaron superf¡cialmente

con ef fungicida captan al 2o/o por 20 minutos. se lavaron con agua destilada estéril.

Posteriormente, se trataron con hipoclorito de sodio al 20o/o pot t hr y se lavaron con

agua destilada estéril. Luego, fueron secadas en papel absorbente estér¡l y

depositadas en medio MS-agar. Se mantuvieron en fotoperiodo de 16 hrs luz por una

Nombre Secuencia Tm
("c)

Gen Tamaño
Amplificado

5' lcyb
3'lcyb

GGGTTAGCGGTAGCACAAC
GCCTCTGCCTGTACTCCCTC

60
ot

lcyb
de D. carota

760 pb

5' nptll
3'nptll

CAAGATGGATTGCACGCA
CTATGTCCTGTAGCGGT

54
3l

Neom¡c¡na
fosfotra n sfe rasa ll

650 pb

s',18S
3', 18S

TTGATTACGTCCTGCCCTT
ACMTGATCCTTCCGCAGTT

5b
58

rRNA 18S
de D. carota

180 pb

5' Qlcyb
3' Qlcvb

TGAGTGC AGCTTACACC TACTTGATTA
AACTGCAGAAGATCTTGGAGA

74
60

lcyb
de D. carota

160 pb

5' Qpsyl
3', Qpsyl

AGf CGATGGAGCATTACCATAATTC
CTAATGGGTTACAGAGGGTTGTGTTA

70
74

psy I
de D. carota

95 pb

5' Qpsy2
3' QPSV2

GTTCTTAGCTMTAAACTTCCGTGGG
GCTGGAGTTAGTGCTACCC

74
60

psy 2
de D. carota

100 pb

5' Qccs
3' Qccs

GATTCCTCTGTGTCCATATCTCCC
GATTGCCCAGAAAGACTCAACAG

72
68

ccs
de D. carota

70 pb

5'Qub¡
3'Qubi

GCTCGAGGACGGCAGACC

CTTGGGCTTGGTGTAGGTCTTC

76
64

U biqu¡t¡na
de D. carota

110 pb
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semana hasta su germinación, posteriormente se cultivaron bajo fotoperíodo de 16

horas luz-

2.6.2- Embriogénesis somática de hipocotilos y epicot¡los de Daucus carota'

Para lograr obtener embriones somáticos de D- carota, se mod¡ficó la técnica

descrita por chen y Punja (2002) y Punja (200'1). se cortaron secciones de hipocotilos

y ep¡cotilos (raíz y tallo de planta joven, respectivamente) de plántulas de 10 días

cult¡vadas in vitro (2.6.1) y se depositaron en placas con medio MS suplementado con

1mg/L de la auxina, 2,4 D (acido 2,4-Dichlorophenoxyacetico, fitohormona sintética) por

4 semanas en oscuridad. Poster¡ormente, los explantes fueron transferidos a medio MS

con 0,5 mg/L de 2,4D por 4 semanas. Finalmente, se depositaron los embriones

inmaduros en medio MS en ausencia de hormonas hasta su completa maduración. Las

plántulas obtenidas fueron transferidas a tiena al alcanzax 5 cm de altura.

2.6.3. Transformación de hipocotilos y ep¡cotilos de D. carota mediante A.

tumefaciens.

Esta activ¡dad se abordó basándose en el protocolo descrito por Chen y Punja

(2OO2) y Punja (2001). La cepa GV3l01 de A. tumefacies transformada con los

vectores pBlN19/L-AS, pBlN19/L-ASD y pBlNl9/L-S que poseen la construcción para

el silenciamiento génico post-transcrpc¡onal de lcyb y la construcción de selección,

realizados en el sem¡nario de título de Lorena Pizaffo (2OO7) se crecieron toda la noche

con los ant¡b¡ót¡cos adecuados (r¡fampicina 10 pgiml, gentamicina 50 pg/ml y

kanamicina 50 mg/L). Además, como control del sistema se transformó utilizando el

vector pBlNí9 que solo posee la construcción de selecc¡ón- Sin embargo, las líneas

generadas no fueron utilizadas por problemas técnicos y por ello una de las líneas

producidas por la transformación con el vector pBlNl9iL-S se utilizó como control del

sistema.
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Luego, el medio de cultivo se centrifugó a 3.000 rpm durante 5 minutos. Se

elim¡nó el sobrenadante y el prec¡pitado se resuspendió en 30 ml de med¡o MS (MS

0,44%, mio¡nositol 100 ppm, sacarosa 30%, pH = 5,8) estéril con 0,4 mM de

acetosiringona. Se incubó con agitación por aproximadamente 3 horas, hasta alcanzar

una D. O.= 0,6 a 600 nm. Luego, en ambiente estéril se depositó el cultivo en una

placa Petri estéril y se co-incubó con secciones de h¡pocotilo de D. carota pot 10

minutos. A las secciones de zanahoria se les hicieron pequeñas heridas para facilitar la

infección del A. tumefac¡ens. Posteriormente, los explantes de zanahoria fueron

secadas en papel absorbente estéril y puestas en medio MS-agar. Se mantuvo en

oscuridad durante 48 horas. Luego, estos explantes fueron sometidos a embriogénesis

somática (descr¡to en 2.6.2) agregando a los medios MS-Agar, 400m9/L carben¡c¡l¡na

para eliminar a A. tumefaciens, y 25mgil de kanamicina como agente de selección. El

segundo mes de cultivo se pasaron las placas a fotoperÍodo, se aumentó la

concentrac¡ón de kanamicina a 50mg/L para seleccionar aquellos embriones

generados de células transformadas y se disminuyó la concentración de hormona a 0,5

mg/L de 2,4D, medio en el que maduraron los embriones generando brotes Al tercer

mes los brotes fueron pasados a un tercer medio sin hormonas y con 100 mg/L de

kanamicina donde las plántulas elongaron lo suficiente como para ser traspasadas

posteriormente a tierra.

2.7. Determinación de la concentración de Carotenoides'

2.7.1 . Extracción de Carotenoides.

Aproximadamente 200 mg de tejido fué molido en presencia de N2 líquido. Se

agregó lml de una solución de hexano/acetona/etanol (21111 vlv) y se maceró en

mortero. El macerado se puso en un tubo Eppendorf, se agitó en vortex durante 2
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minutos y se mantuvo en h¡elo y oscuridad por otros 2 minutos. Luego, fue centr¡fugado

a 10.000 rpm por 10 minutos a 4oC. Los carotenoides fueron recuperados de la fase

superior, recolectándolos en un tubo de ensayo. El proceso se repitió hasta que el

precipitado quedase blanquecino, como ¡nd¡cativo de la extracc¡ón completa de

carotenoides desde el §ido. Durante todo el proceso se mantuvo el macerado y la

efracción en oscuridad y frío. Finalmente, la solución que contiene los carotenoides

extraídos fue secada con N2 §aséoso.

2.7 .2. Cuantificación de los caroteno¡des totales mediante espectrofotometría.

La extracción de carotenoides secada en N2 §aseoso fue resuspend¡da en 2mL

de éter de petróleo. Luego, se midió la concentrac¡ón total de caroieno¡des de esta

solución en un espectrofotómetro (Sh¡madzu) a 474 nm. El resto de la extracción fue

secada con Nz 9as€oso y analizada posteriormente med¡ante cromatografía líquida de

alia resolución (HPLC) en fase reversa. La ecuación utilizada para la determ¡nación de

la concentración de caroteno¡des es la siguiente:

Carotenordes
-ioiales

Volumen Densldad
Resuspe¡sicn X opt,"" x 1oo

x gramos
Peso Seco

La transformación de peso fresco a peso seco se realizó multiplicando el peso

fresco de la muestra por un factor de conversión. Este factor de convers¡ón se

determinó mediante la diferencia de peso de 3 gramos de tejido, hqa y raíz mod¡flcada

y el peso obtenido de estas muestras al secarlas durante 48 horas a 60oC, tiempo

suficiente para desh¡dratar estos tejidos. Obteniendo los siguientes factores de

conversión: para raíz modificada: 0.098 g peso seco/g peso fresco; hojas 0,285 g peso

seco/g peso fresco.
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2.7.3- Cuant¡f¡cación de carotenoides mediante espectrofotometría y HPLC.

La extracción de carotenoides se resuspendió en un volumen conocido de

acetona y 20 ¡rL de esta solución se utilizaron para el análisis med¡ante HPLC en fase

reversa, el cual fue realizado en una columna Hipersy C18 de fase reversa de 15 cm

(Merck). Como fase móvil se utilizó acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/10/5 v/v), con

un flujo de I ml/min. Mediante el anális¡s de los cromatogramas detectados a 474 nm

(tiempo de retención) y los espectros de absorción obtenidos, se determinaron los

carotenoides presentes de manera preponderante en las muestras (B-caroteno, o-

caroteno y luteína). El área correspondiente a los picos de interés se correlacionó con

la concéntración de los caroteno¡des totales (2.8.2.). La concentración de fitoeno se

determ¡nó de acuerdo a datos generados en la Tesis Doctoral de Aniela Wozniak

(Wozniak, 2008).

2.8. RT-PCR en t¡empo real.

Para este proced¡m¡ento se utilizó como molde 2 pL de cDNA de zanahoria

obtenido como se indicó en 2.4.2. y parlidores específicos para la región 5'o 3' no

traducible de los genes lcyb, psy1, psy2, ccs y ubiquitina de D. carota (Tabla l). La

reacción de RT- PCR en tiempo real fue realizada en un volumen total de 25 ¡.lL que

cont¡enen 140 nM de cada partidor, 12,5 pL Brilliant SYBR@ Green@ QPCR Master Mix

(Stratagene) y 7,5x10'2 ¡rM de ROX como tinción de referencia. El programa de

amplificación comenzó con '10 minutos a 95oC, seguido de 40 ciclos compuesto de 30

segundos a 95 oC para denaturar el DNA, una temperatura de unión de 52 oC durante

30 segundos y finalmente 30 segundos a 72 oC para la elongación del producto de

PCR. Además, el programa contó con un ciclo final con I minuto a 95 oC en la etapa de

denaturac¡ón, mientras que la etapa de unión y elongación se mantuvieron durante los
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tiempos y temperaturas señaladas. El cDNA utilizado fue previamente probado

mediante amplificación por PCR del fragmento del gen 18S como se indicó en 2.6.

La cuantificación de los fragmentos ampl¡ficados se realizó ut¡lizando los datos

de Ct (Cycle threshold) generados por el programa Lightcycler Analysis Software. El

valor Ct es definido como el número de ciclos necesarios para que la fluorescencia de

la muestra sobrepase el nivel umbral dado por la t¡nc¡ón de referencia y el ru¡do de la

muestra. Luego, la determ¡nac¡ón de los niveles de transcrito fue determinada

basándonos en los valores de Ct del gen blanco y del gen ubiquitina que fue utilizado

como calibrador. Con estos datos y utilizando el método de comparac¡ón de Ct

(revisado en Schefe y col, 2006) se obtuvo el valor de los n¡veles de transcrito relativo

a la abundancia del transcr¡to de ub¡qu¡t¡na, lo cual fue graficado.
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3l

RESULTADOS

L Transformac¡ón de Daucus carofa mediante A. tumefaciens con las

construcciones para s¡lenc¡am¡ento génico post-transcr¡pc¡onal del gen lcyb.

Para generar el s¡¡enciam¡ento del gen lcyb de D. carota, transformamos D.

carota con los vectores binarios pBlN19/L-AS, pBlN19/L-ASD y pBlN19/L-S (Figura

3) med¡ante A. tumefaciens. Estos vectores binarios fueron diseñados y construidos

en el seminario de título de Lorena Pizarro (2007) y forma parte del trabajo

adelantado de esta tesis. El sistema de transformac¡ón de A. tumefac¡ens utilizando

vectores binarios, permite insertar en el genoma vegetal la región del vector binario

flanqueada por los bordes RB y LB que en este caso corresponde a la construcción

para el s¡lenciamiento de lcyb de D. carota y la construcción de selección de la

transformación (Figura 3).

Los vectores pBlNl9/L-AS, pBlN19/L-ASD y pBlNl9/L-S dif¡eren entre si,

sólo por el diseño de la construcción para el silenciamiento. El vector pBlN19/L-AS

posee la construcc¡ón de silenciamiento antisentido (Figura 3), que expresa de

manera constituva un fragmento de 494 pb de la región cod¡f¡cante del gen lcyb de

D. carota en orientación ant¡sentido respecto al promotor doble 35S (35Sd) del virus

del mosaico del coliflor (35SCaMV). El promotor 3SSCaMV es un promotor

constitutivo y fuerte de expresión en plantas ampliamente utilizado para sobre

expresar un gen de interés en todo el organismo vegetal. El promotor 35Sd posee

dos repeticiones de la unión de factores de transcripción lo que induce una mayor

tasa de transcripción del transgen en var¡os modelos vegetales, entre ellos en D.

carota (Kay y col, '1987; Wally y col, 2008).



El vector pBlNl9/L-ASD fue obtenido pot azat producto de una doble ligación

del fragmento 3SSd-AS y por lo tanto porta la construcción doble de silenciamiento

antisentido (Figura 3). Este vector fue utilizado en este trabajo ya que al poseer dos

construcc¡ones antisentido esperábamos mayor eficiencia en la inducción de

silenclamiento que el pBlN 19/L-AS. Por lo tanto, si el vector pBlN'19/L-AS no generaba

sufic¡ente silenciamiento el vector pBlNlg/L-ASD s¡ lo induc¡ría. Este sistema

ant¡sentido para generar SGPT (F¡gura 2) perm¡te que el fragmento ant¡sent¡do del gen

lcyb, presente en la construcción de s¡lenciam¡ento, hibr¡de con el transcrito endógeno

de este gen (sentido), gatillando la maquinar¡a de silenciamiento gén¡co posl

transcripcional sobre el gen lcyb (Susi y col, 2004; Vaucheret y col, 2001; figura 2).

El otro vector utilizado en esta tesis fue el vector binario pBlNl9/L-S el cual

tiene la construcción de silenciamiento sentido que consta del promotor 35Sd

d¡r¡g¡endo la expresión en sentido del fragmento de 494pb de la región codif¡cante gen

lcyb de D. carota (la misma secuencia utilizada para los vectores pB|N19/L-AS y

pBlNl9/L-ASD). Este vector fue diseñado para inducir silenciamiento génico post-

transcripcional del gen lcyb por el mecanismo de co-supresión (Figura 2 alternativa 2).

Sin embargo, dado que el mecanismo de inducción de silenc¡amiento de este vector

necesita sobrepasar el nivel umbral de mensajero sentido (Susi y col,2004; Vaucheret

y col, 2001) en una línea transgénica (S5) no se generó silenciamiento y fue utilizada

como control del s¡stema.

Luego de la transformación de los explantes de D. carota (con los vectores

b¡narios pBlNl9/L-AS, pBlNl9/L-ASD y pBlN19/L-S) mediante A. tumefaciens

(métodos 2.6.), éstos fueron sometidos a embriogénesis somática (f¡gura 4A-D). Para

ésto, los explantes transformados fueron mantenidos durante un mes en medio de

inducc¡ón de tejido pre-embriogénico (Ms-agar 2,4 D 1 mglL), en presencia del agente
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de selección (Kan 25 mg/L, Figura 3A). Aproximadamente, el 80% de estos explantes

indujo tejido pre-embriogénico, mientras que en el control positivo que no fue sometido

a transformación con Agrobacterrurn y cultivado en med¡o s¡n agente de selección, el

100% de los explantes indujo tej¡do pre-embriogénico. Por otro lado, un segundo

control consistente en explantes de D. carota sin transformar y puestos en medio de

inducción con kanam¡cina (25 mg/L), no ¡ndujeron embr¡ogenes¡s, sufriendo necrosis

después de un mes por su sensibilidad al agente de selección (Figura 3C-D).

Los explantes transformados que ¡ndujeron tejido pre-embriogénico, fueron

transferidos luego de 1 mes a un segundo medio con la mitad de concentración de la

hormona 2,4D y el doble de kanamicina como agente de selección (MS- agar, 0,5 mg/L

de 2,4 D,50 mg/L, Kan, Figura 4E). En este medio los explantes fueron sometidos a

una presión de selección más fuerte, y solo en un 30% de los explantes ¡n¡c¡ales

generaron tejido pre-embriogénico. El tejido pre-embriogénico maduró a brotes (en el

control sin agente de selección un 90% de los explantes con tejido pre-embriogénico

maduró). Finalmente, estos brotes fueron transferidos a medio MS-agar sin hormonas

con kanamicina 100 mg/L, donde term¡na el proceso de selección y embriogenesis

(F¡gura 4F). Luego, las plantas de zanahoria res¡stentes a kanamicina fueron

transferidas a tierra, donde completaron su desarrollo a plantas adultas (Figura 4G).

Estos resultados nos muestran que la transformación de D. carota es muy efic¡ente

logrando la inducción de embr¡ones en presencia del agente de selección en un 28o/o

de los explantes inicialmente utilizados para Ia transformación. Por lo tanto, las plantas

regeneradas a través de nuestro protocolo de transformación y embriogenesis son

plantas transformantes que presentan resistenc¡a a kanamic¡na (Figura 4).
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antisent¡do coñ3irucc¡ón da Selección

construcc¡ón de Salección

Construcc¡ón d. Selecc¡ón

WÍÜl=. fu$"t ffi{ñ
F¡gura 3. Esquema de los vectores binarios pBlN1g/L-AS, pBlNlg/L-ASD y pBlNl9/L-S.

pB|N19/L-AS, pB|N19/L-ASD y pBlN1g/L-S son vectores b¡nar¡os d¡señados para el silenc¡am¡ento gén¡co post-transcripc¡ona¡ del gen lcyb de D. caro¿a. Están

compuestos por una construcción para el silenciamiento del gen lcyb de D. carota, y una construcción de selección. La construcción de selección está presente en

los tres vectores, consta del gen de neomicina fosfotransferasa (nptll), que confiere resistenc¡a a kanamicina, cuya expresión está dirig¡da por el promotor (NOS) y el

terminador (TNOS) del gen nopalina sintasa de A. tumefac¡ens. El vector b¡nario pBlN'lg/L-AS para el silenciamiento del gen lcyb de D. carofa t¡ene Ia construcción

de silenciam¡ento antisentido compuesta por el doble 3SSCaMV (35Sd) que esta dir¡giendo la expres¡ón de un fragmento del gen lcyb de D. carota en orientac¡ón

antisent¡do y el term¡nador TNOS. El vector binario pBlNlg/L-ASD posee una construcción doble de silenciamiento antisentido que consla de dos construcciones

de silenciam¡ento ant¡sentido. Por último, el vector pBlN1g/L-S porta la construcción de silenciamiento sentido, la cual esta compuesta por el promotor 35Sd

d¡rig¡endo la expres¡ón del fragmento del gen lcyb de D. carota en orientación sentido y el terminador TNOS. Además, los vectores t¡enen las secuenc¡as llamadas

borde izqu¡erdo y borde derecho (LB y RB, respect¡vamente) que corresponde a los repetidos invertidos que dirigen y delimitan la inserción en el genoma vegetal

med¡ante Ia transformac¡ón con A. tumefac¡ens.

pBlNl9/L-ASD

NÉ+,' rcv¡;s F*ild),,p* ffiñ
Consrr¡cción dobla de s¡lanciamiento

antb.nt¡do

Construcc¡ón Silénci¡m iento
sentido
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Figura 4. Embriogénes¡s somát¡ca de la transformación de D. carota con los vectores binarios pBlNl9/L-AS, pBlNf 9/L-ASD y pBlNlgrL-S.

En la f¡gura observamos explantes luego de transformación con A. tumefac¡ens (A, Día O) puestos en medio de inducción de embriones en presencia de hormona 2,4 D

.l mg/L y de¡ agente de selecc¡ón Kan 25 mg/L- Luego de un mes se genera tej¡do pre-embriogénico (8, semana 4-6), a partir de los explantes in¡ciales, los que son

pasados a medio con 0,5 mg/L de 2,4 D, 50 mg/L Kanam¡c¡na donde se desarrollan pequeñas plántulas (E, semana 8-'10). Luego, eslas plántulas son pasadas a medio

lVlS con 1OO mg/L de kanamicina para su desarrollo (F, semana 12-14), para ser f¡nalmente pasadas a tierra, donde terminan su desarrollo a planta de zanahoria adulta

generando las hojas y raiz mod¡f¡cada característica de este estado (G, semana 20-22). En C y D se muestra el control pos¡tivo y negativo de la embr¡ogénes¡s,

respectivamente.
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Producto de la transformación con los vectores binarios pB|N19/L-AS,

pBlN1g/L-ASD y pBlN1g/L-S y poster¡or embriogenesis somática, generamos en

promedio 50 líneas transformantes de D. carota resistentes a kanamicina, para

cada uno de los tres vectores utilizados. Estas lÍneas transformantes las hemos

llamado AS, ASD y S, dependiendo del veclor con el cual fueron transformadas,

pBlN19/L-AS, pBlN19/L-ASD y pBlNtg/L-S, respectivamente- Posteriormente, estas

lÍneas fueron anal¡zadas mediante PCR y RT-PCR para determlnar su transgenes¡s,

es decir, s¡ poseen o no las construcciones del marcador de selecc¡ón y para

s¡lenciamiento del gen lcyb de D. carota y luego se determino el nivel de

s¡lenciamiento de estas líneas, mediante RT-PCR sem¡cuantitativo en tiempo real.

2. Anál¡sis molecular de las líneas transformantes de D. carota resistentes a

kanamicina.

2.1. Análisis de la transgénesis de ,as líneas de D. carota transformantes

/esrstenfes a kanamicina mediante PCR y RT-PCR.

Para comenzar el análisis de las líneas transformantes resistentes a

kanamicina, se extrajo DNA genómico de 17 de las líneas AS de D. carota

transformantes y res¡stentes a kanam¡cina (Métodos 2.1). Utilizando este DNA se

amplificó mediante PCR, usando partidores específicos, un fragmento del gen

ribosómico l8S y un fragmento del gen nptll (Métodos 2.5.). La amplificación del

fragmento del gen endógeno 18S permite determinar la integridad del DNA de las

líneas analizadas (Figura 5). En este caso de las '17 líneas analizadas, 15 de ellas

amplificaron el fragmento del gen 18S, reduciendo el n muestral de este análisis a

15. Por otro lado, Ia amplificación del fragmento del gen nptll, que confiere

resistencia a kanamicina, fue pos¡tiva en l2 líneas AS transformantes mientras que

en la planta silvestre no se observa el amplificado del gen nptll (Figura 5). Esto
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muestra que estas 12 líneas transformantes, fueron efectivamente transformadas y

tienen la construcción de selección insertada en el génoma. Esto sugiere que estas

12 lineas transformantes también poseen la construcción de silenciamiento

antisentido del gen lcyb de D. carota. Este mismo análisis fue realizado a 4 de las

líneas transformanles ASD resistentes a kanamicina (Figura 6). Obteniendo que las

4 líneas ASD analizadas fueron efectivamente transformadas con el vector

pBlN19/L-ASD mediante A. tumefaciens. Por lo tanto, este ensayo indica que estas

plantas transformadas tienen insertado en su genoma la construcción del marcador

de selección y por ende la construcc¡ón doble de silenciamiento ant¡sent¡do,

obteniendo un 100% en la eficiencia de transformación con este vector b¡nario. De

manera análoga se analizaron 7 líneas pBlN19/L-S transformantes (Figura 6),

resistentes a kanamicina. De las líneas analizadas, 5 presentaron amplificación del

gen nptll, lo que indica que poseen en su genoma la construcción de selección y

por ende Ia construcción de s¡lenciamiento sentido (71olo eficienc¡a de

transformación). Por lo tanto, mediante este análisis de PCR confirmamos l2 líneas

de D. carota transformadas con el vector pBlNl9/L-AS, 4líneas transformadas con

el vector pBlNl9/L-ASD y 5 líneas transformadas con el vector pBlNlg/L-S,

determinando su transgénesis.

La presencia de las construcciones de silenciamiento y de selección en el

genoma vegetal, no implica necesariamente la expresión de estas construcc¡ones

aunque la res¡stencia a kanamicina es un claro ¡nd¡cio de ello. Por lo tanto, para

verificar la funcionalidad de estas construcciones determinamos mediante RT-PCR

Ia expresión del gen nptll (Métodos 2.5.\. Para este análisis se seleccionaron 3 de

las líneas AS transformadas (AS23, AS37 y AS4e),4 líneas ASD transformadas

(ASD1, ASD2, ASD3, ASD4) y las 4 líneas S transformadas (S1, 53, S5, S6)

analizadas previamente. La elección de las líneas se realizó en base a la robustez y

fueza que presentaban las plantas, de manera tal de contar con el tejido necesario
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para todos los estudios que fueron realDados en esta tes¡s. Luego, realizamos una

extracción de RNA de estas líneas (Métodos 2.2), segu¡do por la transcripción

reversa (Métodos 2.4.1i 2.4.2) y la amplificación por PCR de un fragmento del gen

npttl (Método 2.5.). Este análisis se realizó por iriplicado para cada una de las

líneas analizadas, obten¡endo siempre los m¡smos resultados. De esta forma

determinamos que las líneas AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD3, ASD4, Sl,

53, 55 y 56, que poseen en su genoma la consfrucción de selecciÓn, expresan el

gen nptll que les confiriere resistencia a kanamicina (Figura 7A, B, C) y que solo en

la línea 37 no se detectó la expresión este gen a pesar de tener la construcción de

selección y de haber sido seleccionada a kanamicina (Figura 7C).

Basándonos en el hecho que la construcción del marcador de selección nptll

y la construcción para el silenciamiento de gen lcyb de D. carofa son insertadas

junias en un mismo lugar del genoma de la planta, luego de la transformación

mediante A. tumefaciens, y que la funcionalidad de estas construcciones depende

en gran med¡da de la posición en que fueron insertadas en el genoma, se tomó

como referencia que la funcional¡dad de la construcción del marcador de selecc¡ón

en las líneas AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD3, ASD4, Sl, 53, 55 y 56, se

correlaciona con la funcionalidad de la construcción para el silenciamiento gén¡co

post-transcripcional de lcyb de D. carota. Es por ello que se esperÓ que en estas

líneas transformadas, el fragmento ant¡sentido y sentido de lcyb fuese transcrito y

capaz de inducir el silenc¡amiento génico post-transcripcional en las plantas de

zanahoria transformadas. Para determinar el silenc¡amiento del gen lcyb realizamos

análisis de RT-PCR semi-cuantltativo y en tiempo real a algunas de estas líneas.
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Figura 5. Anális¡s molecular de la presencia del gen nptll en líneas transformantes AS de D. carofa.

Electrofores¡s en gelde agarosa al 1,5% del producto de PCR obtenido de la ampl¡ficación de un fragmento de 180 pb delgen 185 (superior) y de un fragmento de 650

pb del gen nptll (inferioo utilizando como molde DNA genómico de 17 líneas AS transformantes y resistentes a kanamicina. De éstas, 15 presentaron el amplif¡cado del

fragmento del gen 185 y 12 amplif¡caron el fragmento del gen nptll. Wti D. carota silvestre, C-: control negat¡vo de la reacción realizada sin DNA. PM; marcador de

peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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Fagura 6. Análisis molecular de la presencia del gen nptll en líneas transformantes ASD y S de D. carofa.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del produclo de PCR obten¡do de la ampl¡f¡cación de un fragmento de 180 pb del gen 185 (superio0 y de un fragmento de 650

pb del gen nptll (¡nfer¡or) ut¡lizando como molde DNA genómico de 4líneas ASD y 7 líneas S de D. carofa transformantes y resistentes a kanamicina. W: D. carota

s¡lveske C-, control negativo de la reacción realizada sin DNA. PM, marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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Figura 7, Análisis de expresión del gen nptll en líneas AS, ASD y S mediante RT-PCR.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de RT-PCR del gen nptll, realizado a las lineas

de D. carota transformadas. Ar Líneas AS23, AS37 y AS48. B: ASDI, ASD2, ASD3 y ASD4 y C: 51,

S3, S5, SG y 57. La amplificación de un fragmenlo de un fragmento de 650 pb, muestra la expresión

del gen nptll. como control de la calidad del oDNA se realizó un RT-PCR con part¡dores específ¡cos

para el gen 18S (180 pb). WT: plantas de D. carofa s¡lvestre, S/RT: Control de RTPCR en el que se

utilizó RNA como molde para el PCR. C-, Control negativo de la reacción realizada s¡n DNA. PM;

marcádor de peso molecular de '100 pb (Fermentas).
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2,2. Determ¡nación del n¡vel de silenciamiento del gen lcyb en las lineas

transformadas de D, carota mediante RT-PCR semicuantitativo y en tiempo

real.

Para determinar si existe silenciamiento del gen lcyb en las líneas AS23,

AS37 y AS48 transformadas con el vector binario pBlNlg/L-AS, las líneas ASD1,

ASD2 y ASD4 transformadas con el vector binario pBlNlg/L-ASD y las líneas Sl,

S5 y S5, realizamos un RT-PCR semi-cuantitativo (Métodos 2.4.) del gen lcyb en

plantas silvestres y transformadas en relación a la expresión del gen ribosómico

18S, cuya expresión es constitutiva. Para la amplificac¡ón del transcr¡to del gen lcyb

se utilizaron partidores específicos que no hibridan con el fragmento de lcyb

presente en los vectores de silenciamiento. De esta forma aseguramos que el

transcrito que detectamos mediante el RT-PCR corresponde al mensajero

endógeno y no a la expresión del fragmento del gen lcyb que se encuentra en las

construcciones para el silenciamiento de este gen.

El RT-PCR semicuantitativo se realizó en tej¡do fotosintético (considerado en

las figuras como hojas) y en raíz modificada (considerada en las figuras como raíz)

de 3 líneas AS (AS23, AS37 y AS 48), 3 líneas ASD (ASD1, ASD2 y ASD3) y 3

líneas S (S1, 55, 56). Las líneas selecc¡onadas para este análisis se determ¡naron

de acuerdo a los parámetros de robustez y fueza que presentaron las plantas y

que fue mencionado anteriormente. Este experimento se realizó en tripl¡cado

utilizando 3 extracciones de RNA de cada lfnea. Además, se realizó una replica

técnica del PCR del gen lcyb obteniendo resultados consistentes.

Los resultados de la Figura 8 muestran que en las líneas AS37 y AS48 no se

pudo detectar el transcr¡to del gen lcyb, tanto en tejido fotosintético como en raíz

modificada. La línea AS23 presentó silenciam¡ento completo de lcyb en hoja,

mientras que en raíz modificada se detectó la presencia del transcrito de lcyb,

aunque esta expresión es menor que la detectada en raÍz de plantas silvestre (wt),
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lo cual se puede concluir luego de analizar la expresión del gen lcyb respecto a la

expresión del gen ribosómico 18S en ambas plantas. De esta forma determinamos

que las lfneas AS37 y AS48, que poseen la construcción de silenciamiento

antisent¡do, presentan s¡lenciado el gen lcyb en su tejido fotosintético y raÍces

modificada. Por otro lado, la línea AS23 presenta s¡lenc¡ado lcyb en el tejido

fotosintético, mientras que la disminución en la expresión en la taíz mod¡ficada es

algo menor ya que se observa la banda de amplif¡cación para lcyb. Para definir el

grado de silenciamiento en esta línea, se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo

real (descrito mas adelante).

En las líneas ASD1, ASD2 y ASD4 que tienen en su genoma la construcción

doble de s¡lenciamiento antisent¡do, se observó que presentan silenciado el gen

lcyb en su raíz modificada (Figura 9B). En tej¡do fotos¡ntético, las líneas ASDI y

ASD2 también tienen silenciado el gen lcyb, pero la línea ASD4 presenta un nivel

de silenciamiento menor (Figura 9A), ya que se pudo detectar expres¡ón del gen

lcyb, aunque la expresión es menor que en las plantas silvestres (Figura 9A) Por lo

tanto, con estos resultados podemos afirmar que ambas construrciones (AS y ASD)

para el s¡lenciamiento génico post-transcripcional del gen lcyb de D. carota,

pudieron inducir de manera eficiente el silenciamiento de lcyb al sobreexpresar un

fragmento en ant¡sentido del gen.

Por último, en el análisis de RT-PCR semi-cuantitativo de las líneas S1, S5,

y 36 se logró detectar el transcr¡to del gen lcyb en niveles similares a los

presentados por plantas de zanahoria silvestre tanto en tejido fotosintético como en

la raíz modificada de estas líneas (F¡gura 10). Este resultado indica que medianle

esta técnica los niveles de transcr¡to del gen lcyb de D. carota no se alteraron en

estas líneas, que tienen la construcción de silenciamiento en sentido. Por lo tanto,

mediante este análisis podemos decir que la construcción de silenciam¡ento sentldo

no es tan efectiva para generar silenciamienlo génico post-transcripcional de lcyb.
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S¡n embargo, para corroborar estos resultados se real¡zó un anal¡sis de RT-PCR en

tiempo real a estas lÍneas.

El nivel de transcr¡to de las I líneas transformadas y de plantas silvestres de

D. carota, tamb¡én fue analizada mediante RT-PCR en t¡empo real, técnica de

mayor sens¡bil¡dad, de esta forma corroborar los resultados obtenidos a través del

RT-PCR sem¡-cuantitai¡vo. Para este análisis se utilizaron 2 CDNA dislintos para

cada fínea, obtenidos de acuerdo a lo detallado en los Métodos (2.4.1 ., 2.4.2.). Esle

CDNA fue utilizado para realizar el PCR en tiempo real en duplicado (réplica

técnica) (Métodos 2.8.). Los resultados de este anál¡sis muestran que efectivamente

las líneas AS23, AS37 y AS48 presentaron una muy baja expresión, por lo tanto,

presentaron silenciam¡ento, tanto en hojas como en raíz modif¡cada (F¡gura I 1). De

manera similar, en las líneas ASD1, ASD2, y ASD4 tamb¡én se corroboró el

silenciamiento, dada la baja expresión de lcyb que se muestra en hojas, mientras

que en raíz la expresión bajo las condiciones real¡zadas no fue detectada,

sugiriendo junto con los resultados obtenidos por el RT-PCR sem¡-cuantitat¡vo, que

lcyb está efectivamente silenciado en la raÍz de estas líneas (F¡gura l1). Análisis

estadístico indica que tejido fotosintét¡co de todas la plantas transgén¡cas salvo la

línea 55, presentan diferencia significativa del nivel de transcr¡to de lcyb respecto a

la planta silvestre. Por otro lado, en raíz modificada las líneas S no presentan

diferencia significativa en la expresión de lcyb respecto a la planta silvestre. Al

analizar en detalle la expresión del gen lcyb entre las líneas AS23, AS37, AS48,

ASD1, ASD2, y ASD4 en tej¡do fotos¡ntético y en raíz modificada, se determinó que

no existe diferencia significativa entre las lÍneas AS. La expresión de lcyb en las

líneas ASD indica un nivel de expresión muy bajo que no fue detectado en este

análisis, bajo las condiciones utilizadas. La expresión relativa del gen lcyb en la ¡aíz

de líneas S1, S5, y 56 no presentan diferencias significativa respecto a la planta de

zanahoria silvestre (Figura 11), por lo tanto esto corrobora la ¡nformación
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Figura 8. Análisis de la expres¡ón del gen lcyb en t6¡ido fotosíntetico (Hojas) y raíz modificada (Raíz)en las líneas transformadas AS23, AS37

y AS48 de D. carota

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de RT-PCR semi-cuantitativo del gen lcyb {en duplicado) y 18S. El fragmento amplificado del gen lcyb

corresponde a una banda de 760 pb, mientras que la banda de 180 pb corresponde a la amplificación del fragmento del gen 18S. A: Expresión semi-cuantital¡va del

gen lcyb en tejido fotosíntetico (ho,as y tallos) las líneas AS23, AS37, AS48 y de una planta s¡lvestre (wt). B: Expres¡ón sem¡-cuant¡tal¡va del gen lcyb en raíz

modificada de las líneas AS23, AS37, AS48 y de una planta silvestre (wt). S/RT: Control de la reacc¡ón de RT-PCR, en el que se usó RNA como molde para el PCR

con partidores para lcyb y 185. C-, Conirol negativo de la reacción realizada sin DNA ut¡lizando ambos pares de partidores. PM; marcador de peso molecular de 100 pb

(Fermentas).

45



Al
ASD 4

700 pb -+
5C0 Pb --)
200 pb --a

76ú pl)
¡cyl)

180 pb
1BS

B) Raíz
ASD 2ASD 1 ASD 4

pt! ,cyb 18S lcyb 18S ¡cyb l8S lcxh 18S SrRt C'

76ú p,r
l.yb

18ú ph
18S

Figura 9. Análisis de expres¡ón del gen lcyb en tejido fotosintético (Hojas) y raíz modificada (Raíz) de las líneas transformadas ASDI, ASD2 y

ASD4 dé D. carofa

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de RT-PCR semi-cuant¡tat¡vo del gen lcyb (en duplicado) y l8S. El fragmenlo ampl¡ficado del gen lcyb

corresponde a una banda de 760 pb, mientras que la banda de 180 pb corresponde a la ampl¡fcación del fragmento del gen 18S. A: Expresión semi-cuant¡tat¡va del

gen lcyb en tejido fotos¡ntético (hojas y tallos) de las líneas ASDI, ASD2, ASD4 y de una planta silvestre (wt). B: Expresión semi-cuantitat¡va del gen lcyb en rafz

modif¡cada de las líneas ASDI, ASD2, ASD4 y de una plania s¡lvestre (wt). S/RT: Control en el que se usó Rl.lA como molde para el PCR, utilizando ambos páres de

partidores (lcyb y 18S). C-, Control negativo de la reacc¡ón realizada sin DNA utilizando ambos pares de partidores (lcyb y 18S). PM; marcador de peso molecular de

100 pb (Fermenias).
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F¡gura lO. Anátisis de expresión del gén lcyb en tej¡do fotosintético (Hojas) y raíz modif¡cada (Raíz) de las líneas transformadas Sl, S5 y 56

de D- ceÍoia.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de RT-PCR sem¡-cuant¡tativo del gen lcyb (en dupl¡cado) y 18S. El fragmento amplif¡cado del gen lcyb

corresponde a una banda de 760 pb, m¡entras que la banda de 180 pb corresponde a ¡a amplificación del fragmento del gen 18S. Ai Expresión sem¡-cuantitativa del

gen tcyb en tejido fotosintét¡co (hojas y tallos) de las lineas S1, S5, S6 y de una planta silvestre (wt), B Expres¡ón semi-cuantitativa del gen lcyb en raíz modif¡cada de

las líneas Sl, S5, S6 y de una planta s¡lvestre (wt). S/RT: Conlrol en el que se usó RNA como molde para el PCR, utilizando ambos pares de part¡dores (lcyb y 18S).

C- ; Control negativo de la reacción realizada sin DNA utilizando ambos pares de part¡dores (lcyb y 18S). PM; marcador de peso molecular de '100 pb (Fermentas).
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determinada en raÍz mediante RT-PGR sem¡-cuant¡tativo. S¡n embargo, en tejido

fotosintético las líneas S1 y 56 muestran menor expresión de lcyb, es decir,

presentan cierto grado de silenciamiento de acuerdo a este análisis, que no fue

detectado mediante RT-PCR semi-cuantitativo ev¡denciando la menor senslbilidad

de esta técnica. Este efecto no se observa en la línea S5 que no presenta d¡ferencia

significativa en su nivel de expresión en tej¡do fotosintético nl en raíz modif¡cada.

Esto convirtió a la línea 55 en un buen candidato para ser utilizado como parámetro

control para ser comparada con las líneas silenciadas.

Entonces, a través de ambos análisis de expres¡ón hemos determinado que

dado el bajo nivel o no detección del transcrito de lcyb, mediante RT-PCR en

tiempo real y semi-cuantitativo, respeciivamente, las líneas AS37, AS48, ASDI y

ASD2 t¡enen silenciado el gen lcyb. Luego, para evaluar la función de lcyb en

zanahor¡a correlac¡onaremos estos resultados de nivel de silenciamiento con el

efecto en la síntesis de carotenoides tanto en tejido fotosintético como en raíz

modificada, en especial en las líneas que consideramos silenciadas (4S37, AS 48,

ASDI y ASD2). Por ello, a continuación se muestran las cuant¡ficaciones de los

niveles de carotenoides que fueron realizadas.

3. Evaluac¡ón de la función del gen lcyb de D. carota mediante análisis de las

líneas transformadas,

3,1. Análisis de la composición de carotenoides en las líneas tÍansformadas

de D.carota mediante espectrofotometría y Cromatografía líquida de alta

resolución (HPLC) en fase reversa..

Para ¡ealizar la cuantificación de carotenoides se extrajeron carotenoides

(Métodos 2.7.1) de cada una de las líneas analizadas, por triplicado- A estas

extracciones se le determinó la concentrac¡ón de carotenoides totales mediante
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espectrofotometría a 474 nm, donde absorben los carotenoides (Métodos 2.7.2).

Luego, mediante HPLC se determinó la compos¡ción de carotenoides existente en

las muestra de tej¡do fotosintético y raíz modificada de las líneas transformadas

AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD4, Sl, S5, S6 y en plantas silvestres (v,/t)

(Métodos 2.7).

En plantas silvestres la compos¡ción de carolenoides se caracteriza porque

los principales pigmentos detectados en tejido fotosintético son p-caroteno, lutefna

y o-caroteno, mieniras que en raíz modificada son F-caroteno y ü-caroteno. Esta

d¡stribución de los pigmentos en tejido fotosintético y raíz modificada se mantuvo en

todas las líneas transformadas que fueron anal¡zadas. Sin embargo, la

concentración de estos carotenoides en las líneas que tienen s¡lenciado el gen lcyb,

AS37, AS48, ASDI y ASD2 disminuyen de manera significativa. Esta característica

es más evidente en los niveles de carotenoides totales y B-caroteno tanto en §ido

fotosintético como en la raíz modificada (Figura 12). Este mismo comportamiento se

presenta en hojas de la línea ASD4 que tamb¡én tiene una baja expresión del gen

Icyb. Esia disminución en la concentrac¡ón de P-caroteno en las plantas que t¡enen

lcyb silenciado indica que el gen lcyb es necesario para la síntesis de B-caroteno

tanto en tejido fotosintético, como en la raíz modif¡cada. Adicionalmente, en tej¡do

fotosintético de las líneas silenciadas se observa una disminuclón significativa de

luteÍna debido a que el gen de lcyb, que codifica para la enzima LCYB participa en

la sfntesis de o-caroteno, precursor de luteína (Figura 1), el cual también d¡sminuye

en estas líneas transformadas (Figura 12, Figwa 13) aunque de una manera no

significativa. Del mismo modo, en la raíz de estas plantas el o-caroteno también

disminuye de manera no Eignificat¡va respecto a la planta silvestre. Estos resultados

¡ndican que efectivamente el gen lcyb endógeno en estudio es requerido para la
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Figura 11. Expresión relat¡va del gen lcyb de D, carota en tej¡do fotos¡ntético (Hojas) y

raíz mod¡f¡cada (Raíz) de líneas transformadas de zanahor¡a, AS, ASD y S.

A: Expresión relativa del gen lcyb, respecto a la expresión del gen const¡tutivo ub¡qu¡t¡na, en tej¡do

fotosintét¡co (hojas y tallos) de zanahor¡a de las líneas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1,

ASD2, ASO4, Sl, 55, 56 y plantas s¡lveslres (M), determ¡nada med¡ante RT-PCR en tiempo real. B:

Expresión relativa del gen lcyb, respecto a la expresión del gen constitutivo ub¡quitina, en raíz

mod¡ficada de zanahoria de las l¡neas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD'|, ASD2, ASD4, Sl,
S5, 56 y plantas silvestres (wt), determ¡nada mediante RT-PCR en t¡empo real. ND: No detectada.

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una vía (p<0,05) y poster¡or análisis de Tukey

(p<0,05). Con * se indican los resullados con d¡ferencia sign¡f¡cativa, respecto a la planla s¡lvestre.
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Figt!¡a 12, N¡veles de caroteno¡des en te¡ido fotosintét¡co (Hojas) de las líneas AS, ASD, S de D, carota.

Mediante espectrofotometr¡a y cromatograf¡a l¡qu¡da de alta resolución (HPLC) se determ¡naron la concentrac¡ón de carotenoides (ug/g de peso seco) en las l¡neas

transformadas AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD4, Sl, 55, SG y plantas silvestres (wt). Composición de caroteno¡des en hojas y tejido fotosintélico.

Concentración de carotenoides totales (Totales), luteína, q-caroteno (a-caroteno) y p-caroteno (b-caroteno). Este experimento se realizó por triplicado en plantas

lransformadas y silvestre de 3 meses de edad y los resultados fueron anal¡zados med¡ante ANOVA de una via (p<0,05) y posterior anál¡s¡s de Tukey (p<0,05). Con * se

indican los resultados con d¡ferencia signif¡cativa respecto a la planta s¡lvestre.
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F¡gura 13. Niveles de carotenoides de la raíz mod¡f¡cada de las líneas AS, ASD, S de D. carota-

Mediante espectrofotometria y cromatografa liqu¡da de alta resolución (HPLC) se determinaron la concentración de caroteno¡des (ug/g de peso seco) en las

lineas transformadas AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD4, S1, 55, 56 y plantas s¡lveslres (wt). Composición de carotenoides en raíz modif¡cada. Se muestra la

concenlrac¡ón de caroteno¡des totales, o-caroteno y P-caroteno(a-caroteno y b-caroieno, respectivamente). Este exper¡mento se realizó por tripl¡cado en plantas

transformadas y s¡lvestre de 3 meses de edad y los resultados fueron analizados med¡ante ANOVA de una via (p<0,05) y poster¡or análisis de Tukey (p<0,05). Con * se

¡ndican los resultados con diferencia significativa respecto a la planta silvestre.
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sÍntesis de B-caroteno y q-caroteno en tejido fotosintético y raíz modificada de D.

carofa. Además, se observa que en la línea 55 que presenta una expresión de lcyb

muy similar a una planta silvestre, las concentraciones de carotenoides totales y P-

caroteno no presentan diferencias s¡gnif¡cativas respecto a la planta s¡lvestre (F¡gura

11, Figura 12, Figura 13). Esto indica que esta línea es un buen control de las plantas

transformadas.

Med¡ante el análisis de las líneas AS37, AS48, ASD1 y ASD2 de D. carota que

presentan silenciado el gen lcyb, vimos que la disminución de la expresión del gen lcyb

en tejido fotos¡ntét¡co y en raíz modificada (s¡lenciam¡ento sobre 80%), se correlaciona

con la disminución de los niveles de B-caroteno en tejido fotosintético (sobre un 50%) y

raíz modificada de estas líneas (sobre 34o/o) (fab/,a 2). Por lo tanto, el gen lcyb es

necesar¡o para la síntesis de F-caroteno tanto en hojas como en raíz de D. carota, es

dec¡r, no presenta una función órgano-específica en D. carota.

La composición de carotenoides en la raíz de la línea S1 es comparable a la

planta silvestre y a la línea S5. Este resultado es esperable dado que el nivel de

expresión del gen lcyb es s¡milar en la raíz de ambas líneas y Ia planta s¡lvestre. Sin

embargo, en hojas de las líneas AS23, S1 y S6 y en la raiz modificada de las líneas

AS23 y 56 se observan niveles de carotenoides totales y de B-caroteno que no se

correlacionan claramente con el grado de silenciamiento del gen lcyb (Tabla 2). Esto

puede ser debido a que el nivel de expresión alcanzado por estas líneas no haya sido

suficiente para obtener un efecto claro de la función de lcyb o deb¡do a un efecto

indeierminado durante la transformación.

Adicionalmente, para determ¡nar s¡ el s¡lenc¡am¡ento del gen lcyb produce un

efecto sobre la expresión de otros genes carotenogénicos en la raíz de zanahoria,
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analizamos los niveles de expresión de los genes ccs, psyl y psy2 en las líneas AS23,

AS37, AS48 y en plantas s¡lvestres de D. carota.

Tabla 2i Expresión de gen lcyb y concentración de carotenoides en las líneas

transformadas de D- carota.

Se presentan los promedios de los n¡veles de expres¡ón relat¡va del gen lcyb determ¡nados med¡ante RT-

PCR en t¡empo real y el grado de silencjam¡ento de lcyb respecto a la planta silvestre (v'/t); la

concentración de carotenoides totales y el correspondiente porcentaje de disminución respecto a la planta

silvestre y la concentrac¡ón de p-caroteno y la d¡sm¡nución de este pigmento respecto a la planta s¡lvestre

(wt) de las líneas transformadas AS23, AS37, AS48, ASDI, ASD2, ASD4, 51, 55, 56 de D. carofa. NP,

ind¡ca la no presencia de silenciamiento o disminución de lcyb o carotenoides, respect¡vamente. ND, indica

que no se detectó la expresión del gen lcyb. PS: peso seco.

Hoja
Expres¡ón

relativa
lcvb

Silenciamiento
lcvb (%)

Concentración
carotenoides

(uo/o PS)

Disminuc¡ón
caroteno¡des

gol

Concentrac¡ón
P-caroteno
(uq/q PS)

Disminución
B-caroteno

("/.1

wt 4.2 +t- 1,2 191.5 +/- 10 191 ,2 +l_ 6

AS 23 '1,0 +l 0,8 74.9 146.9 +l- 41 71.4 +l- 20 ,OA

AS 37 0,1 +/- 0.01 97,4 54,7 +l- I 71 .4 29j +t_ 6 7',\,2

AS 48 0,2 +/- 0,06 95,6 55.7 +l- 7 70,9 33,1 +l- 3 67,3

ASD I 0.5 +/- 0,06 88,4 66.6 +l- 14 65,2 41,8 +l- I 58.7

ASD 2 O,7 +l- 0,32 82.1 74,8 +l- 12 60,9 47.2 +l- 6 53.4

ASD 4 0.9 +/- 0.07 79,2 88,2 +l- 10 51,8 +/- 6 48,8

SI 2,5 +/- 0.83 40,0 150.0 +A 3 102,4 +l- 1 NP

S5 5,3 +/- 0,06 NP 191,0 +13 NP 95.5 +l- 12 5,6

s6 2,7 +l- 0,49 34,3 121 ,S +t_ 6 JO,O 57.2 +l- 38 43,4

Raíz Expresión
Lcyb

Silenciamiento
lcvb l%)

concentración
carotenoides

(uq/q Ps)

Disminuc¡ón
caroteno¡des

(%l

Concentración
P-caroteno
(uq/q Ps)

Disminución
B-caroteno

(%l

wt 2,2 +l- 0,7 882.5 +t- 211 579.8 +/- 166

AS 23 0,3 +/_ 0,05 88.7 9.8 463.7 +l- '16 20,0

AS 37 0.1 +/- 0,05 96,7 686.0 +/- 30 380.1 +/- 15 34.5

AS 48 O.4 +l- 0,26 82,8 423.0 +l- 4 52.1 242.9 +l- I 58,1

ASD I ND ND 549,3 +/- 56 37,8 334,0 +/- 62 42.4

ASD 2 ND ND 521 .7 +l- 60 40.9 320.6 +/- 39 44.7

ASD 4 ND ND 676,7 +l- 103 23,3 375.3 +l- 74 35,3

SI 3.1 +/- 0,3 NP 884.5 +/- 65 NP 505.5 +/- 25 't2,8

s5 3,4 +l- O,1 NP '1009,6 +/- 34 NP 1,6

s6 2.5 +l- O,1 NP 702.2 +l- 38 20,4 447.5 +l- 36 22,8
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3.2. Análisis de expresión de otros genes carotenogénicos mediante RT-PCR en

tiempo real.

En este análisis se utilizó cDNA de la raíz modifica de las líneas AS23, AS37 y

AS48 (2.8), para observar el efecto del silenciamiento de lcyb en la expresión de los

genes carotenogénicos. Seleccionamos el análisis de los genes ccs, psyl y psy2 por

las siguentes razones: Se ha propuesto que el gen ccs podría codificar para una

enzima con actividad licopeno B ciclasa, por lo ianto podría compensar el

silenciamiento de lcyb. Por otra parte, se ha descr¡to que psy es un importante punto

de regulación en otros modelos vegetales, por esto, la expresión de esios genes se

puede ver afectada por el silenciamiento de lcyb en D. carota.

Nuestros resultados muestran que los niveles de expresión de estos tres genes

carotenogén¡cos disminuyen en las plantas silenciadas, AS23, AS37 y AS48 de

manera significat¡va, salvo la expresión de psy2 en la línea 23. Por lo tanto, estos

resultados indican que el silenciamiento del gen lcyb esta acompañado de la

disminución de la expresión de los genes ccs, psyl y psy2 (Figura 14). La disminución

de la expresión de ccs indica que este gen no esta compensando el s¡lenciamiento de

lcyb en la raíz modificada, aunque no se puede descartar que

tenga actividad l¡copeno B ciclasa o que cumpla esta función en órganos fotos¡ntéticos.

Adicionalmente, y debido a que la expresión de los genes psyl y psy2, que

codificarián para la enzima fitoeno s¡ntasa, disminuyen en las plantas transformadas

determinamos la concentración de fitoeno (Métodos 2.7.3) en las líneas transformadas

y en plantas silvestres de D. carota (Figura 15).

De este análisis se obtuvo que las líneas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, y

ASD4 presentan una disminución significativa en la acumulación de fitoeno, respecto a

la planta silvestre, correlacionando el silenciamiento del gen lcyb con la disminución en
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la síniesis de fitoeno. Es interesante detacar que entre las líneas AS y ASD no existe

diferencia significativa en la biosíntes¡s de fitoeno. La línea S cons¡stentemente a los

otros análisis no muestra una diferencia significativa respecto a la planta silvestre"

Por lo tanto, de acuerdo a estos análisis, en plantas en las que el gen lcyb esta

silenciado, disminuyen los niveles de B-caroteno, la expresión de los genes

carotenogénicos ccs, psyl y psy2 y la síntesis de f¡toeno, precursor de la síntesis de

todos los caroteno¡des (F¡gura 1). Estos resultados sugieren fuertemente que en una

planta silvestre, el B-caroteno o un compuesto río abajo de éste regula de manera

positiva la expresión de genes carotenogénicos y consecuentemente la síntesis de

carotenoides.
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Figura 13. Efecto del silenc¡amiento de lcyb en la expresión de otros genes

carotenogénicos en raíz modificada de D. carota.

A: Expresión relativa de los genes ccs, psyl y psy2, respecto a la expresión del gen constitutivo ubiquitina,

en raiz mod¡f¡cada de zanahor¡a de ¡as ¡¡neas AS23, AS37, AS48, y plantas silvestres (wt) de tres meses

de edad. Los experimentos fueron realizados por triplicado (en duplicado) y los resultados fueron

anal¡zados med¡ante ANOVA de una vÍa (p<0,05) y posterior anál¡s¡s de Tukey (p<0,05). Con 'se ¡nd¡can

los resultados con diferencia significativa respecto a la planta silvestre.
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Figura 14: Efecto del silenciamiento del gen lcyb en la b¡osíntes¡s de f¡toeno en la ¡aíz

modificada de D, carota.

Se muestran los niveles de fitoeno (ug/g de peso seco) en la raíz modif¡cada de las líneas transformada

4S23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, Sl, S5, S6 y plantas s¡lvestres (wt). La cuantificación fue

realizada por triplicado y los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una vla (p<0,05) y

posterior análisis de Tukey (p<0,05) Con ' se indican los resultados con diferenc¡a sign¡ficativa respecto a

la planta silvestre.
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DISCUSIÓN

Iransgénesís de las líneas transformadas.

Se ha descrito que Ia integración de la construcción en el genoma de la planta

es un proceso limitante de la transformación cuya eficiencia depende del protocolo de

transformación util¡zado y de la especie a transformar (Gelvin, 2000). Nosotros

alcanzamos eficiencias superiores a 24o/o con los tres vectores utilizados, lo que nos

indica que el sistema de transformac¡ón de D- carota fue adecuado y muy exitoso.

Eficiencias sim¡lares de transformac¡ón de D. carota fueton obtenidos por Jayaraj y

col.,(2008) al generar zanahorias sobreproductoras de xantóf¡las.

Sin embargo, el proceso de inserción en el genoma sólo es uno de los puntos

lim¡tantes de la transformación de plantas, dado que la presencia de las construcciones

no implica necesar¡amente que se encuentren funcionalmente act¡vos, debido a que la

expresión de las construcciones en organismos transformados es dependiente del

lugar de inserción en el genoma (Gelvin, 2000; Gelvin y Kim, 2007). Mediante la

transformación con A. tumefaciens la ¡nserc¡ón de las construcciones en el genoma

vegetal ocurre al azar aunque preferentemente en regiones de eucromatina del

genoma nuclear. Por esto, aunque la probabilidad sea menor, es pos¡ble que la

inserción ocurra en una región no activa del genoma, lo que implica que la construcción

no fuese funcional ya que no se expresaría. Por lo tanto, es posible tener líneas



transformadas, pero que no expresen la construcción. Para ev¡tar esto es importante

contar con un adecuado s¡stema de selección de las plantas transformadas, de forma

tal que solo se seleccionen las líneas transformadas cuyas construcciones se

expresen. La obtenc¡ón de falsos positivos puede deberse a que la planta se desarrolle

donde la concentrac¡ón del agente de selección está diluida por efecto de otras líneas

resistentes o debido a la sensib¡l¡dad de la técn¡ca usada para dicho análisis, o quizás

por ambos factores. En nuestro caso, el sistema de selecc¡ón durante la embriogénesis

somática fue eficiente, ya que de 12 líneas que fueron efectivamente transformada y

analizadas mediante RT-PCR solo en una no pudimos detectar la presenc¡a del

transcrito del gen npill medlante RT-PCR (Figura 7).

Las construcc¡ones utilizadas para transformar D. carota mediante A.

tumefaciens, contaban con la construcción para el silenciamiento génico de lcyb que

dir¡ge la expresión del fragmento de interés del gen lcyb bajo el promotor 35Sd y

terminador NOS y la construcción de selección que posee el gen nptll de resistencia al

antibiótico kanam¡c¡na, bajo el promotor y terminador NOS (Figura 3). Entonces, debido

a que la funcionalidad de las construcciones en las plantas transformadas depende del

promotor ut¡lizado y del lugar de inserción en el genoma expresión. Nosotros

conslderamos la funcionalidad la consirucc¡ón de selección, es decir, la expresión del

gen nptll como indicativo directo de la funcionalidad de la construcción para el

s¡lenciamiento gén¡co post-transcripcional del gen lcyb de D. carota, ya que ambas

construcciones estan dirigida por promotores constitut¡vos y que por efecto de la

transformación con A. tumefaciens ambas construcciones se insertan en el m¡sma

posición del genoma vegetal. Es así como logramos determinar que las 1l líneas

transformadas, AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD3, ASD4, Sl , 53, 55, 56 (Figura
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7), debían expresar el fragmento del gen lcyb y potenc¡almente podrían generar el

silenciamiento del gen en estudio.

Silenciamiento de las líneas transformadas.

El s¡lenciamiento de las líneas transformadas AS y ASD está determinado por el

nivel de expresión del fragmento antisentido presente en las construcciones para el

s¡lenc¡am¡ento gén¡co posltranscripcional del gen lcyb de D. carota (Figura 3). Es por

ello, que una mayor expresión de estas construcciones induciría mayor silenciamiento

del gen blanco dado por la mayor probabilidad de encuentro del fragmento de lcyb con

el transcr¡to endógeno de lcyb. Los resultados obtenidos de las líneas AS y ASD son

concordantes entre ellas respecto al grado del silenciamiento y la síntesis de

caroienoides. Es por ello que no fue necesario analizar un número mayor de líneas

transformadas.

De acuerdo a lo esperado, las líneas S1 y 56 que fueron transformadas con la

construcc¡ón de silenciamiento sentido generaron grados de silenciamiento menor

(inferior al 30%) y con mayor variación entre ellas, al obten¡do con las construcciones

antisentido, ya que esta estrategia necesita sobrepasar un nivel umbral para inducir el

silenciam¡ento. A pesar del bajo porcentaje de silenciamiento, los niveles de B-caroteno

y carotenoides totales, resultaron levemente alterados (entrte 0-40%' Tabla 2) respecto

a la planta silvestre (wt), lo cual muestra que al haber un menor cambio en los niveles

de transcrito de lcyb se traduce en un menor cambio en los niveles de P-caroteno y

carotenoides totales. Por otro lado, la línea s5 no presentó silenciamiento de lcyb ni

camb¡os significat¡vos de los niveles de caroteno¡des, por lo tanto, se comportó como

control de la transformación y embriogénesis somática (F¡gura 3). La línea 55 fue un

muy buen control de la transformación, ya que posee el mismo tamaño que el vector
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pBlNlg/L-AS y sobre-expresa bajo el mismo promotor el fragmento del gen lcyb en

orientación sent¡do, por esto se cons¡deró la línea S5 como control del sistema y no las

líneas obtenidas de la transformación con el vector pBlN19. El control de

transformac¡ón o de silenciam¡ento nos permitió validar los resultados obten¡dos con

las plantas transformadas AS y ASD y corroborar que el efecto observado en cuanto a

disminución de carotenoides se debió a un efecto directo sobre el nivel de transcrito del

gen lcyb de D. carotay no del proceso de transformación en si.

Es ¡nteresante destacar que el grupo de plantas transformadas S tienen un

grado menor de silenciamiento que aquel obtenido con AS y ASD, lo cual concuerda

con resultados de la literatura y los antecedentes teóricos que fundamentan el

silenciamiento génico postranscripcional en plantas.

Respecto al grado de s¡lenciamiento de las líneas transformadas AS y ASD, las

pr¡meras generaron niveles de silenc¡amiento mayor al de las líneas ASD, que poseen

Ia construcc¡ón doble de silenciamiento aunque no de manera significativa (Figura 3).

Nosotros esperabamos mayor silenc¡amiento en estas últ¡mas dado que poseen dos

construcciones antisentido, por lo tanto, la expresión del fragmento antisentido lcyb

sería el doble, aumentando la probabilidad de encuentro con el mensajero endógeno.

sin embargo, la diferencia en los niveles de silenciamiento no es significativa, por lo

tanto, puede ser sólo efecto del azar. Esto nos sugiere que es suficiente una

construcc¡ón de silenciamiento antisentido bajo el promotor 35S doble, para Silenciar el

gen blanco.

Existelaposibilidaddequelatransformaciónconlaconstrucciónde

silenciamiento antisentido doble pudo inducir más Silenciam¡ento en algunas líneas'

pero que estas líneas no fueran viables y no completaran el proceso de embriogenesis

debido a la función esencial que cumplen los carotenoides en las plantas. s¡n embargo,
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este mismo argumento es aplicable a la transformac¡ón con la construcción de

silenciamiento antisentido. Por todo esto, las líneas transformadas AS y ASD fueron

analizadas de acuerdo a su nivel de s¡lenciamiento y no en relación a la construcción

que poseen, ya que esto no fue determinante para el análisis de los resultados

obtenidos.

Análisis de RT-PCR en t¡empo real del tejido fotosintético de las líneas

transformadas de D. carota ind¡caron que las líneas AS37, AS48, ASDI, ASD2

presentaban un porcentaje de silenciamiento superior al 80%, mientras que la línea

AS23 y ASD4 presentaron un 74,9o/o y 79,2o/o de silenciamiento del gen lcyb,

respectivamente. La línea AS23 presentó silenciado el gen lcyb en órganos

fotos¡niéticos y no en la raiz modificada, mientras que la línea ASD4 presentó

silenciado el gen lcyb en raíz y no en órganos fotos¡ntét¡cos (Figura 8 y 9), a diferencia

de las líneas. AS37, AS48, ASD1, ASD2 que presentaron silenciado el gen lcyb, tanto

en hojas como en la raíz modificada (Figura 8 y F¡gura 9), cuando fueron analizadas

mediante RT-PCR semi-cuantitat¡vo. Este resultado sugiere que el 80% de

silenciamiento en órganos fotos¡ntéticos es un valor umbral para detectar el

silenciamiento mediante un RT-PCR sem¡-cuantitativo y que valores de silenciamiento

inferiores a éste son visualizadas por el gel de agarosa. En raí2, las líneas AS37, AS48

mostraron un grado de silenciamiento superior al 80% y en el análisis de RT-PCR

semicuantitativo estas tres líneas estaban silenciadas, lo cual concuerda con el criterio

de sensibilidad de deiección de silenciamiento del gen lcyb en gel de agarosa. En la

raíz modificada de las líneas ASD1, ASD2 y ASD4 se esperaba este mismo

comportamiento. sin embargo, esto no pudo ser determ¡nado, dado que no se detectó

el transcr¡to de lcyb medianie RT-PCR en tiempo real, sugiriendo un nivel de expresión

bajo el límite de detección de esta técnica en las condic¡ones utilizadas'
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Por lo tanto, consideramos que la ausencia del transcr¡to de lcyb mediante RT-

PCR semi-cuantitativo y un grado de silenc¡amiento mayor al 80% mediante RT-PCR

en tiempo real, indica que el gen lcyb se encuentra silenciado en esa línea transgénica.

De manera tal, las lineas AS37, AS48, ASDI y ASD2 reflejaron de mejor manera el

efecto de disminución de función (knock-down) de lcyb en la biosíntesis de

carotenoides y nos entregaron resultados más concluyentes sobre el estudio de la

función del gen lcyb de D. carota.

Expresión génica de lcyb y efecto del silenciamiento del gen lcyb sobre la

biosínfesrb de carotenoides en D. carota.

Los anális¡s de expresión muestran que en plantas silvestres el gen lcyb

presenta una expresión diferencial en la planta, siendo 2 veces mayor en órganos

fotosintéticos que en la raíz modificada. En otros modelos vegetales como papaya

(Caica papaya), y tomate también, se ha descrito expresión d¡ferenc¡al del gen lcyb

entre hojas y frutos (Skelton y col, 2006), es decir entre tejido fotosintético y órganos

con alto conten¡do de cromoplastos, así como la raíz modificada de zanahoria. La tasa

de expresión del gen lcyb en órganos fotosintéticos y raíz modificada de D. carota no

se correlaciona con los niveles de caroteno¡des, ya que la raíz modificada de zanahor¡a

t¡ene 4 veces más caroteno¡des que en las hojas. Esta diferencia en la concentrac¡ón

puede ser efecto de la estabilidad de estos pigmentos en órganos fotos¡ntét¡cos y en

raíz modificada. En órganos fotosintéticos los carotenoides están sujetos a

degradación o recambio por sus propiedades fotoprotectoras m¡entras que en raíz los

carotenoides están almacenados en estructuras estables que hacen que la tasa de

recambio o degradación de estos pigmentos sea menor (Vishnevetsy y col, 1999, ver

más adelante).
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La expresión diferencial del gen lcyb explica la diferencia de s¡lenciamiento

presente en hojas y raíz de las líneas S1 y S6 donde vemos que en órganos

fotosintéticos la acumulación del transcrito de lcyb disminuye en un 40o/o y 34,5o/o,

respectivamente, mientras que en raíz no se produjo silenciamiento de este gen. En

órganos fotosintéticos la expresión del gen lcyb es mayor, permitiendo sobrepasar el

nivel umbral que act¡va la maquinaria de silenciamiento génico post-transcr¡pcional, lo

cual no habría sucedido en la raíz modificada. De manera similar el silenc¡amiento de

las líneas AS y ASD en hojas fue mayor al de la raíz modificada, aunque esta

diferencia no es significativa.

De acuerdo al análisis de los niveles de carotenoides de las líneas silenciadas,

determ¡namos que el gen lcyb de D. carota es necesar¡o para la síntesis de

caroteno¡des en órganos fotos¡ntét¡cos y en la raíz modificada de zanahoria. Las líneas

AS37, AS48, ASDI y ASD2 que en órganos fotos¡ntét¡cos t¡enen un grado de

sifenciamiento de 97,4o/o, 95,6ok, 88,4Yo y 82J04, respect¡vamente, presentan una

disminución de los niveles de B-caroteno de 71 ,2o/0, 67 ,3o/o, 58,7o/o y 53,4o/o,

respectivamente. En raíz mod¡f¡cada las líneas AS37 y AS48 presentaron un 96,7% y

82,8o/o de silenc¡amlento respectivamente m¡entras que en las líneas ASD1 y ASD2 la

expresión de lcyb no fue detectada, presentaron una disminución en los niveles de B-

caroteno en la raíz modificada de un 200lo, 34,5o/o, 58,1o/o \ 42,4o/o, respectivamente.

Esto indica que el gen lcyb efectivamente es necesario para Ia síntesis de B-caroteno

en órganos fotosintét¡cos y en la raíz modificada. Esta dism¡nución de los niveles de B-

caroteno está correlacionada con la disminución de los niveles de carotenoides totales

(Figura 12 y tabla 2). Además, podemos sugerir que el gen lcyb de D. carofa que fue

silenciado en este trabajo, cod¡f¡ca para una enzima con actividad licopeno B ciclasa.

Sin embargo, para comprobar directamente la función de lcyb (DQ192'190), se
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deberían realizar ensayos de complementación en mutantes de levaduras o bacterias

s¡ntetizadoras de carotenoides carentes del gen lcyb.

También, vemos en hojas que producto del silenciamiento disminuyen de

manera moderada pero s¡gn¡ficativa los niveles de luteína producto del silenc¡miento de

Icyb, ya que LCYB es necesario para la síntes¡s de o-caroteno que es precursor directo

de luteína. Sin embargo, no se observa una disminución s¡gnif¡cativa de q-caroteno,

precursor de luteína (Figura 'l). El menor impacto sobre los niveles de estos p¡gmentos

se debe a que para la síntes¡s de estos es necesaria la ciclación del l¡copeno por

acción de LCYB y de LCYE. Se ha descrito que esta última enzima no puede ciclar al

licopeno cuando éste ya ha sido ciclado en un extremo (Cunningham y col, 1996). De

esta forma, en un estado silvestre la cinética de estas reacciones desvía la ruta hacia

la rama del B-caroteno. Pero al estar silenciado lcyb el licopeno esta dispon¡ble para la

acción de LCYE con menor competencia por parte de LCYB. Así, el l¡copeno es ciclado

en un extremo por LCYE que luego es sustrato de LCYB formando o-caroteno y

consecuentemente disminuye el licopeno que puede ser ciciado en ambos extremos

por LCYB, por lo tanto pese a que lcyb es necesaria para la síntesis de ambos

pigmentos el mayor efecto se observa sobre el B-caroteno. La disminución de luteína

podría deberse, tamb¡én, a que la expresión de los genes que codifican para las

enzimas CBHx o CeHx, aquellas responsables de la síntesis de luteína part¡r de o-

caroteno, se encuentren reprimidas en las plantas transgénicas, asi como se observó

para ccs, psyl y psy2. Este punto está aun por ser resuelto.

En las líneas transformadas observamos que cuando el silenc¡am¡ento de lcyb

en óganos fotosintéticos es en promed¡o un g0%, Ia disminución de los niveles de B-

caroteno es en promedio 63%. En la raiz modificada se observó que s¡ el

silenciamiento del gen lcyb es en promedio mayor a g0o/0, el B-caroteno dism¡nuye sólo
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alrededor de 38%. En ambos casos no existe una correlación d¡recta entre el grado de

reducción del transcrito del gen lcyb con la cantidad de B-caroteno acumulada en

ambos órganos, observando siempre que la disminución de B-caroteno es menor que

el n¡vel de silenciamiento del gen lcyb en la línea transformada, sobretodo en la raiz

modificada. Esto probablemente se deba a la estabilidad que poseen los carotenoides

en las membranas tilacoidales de los cloroplastos y en los complejos lipoprote¡cos de

los cromoplastos de la raíz modificada como fue descrito anteriormente. Es posible que

la d¡ferencia entre el grado de s¡lenciam¡ento del gen lcyb y el nivel de carotenoides se

deba también a que otro gen este supliendo la función del gen lcyb en estos órganos.

Just y col (2007) propusieron que el gen ccs sería el segundo gen lcyb en D. carota.

sin embargo, de acuerdo a los resultados del análisis de expresión mediante RT-PCR

en t¡empo real (Figura 13) podemos decir que el gen ccs no estaría supliendo esta

función en la raíz modificada de zanahoria ya que el nivel de transcrito de este gen

también disminuye en las líneas que tienen silenciado el gen lcyb (Figura l3). Nosotros

proponemos que a causa del silenciamiento del gen lcyb, d¡sminuye la expresión del

gen ccs y no que el gen ccs sea silenciado en conjunto con lcyb, ya que ambos genes

poseen una baja identidad nucleotídica. sólo una región de 10 pb tiene una identidad

nucleotídica significativa cercana a 7Oo/o, lo cual no es suficiente para activar el

silenciam¡ento, requiriendo para ello un fragmento mínimo de 100 pb y sobre un 80%

de identidad nucleotídica entre el fragmento utilizado y el gen endógeno (Burton y col,

2000,lngelbrechtycol,1999;Muellerycols,1995;Shweizerycol,2000)Sin

embargo, con los análisis realizados no podemos descartar que ccs codifique para una

licopeno B ciclasa. La expresión de ccs en óganos fotosintéticos no fue determinda,

pero esperamos que al igual que en raíz modificada no supla al gen lcyb y se

encuentre dism¡nuida su expresión producto del silenciamiento de lcyb, debido a que el
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efecto en la dism¡nución de transcrito de lcyb es mayor en óganos fotosiniéticos que en

raíz mod¡ficada.

Respecto, a la pos¡bilidad de la existencia de otro gen que codifique para

licopeno B ciclasa, es importante destacar que hasta la fecha solo se han descrito dos

genes que codifican para una enzima con act¡vidad licopeno F c¡clasa, en algunos

plantas como tomate y p¡mentón (Bouvier y col, 1994; Ronen y col, 2000), donde los

asociados a cromoplastos son ortólogos entre si y a su vez, los asociados a

cloroplastos son ortólogos entre sÍ. Estudios filogenéticos ¡ndican que ex¡sten tres

genes pertenecientes a la familia génica de las licopeno B ciclasa, estos son lcyb, ccs y

nxs (Sandmann, 2002). Se ha descrito que cycb de tomate se produjo por una

duplicación del gen lcyb y posterior divergenc¡a, al igual que el gen nxs (Krubasik y

Sandmann, 2000; Buovier y col, 2000; Sandmann, 2002). Sin embargo, hasta la fecha

pese a que nxs pertenece a la misma familia génica que lcyb y ccs, no se ha descrito

que nxs codifique para una enzima con actividad licopeno B ciclasa en ningún

organismo. Adicionalmente, Just y col (2007) mediante análisis de mapeo

cromosómico, análisis de rasgo cualitativo asociado a loci (QTL) y polimorfismos de

nucleót¡do único (SNP) sólo propone a los genes ccs y lcyb de zanahoria como

candidatos para codificar para licopeno B ciclada, aunque en sus estudios no encontró

la secuencia de cDNA de nxs, pero no lo asocia a la activ¡dad licopeno B c¡clada. Por lo

tanto, en base a estos antecedentes nosotros consideramos que solo ccs podría suplir

la función de lcyb en D. carota. Para corroborar esta propuesta sería ¡nteresante

estudiar la expresión del gen ccs y nxs de zanahor¡a, realizar ensayos de

complementación funcional en mutantes de levadura o bacterias sintetizadoras de

carotenoides carentes del gen lcyb y obtener mutantes knock out o knock down de

dichos genes.
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Nuestros resultados ¡nd¡can tamb¡én que ex¡ste un mayor efecto

silenciamiento en hojas que en la raíz modificada, a pesar de tener grados

silenc¡amiento similares. Esto se debe posibfemente a que el nivel de caroteno¡des en

los órganos está dado por el equ¡l¡br¡o entre la síntes¡s y la degradación constante

ejercida por la luz mediante el proceso de fotooxidac¡ón (Simkin y co|,2003). En los

cromoplastos de la raíz modificada los carotenoides están siendo acumulados en el

tiempo en complejos lipoproteicos que les otorgan mayor estabilidad a los pigmentos,

to que se traduce en una baja tasa de degradac¡ón metabólica. .

Debido a que nuestros resultados indican que el gen lcyb es necesario para Ia

síntesis de B-caroteno tanto en órganos fotos¡ntéticos como en raíz modificada,

debemos suponer que este gen tiene un sistema de regulación de expresión que

permite que sea transcr¡to en hojas, en condiciones de luz y en la raíz modificada en

cond¡c¡ones de oscuridad. En órganos fotosintéticos los niveles de expresión son

mayores que en raí2, por lo tanto, tendría una regulación positiva por efecto de la luz.

Por lo tanto, nosotros suponemos que en la reg¡ón promotora del gen deben estar

presentes cajas reguladas por luz, como se ha descrito para lcyb, psy y otros genes

carotenogénicos en otros modelos vegetales (Rómer y col, 2005; Welsch y col, 2003;

Welsch y col, 2000; Simkin y col,2003; Wo¡tsh y Rómer, 2003), m¡entras que en raíz

podría presentar un nivel basal de expresión. Estos son puntos que quedan por ser

resueltos.

Los genes psyl y psy2 también disminuyen su expres¡ón en las plantas

s¡lenc¡adas, ¡ndicando que dada la disminución del B-caroteno se disminuye la

expresión de otros genes carotenogénicos como psy1, psy2 y ccs (Figura 124). Esto

¡ndica que el P-caroteno o una molécula río abajo de ésta regula de manera positiva la

expresión de estos genes carotenogénicos en una planta silvestre. Un buen candidato

del

de
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para este efecto es la hormona vegetal ácido abscís¡co, ABA. Esta fitohormona regula

la expresión de muchos genes en plantas, entre ellos genes relacionados con procesos

de protección a estrés oxidativo (Leung y G¡raudt, 'f 998), y como hemos mencionado,

ésta es una de las funciones que cumplen los carotenoides. Actualmente, se ha

descrito que en modelos como arroz y maíz uno de sus tres genes psy que cod¡fican

para fitoeno s¡ntasa es regulado a nivel transcr¡pcional por ABA, los que poseen en su

reg¡ón promotora los elementos ABRE de respuesta a ABA, mostrando una regulación

positiva de la vía de sÍntesis de carotenoides (Welsch y col, 2008; Li y col, 2008). Por Io

tanto, la disminución de la expresión de lcyb puede afectar el flujo hacia la síntesis de

ABA, y esto disminuiría la expresión de genes carotenogén¡cos como psyl, psy2 y ccs

bajando el flujo de síntesis del precursor fitoeno y la ruta de síntesis de carotenoides

(ver F¡gura l). Esta propuesta esta respaldada por el nivel de fitoeno encontrados en

las líneas que tienen silenciado el gen lcyb (Figura 14), donde observamos que las

líneas transformadas sintetizan en promed¡o 60% menos de este precursor en la raiz

modificada de zanahoria. La disminución de la expresión de psy, muestra que en

zanahoria este gen es clave en el control del flujo de la ruta carotenogénica. Cabe

destacar que en zanahor¡as blancas se determ¡nó que la síntesis de fitoeno es la etapa

limitante en la ruta de biosíntesis de carotenoides (Fernándes y col, 2005). Sin

embargo, queda por determinar la función específica de psyl y psy2 en D. carota.

Además, en semillas de A. thaliana que sobre-expresan este gen presentan un retardo

en la germinación, dado que la sobre-expresión de fitoeno aumenta el flujo de la ruta

biosintética hacia ABA, el cual retarda el proceso de germinación de la semilla

(Lindgren y co|,2003). Todo esto sugiere que existiría una regulación positiva por

efecto del ABA sobre la ruta de síntesis de carotenoides, a través de una regulación

transcripcional concertada de los genes carotenogénicos, y que un importante punto de
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esta regulación ocurre a n¡vel de los genes psy (L¡ndgren y col, 2003) y lcyb (esta

tesis).

Es ¡mportante notar que el mayor grado de silenciam¡ento lo encontramos en la

línea AS37 que tiene un 97 ,4o/o de silenciamlento del gen lcyb. Este porcentaie es

bastante alto, considerando que no se han descrito mutantes con pérdida de función de

LCYB en plantas. Entonces, una baja tasa de transcripción sería suf¡ente para

mantener niveles de carotenoides que perm¡ten la viabilidad de la planta. La ausencia

de mutantes homoc¡gotos knock out para lcyb se debe a que la pérdida completa de Ia

actividad LCYB afecta el ciclo de las xantófilas que participa en la fotoprotección de las

células vegetales mediante un proceso de disipación térmica de energía por acción de

la enzima v¡olaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura I ) (Revisado en Niyogi, 1999).

Además, se altera la síntesis de la fitohormona ABA que participa en muchos procesos

de la planta como en la germinación, senescencia, en la regulación de apertura

estomática y en la respuesta a estrés abiótico y biótico (Mauch-Mani, 2005). Por esto,

actualmente solo se encuentran mutantes de A. thaliana en el banco de semillas

(www.arabidopsis.org), donde ex¡sten dos mutantes que tienen ¡nserc¡ones en la región

promotora de este gen. Estos mutantes no han sido descritos en Ia l¡teratura y dado el

lugar de inserción de la mutación, probablemente no sean mutantes con pérdida

completa de función. Recientemente, Fang y col (2008) analizaron dos mutantes

heterocigotos de lcyb con deleciones de 25 pb y I pb en el marco de lectura abierto de

este gen. Estas mutantes presentaron una reducción en la síntesis de carotenoides y

ABA, además de la acumulación de especies reactivas del oxigeno y un fenotipo

defic¡ente de ABA caracterizado por fotosens¡bil¡dad, germinación temprana de

semillas (semillas vivíparas) y baja resistencia a estrés abiót¡cos (Nambara y Marion-

Poll, 2005). Los autores recalcan que las plantas homocigotos mueren a las 4 semanas

71



de vida (Fang y col, 2008). De esta forma queda descrito que una pérdida completa de

la función de licopeno B ciclasa se traduce en una reducción en los precursores

necesarios para la síntesis de la hormona vegetal ABA, ¡mplicada en importantes

procesos vegetales, generando plantas inviables. Adicionalmente' y debido a que D'

carota es una planta bianual, la generación de plantas homocigotas de zanahoria

podrían generarse después del segundo año, cuando las plantas heterocigoto§

florecen y dan lugar a semillas. Estos antecedentes avalan la estrategia de

silenciam¡ento para el estudio de los genes carotenogénicos, ya que al disminuir

significativamente la expresión del transcrito de lcyb permite la sobrevida de las plantas

y el análisis de la función de dicho gen en el metabolismo carotenogénico. Esto fue lo

que obtuv¡mos en nuestras plantas, las cuales presentaron un fenotipo muy semejante

a las planias silvestre aun teniendo desde 80% a 97Yo de silenciamiento del gen lcyb

(Tabla 2). Las plantas no presentan clorosis (decoloramienio) en sus hojas,

debilitamiento o fotosensib¡lidad como signo de def¡c¡enc¡a severa de carotenoides. Por

ello nosotros sugerimos que el bajo nivel de transcrito que se detecta en las plantas

silenciadas sería Sufic¡ente para mantener una producción basal de caroteno¡des que

permite la viabilidad de la ptanta, como vimos en esta tesis y además, permite observar

un efecto asociado a la pérdida de función parc¡al de la actividad licopeno B c¡clasa que

permite el estud¡o de la función del gen lcyb.

72



13

CONCLUSIÓN

Los vectores binarios para el s¡lenc¡am¡ento gén¡co post-transcr¡pcional del gen

lcyb de D. carofa pB|N19/L-AS y pBlNlg/L-ASD utilizados en esta tesis, fueron

capaces de transformar de manera estable D. carota, generando líneas transformadas

que presentan reduc¡do el nivel de transcrito del gen lcyb.

Las lÍneas transformadas con el vector pBlN1g/L-AS que poseen insertada en

su genoma la construcción para s¡lenciamiento antisentido y las líneas transformadas

con el vector pBlNl9/L-ASD que poseen la construcción doble antisentido no

presentaron diferencias s¡gn¡ficativas en la inducc¡ón del s¡lenciamiento génico post-

transcripcional, silenciando efic¡entemente el gen lcyb de D. carota.

El gen lcyb evaluado es necesar¡o para la síntesis de B-caroteno en D. carota,

ya que producto del silenc¡amiento determinamos que, disminuye la acumulac¡ón de B-

caroteno y carotenoides totales en las plantas transgénicas

El gen lcyb tiene una función no-órgano específica, ya que las líneas

transformadas que poseen lcyb silenciado presentan una reducción significativa de los

niveles de P-caroteno tanto en órganos fotosintéticos (entre 53% y 71%) como en la

raíz modificada (entre 35% y 45o/o). En base a los resultados obtenidos aceptamos la

hipótes¡s alternaiiva: "La expresión del lcyb en Daucus carota es necesaria para la

síntesis de B-caroteno en toda la planta, es decir, no es órgano-específico"
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PROYECCIONES

Nuestros resultados también sugieren que el gen lcyb es necesario para la

síntesis de B-caroieno, por lo tanto, ¡nd¡rectamente sug¡eren que lcyb codifica para una

enzima con actividad LCYB. Ensayos de complementación de función utilizando

levaduras mutantes en lcyb permitirían determinar directamente su actividad

enzimát¡ca. Vimos que el gen lcyb de D. carota es necesario para la síntesis de B-

caroteno en órganos fotosintéticos y en raíz modificada de zanahoria y que la

expresión de lcyb es mayor en hojas que en raíz modificada. Esios resultados sugieren

que el promotor de este gen permite su transcripción en la raíz mod¡f¡cada en

condiciones de oscur¡dad y en órganos fotosintéticos en presencia de luz, donde la

expresión es mayor. Estas características hacen muy interesante la obtención y

caracterización del promotor de lcyb con la posibilidad de encontrar en su región

promotora elementos de respuesta a luz como G1, G2 y las cajas-Z (Z-box) (Yadav y

col, 2002) y evaluar su funcionalidad asociándolo a genes reporteros.

AdemáS, nuestros resultados sugieren una regulación positiva a nivel transcr¡pcional de

la ruta de biosíntesis de caroteno¡des. En este punto el estudio del efecto de la

hormona vegetal ABA sobre esta ruta nos indicaría si es efect¡vamente esta hormona

el efector que regula de manera posit¡va la expresión de los genes carotenogén¡cos. En

este ámbito se propone cuantificar los niveles de ABA endógeno producido en las

plantas transformadas AS y ASD respecto a las plantas silvestres. Además, el estudio



de la expresión de otros genes carotenogénicos en presencia y ausencia de ABA

exógeno arrojarían más información acerca de este punlo. Adicionalmente, el análisis

del promotor de los genes carotenogenicos, como psyl y psy2, determ¡naría la

presencia de elementos de respuesta a ABA, como los mot¡vos ABRE y CE (Leung y

Giraudat, 1998).

Respecto al gen ccs, de acuerdo a nuestros análisis este gen no suple la

función del gen lcyb en la raiz modificada. Por ello, los análisis de expresión de este

gen en órganos fotosintét¡cos nos permit¡rían determinar si este gen suple a lcyb en

hojas. De todas formas son necesarios estudios más profundos para determinar s¡ el

gen cas codifica para una enzima con actividad LCYB. Una buena aproximación para

ello serÍa silenciar este gen en plantas silvestres y en plantas L-AS de tal manera de

obtener plantas doblemente silenciadas o a lraves de complementación en levaduras o

bacter¡as sintetizadoras de caroteno¡des que posean mutado el gen que codifica para

LCYB.

Este trabajo ha ¡niciado una línea de ¡nvestigación que perm¡tirá conocer la

compleja regulación de la biosíntesis de carotenoides en D. carota, permitiendo

realizar a futuro mejoramientos genéticos en esta planta que posee interesantes

características f¡siológicas, comerc¡ales y nutricionales.
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