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RESUMEN

En plantas se sintetiza el carotenoide B-caroteno en los organelos vegetales,
cloroplastos y cromoplastos. El B-caroteno es precursor de la hormona vegetal
acido abscisico y esta involucrado en la captacién de luz en los cloroplastos. En
animales los pigmentos B-caroteno y a-caroteno son precursores de la vitamina Ay
del retinol, implicados en importantes procesos fisiolégicos. La enzima licopeno B
ciclasa (LCYB) esta”involucrada directamente en la sintesis de B-caroteno. En
algunas plantas, como tomate, existen dos genes que codifican para LCYB,
llamados Icyb y cycb, que son expresados de manera érgano-especifica en hojas y
en fruto, respectivamente. Cycb tiene alta identidad nucleotidica con el gen
capsantina capsurrubina sintasa (ccs) de pimentén que codifica para CCS y que,
ademas, posee actividad LCYB.

Daucus carota (zanahoria) acumula altos niveles de B-caroteno en sus
organos fotosintéticos como en su raiz modificada o de reserva. Recientemente, se
describié una secuencia de cDNA completo de Icyb y ccs en D. carota, los cuales
podrian codificar para la enzima LCYB. Para determinar si Icyb tiene funcién
especifica en D. carota, es decir si su expresion es necesaria para la sintesis de B-
caroteno en tejido fotosintetico o en la raiz modificada de D. carota, nosotros
redujimos el nivel de transcrito del gen lcyb mediante silenciamiento génico post-
transcripcional. Para esto, transformamos de manera estable plantas de D. carofa
con construcciones para el silenciamiento génico de Icyb. Estas construcciones

sobre-expresan un fragmento de 494pb de la region codificante del gen lcyb de D.
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carota. Producto de esta transformacion se obtuvieron lineas transformadas de D.
carofa con distinto grado de silenciamiento, determinado por RT-PCR semi-
cuantitativo y en tiempo real. Estas lineas presentaron una disminucién significativa
de los niveles de B-caroteno y carotenoides totales en hojas y en la raiz modificada.
Estos resultados indican que el gen Icyb codificaria para una enzima con actividad
LCYB, y que su expresion es necesaria para la sintesis de B-caroteno en toda la
planta, y por lo tanto, no presenta una funcién o6rgano-especifica. Ademas, el
silenciamiento de Icyb en las lineas transformadas indujo la disminucion significativa
de la expresién de los genes carotenogénicos ccs, psy1y psy2. Esto sugiere que el
B-caroteno o un compuesto sintetizado rio abajo de éste, como el acido abscisico,
podria tener una regulacién positiva sobre la expresién de otros genes

carotenogénicos.
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ABSTRACT

In plants, B-carotene, a carotenoid synthesized in the organelles chloroplast
and cromoplasts, is the precursor of abscisic acid and is involved in light harvesting.
In animals, B-carotene and a-carotene, are precursors for vitamin A and retinol,
which have important physiological functions. The enzyme lycopene B cyclase
(LCYB) is directly involved in the synthesis of p-carotene and a-carotene. In some
plants, such as tomato, two genes code for LCYB. These are Icyb and cycb, which
have an organ-specific expression in leaves and fruits, respectively. Cycb has a high
sequence identity 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 B-carotene in the
photosynthetic organs and in its modified root. Recently, complete cDNA sequences
for lcyb and ccs have been described 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 Icyb gene by means of post-transcriptional gene silencing.
To achieve this objective, we over-express a conserved cDNA fragment of 494 bp
of the lcyb gene.of D. carota Carrot transgenic lines with different silencing levels,
determined by semi-quantitative and real-time RT-PCR, were produced. These
plants have a significant reduction of B-carotene and total carotenoid levels in their

leaves and modified roots, suggesting that lcyb gene has a LCYB activity and that it
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has a non organ specific LCYB function in D. carota. The decrease in Icyb in
transgenic lines, induces also a significant decrease in the expression of other
carotenogenic genes such as ccs, psyl1 and psy2. Therefore, we suggest that -
carotene or other products synthesized downstream of the pathway, such as

abscisic acid, may positively regulate the expression of carotenogenic genes.
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INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides ampliamente distribuidos en la
naturaleza, sintetizados por algas, plantas, algunas bacterias y levaduras. En plantas,
los carotenoides son sintetizados en los organelos llamados plastidios,
especificamente en cloroplastos y cromoplastos. En los cloroplastos se realiza la
fotosintesis, proceso en el cual los carotenoides cumplen una importante funcién al
formar parte de los sistemas cosechadores de luz y del centro de reaccién de los
fotosistemas en las membranas tilacoidales. Es alli donde actian como pigmentos
accesorios encargados de absorber energia luminica en la longitud de onda dentro del
rango de 400-500 nm, complementando la energia absorbida por la clorofila (400-500
nm y 600-700 nm) y aumentando la eficiencia del proceso de fotosintesis (Young,
1993; Winslow and Briggs, 1999).

Adicionalmente, los carotenoides tienen un rol antioxidante en los organismos
que los sintetizan, dada su estructura rica en dobles enlaces que es capaz de atrapar
especies reactivas del oxigeno evitando el dafio foto-oxidativo sobre lipidos, proteinas
y acidos nucleicos (Ohshima 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 funcion fotoprotectora a traves de la disipacién térmica mediada
por el ciclo de las xantofilas, donde participan de manera directa los carotenoides

zeaxantina, anteraxantina y violaxantina (Figura1) (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
tambien cumplen un rol fotoprotectivo frente al dafio foto-oxidativo, a través del
apagamiento de especies reactivas del oxigeno (Demmig-Adams and Adams, 2002).
Adicionalmente, los carotenoides ejercen funciones similares a las presentes en
cloroplastos en otros organismos fotosintetizadores, como cianobacterias y algas
(Paulsen, 1999; Cogdell y Frank, 1987).

En cromoplastos de plantas, los carotenoides se encuentran asociados a lipidos
polares y proteinas, formando complejos lipo-proteicos en estructuras globulares,
cristalinas, membranosas, fibrilares o tubulares (Vishnevetsky y col, 1999; Camara y
col, 1995). Estas estructuras permiten la estabilizacién y almacenaje de carotenoides
en los cromoplastos otorgandole a estos érganos color amarillo, anaranjado o rojizo,
caracteristico de estos pigmentos. De esta forma, érganos vegetales con alto contenido
de cromoplastos, como flores y frutos, adquieren colores mas atractivos para animales
e insectos que permiten la dispersion de polen y semillas (Bartley and Scolnik, 1995).
Ademas, los carotenoides son precursores de la hormona vegetal acido abscicico
(ABA) cuya funcion es de vital importancia en la resistencia a estrés abiético y en la
formacion y desarrollo de semillas (Leung and Giraudat, 1998). Todas estas funciones
muestran que los carotenoides 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.
Carotenoides como el a-caroteno y B-caroteno, son precursores del acido retinoico y la
vitamina A, moléculas necesarias para la visién, la regulacion de procesos

inmunolégicos, y de diferenciacién celular, entre otros (Chew y Soon, 2004; Cooper,



2004: Tapiero y col, 2004). Al igual que en otros organismos, los carotenoides actuan
como antioxidantes en mamiferos protegiendo del dafio oxidativo, disminuyendo la
activacién y progresion de enfermedades cronicas, entre ellas cancer, enfermedades
cardiovasculares y dafio a la macula de la retina (Snodderly, 1995, Mayne, 1996;
Fraser y Bramley, 2004; Tapiero y col, 2004).

Como ya fue mencionado, la sintesis de carotenoides en plantas se realiza en
los cromoplastos y cloroplastos. Comienza con la formacion de una molécula de 5
carbonos: el isopentenil pirofosfato (IPP). Esta molécula puede ser generada a través
de dos rutas, una via citosolica, la ruta del acido mevalénico (MVA) que utiliza como
precursor al aceti-CoA y tiene al mevalonato como primer intermediario. El IPP
generado por esta ruta es utilizado, principalmente, en la sintesis de esteroles y
ubiquinonas (Disch y col, 1998). Por otro lado, el IPP también se sintetiza por la ruta
plastidial independiente del MVA que utiliza como precursor al gliceraldehido-3-fosfato,
generando al 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato como primer intermediario de la sintesis de
IPP, por accién de la enzima Deoxi-xilulosa sintasa. El IPP producido por esta ruta es
usado, principalmente para la sintesis de clorofila, plastoquinonas, tocoferoles y
carotenoides (Lichtenthaler y col, 1997; Schwender y col, 1997). Aunque estas rutas
son independientes, existe una cooperacion entre ellas (Figura 1), donde la ruta
independiente de MVA (plastidial) puede compensar la carencia de IPP citosdélico y en
menor grado la ruta citosolica 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) mediante la accién de la enzima IPP isomerasa (IPl)
(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 reaccionan cola a cola para formar fitoeno (Figura 1), reaccion
que es catalizada por la enzima 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 g-caroteno (Figura 1), la &-caroteno desaturasa (ZDS) actia
sobre el §-caroteno para producir el tetra-cis-licopeno (Bartley y col, 1999; Isaacson y
col, 2004). Los enlaces cis de esta molécula son isomerizados por la enzima
carotenoide isomerasa (CRTISO) obteniendo la molécula de licopeno (trans-licopeno)
(Isaacson y col 2004; Isaacson y col, 2002). El licopeno es sustrato de la enzima
licopeno B ciclasa (LCYB) que puede ciclar sus extremos generando anillos en
configuracién B y la enzima, licopeno € ciclasa (LCYE) que puede ciclar un extremo del
licopeno para generar un anillo en configuracion € (Figura 1). Producto de la accién de
estas enzimas en plantas podemos encontrar dos carotenoides: el B-caroteno,
carotenoide biciclico que posee dos anillos B, y el a-caroteno, carotenoide biciclico que
posee un anillo B y otro € (Figura 1). Los carotenoides sintetizados hasta este punto en
la ruta son llamados carotenos, mientras que los sintetizados posteriormente se les
llama xantofilas por tener grupos de oxigeno en sus estructuras. De esta forma, el B-
caroteno puede ser hidroxilado por accidon de la B-caroteno hidroxilasa (CBHXx),
generando zeaxantina. Mientras que el a-caroteno puede ser hidroxilado por CBHx y la
g-caroteno hidroxilasa (CeHx) produciendo luteina, el producto final de la rama del a-
caroteno en la mayoria de las plantas (Figura 1). Siguiendo con |a ruta de sintesis de la
rama B-ciclada, la zeaxantina es .epoxidada generando anteraxantina y luego
violaxantina por efecto de la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP). Esta reaccion puede
ser revertida por la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura 1) y el equilibrio de

estas dos reacciones, llamado ciclo de las xantofilas, regula el sistema de



fotoproteccion en cloroplastos asi como fue mencionado previamente (Niyogi, 1999).
Luego, sobre la violaxantina actua la enzima neoxantina sintasa, generando neoxantina
(Figura 1). Ambas, violaxantina y neoxantina son los precursores plastidiales finales del
acido abscisico (ABA), pues luego estos pigmentos son divididos y las moléculas
producidas son fransferidas al citosol donde son utilizadas para la sintesis de ABA
(revisado en Nambara y Marion-Poll, 2005). Los carotenoides anteraxantina vy
violaxantina en algunos modelos vegetales son sustrato de la enzima capsantina
capsurrubina sintasa, generando capsantina y capsurrubina, respectivamente (Figura
1).

Todas estas enzimas son codificadas por genes nucleares y una vez
sintetizadas son importadas a los plastidios por |la presencia de péptidos de destinacién
plastidial localizados en el extremo amino terminal de las proteinas (Cunningham vy
Gantt, 1998). Dadas las importantes funciones que cumplen los carotenoides solo se
han descrito algunos mutantes con pérdida de funcién para enzimas carotenogénicas.
En A.thaliana se han descrito mutantes para PDS y ZDS, y en girasol (Helianthus
anuus) para PDS. Estos mutantes son letales en condiciones homocigotas y en
heterocigosis presenta un “fenotipo deficiente de carotenoides” que se caracteriza por
presentar un blanqueamiento de sus hojas, acumular especies reactivas del oxigeno,
muerte celular en sus hojas con una distribucién en mosaico, baja resistencia al estrés
abiotico y semillas con germinacion temprana (viviparas) (Conti y col, 2004; Dong y col,
2007). Estas dos ultimas caracteristicas corresponden al “fenotipo deficiente de ABA”".
Recientemente, fue descrito en arroz (Oryza sativa) dos mutante del gen Icyb, phs4-1 y
phs4-2, que presentan deleciones en la regién codificante del gen. La actividad
licopeno B ciclasa es codificada por un solo gen en arroz, por esto las mutantes

homocigotas phs4-1y phs4-2 son letales a las 4 semanas después de la germinacién y
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Figura 1. Ruta de sintesis de carotenoides en plantas.

El isopentenil pirofosfato (IPP) precursor de la ruta de carotenogénesis, se sintetiza
principalmente por la ruta independiente de &cido mevaldnico (plastidial) que involucra la participacion de
la enzima 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). E! IPP isomeriza a dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
por la accién de la enzima isopentenil pirofosfato isomerasa (IPI), y ambos son condensados para formar
el geranilgeranil pirofosfato (GGPP), reaccién que es catalizada por la enzima geranilgeranil pirofosfato
sintasa (GGPS). Luego, dos maléculas de GGPP son utilizadas para formar fitoeno mediante la accion de
la enzima fitoeno sintasa (PSY). El fitoeno sufre desaturaciones a cargo de las enzimas fitoeno desaturasa
(PDS) y &-caroteno desaturasa (ZDS), produciendo tetra-cis-licopeno, estos enlaces cis son isomerizados
para formar licopeno, por accién de la enzima carotencide isomerasa (CTRISO). El licopeno puede ser
ciclado por las enzimas licopeno p ciclasa (LCYB) y licopeno & ciclasa (LCY<) para generar B-caroteno y o-
carateno. Luego, estas moléculas pueden ser hidroxiladas por enzimas como CBHx y CeHx para dar
origen a zeaxantina y luteina. A partir de zeaxantina se sintetiza anteraxantina y violaxantina por la accidn
de la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP). Luego, la neoxantina sintasa (NXS) a partir de violaxantina
sintetiza neoxantina. Neoxantina y violaxantina son los Ultimos carotenoides plastidiales precursores del
acido abscisico (ABA), En algunos modelos vegetales anteraxantina y violaxantina pueden dar origen a
capsantina y capsurrubina, respectivamente, por accién de la enzima capsantina capsurrubina sintasa

(CCS). Flecha discontinua indica que en ese paso de la ruta se llevan a cabo varias reacciones.



en condiciones hetorocigotas generan el “fenctipo deficiente de carotenoides y de
acido abscisico”, descrito anteriormente. Este es el Unico mutante descrito del gen Icyb
en plantas que poseen un solo gen que codifique para licopeno B ciclasa, esto muestra
la importancia de esta actividad 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 enzima con actividad licopeno B ciclasa que es especifica de
fruto (Ronen y col, 2000). El mutante Beta sobre-expresa al gen cycb generando la
acumulacién de altos contenidos de B-caroteno en el fruto de tomate, mientras que los
mutantes Old-gold y Old-gold-crimson presentan una delecion en el gen cycb y esto
provoca la acumulacion de licopeno en el fruto de tomate. Sin embargo, pese a que los
Old-gold y Old-gold-crimson presentan pérdida de funcién generan plantas viables, ya
que en tomate existe otro gen, el gen Icyb, que codifica para la actividad licopeno B
ciclasa, por lo tanto, no se pierde totalmente esta actividad (Ronen y col, 2000). De
manera similar, existe un mutante llamado “yellow pigment’ que sintetiza menos
carotenoides en los frutos, debido a que el gen psy1 de tomate (especifico de fruto)
genera una proteina 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 funcién fitoeno sintasa no es completa, lo que permite la viabilidad
de la planta. Ademas, se han descrito mutantes que presentan alterados los niveles de
carotenoides en frutos de tomate debido a mutaciones en genes que codfican para
proteinas que participan en la cascada de transduccion de sefiales que regulan la
sintesis de carotenoides. Ejemplo de esto son los mutantes “high pigment” (hp-1, hp-2,
hp-3) que tiene mutado un gen que codifica para una proteina que participa en la
transduccién de sefales del fitocromo y como consecuencia de estas mutaciones

sintetizan mas carotenoides en el fruto que una planta silvestre (Peters y col, 1998;



Mustilli y col, 1999; Cookson y col, 2003, Galpaz y col, 2008). En otros modelos
vegetales, entre ellos papaya y naranja tambien 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 regulacion de la expresiéon de los genes carotenogénicos y su correlacion
con la biosintesis de carotenoides ha sido motivo de estudio hace varias décadas.
Estos estudios indican que la regulacion de los genes carotenogénicos es dependiente
de luz y ocurre principalmente a nivel transcripcional (Rémer y col, 2005). Esto ha sido
descrito en modelos en los que el aumento del contenido de carotenoides esta
relacionado con la presencia de luz, como ocurre durante la maduracion de frutos y la
de-etiolacién de hojas donde ocurre la transicion de etioplastos a cloropastos. Los
etioplastos son cloroplastos deficitarios en clorofila presentes en plantas etioladas,
crecidas en condiciones insuficientes de luz. Cuando plantas etioladas son traspasadas
a condiciones normales de luz, los etioplastos de hojas se transforman en cloroplastos
ya que comienza la biosintesis 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 transicion de etioplastos a cloroplastos aumentan los niveles de transcrito del gen
psy, junto al aumento de los carotenoides (von Lintig y col, 1997). Esto también ocurre
en Arabidopsis thaliana, donde el promotor del gen de fitoeno sintasa (psy) se
encuentra activo a niveles basales en oscuridad y su transcripcion aumenta en
tratamientos con luz (Welsch y cols, 2003). Ademas, en ensayos de luz/oscuridad
realizados en hojas de Capsicum anuum (pimentén), se observd que plantas crecidas
en condiciones normales (fotoperiodo de 16 horas) que luego fueron expuestas a luz
de alta intensidad aumentd la transcripcion de genes carotenogénicos como psy,

fitoeno desaturasa (pds), ¢-caroteno desaturasa (zds) y licopeno B ciclasa (lcyb),



mientras que al someterlos a oscuridad, la expresion de eéstos, disminuyé (Simkin y col,
2003). De manera similar, en hojas de Nicotiana tabacum expuestas a luz de mayor

intensidad se observd un aumento de la transcripcion de los genes carotenogénicos

analizados caroteno 3 hidroxilasa (cfhx), zeaxantina epoxidasa (zep) y violoxantina de
epoxidasa (vde) (Woitsh y Rémer, 2003).

Por otra parte, se ha descrito que la maduracion de frutos es dependiente de
luz, entre otros factores (hormonas, temperatura, genes de desarrollo) (Adams-Phillips
y col, 2004). Asociado a la maduracién, aumenta la biosintesis de carotenoides en
frutos, la cual esta regulada principalmente a nivel transcripcional, aumentando la
expresion de algunos genes y disminuyendo la expresion de otros para favorecer la
acumulacion de un carotenoide en particular, como ocurre en tomate, naranja y
damasco (Giuliano y col, 1993; Corona y col, 1996; Ronen y col, 1299; Bramley, 2002;
Kato y col, 2004; Rodrigo y col, 2004; Kita y col, 2007). En tomate, se observa un
aumento de los transcritos del gen D-xilulosa sintasa (dxs), pds y psy1, al mismo
tiempo que disminuye la expresion de licopeno B ciclasa (Icyb) y licopeno € ciclasa
(Icye) dirigiendo la acumulacién de licopeno en los frutos de tomate maduro (Fraser y
col, 1994; Pecker y col, 1996; Ronen y col, 1999; Lois y col, 2000). Ademas, se ha
observado que los niveles de carotenoides en frutos de tomate son mayores en
tomates que han sido tratados con mayor intensidad de luz respecto a los crecidos en
baja intensidad luminica (Gautier y col, 2008), lo cual correlaciona con el aumento de la
expresion del gen psy en fruto de tomate tratados con luz (Alba y col, 2000). Entonces,
de acuerdo a lo descrito en estos modelos, la biosintesis de carotenoides es activada

por luz y esta regulacién opera principalmente a nivel transcripcional.



En modelos vegetales caracterizados por una alta sintesis de carotenoides, se
ha descrito mas de un gen que codifica para una misma actividad enzimatica. En
tomate, por ejemplo se han descrito 2 genes que codifican para PSY, uno de ellos de
expresion predominante en tejido fotosintético, asociado a cloroplasto, llamado psy2; el
otro, participa en la biosintesis de carotenoides durante la maduraciéon de fruto de
tomate, 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 sintesis de ABA (Welsch y
col, 2008). La enzima CBHx de tomate también se encuentra codificada por dos genes,
uno de ellos (crtR-b1) tiene expresidn constitutiva en hojas, mientras que el otro (crtR-
b2) es activado principalmente en flores (Galpaz y col, 2006). La expresion de crtR-b2
en fruto se expresa en bajos niveles, mientras que en hojas no se detecta su expresién
(Galpaz y col, 2006).

En tomate también existen dos genes que codifican para la actividad licopeno B
ciclasa, enzima clave en la regulacién de la biosintesis de carotenoides (Ronen y col,
1999; Bramley, 2002), uno de ellos es Icyb, asociado principalmente a la biosintesis de
carotenoides en tejido fotosintetico, mientras que cycb, al igual que psy1, presenta
expresion fruto especifica (cromoplasto) (Ronen y col, 2000). En pimenton (Capsicum
anuum) se han descrito 2 genes que codifican para la actividad licopeno B ciclasa,
estos son lcyb y ccs (Hugueney y col, 1995). Este ultimo codifica para una proteina que
ademas tiene actividad capsantina capsurrubina sintasa (CCS), encargada de la
sintesis de capsantina y capsurrubina a partir de las xantofilas anteraxantina y
violaxantina, respectivamente (Bouvier y col, 1994; Figura 1). Estos pigmentos de color
rojo, son los que dan la tonalidad caracteristica a los pimentones. Analisis de expresion

de estos genes muestran que Icyb se expresa preferentemente en hojas y casi no es
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percibido durante la maduracién de frutos, mientras que ccs es transcrito
principalmente durante la maduracion de frutos de pimentén (Hugueney y col, 1995;
Hugueney y col, 1996). Estos estudios indican que en estos modelos vegetales que
sintetizan alto contenido de carotenoides en 6rganos ricos en cromoplastos, existe mas
de un gen que codifica para enzimas claves en |a biosintesis de carotenoides como
PSY y LCYB, donde uno de ellos es especifico de tejido fotosintético (cloroplastos) y el
otro es especifico de fruto (cromoplastos).

Esta tesis utiliza como modelo de estudio a Daucus carota, zanahoria. Este
modelo vegetal se caracteriza por sintetizar altos niveles de carotenoides, en especial
en su raiz modificada o de reserva. La raiz modificada de zanahoria en un 6rgano con
alto contenido de cromoplastos, capaz de almacenar altas concentraciones de
carotenoides (11 mg/g peso fresco). De éstos, aproximadamente el 70% corresponde a
B-caroteno (Fraser y Bramley, 2004), convirtiendo a la zanahoria en una importante
fuente de vitamina A. La sintesis de carotenoides en zanahoria también se produce en
sus hojas, que se encuentran expuestas a la luz, por ello, es posible que la expresion
de los genes carotenogénicos sea activada por luz en las hojas de D. carota, tal como
ha sido descrito en otros modelos vegetales. Sin embargo, una de las particularidades
de este modelo es que sintetiza altos niveles de carotenoides en su raiz modificada,
que se encuentra en condiciones de oscuridad, lo cual supone que en este 6rgano
existiria algun tipo de regulacién distinta a la descrita actualmente, convirtiéndola en un
modelo de gran interés de estudio. En la base de datos Genebank se encuentran
disponibles secuencias de cDNA para la mayoria de los genes carotenogénicos de D.
carota, encontrando que existen publicados 3 cDNAs completos que codifican 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, 20086). Sin embargo, hasta el momento no
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existe publicado ningun estudio de la regulacién y de la funcion de estos genes en
zanahoria. Para comenzar con el estudio de la regulacion de la biosintesis de
carotenoides en D. carota, en esta tesis se abordo dilucidar la funcién del gen Icyb que
codificaria para la enzima licopeno B ciclasa, enzima clave en la sintesis de $-caroteno
el principal carotenoide acumulado en zanahoria. Ademas, como fue mencionado, esta
enzima es clave en la regulacion de la biosintesis de carotenoides en otros modelos
vegetales (Bramley, 2002).

Respecto al gen Icyb de D. carota, actualmente, en la base de datos
Genebank, se encuentran 4 secuencias de cDNA asociadas a este gen y que
codificarian para una enzima con actividad licopeno B ciclasa. 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 Icyb3 (AM181168), obtenidas a partir de fruto y Icyb 4
(AF208531). La identidad nucleotidica que presentan estas secuencias respecto a Icyb
es superior al 94%, lo cual sugiere que corresponde a un solo gen. Ademas, Icyb de D.
carota presenta sobre un 75% de identidad nucleotidica con los cDNAs de Icyb de otras
plantas, un 45% con algas y cerca de un 10% con cianobacterias.

Es importante destacar que Just y col (2007), mediante mapeo cromosémico,
analisis de rasgo cualitativo asociado a loci (QTL) y polimorfismos de nulceétido Unico
(SNP) no sdlo identificé a lcyb (DQ192190), sino que también propuso al gen ccs
(DQ192192) como lcyb2 el cual podria codificar para una licpeno [ ciclasa,
argumentando que en zanahoria no se encuentran los pigmentos capsantina ni
capsurrubina, productos directos de la enzima CCS. Apoyando esta propuesta, el gen
ccs de pimiento codifica para una enzima que es capaz de tener actividad licopeno B

ciclasa, in vitro e in vivo mediante ensayos de complementacién con Escherichia coli
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(Bouvier y col, 1994; Ronen y col, 2000). Ademas, analisis previos muestran que los
genes de ccs de pimentdn, naranja, zanahoria y cycb de tomate, tienen sobre 67% de
identidad nucleotidica en la regién codificante, lo cual sugiere que estos genes son
ortologos, y que por lo tanto, ccs de D. carota podria codificar para una enzima con
actividad licopeno B ciclasa. Estos antecedentes apoyan la hipotesis de que en
zanahoria podria existir mas de un gen que codifique para una enzima con actividad
licopeno B ciclasa (Icyb y ccs) y que estos genes podrian presentar una funcion érgano
especifica en zanahoria.

En resumen, en frutos y 6rganos fotosintéticos la regulacion de la biosintesis de
carotenoides ocurre a nivel transcripcional en un proceso dependiente de luz. Siendo
los genes que codifican para PSY y LCYB los principales puntos de esta regulacion.
Ademas, en modelos como tomate existen 2 genes que codifican para LCYB: lcyb,
asociado a tejido fotosintetico (cloroplasto) y cycb de expresidén fruto especifico
(cromoplasto), que como ya mencionamos posee una alta identidad nucleotidica con
los genes ccs de otras plantas. Por otro lado, D. carota presenta dos genes que
codificarian para enzimas con actividad licopeno B ciclasa, estos son los genes lcyb y
ccs. Este modelo sintetiza B-caroteno en érganos fotosintéticos (cloroplastos) y en la
raiz modificada (cromoplastos) bajo condiciones de luz y oscuridad, respectivamente.
Ademas, ambos érganos tienen un desarrollo temporal y estructural diferente, lo que
sugiere que la regulacién en la expresidn de genes carotenogenicos y la biosintesis de
carotenoides debe ser diferente en ambos érganos. Adicionalmente, se han publicado
secuencias completas de los cDNA para el gen Icyb (DQ192190) y ces (DQ192192) en
zanahoria. Todos estos antecedentes nos hace suponer que existiria mas de un gen
que codificarian para la actividad licopeno B ciclasa en D. carofa, y que ademas,

presentarian expresion diferencial. Ademas, considerando que el gen lcyb de D. carofa
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posee un 75% de identidad nucleotidica con los genes Icyb de otras plantas, mientras
que ccs no presenta identidad nucleétidica con estos genes, nos permite proponer que
el gen Icyb (DQ192190) seria un buen candidato para codificar para una enzima con
actividad licopeno B ciclasa en zanahoria. Por lo tanto, nosotros proponemos en esta
tesis que la expresion del gen Icyb es necesaria para la sintesis de B-caroteno en tejido
fotosintético (asociado a cloroplasto) o en la raiz modificada (asociado a cromoplasto),
es decir, presenta una funcion érgano especifica. Para responder esta pregunta
nosotros disminuimos el nivel total de transcrito para el gen lcyb de zanahoria mediante
silenciamiento génico post-transcripcional y de esta forma de determinar en que érgano
de la planta el gen Icyb es necesario para la sintesis de carotenoides, ya sea en la raiz
modificada o en las hojas, dependiendo de donde se observe el efecto de la
disminucion de la presencia de transcritos para este gen. Para esto, se utilizaron los
vectores binarios para el silenciamiento especifico del gen Icyb de D. carota, pBIN19/L-
S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ADS, que fueron disefiados y construidos durante el
Seminario de Titulo de Lorena Pizarro (2007).

El silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) es un sistema molecular
que consiste en la degradacion especifica de una poblacién de RNAs homologos. Uno
de los mecanismos que inducen el SGPT, se basa en la presencia de una copia del
transgen en sentido y con una alta tasa de transcripcion, de esta forma cuando se
sobrepasa el nivel umbral se activa una RNA polimerasa dependiente de RNA (RNApd)
que sintetiza la hebra complementaria al mMRNA endégeno (Figura 2), lo que permite la
formacién de un RNA de doble hebra (dsRNA) (van Blockland y cols, 1994; Tang y col,
2003). Es asi como transgenes con promotores fuertes gatillan con una mayor
eficiencia el SGPT (Que et al, 1997). El vector pBIN19/L-S fue disefiado para generar

silenciamiento mediante este mecanismo, mientras que los vectores pBIN19/L-AS y
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pBIN19/L-ASD utilizan la siguiente estrategia que se basa en inducir eficientemente el
silenciamiento a traves de la expresion 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 endégeno blanco formando el dsRNA que inicia el SGPT (Figura 2).
Se ha descrito que para que un transgen sea capaz de inducir silenciamiento de una
secuencia homéloga se requiere una identidad nucleotidica superior al 80% y un
tamafio minimo de 100pb del transgen o un fragmento de éste (Burton y col, 2000,
Ingelbrecht y col, 1999; Mueller y cols, 1995; Shweizer y col, 2000).

Asi, una vez inducida la magquinaria de silenciamiento, los dsRNAs
intermediarios son cortados por la accion de una RNAsa de tipo Ill llamada Dicer,
generando pequefias moléculas de 21-23 nucledtidos de dsRNA, llamado RNA
interferente (siRNA) corto y otras de 24-26 nucledtidos, 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 endégeno blanco y sintetiza el RNA de doble
hebra. Mientras que el siRNA largo se transmite a traves del sistema vascular de la
planta, imitando el movimiento de particulas virales llegando a otra células vegetales,
donde a través de RISC genera el dsRNA silenciando el gen blanco propagando el
silenciamiento a toda la planta (Hamilton y col, 2002; Voinnet y col, 1998).

Entonces, de acuerdo a estas caracteristicas el silenciamiento génico post-
transcripcional permite elegir a un gen blanco y silenciarlo de manera sistemica y
altamente especifica. Ademas, permite generar distintas lineas con diferentes grados
de silenciamiento (knock down), evitando de esta forma, obtener la pérdida de funcidén
completa del gen es estudio (knock out). Las plantas knock out poseen interrumpida la
secuencia del gen de interes, obtenido mediente la insercion al azar de un T-DNA a

traves de la infeccion con Agrobacterium tumefaciens. Luego, mediante tecnicas
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moleculares se selecciona la mutante heterocigota, la cual se debe autopolinizar para
generar plantas mutantes homocigotas. Como se describié previamente existen muy
pocas plantas mutantes con pérdida de funcion completas en genes involucrados en la
sintesis de carotenoides (por €j. lcyb) debido a la importancia que éstos poseen en la
fisiologia vegetal. Ademas, D. carota es una planta bianual, por lo tanto se podrian
realizar los cruzamientos entre heterocigotos mutantes sélo al segundo afio. Estos
antecedentes permiten descartar la metodologia de knock out como herramienta para
el analisis de la importancia del gen Icyb y convierten al knock down llevado a cabo
mediante silenciamiento génico post-transcripcional, en la herramienta para el estudio
funcional del gen Icyb de D. carota, tal como fue descrito para el estudio del gen cycb
de tomate (Ronen y col. 2000) y otros genes esenciales en el metabolismo de las

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

En la figura se muestran los dos mecanismos capaces de inducir silenciamiento génico post-trancripcional.
En 1 el RNA enddgenc o mensajero blanco {en negro) hibrida con el RNA antisentido (en rojo) 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 dependiente de RNA (RNApd) que sintetiza la hebra
complementaria (antisentido) del gen blanco generando el dsRNA. El dsRNA es cortado por DICER,
produciendo los siRNA que junto al compleje RISC reconocen al mensajero endogeno, sintetizando la
hebra complementaria, y formando el dsRNA que es cortado por DICER, silenciando el gen blanco. Los
siRNA, ademés, son propagados de manera sistémica a través del floema, generando el silenciamiento en

toda la planta.
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HIPOTESIS:

“La expresion del gen lcyb en Daucus carota es necesaria para la sintesis de
B-caroteno en el tejido fotosintetico o la raiz modificada, es decir, es

organo-especifica”.

HIPOTESIS ALTERNATIVA:

“La expresion del Icyb en Daucus carota es necesaria para la sintesis de
B-caroteno en toda la planta, es decir, ho es érgano-especifica”.
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OBJETIVOS:

1. Objetivo General:
“Evaluar la funcion del gen Icyb de D. carota en la biosintesis de carotenoides,

mediante Silenciamiento Génico Post-Transcipcional (PTGS)”.

2. Objetivos Especificos:
2.1. Transformacién de Daucus carota mediante A. fumefaciens con las construcciones
para silenciamiento génico post-transcripcional de lcyb.
2.2. Andlisis molecular de las lineas transformantes de D. carota resistentes a
kanamicina.
2.2.1. Analisis de la transgénesis de las lineas transformantes de D. carota
resistentes a kanamicina mediante PCR y RT-PCR.
2.2.2. Determinacidon del nivel de silenciamiento del gen lcyb en las lineas
transformadas de D. carota mediante RT-PCR semicuantitativo y en tiempo
real.
2.3. Evaluacién de la funcion del gen de lcyb de D. carota mediante analisis de las
lineas transformadas.
2.3.1. Analisis de la composicion de carotenoides en las lineas transformadas
de D.carota mediante espectrofotometria y HPLC.
2.3.2. Andlisis de expresion de otros genes carotenogénicos mediante RT-PCR

en tiempo real.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Material Biolégico.
- Agrobacteriun tumefaciens cepa GV3101:
C58, plasmido Ti curado, Gen”™, Rif".

- Daucus carota Lineus, subespecie Nantes.

1. 2. Medios de Cultivo.
- Medio LB: 2% triptona; 0,8% NaCl.
- Medio MS: MS (Murashige & Skoog basal medium) 0,44%, mioinositol 100
ppm, sacarosa 20%. pH = 5,8
- Medio MS-Agar: MS (Murashige & Skoog basal medium) 0,44%, mioinositol

100 ppm, sacarosa 20%, agar-agar 7%. pH = 5,8

1.3. Reactivos.
Todos los reactivos utilizados son de calidad para biologia molecular y/o calidad
para analisis y fueron obtenidos de Merck, Sigma-Aldrich, Phyto Technology

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

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

Se tomaron aproximadamente 200 mg de hojas ¢ raiz modificada de D. carota
de 3 meses de desarrollo, se congeld con Nitrégeno liquido y se macero
completamente en mortero agregando 0,6 mL de buffer CTAB (CTAB 2%, NaCl 1,4 M,
EDTA 20 mM y Tris-HCI pH=8 100mM). Se incubd a 70°C por 30 minutos. Luego, se
adiciono 0,4 mL de buffer CTAB y se incubd a 70°C por otros 15 minutos. A la mezcla
se agregé 0,4 mL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé por inversion
varias veces. Se centrifugé 10 minutos a 13.000 rpm. Se tomé 0,7 mL de la fase
superior y fue puesto en un tubo nuevo. Se agregé 0,7 mL de isopropanol y se dej6 por
30 minutos a -20°C para inducir la precipitacion del DNA. Pasado este tiempo se
centrifugé a 13.000 rpm por 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se lavo el
precipitado con 0,7 mL de etanol 70%. Se centrifugd 5 minutos a 13.000 rpm y se
elimind el sobrenadante. El precipitado se seco a temperatura ambiente y se

resuspendié en 40 L agua destilada estéril.

2.2. Extraccion de RNA de tejido vegetal.

Para la extraccién de RNA de hojas y raiz de Daucus carota de 3 meses de
edad se utilizo el reactivo RNA-Solv Reagent de Omega Bio-tek siguiendo las
indicaciones del proveedor. Se utilizé 1 mi de RNA-solv para macerar 100 mg de tejido
congelado con Nitrégeno liquido y molido en mortero. Se agregd 200 uL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), homogeninzando por inversién. Se incubé en hielo por 10
minutos, luego se centrifugé a 10.000 rpm por 15 minutos. La fase acuosa (superior)

fue traspasada a un tubo nuevo y se agregd 500 uL de isopropanol frio. Luego, se



centrifugé a 12.000 rpm por 10 minutos y se elimino en sobrenadante. Al precipitado de
RNA se agregé 1 ml de etanol 70% en agua libre de RNAsa (0,01% DEPC en agitacion
a 37°C por lo menos durante 4 horas, luego de esto se autoclavo a 120°C por 30
minutos) y se centrifugd a 7.500 rpm por 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
secod a temperatura ambiente por 20 minutos. Finalmente, se resuspendio el RNA en
40 L de agua libre de RNAsa. Todo el procedimiento se realizé en hielo para evitar la
desnaturacion del RNA. Luego, el RNA se visualizé en un gel de agarosa al 1%. La
concentracion del RNA se determindé mediante espectrofotometria (Sambrook y col,

1989.).

2.3. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Los acidos nucleicos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% en buffer de
corrida TAE al 1X (Tris-base 40 mM, acido acético glacial 19 mM, EDTA 1 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 corridos a 70V, por 10 minutos. Las
bandas de acidos 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
transiluminador. La imagen fue fotografiada utilizando el equipo Dark Room Multigenius
Syngene y un transiluminador Syngene mediante el programa Gene Snap de Syngene

y la fluorescencia fue cuantificada por el programa Gene Tools de Syngene.

2.4. RT-PCR semicuantitativo del gen lcyb.
2.4.1. Tratamiento del RNA con DNAsa |.
Se tomaron 2 pg de RNA obtenido previamente (2.2.) y se le adicionaron 50

unidades de DNAsa | libre de RNAsa (Fermentas), buffer de DNAsa | 1X (10 mM Tris-
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HCl pH 7,5, 25 mM MgCl,, 0,1 mM CaCl,) y 0,5 pL de inhibidor de RNAsa
(Fermentas), correspondiente a 20 unidades de enzima. Se completd con agua tratada
con di-etil piro-carbonato (DEPC) hasta un volumen total de 10 pL. Luego, se incubo a
37 °C por 30 minutos. Para inactivar la DNAsa | se agregé 1 uL de EDTA 25 mM en
agua DEPC. Después de este tratamiento el RNA es utilizado directamente en la
sintesis de la hebra complementaria (CDNA).

2.4.2. Transcripcién Reversa, sintesis de cDNA.

Para la reaccidon de transcripcion reversa se utilizé la mitad del volumen del

RNA tratado con DNAsa | (5,5 L), correspondiente a 1ug de RNA. Se agreg6 1 uL de

oligo AP (S’TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGCTTCG3’) 10 uM en un volumen final de 10
uL, completados con agua DEPC. Esta solucion fue puesta en el termociclador a 70°C
durante 5 minutos. Pasado este tiempo se incubé en hielo por 2 minutos y se agrego 7
uL de una mezcla que contiene 4 yL de buffer 5X de la enzima transcriptasa reversa
ImProm-II™ (Promega), 1 uL de dNTP 10 mM disueltos en agua DEPC, 2,5 uL de
MgCl, 25 mM y 2 L de agua DEPC. La mezcla se incub6 2 minutos a 25°C y se
agreg6 1 UL de enzima ImProm-II™ (Promega). Posteriormente, se incubé a 42°C por
60 minutos y por Ultimo se detuvo la reaccién a 70°C durante 15 minutos.

2.4.3. Amplificacion del fragmento del gen lcyb mediante PCR.

Se amplificé mediante PCR un fragmento de 650pb de la secuencia codificante
del gen Icyb (N° acceso: DQ192190) utilizando partidores especificos (Tabla 1) y como
molde los cDNAs obtenidos, segun lo descrito en 2.4.2. Ademas, se amplific6 un
fragmento de 220 pb del gen ribosémico 18S, utilizado como calibrador de la
expresion, debido a que este gen tiene una expresion constitutiva en las condiciones

de estudio. La mezcla de reaccion fué la siguiente: 2 pb de molde, buffer 1X

correspondiente a la Pag500 DNApolimerasa (Stratagene), 0,5 pL de dNTPs 10 mM,
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0,5 yL de cada partidor a 10 uM y 0,2 pL de enzima (1 U), en un volumen total de 25
uL. Ademas, se realizaron dos controles de la reaccion, uno de ellos utilizando el RNA
tratado con DNAsa (control sin transcripcién reversa, S/RT) y un control negativo de la
reaccién de PCR sin molde (C-). El programa de amplificacion que se utilizd fue
iniciado por una denaturacién a 95°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos para
amplificar el fragmento del gen 18S y 39 ciclos para amplificar el fragmento del gen
lcyb, del siguiente programa: denaturacion a 95°C por 50 seg, 52°C por 40 seg para la
unién de los partidores y por Ultimo una temperatura de elongacion de 72°C por 50 seg.
La reaccién continué con una extensidn final a 72°C por 8 minutos y concluy6
manteniendo las muestras a 4°C. La amplificacién de ambos fragmentos (18S y Icyb)
se realizaron al mismo tiempo, por lo tanto al término del ciclo 35, fueron retiradas las
reacciones correspondientes a la amplificacion del fragmento del gen 18S. Para
determinar el nimero 6ptimo de ciclos de amplificacion para cada uno de los genes se
realizo previamente una curva de amplificacion en gradiente a los ciclos 29, 33, 35, 37,
39, 43 para cada uno de los fragmentos analizados (lcyb, 18S y nptll) y determinar asi
en cual de éstos ciclos el fragmento amplificado se encuentra en la etapa exponencial

de concentraciéon y abundancia.

2.5. PCR y RT-PCR del gen de neomicina fosfotransferasa (nptll) y del gen del
RNA ribosomal 18S (RNAr18S).

Para la amplificacion de un fragmento de los genes RNAr18S y nptll, se
utilizaron partidores especificos (Tabla 1) y 100 ng de DNA genémico (2.1) o 2 pL de
cDNA (2.4.2), buffer 1X de la enzima Pag500 DNApolimerasa (Stratagene), 0,5 pL de
dNTPs 10 mM, 0,5 uL de cada partidor especifico a 10 uM (Tabla 1) y 0,2 pL de

enzima Paq500 DNApolimerasa (1 U), en un volumen total de 25 pL. El programa de

24



amplificacion de los fragmentos del gen RNAr18S y nptll es igual al descrito
previamente, extendiéndose por 35 ciclos para el RNAr18S y por 38 ciclos para el gen
nptll. La amplificacién del fragmento del gen RNAr18S se realizé a todos los DNAs y
cDNAs debido a que se consideré como parametro de integridad del material genético

utilizado.

Tabla 1: Secuencia de Partidores utilizados.
Se presentan las secuencias de los partidores que fueron utilizados en esta tesis, con su
respectiva temperatura de fusion, el tamafio del fragmento amplificado, el nombre del gen y el

origen del cual provienen.

| Nombre Secuencia Tm Gen Tamaiio
(°C) Amplificado
5’ lcyb GGGTTAGCGGTAGCACAAC 60 lcyb 760 pb
3' leyb GCCTCTGCCTGTACTCCCTC 62 de D. carota
5 nptll CAAGATGGATTGCACGCA 54 Neomicina 650 pb
3’ nptll CTATGTCCTGTAGCGGT 52 fosfotransferasa li
5'18S TTGATTACGTCCTGCCCTT 56 rRNA 188 180 pb
3 188 ACAATGATCCTTCCGCAGTT 58 de D. carota
5 Qlcyb | TGAGTGC AGCTTACACC TACTTGATTA 74 lcyb 160 pb
3’ Qleyb AACTGCAGAAGATCTTGGAGA 60 de D. carota
5' Qpsy1 AGTCGATGGAGCATTACCATAATTC 70 psy 1 95 pb
3 Qpsy1 CTAATGGGTTACAGAGGGTTGTGTTA 74 de D. carota
5' Qpsy?2 GTTCTTAGCTAATAAACTTCCGTGGG 74 psy 2 100 pb
3 Qpsy2 GCTGGAGTTAGTGCTACCC 60 de D. carota
5 Qces GATTCCTCTGTGTCCATATCTCCC 72 ces 70 pb
3 Qccs GATTGCCCAGAAAGACTCAACAG 68 de D. carota
5 Qubi GCTCGAGGACGGCAGACC 76 Ubiquitina 110 pb
3’ Qubi CTTGGGCTTGGTGTAGGTCTTC 64 | deD. carota

2.6. Embriogénesis somatica y Transformacién de Daucus carota.

2.6.1. Esterilizacién de semillas de Daucus carota.

Semillas de D. carota de la variedad Nantes se esterilizaron superficialmente
con el fungicida Captan al 2% por 20 minutos. Se lavaron con agua destilada estéril.
Posteriormente, se trataron con hipoclorito de sodio al 20% por 1 hr y se lavaron con
agua destilada estéril. Luego, fueron secadas en papel absorbente estéril y

depositadas en medio MS-agar. Se mantuvieron en fotoperiodo de 16 hrs luz por una
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semana hasta su germinacion, posteriormente se cultivaron bajo fotoperiodo de 16
horas luz.

2 6.2. Embriogénesis soméatica de hipocotilos y epicotilos de Daucus carota.

Para lograr obtener embriones somaticos de D. carota, se modificé la técnica
descrita por Chen y Punja (2002) y Punja (2001). Se cortaron secciones de hipocotilos
y epicotilos (raiz y tallo de planta joven, respectivamente) de plantulas de 10 dias
cultivadas 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. Posteriormente, los explantes fueron transferidos a medio MS
con 0,5 mg/L de 24D por 4 semanas. Finalmente, se depositaron los embriones
inmaduros en medio MS en ausencia de hormonas hasta su completa maduracién. Las
plantulas obtenidas fueron transferidas a tierra al alcanzar 5 cm de altura.

2.6.3. Transformacion de hipocotilos y epicotilos de D. carota mediante A.
tumefaciens.

Esta actividad se abordd basandose en el protocolo descrito por Chen y Punja
(2002) y Punja (2001). La cepa GV3101 de A. tumefacies transformada con los
vectores pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S que poseen la construccion para
el silenciamiento génico post-transcrpcional de Icyb y la construccion de seleccion,
realizados en el seminario de titulo de Lorena Pizarro (2007) se crecieron toda la noche
con los antibioticos adecuados (rifampicina 10 pg/mL, gentamicina 50 pg/mL y
kanamicina 50 mg/L). Ademas, como control del sistema se transformé utilizando el
vector pBIN19 que solo posee la construccién de seleccion. Sin embargo, las lineas
generadas no fueron utilizadas por problemas técnicos y por ello una de las lineas
producidas por la transformacion con el vector pBIN19/L-S se utilizé como control del

sistema.
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Luego, el medio de cultivo se centrifugé a 3.000 rpm durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendidé en 30 ml de medio MS (MS
0,44%, mioinositol 100 ppm, sacarosa 30%, pH = 5,8) estéril con 0.4 mM de
acetosiringona. Se incubé con agitacién por aproximadamente 3 horas, hasta alcanzar
una D. O.= 0,6 a 600 nm. Luego, en ambiente estéril se depositd el cultivo en una
placa Petri estéril y se co-incub6é con secciones de hipocotilo de D. carofa por 10
minutos. A las secciones de zanahoria se les hicieron pequefias heridas para facilitar la
infeccion del A. tumefaciens. 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
somatica (descrito en 2.6.2) agregando a los medios MS-Agar, 400mg/L carbenicilina
para eliminar a A. tumefaciens, y 25mg/L de kanamicina como agente de seleccion. El
segundo mes de cultivo se pasaron las placas a fotoperiodo, se aument6 la
concentracion de kanamicina a 50mg/L para seleccionar aquellos embriones
generados de células transformadas y se disminuy6 la concentracion 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 plantulas elongaron lo suficiente como para ser traspasadas

posteriormente a tierra.

2.7. Determinacidn de la concentracién de Carotenoides.

2.7.1. Extraccién de Carotenoides.

Aproximadamente 200 mg de tejido fué molido en presencia de N, liquido. Se
agregd 1ml de una solucién de hexano/acetonal/etanol (2/1/1 v/v) y se macer6 en

mortero. El macerado se puso en un tubo Eppendorf, se agitdé en vortex durante 2
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minutos y se mantuvo en hielo y oscuridad por otros 2 minutos. Luego, fue centrifugado
a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Los carotenoides fueron recuperados de la fase
superior, recolectandolos en un tubo de ensayo. El proceso se repitié hasta que el
precipitado quedase blanquecino, como indicativo de la extraccion completa de
carotenoides desde el tejido. Durante todo el proceso se mantuvo el macerado y la
extraccion en oscuridad y frio. Finalmente, la soluciéon que contiene los carotenoides
extraidos fue secada con N; gaseoso.

2.7.2. Cuantificacion de los carotenoides totales mediante espectrofotometria.

La extraccion de carotenoides secada en N, gaseoso fue resuspendida en 2mL
de éter de petrdleo. Luego, se midid la concentracién total de carotenoides de esta
solucion en un espectrofotdmetro (Shimadzu) a 474 nm. El resto de la extraccion fue
secada con N, gaseoso y analizada posteriormente mediante cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) en fase reversa. La ecuacién utilizada para la determinacion de

la concentracién de carotenoides es la siguiente:

Volumen % Densidad i
i } 100
Carotenoides = _esuspension Optica
Totales 5 & ararmics
Peso Seco

La transformaciéon de peso fresco a peso seco se realizé multiplicando el peso
fresco de la muestra por un factor de conversién. Este factor de conversion se
determiné mediante la diferencia de peso de 3 gramos de tejido, hoja y raiz modificada
y el peso obtenido de estas muestras al secarlas durante 48 horas a 60°C, tiempo
suficiente para deshidratar estos tejidos. Obteniendo los siguientes factores de
conversion: para raiz 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. Cuantificacion de carotenoides mediante espectrofotometria y HPLC.

La extraccidon de carotenoides se resuspendié en un volumen conocido de
acetona y 20 uL de esta solucién se utilizaron para el analisis mediante HPLC en fase
reversa, el cual fue realizado en una columna Hipersy C18 de fase reversa de 15 cm
(Merck). Como fase movil se utilizé acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/10/5 v/v), con
un flujo de 1 mi/min. Mediante el analisis de los cromatogramas detectados a 474 nm
(tiempo de retencion) y los espectros de absorcion obtenidos, se determinaron los
carotenoides presentes de manera preponderante en las muestras (B-caroteno, a-
caroteno y luteina). El area correspondiente a los picos de interés se correlacioné con
la concentracién de los carotenoides totales (2.8.2.). La concentracién de fitoeno se
determiné de acuerdo a datos generados en la Tesis Doctoral de Aniela Wozniak

(Wozniak, 2008).

2.8. RT-PCR en tiempo real.

Para este procedimiento se utilizd como molde 2 puL de cDNA de zanahoria
obtenido como se indicd en 2.4.2. y partidores especificos para la regién 50 3" no
traducible de los genes Icyb, psy1, psy2, ccs y ubiquitina de D. carota (Tabla 1). La
reaccion de RT- PCR en tiempo real fue realizada en un volumen total de 25 uL que
contienen 140 nM de cada partidor, 12,5 uL Brilliant SYBR® Green® QPCR Master Mix
(Stratagene) y 7,5x10% uM de ROX como tincién de referencia. El programa de
amplificacion comenzé con 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos compuesto de 30
segundos a 95 °C para denaturar el DNA, una temperatura de unién de 52 °C durante
30 segundos y finalmente 30 segundos a 72 °C para la elongacion del producto de
PCR. Ademas, el programa cont6 con un ciclo final con 1 minuto a 95 °C en la etapa de

denaturacion, mientras que la etapa de union y elongacién se mantuvieron durante los
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tiempos y temperaturas sefialadas. El cDNA utilizado fue previamente probado
mediante amplificacion por PCR del fragmento del gen 18S como se indico en 2.6.

La cuantificacion de los fragmentos amplificados se realizo utilizando los datos
de Ct (Cycle threshold) generados por el programa LightCycler Analysis Software. El
valor Ct es definido como el nimero de ciclos necesarios para que la fluorescencia de
la muestra sobrepase el nivel umbral dado por la tincién de referencia y el ruido de la
muestra. Luego, la determinacién de los niveles de transcrito fue determinada
basandonos 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 comparacion de Ct
(revisado en Schefe y col, 2006) se obtuvo el valor de los niveles de transcrito relativo

a la abundancia del transcrito de ubiquitina, lo cual fue graficado.
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RESULTADOS

1. Transformacién de Daucus carota mediante A. tumefaciens con las
construcciones para silenciamiento génico post-transcripcional del gen Icyb.

Para generar el silenciamiento del gen Icyb de D. carota, transformamos D.
carota con los vectores binarios pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S (Figura
3) mediante A. fumefaciens. Estos vectores binarios fueron disefiados y construidos
en el seminario de titulo de Lorena Pizarro (2007) y forma parte del trabajo
adelantado de esta tesis. El sistema de transformacion de A. tumefaciens utilizando
vectores binarios, permite insertar en el genoma vegetal la regiéon del vector binario
flanqueada por los bordes RB y LB que en este caso corresponde a la construccion
para el silenciamiento de Icyb de D. carota y la construccion de seleccion de la
transformacién (Figura 3).

Los vectores pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S difieren entre si,
solo por el disefio de la construccidn para el silenciamiento. El vector pBIN19/L-AS
posee la construccion de silenciamiento antisentido (Figura 3), que expresa de
manera constituva un fragmento de 494 pb de la region codificante del gen Icyb de
D. carota en orientacién antisentido respecto al promotor doble 35S (35Sd) del virus
del mosaico del coliflor (35SCaMV). El promotor 355CaMV es un promotor
constitutivo y fuerte de expresién en plantas ampliamente utilizado para sobre
expresar un gen de interés en todo el organismo vegetal. El promotor 35Sd posee
dos repeticiones de la unién de factores de transcripcion lo que induce una mayor
tasa de transcripcion del transgen en variocs modelos vegetales, entre ellos en D.

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



El vector pBIN19/L-ASD fue obtenido por azar producto de una doble ligacion
del fragmento 35Sd-AS y por lo tanto porta la construccién doble de silenciamiento
antisentido (Figura 3). Este vector fue utilizado en este trabajo ya que al poseer dos
construcciones antisentido esperabamos mayor eficiencia en la induccidn de
silenciamiento que el pBIN19/L-AS. Por lo tanto, si el vector pBIN19/L-AS no generaba
suficiente silenciamiento el vector pBIN19/L-ASD si lo induciria. Este sistema
antisentido para generar SGPT (Figura 2) permite que el fragmento antisentido del gen
lcyb, presente en la construccion de silenciamiento, hibride con el transcrito endégeno
de este gen (sentido), gatillando la magquinaria de silenciamiento génico post-
transcripcional sobre el gen Icyb (Susi y col, 2004; Vaucheret y col, 2001; figura 2).

El otro vector utilizado en esta tesis fue el vector binario pBIN19/L-S el cual
tiene la construccién de silenciamiento sentido que consta del promotor 35Sd
dirigiendo la expresién en sentido del fragmento de 494pb de la region codificante gen
lcyb de D. carota (la misma secuencia utilizada para los vectores pBIN19/L-AS y
PBIN19/L-ASD). Este vector fue disefiado para inducir silenciamiento génico post-
transcripcional del gen Icyb por el mecanismo de co-supresién (Figura 2 alternativa 2).
Sin embargo, dado que el mecanismo de induccién de silenciamiento de este vector
necesita sobrepasar el nivel umbral de mensajero sentido (Susi y col, 2004; Vaucheret
y col, 2001) en una linea transgénica (S5) no se generd silenciamiento y fue utilizada
como control del sistema.

Luego de la transformacion de los explantes de D. carota (con los vectores
binarios pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S) mediante A. tumefaciens
(métodos 2.6.), eéstos fueron sometidos a embriogénesis somatica (figura 4A-D). Para
ésto, los explantes transformados fueron mantenidos durante un mes en medio de

induccion de tejido pre-embriogenico (MS-agar 2,4 D 1 mg/L), en presencia del agente
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de seleccion (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 transformacion con Agrobacterium y cultivado en medio sin agente de seleccion, el
100% de los explantes indujo tejido pre-embriogénico. Por otro lado, un segundo
control consistente en explantes de D. carota sin transformar y puestos en medio de
induccion con kanamicina (25 mg/L), no indujeron embriogenesis, sufriendo necrosis
después de un mes por su sensibilidad al agente de seleccion (Figura 3C-D).

Los explantes transformados que indujeron tejido pre-embriogénico, fueron
transferidos luego de 1 mes a un segundo medio con la mitad de concentracion de la
hormona 2,4D y el doble de kanamicina como agente de seleccién (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 presion de seleccidn mas fuerte, y solo en un 30% de los explantes iniciales
generaron tejido pre-embriogénico. El tejido pre-embriogénico madur6 a brotes (en el
control sin agente de seleccion un 90% de los explantes con tejido pre-embriogénico
madurd). Finalmente, estos brotes fueron transferidos a medio MS-agar sin hormonas
con kanamicina 100 mg/L, donde termina el proceso de seleccién y embriogenesis
(Figura 4F). Luego, las plantas de zanahoria resistentes a kanamicina fueron
transferidas a tierra, donde completaron su desarrollo a plantas adultas (Figura 4G).
Estos resultados nos muestran que la transformacién de D. carota es muy eficiente
logrando la induccion de embriones en presencia del agente de selecciéon en un 28%
de los explantes inicialmente utilizados para la transformacién. Por lo tanto, las plantas
regeneradas a través de nuestro protocolo de transformacién y embriogenesis son

plantas transformantes que presentan resistencia a kanamicina (Figura 4).
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Figura 3. Esquema de los vectores binarios pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S.

pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S son vectores binarios disefiados para el silenciamiento génico post-transcripcional del gen Icyb de D. carota. Estan
compuestos por una construccion para el silenciamiento del gen Icyb de D. carota, y una construccion de seleccion. La construccion de seleccion esta presente en
los tres vectores, consta del gen de neomicina fosfotransferasa (nptll), que confiere resistencia a kanamicina, cuya expresion esta dirigida por el promotor (NOS) y el
terminador (TNOS) del gen nopalina sintasa de A. tumefaciens. El vector binario pBIN19/L-AS para el silenciamiento del gen Icyb de D. carola tiene la construccion
de silenciamiento antisentido compuesta por el doble 35SCaMV (35Sd) que esta dirigiendo la expresion de un fragmento del gen Icyb de D. carota en orientacion
antisentido y el terminador TNOS. El vector binario pBIN19/L-ASD posee una construccion doble de silenciamiento antisentido que consta de dos construcciones
de silenciamiento antisentido. Por ultimo, el vector pBIN19/L-S porta la construccion de silenciamiento sentido, la cual esta compuesta por el promotor 35Sd
dirigiendo la expresion del fragmento del gen Icyb de D. carota en orientacion sentido y el terminador TNOS. Ademas, los vectores tienen las secuencias llamadas
borde izquierdo y borde derecho (LB y RB, respectivamente) que corresponde a los repetidos invertidos que dirigen y delimitan la insercion en el genoma vegetal

mediante la transformaciéon con A. tumefaciens.
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Figura 4. Embriogénesis somatica de la transformacion de D. carota con los vectores binarios pBIN1 9/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S.

En la figura observamos explantes luego de transformacion con A. tumefaciens (A, Dia 0) puestos en medio de induccién de embriones en presencia de hormona 2,4 D
1 mg/L y del agente de seleccién Kan 25 mg/L. Luego de un mes se genera tejido pre-embriogénico (B, semana 4-6), a partir de los explantes iniciales, los que son
pasados a medio con 0,5 mg/L de 2,4 D, 50 mg/L Kanamicina donde se desarrollan pequefias plantulas (E, semana 8-10). Luego, estas plantulas son pasadas a medio
MS con 100 mg/L de kanamicina para su desarrollo (F, semana 12-14), para ser finalmente pasadas a tierra, donde terminan su desarrollo a planta de zanahoria adulta

generando las hojas y raiz modificada caracteristica de este estado (G, semana 20-22). En C y D se muestra el control positivo y negativo de la embriogénesis,

respectivamente.
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Producto de la transformacién con los vectores binarios pBIN19/L-AS,
pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S y posterior embriogenesis somatica, generamos en
promedio 50 lineas transformantes de D. carota resistentes a kanamicina, para
cada uno de los tres vectores utilizados. Estas lineas transformantes las hemos
llamado AS, ASD y S, dependiendo del vector con el cual fueron transformadas,
pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD y pBIN19/L-S, respectivamente. Posteriormente, estas
lineas fueron analizadas mediante PCR y RT-PCR para determinar su transgenesis,
es decir, si poseen o no las construcciones del marcador de seleccion y para
silenciamiento del gen lcyb de D. carofa y luego se determino el nivel de

silenciamiento de estas lineas, mediante RT-PCR semicuantitativo en tiempo real.

2. Analisis molecular de las lineas transformantes de D. carota resistentes a
kanamicina.

2.1. Andlisis de la transgénesis de las lineas de D. carota transformantes
resistentes a kanamicina mediante PCR y RT-PCR.

Para comenzar el andlisis de las lineas transformantes resistentes a
kanamicina, se extrajo DNA genémico de 17 de las lineas AS de D. carotfa
transformantes y resistentes a kanamicina (Métodos 2.1). Utilizando este DNA se
amplificé mediante PCR, usando partidores especificos, un fragmento del gen
ribosémico 18S y un fragmento del gen nptll (Métodos 2.5.). La amplificacién del
fragmento del gen enddgenc 185 permite determinar la integridad del DNA de las
lineas analizadas (Figura 5). En este caso de las 17 lineas analizadas, 15 de ellas
amplificaron el fragmento del gen 185, reduciendo el n muestral de este analisis a
15. Por otro lado, la amplificacion del fragmento del gen nptll, que confiere
resistencia a kanamicina, fue positiva en 12 lineas AS transformantes mientras que

en la planta silvestre no se observa el amplificado del gen nptll (Figura 5). Esto

36



muestra que estas 12 lineas transformantes, fueron efectivamente transformadas y
tienen la construccién de seleccién insertada en el génoma. Esto sugiere que estas
12 lineas transformantes tamhién poseen la construccién de silenciamiento
antisentido del gen lcyb de D. carota. Este mismo andlisis fue realizado a 4 de las
lineas transformantes ASD resistentes a kanamicina (Figura 6). Obteniendo que las
4 lineas ASD analizadas fueron efectivamente transformadas con el ve;tor
pBIN19/L-ASD mediante A. tumefaciens. Por lo tanto, este ensayo indica que estas
plantas transformadas tienen insertado en su genoma la construccién del marcador
de seleccion y por ende la construccion doble de silenciamiento antisentido,
obteniendo un 100% en la eficiencia de transformacion con este vector binario. De
manera analoga se analizaron 7 lineas pBIN19/L-S transformantes (Figura 6),
resistentes a kanamicina. De las lineas analizadas, 5 presentaron amplificacién del
gen nptll, lo que indica que poseen en su genoma la construccion de seleccion y
por ende la construccion de silenciamiento sentide (71% eficiencia de
transformacion). Por lo tanto, mediante este analisis de PCR confirmamos 12 lineas
de D. carota transformadas con el vector pBIN19/L-AS, 4 lineas transformadas con
el vector pBIN19/L-ASD y 5 lineas transformadas con el vector pBIN19/L-S,
determinando su transgénesis.

La presencia de las construcciones de silenciamiento y de seleccion en el
genoma vegetal, no implica necesariamente la expresion de estas construcciones
aunque la resistencia a kanamicina es un claro indicio de ello. Por lo tanto, para
verificar la funcionalidad de estas construcciones determinamos mediante RT-PCR
la expresion del gen nptll (Métodos 2.5.). Para este analisis se seleccionaron 3 de
las lineas AS transformadas (AS23, AS37 y AS48), 4 lineas ASD transformadas
(ASD1, ASD2, ASD3, ASD4) y las 4 lineas S transformadas (S1, $3, S5, S6)
analizadas previamente. La eleccion de las lineas se realizd en base a la robustez y

fuerza que presentaban las plantas, de manera tal de contar con el tejido necesario
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para todos los estudios que fueron realizados en esta tesis. Luego, realizamos una
extraccion de RNA de estas lineas (Métodos 2.2), seguido por la transcripcion
reversa (Métodos 2.4.1; 2.4.2) y la amplificaciéon por PCR de un fragmento del gen
nptll (Método 2.5.). Este analisis se realizé por ftriplicado para cada una de las
lineas analizadas, obteniendo siempre los mismos resultados. De esta forma
determinamos que las lineas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD3, ASD4, 31,
S3, S5 y S6, que poseen en su genoma la construccién de seleccion, expresan el
gen nptll que les confiriere resistencia a kanamicina (Figura 7A, B, C) y que solo en
la linea S7 no se detectd la expresién este gen a pesar de tener la construccion de
seleccion y de haber sido seleccionada a kanamicina (Figura 7C).

Basandonos en el hecho que la construccién del marcador de seleccién nptll
y la construccion para el silenciamiento de gen lcyb de D. carota son insertadas
juntas en un mismo lugar del genoma de la planta, luego de la transformacién
mediante A. tumefaciens, y que la funcionalidad de estas construcciones depende
en gran medida de la posicion en que fueron insertadas en el genoma, se tomo
como referencia que la funcionalidad de la construccién del marcador de seleccion
en las lineas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD3, ASD4, S1, S3, S5 y S6, se
correlaciona con la funcionalidad de la construccién para el silenciamiento génico
post-transcripcional de Icyb de D. carota. Es por ello que se esperd que en estas
lineas transformadas, el fragmento antisentido y sentido de lcyb fuese transcrito y
capaz de inducir el silenciamiento génico post-transcripcional en las plantas de
zanahoria transformadas. Para determinar el silenciamiento del gen lcyb realizamos

analisis de RT-PCR semi-cuantitativo y en tiempo real a algunas de estas lineas.
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Figura 5. Analisis molecular de la presencia del gen nptll en lineas transformantes AS de D. carofta.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de PCR obtenido de la amplificacion de un fragmento de 180 pb del gen 18S (superior) y de un fragmento de 650
pb del gen nptll (inferior) utilizando como molde DNA gendémico de 17 lineas AS transformantes y resistentes a kanamicina. De éstas, 15 presentaron el amplificado del
fragmento del gen 18S y 12 amplificaron el fragmento del gen nptll. Wt: D. carota silvestre, C-: control negativo de la reaccion realizada sin DNA. PM; marcador de

peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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Figura 6. Analisis molecular de la presencia del gen nptll en lineas transformantes ASD y S de D. carota.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de PCR obtenido de la amplificacién de un fragmento de 180 pb del gen 18S (superior) y de un fragmento de 650
pb del gen nptll (inferior) utilizando como molde DNA gendmico de 4 lineas ASD y 7 lineas S de D. carota transformantes y resistentes a kanamicina. Wt: D. carota
silvestre C-, control negativo de la reaccion realizada sin DNA. PM, marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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Figura 7. Analisis de expresion del gen nptll en lineas 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. A: Lineas AS23, AS37 y AS48. B: ASD1, ASD2, ASD3 y ASD4 y C: 81,
$3, S5, S6 y §7. La amplificacion de un fragmento de un fragmento de 650 pb, muestra la expresion
del gen nptll. Como control de la calidad del cDNA se realizé un RT-PCR con partidores especificos
para el gen 18S (180 pb). WT: plantas de D. carofa silvestre, S/[RT: Control de RTPCR en el que se
utilizd RNA como molde para el PCR. C-, Control negativo de la reaccion realizada sin DNA. PM;
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).
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2.2. Determinacion del nivel de silenciamiento del gen Icyb 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 lineas AS23,
AS37 y AS48 transformadas con el vector binario pBIN19/L-AS, las lineas ASD1,
ASD2 y ASD4 transformadas con el vector binario pBIN19/L-ASD y las lineas S1,
S5 y S6, realizamos un RT-PCR semi-cuantitativo (Métodos 2.4.) del gen Icyb en
plantas silvestres y transformadas en relacién a la expresion del gen ribosémico
18S, cuya expresion es constitutiva. Para la amplificacion del transcrito del gen Icyb
se utilizaron partidores especificos 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
endogeno y no a la expresion del fragmento del gen Icyb que se encuentra en las
construcciones para el silenciamiento de este gen.

El RT-PCR semicuantitativo se realizd en tejido fotosintético (considerado en
las figuras como hojas) y en raiz medificada (considerada en las figuras como raiz)
de 3 lineas AS (AS23, AS37 y AS 48), 3 lineas ASD (ASD1, ASD2 y ASD3) y 3
lineas S (S1, S5, S6). Las lineas seleccionadas para este andlisis se determinaron
de acuerdo a los parametros de robustez y fuerza que presentaron las plantas y
que fue mencionado anteriormente. Este experimento se realizé en triplicado
utilizande 3 extracciones de RNA de cada linea. Ademés, se realizé una replica
técnica del PCR del gen lcyb obteniendo resultados consistentes.

Los resultados de la Figura 8 muestran que en las lineas AS37 y AS48 no se
pudo detectar el transcrito del gen Icyb, tanto en tejido fotosintético como en raiz
modificada. La linea AS23 presentd silenciamiento completo de lcyb en hoja,
mientras que en raiz modificada se detectd la presencia del transcrito de Icyb,

aunque esta expresion es menor que la detectada en raiz de plantas silvestre (wt),
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lo cual se puede concluir luego de analizar la expresion del gen Icyb respecto a la
expresion del gen ribosémico 18S en ambas plantas. De esta forma determinamos
que las lineas AS37 y AS48, que poseen la construccion de silenciamiento
antisentido, presentan silenciado el gen lcyb en su tejido fotosintético y raices
modificada. Por otro lado, la linea AS23 presenta silenciado lcyb en el tejido
fotosintético, mientras que la disminucion en la expresién en la raiz modificada es
algo menor ya que se observa la banda de amplificacion para lcyb. Para definir el
grado de silenciamiento en esta linea, se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo
real (descrito mas adelante).

En las lineas ASD1, ASD2 y ASD4 que tienen en su genoma la construccion
doble de silenciamiento antisentido, se observé que presentan silenciado el gen
leyb en su raiz modificada (Figura 9B). En tejido fotosintético, las lineas ASD1 y
ASD?2 también tienen silenciado el gen lcyb, pero la linea ASD4 presenta un nivel
de silenciamiento menor (Figura 9A), ya que se pudo detectar expresion del gen
lcyb, aunque la expresion es menor que en las plantas silvestres (Figura 9A). Por lo
tanto, con estos resultados podemos afirmar que ambas construcciones (AS y ASD)
para el silenciamiento génico post-transcripcional del gen Icyb de D. carota,
pudieron inducir de manera eficiente el silenciamiento de Icyb al sobreexpresar un
fragmento en antisentido del gen.

Por ultimo, en el andlisis de RT-PCR semi-cuantitativo de las lineas S1, S5,
y S6 se logro detectar el transcrito del gen Icyb en niveles similares a los
presentados por plantas de zanahoria silvestre tanto en tejido fotosintético como en
la raiz modificada de estas lineas (Figura 10). Este resultado indica que mediante
esta técnica los niveles de transcrito del gen Icyb de D. carota no se alteraron en
estas lineas, que tienen la construccion de silenciamiento en sentido. Por lo tanto,
mediante este analisis podemos decir que la construccién de silenciamiento sentido

no es tan efectiva para generar silenciamiento génico post-transcripcional de Icyb.
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Sin embargo, para corroborar estos resultados se realizé un analisis de RT-PCR en
tiempo real a estas lineas.

El nivel de transcrito de las 9 lineas transformadas y de plantas silvestres de
D. carota, también fue analizada mediante RT-PCR en tiempo real, técnica de
mayor sensibilidad, de esta forma corroborar los resultados obtenidos a través del
RT-PCR semi-cuantitativo. Para este analisis se utilizaron 2 cDNA distintos para
cada linea, obtenidos de acuerdo a lo detallado en los Métodos (2.4.1., 2.4.2)). Este
cDNA fue utilizado para realizar el PCR en tiempo real en duplicado (réplica
técnica) (Métodos 2.8.). Los resultados de este analisis muestran que efectivamente
las lineas AS23, AS37 y AS48 presentaron una muy baja expresion, por lo tanto,
presentaron silenciamiento, tanto en hojas como en raiz modificada (Figura 11). De
manera similar, en las lineas ASD1, ASD2, y ASD4 también se corrobord el
silenciamiento, dada la baja expresion de Ilcyb que se muestra en hojas, mientras
gue en raiz la expresion bajo las condiciones realizadas no fue detectada,
sugiriendo junto con los resultados obtenidos por el RT-PCR semi-cuantitativo, que
lcyb esta efectivamente silenciado en la raiz de estas lineas (Figura 11). Analisis
estadistico indica que tejido fotosintético de todas la plantas transgénicas salvo la
linea S5, presentan diferencia significativa del nivel de transcrito de Icyb respecto a
la planta silvestre. Por otro lado, en raiz modificada las lineas S no presentan
diferencia significativa en la expresion de Icyb respecto a la planta silvestre. Al
analizar en detalle la expresion del gen leyb entre las lineas AS23, AS37, AS48,
ASD1, ASD2, y ASD4 en tejido fotosintético y en raiz modificada, se determind que
no existe diferencia significativa entre las lineas AS. La expresién de Icyb en las
lineas ASD indica un nivel de expresion muy bajo que no fue detectado en este
analisis, bajo las condiciones utilizadas. La expresién relativa del gen Icyb en la raiz
de lineas S1, S5, y S6 no presentan diferencias significativa respecto a la planta de

zanahoria silvestre (Figura 11), por lo tanto esto corrobora la informacion
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Figura 8. Analisis de la expresion del gen Icyb en tejido fotosintetico (Hojas) y raiz modificada (Raiz)en las lineas 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 Icyb
corresponde a una banda de 760 pb, mientras que la banda de 180 pb corresponde a la amplificacion del fragmento del gen 18S. A: Expresion semi-cuantitativa del
gen lcyb en tejido fotosintetico (hojas y tallos) las lineas AS23, AS37, AS48 y de una planta silvestre (wt). B: Expresion semi-cuantitativa del gen Icyb en raiz
modificada de las lineas AS23, AS37, AS48 y de una planta silvestre (wt). S/RT: Control de la reaccion de RT-PCR, en el que se us6 RNA como molde para el PCR
con partidores para Icyb y 18S. C-, Control negativo de la reaccién realizada sin DNA utilizando ambos pares de partidores. PM; marcador de peso molecular de 100 pb

(Fermentas).
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Figura 9. Analisis de expresién del gen Icyb en tejido fotosintético (Hojas) y raiz modificada (Raiz) de las lineas transformadas ASD1, ASD2 y

ASD4 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 Icyb
corresponde a una banda de 760 pb, mientras que la banda de 180 pb corresponde a la amplificacién del fragmento del gen 18S. A: Expresion semi-cuantitativa del
gen lcyb en tejido fotosintético (hojas y tallos) de las lineas ASD1, ASD2, ASD4 y de una planta silvestre (wt). B: Expresion semi-cuantitativa del gen Icyb en raiz
modificada de las lineas ASD1, ASD2, ASD4 y de una planta silvestre (wt). S/RT: Control en el que se us6 RNA como molde para el PCR, utilizando ambos pares de
partidores (lcyb y 18S). C-, Control negativo de la reaccién realizada sin DNA utilizando ambos pares de partidores (Icyb y 18S). PM; marcador de peso molecular de

100 pb (Fermentas).
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Figura 10. Analisis de expresion del gen Icyb en tejido fotosintético (Hojas) y raiz modificada (Raiz) de las lineas transformadas S1, 85y S6

de D. carota.

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% del producto de RT-PCR semi-cuantitativo del gen Icyb (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 amplificacion del fragmento del gen 18S. A: Expresion semi-cuantitativa del
gen leyb en tejido fotosintético (hojas y tallos) de las lineas 81, §5, $6 y de una planta silvestre (wt), B Expresion semi-cuantitativa del gen Icyb en raiz modificada de
las lineas $1, S5, S6 y de una planta silvestre (wt). S/RT: Control en el que se usé RNA como molde para el PCR, utilizando ambos pares de partidores (lcyb y 18S).
C- : Control negativo de la reaccién realizada sin DNA utilizando ambos pares de partidores (lcyb y 185). PM; marcador de pesc molecular de 100 pb (Fermentas).
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determinada en raiz mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Sin embargo, en tejido
fotosintético las lineas S1 y S6 muestran menor expresion de lcyb, es decir,
presentan cierto grado de silenciamiento de acuerdo a este andlisis, que no fue
detectado mediante RT-PCR semi-cuantitativo evidenciando la menor sensibilidad
de esta técnica. Este efecto no se observa en la linea S5 que no presenta diferencia
significativa en su nivel de expresion en tejido fotosintético ni en raiz modificada.
Esto convirtié a la linea S5 en un buen candidato para ser utilizado como parametro
control para ser comparada con las lineas silenciadas.

Entonces, a través de ambos analisis de expresion hemos determinado que
dado el bajo nivel o no deteccion del transcrito de Icyb, mediante RT-PCR en
tiempo real y semi-cuantitativo, respectivamente, las lineas AS37, AS48, ASD1 y
ASD2 tienen silenciado el gen lcyb. Luego, para evaluar la funcion de lcyb en
zanahoria correlacionaremos estos resultados de nivel de silenciamiento con el
efecto en la sintesis de carotenoides tanto en tejido fotosintético como en raiz
modificada, en especial en las lineas que consideramos silenciadas (AS37, AS 48,
ASD1 y ASD2). Por ello, a continuacion se muestran las cuantificaciones de los

niveles de carotenoides que fueron realizadas.

3. Evaluacion de la funcion del gen Icyb de D. carota mediante analisis de las
lineas transformadas.
3.1. Andlisis de la composicién de carotenoides en las lineas transformadas
de D.carota mediante espectrofotometria y Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa..

Para realizar la cuantificacion de carotenoides se extrajeron carotenoides
(Métodos 2.7.1) de cada una de las lineas analizadas, por triplicado. A estas

extracciones se le determind la concentracion de carotencides totales mediante
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espectrofotometria a 474 nm, donde absorben los carotenoides (Métodos 2.7.2).
Luego, mediante HPLC se determiné la composicién de carotenocides existente en
las muestra de tejido fotosintético y raiz modificada de las lineas transformadas
AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1, S5, S6 y en plantas silvestres (wt)
(Métodos 2.7).

En plantas silvestres la composicién de carotenoides se caracteriza porque
los principales pigmentos detectados en tejido fotosintético son B-caroteno, luteina
y a-caroteno, mientras que en raiz modificada son B-caroteno y a-caroteno. Esta
distribucién de los pigmentos en tejido fotosintético y raiz modificada se mantuvo en
todas las lineas transformadas que fueron analizadas. Sin embargo, la
concentracién de estos carotenoides en las lineas que tienen silenciado el gen lcyb,
AS37, AS48, ASD1 y ASD2 disminuyen de manera significativa. Esta caracteristica
es mas evidente en los niveles de carotenoides totales y B-caroteno tanto en tejido
fotosintético como en la raiz modificada (Figura 12). Este mismo comportamiento se
presenta en hojas de la linea ASD4 que también tiene una baja expresion del gen
lcyb. Esta disminucioén en la concentracion de B-caroteno en las plantas que tienen
leyb silenciado indica que el gen Icyb es necesario para la sintesis de (-caroteno
tanto en tejido fotosintético, como en la raiz modificada. Adicionalmente, en tejido
fotosintético de las lineas silenciadas se observa una disminucion significativa de
luteina debido a que el gen de Icyb, que codifica para la enzima LCYB participa en
la sintesis de a-caroteno, precursor de luteina (Figura 1), el cual también disminuye
en estas lineas transformadas (Figura 12, Figura 13) aunque de una manera no
significativa. Del mismo modo, en la raiz de estas plantas el a-caroteno también
disminuye de manera no significativa respecto a la planta silvestre. Estos resultados

indican que efectivamente el gen Icyb endégeno en estudio es requerido para la
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Figura 11. Expresion relativa del gen Icyb de D. carota en tejido fotosintético (Hojas) y
raiz modificada (Raiz) de lineas transformadas de zanahoria, AS, ASD y S.

A: Expresion relativa del gen lcyb, respecto a la expresion del gen constitutivo ubiquitina, en tejido
fotosintético (hojas y tallos) de zanahoria de las lineas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1,
ASD2, ASD4, S1, S5, S6 y plantas silvestres (wt), determinada mediante RT-PCR en tiempo real. B:
Expresion relativa del gen Icyb, respecto a la expresién del gen constitutivo ubiquitina, en raiz
modificada de zanahoria de las lineas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1,
S5, S6 y plantas silvestres (wt), determinada mediante RT-PCR en tiempo real. ND: No detectada.
Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via (p<0,05) y posterior analisis de Tukey
(p<0,05). Con * se indican los resultados con diferencia significativa, respecto a la planta silvestre.
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Figura 12. Niveles de carotenoides en tejido fotosintético (Hojas) de las lineas AS, ASD, S de D. carofa.

Mediante espectrofotometria y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se determinaron la concentracion de carotenoides (ug/g de peso seco) en las lineas
transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1, S5, S6 y plantas silvestres (wt). Composicion de carotenoides en hojas y tejido fotosintético.
Concentracion de carotenoides totales (Totales), luteina, a-caroteno (a-caroteno) y B-caroteno (b-caroteno). Este experimento se realizo por triplicado en plantas

transformadas vy silvestre de 3 meses de edad y los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via (p<0,05) y posterior analisis de Tukey (p<0,05). Con * se

indican los resultados con diferencia significativa respecto a la planta silvestre.
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Figura 13. Niveles de carotenoides de la raiz modificada de las lineas AS, ASD, S de D. carota.

Mediante espectrofotometria y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se determinaron la concentracion de carotenoides (ug/g de peso seco) en las
lineas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1, S5, S6 y plantas silvestres (wt). Composicién de carotenoides en raiz modificada. Se muestra la
concentracion de carotenoides totales, a-caroteno y B-caroteno(a-caroteno y b-caroteno, respectivamente). Este experimento se realizo por triplicado en plantas
transformadas y silvestre de 3 meses de edad y los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via (p<0,05) y posterior analisis de Tukey (p<0,05). Con * se

indican los resultados con diferencia significativa respecto a la planta silvestre.

a2




sintesis de [-caroteno y a—caroteno en tejido fotosintético y raiz modificada de D.
carofa. Ademas, se observa que en la linea S5 que presenta una expresién de Icyb
muy similar a una planta silvestre, las concentraciones de carotenoides totales y 3-
caroteno no presentan diferencias significativas respecto a la planta silvestre (Figura
11, Figura 12, Figura 13). Esto indica que esta linea es un buen control de las plantas
transformadas.

Mediante el analisis de las lineas AS37, AS48, ASD1 y ASD2 de D. carota que
presentan silenciado el gen Icyb, vimos que la disminucion de la expresion del gen lcyb
en tejido fotosintético y en raiz modificada (silenciamiento sobre 80%), se correlaciona
con la disminucioén de los niveles de B-caroteno en tejido fotosintético (sobre un 50%) y
raiz modificada de estas lineas (sobre 34%) (Tabla 2). Por lo tanto, el gen Icyb es
necesario para la sintesis de B-caroteno tanto en hojas como en raiz de D. carota, es
decir, no presenta una funcién érgano-especifica en D. carota.

La composicion de carotenoides en la raiz de la linea S1 es comparable a la
planta silvestre y a la linea S5. Este resultado es esperable dado que el nivel de
expresion del gen Icyb es similar en la raiz de ambas lineas y la planta silvestre. Sin
embargo, en hojas de las lineas AS23, S1 y S6 y en la raiz modificada de las lineas
AS23 y S6 se observan niveles de carotenoides totales y de B-caroteno que no se
correlacionan claramente con el grado de silenciamiento del gen Icyb (Tabla 2). Esto
puede ser debido a que el nivel de expresion alcanzado por estas lineas no haya sido
suficiente para obtener un efecto claro de la funcién de Icyb o debido a un efecto
indeterminado durante la transformacion.

Adicionalmente, para determinar si el silenciamiento del gen Icyb produce un

efecto sobre la expresion de otros genes carotenogénicos en la raiz de zanahoria,
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analizamos los niveles de expresion de los genes ccs, psy1 y psy2 en las lineas AS23,

AS37, AS48 y en plantas silvestres de D. carota.

Tabla 2: Expresiéon de gen Icyb y concentracion de carotenoides en las lineas
transformadas de D. carota.

Se presentan los promedios de los niveles de expresion relativa del gen lcyb determinados mediante RT-
PCR en tiempo real y el grado de silenciamiento de Icyb respecto a la planta silvestre (wt); la
concentracion de carotenoides totales y el correspondiente porcentaje de disminucion respecto a la planta
silvestre y la concentraciéon de B-caroteno y la disminucién de este pigmento respecto a la planta silvestre
(wt) de las lineas transformadas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1, §5, S6 de D. carota. NP,
indica la no presencia de silenciamiento o disminucién de Icyb o carotenoides, respectivamente. ND, indica

gue no se detectd la expresion del gen lcyb. PS: peso seco.

Expresion Concentracion | Disminucién | Concentracién | Disminucion
Hoja relativa | Silenciamiento | carotenoides |carotenoides| B-caroteno B-caroteno
leyb leyb (%) (pglg PS) (%) (1glg PS) (%)

Wit 42+/-1,2 o 191,5 +- 10 101,2 +/-6 —
AS23 [ 10+-08 74,9 146.,9 +/- 41 233 71,4 +- 20 294
AS37 [0,1+-0,01 97,4 54,7 +/-9 71,4 291 +-6 71,2
AS 48 |0,2+/-0,06 95,6 55,7 +-7 70,9 331+~3 67,3
ASD1 |05 +/-0,06 88,4 66,6 +- 14 65,2 41,8+/-9 58,7
ASD2 | 0,7 +/-0,32 821 74,8 +-12 60,9 47,2+/-6 53,4
ASD4 (09 +/-0,07 79,2 88,2 +- 10 53,9 51,8 +-6 48,8

S1 [25+-0,83 40,0 150,0 +- 3 21,7 102,4 +/- 1 NP

S5 |53+/-006 NP 191,0 +/- 3 NP 95,5 +/- 12 5,6

§6 |27+/-049 34,3 121,3+/-8 36,6 57,2 +/- 38 43,4

. Concentracién | Disminucién | Concentracion | Disminucion
Raiz | gxpresion | Silenciamiento | carotenoides | carotenoides| B-caroteno | B-caroteno
Leyb lcyb (%) (ug/g PS) (%) {ug/g PS) (%)

Wit 2,2+/-0,7 — 882,5 +/- 211 — 5798 +/- 166 ---
AS23 |03+4/-0,05 88,7 796,0 +/- 23 9,8 463,7 +/- 16 20,0
AS 37 |0,1+/-0,05 96,7 686,0 +/- 30 22,3 380,1 +/-15 34,5
AS48 |04 +-0,26 82,8 4230 +-4 52,1 2429 +/-1 58,1
ASD1 ND ND 549,3 +/- 56 37,8 334,0 +/- 82 42,4
ASD 2 ND ND 521,7 +/- 60 40,9 320,6 +/- 39 44,7
ASD 4 ND ND B76,7 +/- 103 233 375,3+-74 35,3

S$1 3,1+-03 NP 8845 +/- 65 NP 505,5 +/- 25 12,8

S5 34 +/-01 NP 1009,6 +/- 34 NP 512,7 +/-5 11,6

S6 2,5 +/-0,1 NP 702,2 +/- 38 20,4 4475 +/- 36 228
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3.2. Andlisis de expresion de otros genes carotenogénicos mediante RT-PCR en
tiempo real.

En este analisis se utilizd cDNA de la raiz modifica de las lineas AS23, AS37 y
AS48 (2.8), para observar el efecto del silenciamiento de Icyb en la expresién de los
genes carotenogénicos. Seleccionamos el andlisis de los genes ccs, psy1 y psy2 por
las siguentes razones: Se ha propuesto que el gen ccs podria codificar para una
enzima con actividad licopeno B ciclasa, por lo tanto podria compensar el
silenciamiento de Icyb. Por otra parte, se ha descrito que psy es un importante punto
de regulaciéon en otros modelos vegetales, por esto, la expresion de estos genes se
puede ver afectada por el silenciamiento de lcyb en D. carota.

Nuestros resultados muestran que los niveles de expresion de estos tres genes
carotenogénicos disminuyen en las plantas silenciadas, AS23, AS37 y AS48 de
manera significativa, salvo la expresiéon de psy2 en la linea 23. Por lo tanto, estos
resultados indican que el silenciamiento del gen Icyb esta acompafiado de la
disminucién de la expresién de los genes ccs, psy1 y psy2 (Figura 14). La disminucion
de la expresion de ccs indica que este gen no esta compensando el silenciamiento de
leyb en la raiz modificada, aunque no se puede descartar que
tenga actividad licopeno B ciclasa o que cumpla esta funcién en érganos fotosintéticos.

Adicionalmente, y debido a que la expresién de los genes psyl y psy2, que
codificarian para la enzima fitoeno sintasa, disminuyen en las plantas transformadas
determinamos la concentracién de fitoeno (Métodos 2.7.3) en las lineas transformadas
y en plantas silvestres de D. carota (Figura 15).

De este andlisis se obtuvo que las lineas AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, y
ASD4 presentan una disminucion significativa en la acumulacién de fitoeno, respecto a

la planta silvestre, correlacionando el silenciamiento del gen Icyb con la disminucién en
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la sintesis de fitoeno. Es interesante detacar que entre las lineas AS y ASD no existe
diferencia significativa en la biosintesis de fitoeno. La linea S consistentemente a los
otros andlisis no muestra una diferencia significativa respecto a la planta silvestre.

Por lo tanto, de acuerdo a estos analisis, en plantas en las que el gen Icyb esta
silenciado, disminuyen los niveles de B-caroteno, la expresion de los genes
carotenogénicos ccs, psy1 y psy2 y la sintesis de fitoeno, precursor de la sintesis de
todos los carotenoides (Figura 1). Estos resultados sugieren fuertemente que en una
planta silvestre, el 3-caroteno o un compuesto rio abajo de éste regula de manera
positiva la expresion de genes carotenogenicos y consecuentemente la sintesis de

carotenoides.
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Figura 13. Efecto del silenciamiento de lcyb en la expresién de otros genes
carotenogénicos en raiz modificada de D. carota.

A: Expresién relativa de los genes ccs, psy1 y psy2, respecto a la expresion del gen constitutivo ubiquitina,
en raiz modificada de zanahoria de las lineas AS23, AS37, AS48, y plantas silvestres (wt) de tres meses
de edad. Los experimentos fueron realizados por triplicado (en duplicado) y los resultados fueron
analizados mediante ANOVA de una via (p<0,05) y posterior andlisis de Tukey (p<0,05). Con * se indican
los resultados con diferencia significativa respecto a la planta silvestre.
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Figura 14: Efecto del silenciamiento del gen Icyb en la biosintesis de fitoeno en la raiz
medificada de D. carota.

Se muestran los niveles de fitoeno (ug/g de peso seco) en la raiz modificada de las lineas transformada
AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD4, S1, S5, S6 y plantas silvestres (wt). La cuantificacién fue
realizada por triplicado y los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via (p<0,05) y
posterior analisis de Tukey (p<0,05). Con * se indican los resultados con diferencia significativa respecto a
la planta silvestre.
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DISCUSION

Transgénesis de las lineas transformadas.

Se ha descrito que la integracion de la construccion en el genoma de la planta
es un proceso limitante de la transformacion cuya eficiencia depende del protocolo de
transformacion utilizado y de la especie a transformar (Gelvin, 2000). Nosotros
alcanzamos eficiencias superiores a 24% con los tres vectores utilizados, lo que nos
indica que el sistema de transformacion de D. carota fue adecuado y muy exitoso.
Eficiencias similares de transformacién de D. carota fueron obtenidos por Jayaraj y
col.,(2008) al generar zanahorias sobreproductoras de xantofilas.

Sin embargo, el proceso de insercién en el genoma sélo es uno de los puntos
limitantes de la transformacion de plantas, dado que la presencia de las construcciones
no implica necesariamente que se encuentren funcionalmente activos, debido a que la
expresion de las construcciones en organismos transformados es dependiente del
lugar de insercién en el genoma (Gelvin, 2000; Gelvin y Kim, 2007). Mediante la
transformacién con A. tumefaciens la insercién 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 posible que la
insercién ocurra en una regién no activa del genoma, lo que implica que la construccion

no fuese funcional ya que no se expresaria. Por lo tanto, es posible tener lineas



transformadas, pero que no expresen la construccion. Para evitar esto es importante
contar con un adecuado sistema de seleccion de las plantas transformadas, de forma
tal que solo se seleccionen las lineas transformadas cuyas construcciones se
expresen. La obtencién de falsos positivos puede deberse a que la planta se desarrolle
donde la concentracion del agente de seleccion esta diluida por efecto de otras lineas
resistentes o debido a la sensibilidad de la técnica usada para dicho analisis, 0 quizas
por ambos factores. En nuestro caso, el sistema de seleccién durante la embriogénesis
somatica fue eficiente, ya que de 12 lineas que fueron efectivamente transformada y
analizadas mediante RT-PCR solo en una no pudimos detectar la presencia del
transcrito del gen nptll mediante RT-PCR (Figura 7).

Las construcciones utilizadas para transformar D. carota mediante A.
tumefaciens, contaban con la construccién para el silenciamiento génico de Icyb que
dirige la expresion del fragmento de interés del gen lcyb bajo el promotor 35Sd y
terminador NOS y la construccion de seleccion que posee el gen nptll de resistencia al
antibiotico kanamicina, bajo el promotor y terminador NOS (Figura 3). Entonces, debido
a que la funcionalidad de las construcciones en las plantas transformadas depende del
promotor utilizado y del lugar de insercién en el genoma expresion. Nosotros
consideramos la funcionalidad la construccién de seleccion, es decir, la expresion del
gen nptll como indicativo directo de la funcionalidad de la construccion para el
silenciamiento génico post-transcripcional del gen Icyb de D. carota, ya que ambas
construcciones estan dirigida por promotores constitutivos y que por efecto de la
transformacion con A. fumefaciens ambas construcciones se insertan en el misma
posicion del genoma vegetal. Es asi como logramos determinar que las 11 lineas

transformadas, AS23, AS37, AS48, ASD1, ASD2, ASD3, ASD4, S1, 83, S5, S6 (Figura
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7), debian expresar el fragmento del gen lcyb y potencialmente podrian generar el

silenciamiento del gen en estudio.

Silenciamiento de las lineas transformadas.

El silenciamiento de las lineas transformadas AS y ASD esta determinado por el
nivel de expresion del fragmento antisentido presente en las construcciones para el
silenciamiento génico post-transcripcional del gen lcyb de D. carota (Figura 3). Es por
ello, que una mayor expresion de estas construcciones induciria mayor silenciamiento
del gen blanco dado por la mayor probabilidad de encuentro del fragmento de Icyb con
el transcrito endégeno de lcyb. Los resultados obtenidos de las lineas AS y ASD son
concordantes entre ellas respecto al grado del silenciamiento y la sintesis de
carotenoides. Es por ello que no fue necesario analizar un nimero mayor de lineas
transformadas.

De acuerdo a lo esperado, las lineas S1 y S6 que fueron transformadas con la
construccion de silenciamiento sentido generaron grados de silenciamiento menor
(inferior al 30%) y con mayor variacién entre ellas, al obtenido con las construcciones
antisentido, ya que esta estrategia necesita sobrepasar un nivel umbral para inducir el
silenciamiento. A pesar del bajo porcentaje de silenciamiento, los niveles de 3-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 B-caroteno y
carotenoides totales. Por otro lado, la linea S5 no presenté silenciamiento de Icyb ni
cambios significativos de los niveles de carotenoides, por lo tanto, se comportd como
control de la transformacién y embriogénesis somatica (Figura 3). La linea S5 fue un

muy buen control de la transformacion, ya que posee el mismo tamano que el vector
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pBIN19/L-AS y sobre-expresa bajo el mismo promotor el fragmento del gen Icyb en
orientacion sentido, por esto se considero la linea S5 como control del sistema y no las
lineas obtenidas de la transformacién con el vector pBIN19. El control de
transformaciéon o de silenciamiento nos permitié validar los resultados obtenidos con
las plantas transformadas AS y ASD y corroborar que el efecto observado en cuanto a
disminucion de carotenoides se debié a un efecto directo sobre el nivel de transcrito del
gen lcyb de D. carota y no del proceso de transformacion en si.

Es interesante 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 tedricos que fundamentan el
silenciamiento génico postranscripcional en plantas.

Respecto al grado de silenciamiento de las lineas transformadas AS y ASD, las
primeras generaron niveles de silenciamiento mayor al de las lineas ASD, que poseen
la construccién doble de silenciamiento aunque no de manera significativa (Figura 3).
Nosotros esperabamos mayor silenciamiento en estas ultimas dado que poseen dos
construcciones antisentido, por lo tanto, la expresion del fragmento antisentido lcyb
seria el doble, aumentando la probabilidad de encuentro con el mensajero endbdgeno.
Sin embargo, la diferencia en los niveles de silenciamiento no es significativa, por lo
tanto, puede ser solo efecto del azar. Esto nos sugiere que es suficiente una
construccion de silenciamiento antisentido bajo el promotor 35S doble, para silenciar el
gen blanco.

Existe la posibilidad de que la transformaciéon con la construccion de
silenciamiento antisentido doble pudo inducir mas silenciamiento en algunas lineas,
pero que estas lineas no fueran viables y no completaran el proceso de embriogenesis

debido a la funcién esencial que cumplen los carotenoides en las plantas. Sin embargo,
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este mismo argumento es aplicable a la transformacién con la construccion de
silenciamiento antisentido. Por todo esto, las lineas transformadas AS y ASD fueron
analizadas de acuerdo a su nivel de silenciamiento y no en relacién a la construccién
que poseen, ya que esto no fue determinante para el analisis de los resultados
obtenidos.

Analisis de RT-PCR en tiempo real del tejido fotosintético de las lineas
transformadas de D. carofa indicaron que las lineas AS37, AS48, ASD1, ASD2
presentaban un porcentaje de silenciamiento superior al 80%, mientras que la linea
AS23 y ASD4 presentaron un 74,9% y 79,2% de silenciamiento del gen Icyb,
respectivamente. La linea AS23 presenté silenciado el gen lcyb en organos
fotosintéticos y no en la raiz modificada, mientras que la linea ASDA4 presento
silenciado el gen lcyb en raiz y no en érganos fotosintéticos (Figura 8 y 9), a diferencia
de las lineas. AS37, AS48, ASD1, ASD2 que presentaron silenciado el gen Icyb, tanto
en hojas como en la raiz modificada (Figura 8 y Figura 9), cuando fueron analizadas
mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Este resultado sugiere que el 80% de
silenciamiento en o6rganos fotosintéticos es un valor umbral para detectar el
silenciamiento mediante un RT-PCR semi-cuantitativo y que valores de silenciamiento
inferiores a &ste son visualizadas por el gel de agarosa. En raiz, las lineas AS37, AS48
mostraron un grado de silenciamiento superior al 80% y en el analisis de RT-PCR
semicuantitativo estas tres lineas estaban silenciadas, lo cual concuerda con el criterio
de sensibilidad de deteccién de silenciamiento del gen Icyb en gel de agarosa. En la
raiz modificada de las lineas ASD1, ASD2 y ASD4 se esperaba este mismo
comportamiento. Sin embargo, esto no pudo ser determinado, dado que no se detectd
el transcrito de lcyb mediante RT-PCR en tiempo real, sugiriendo un nivel de expresion

bajo el limite de deteccién de esta técnica en las condiciones utilizadas.
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Por lo tanto, consideramos que la ausencia del transcrito de Icyb mediante RT-
PCR semi-cuantitativo y un grado de silenciamiento mayor al 80% mediante RT-PCR
en tiempo real, indica que el gen Icyb se encuentra silenciado en esa linea transgénica.
De manera tal, las lineas AS37, AS48, ASD1 y ASD2 reflejaron de mejor manera el
efecfo de disminucion de funcién (knock-down) de Icyb en la biosintesis de
carotenoides y nos entregaron resultados mas concluyentes sobre el estudio de la

funcién del gen Icyb de D. carota.

Expresion génica de Icyb y efecto del silenciamiento del gen Icyb sobre la
biosintesis de carotenoides en D. carota.

Los analisis de expresion muestran que en plantas silvestres el gen Icyb
presenta una expresion diferencial en la planta, siendo 2 veces mayor en érganos
fotosintéticos que en la raiz modificada. En otros modelos vegetales como papaya
(Carica papaya), y tomate también, se ha descrito expresién diferencial del gen lcyb
entre hojas y frutos (Skelton y col, 2006), es decir entre tejido fotosintético y érganos
con alto contenido de cromoplastos, asi como la raiz modificada de zanahoria. La tasa
de expresion del gen Icyb en érganos fotosintéticos y raiz modificada de D. carota no
se correlaciona con los niveles de carotenoides, ya que la raiz modificada de zanahoria
tiene 4 veces mas carotenoides que en las hojas. Esta diferencia en la concentracién
puede ser efecto de la estabilidad de estos pigmentos en érganos fotosintéticos y en
raiz modificada. En o6rganos fotosintéticos los carotenoides estan sujetos a
degradacion o recambio por sus propiedades fotoprotectoras mientras que en raiz los
carotenoides estan almacenados en estructuras estables que hacen que la tasa de
recambio o degradacion de estos pigmentos sea menor (Vishnevetsy y col, 1999, ver

mas adelante).
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La expresion diferencial del gen Icyb explica la diferencia de silenciamiento
presente en hojas y raiz de las lineas S1 y S6 donde vemos que en oérganos
fotosintéticos la acumulacion del transcrito de Icyb disminuye en un 40% y 34,5%,
respectivamente, mientras que en raiz no se produjo silenciamiento de este gen. En
érganos fotosintéticos la expresion del gen Icyb es mayor, permitiendo sobrepasar el
nivel umbral que activa la maquinaria de silenciamiento génico post-transcripcional, lo
cual no habria sucedido en la raiz modificada. De manera similar el silenciamiento de
las lineas AS y ASD en hojas fue mayor al de la raiz modificada, aunque esta
diferencia no es significativa.

De acuerdo al andlisis de los niveles de carotenoides de las lineas silenciadas,
determinamos que el gen Icyb de D. carota es necesario para la sintesis de
carotenoides en érganos fotosintéticos y en la raiz modificada de zanahoria. Las lineas
AS37, AS48, ASD1 y ASD2 que en organos fotosintéticos tienen un grado de
silenciamiento de 97,4%, 956%, 88,4% y 82,1%, respectivamente, presentan una
disminucién de los niveles de pB-caroteno de 71,2%, 67,3%, 58,7% y 53,4%,
respectivamente. En raiz modificada las lineas AS37 y AS48 presentaron un 96,7% vy
82,8% de silenciamiento respectivamente mientras que en las lineas ASD1 y ASD2 la
expresion de Icyb no fue detectada, presentaron una disminucion en los niveles de B-
caroteno en la raiz modificada de un 20%, 34,5%, 58,1% y 42,4%, respectivamente.
Esto indica que el gen Icyb efectivamente es necesario para la sintesis de B-caroteno
en organos fotosintéticos y en la raiz modificada. Esta disminucion de los niveles de B-
caroteno esté correlacionada con la disminucion de los niveles de carotenoides totales
(Figura 12 y tabla 2). Ademas, podemos sugerir que el gen lcyb de D. carota que fue
silenciado en este trabajo, codifica para una enzima con actividad licopeno [ ciclasa.

Sin embargo, para comprobar directamente la funcion de Icyb (DQ192190), se
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deberian realizar ensayos de complementacion en mutantes de levaduras o bacterias
sintetizadoras de carotenoides carentes del gen Icyb.

También, vemos en hojas que producto del silenciamiento disminuyen de
manera moderada pero significativa los niveles de luteina producto del silencimiento de
lcyb, ya que LCYB es necesario para la sintesis de a-caroteno que es precursor directo
de luteina. Sin embargo, no se observa una disminucion significativa de a-caroteno,
precursor de luteina (Figura 1). El menor impacto sobre los niveles de estos pigmentos
se debe a que para la sintesis de estos es necesaria la ciclaciéon del licopeno por
accion de LCYB y de LCYE. Se ha descrito que esta Ultima 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 desvia la ruta hacia
la rama del B-caroteno. Pero al estar silenciado Icyb el licopeno esta disponible para la
accion de LCYE con menor competencia por parte de LCYB. Asi, el licopeno es ciclado
en un extremo por LCYE que luego es sustrato de LCYB formando a-caroteno y
consecuentemente disminuye el licopeno que puede ser ciclado en ambos extremos
por LCYB, por lo tanto pese a que Icyb es necesaria para la sintesis de ambos
pigmentos el mayor efecto se observa sobre el B-caroteno. La disminucién de luteina
podria deberse, también, a que la expresion de los genes que codifican para las
enzimas CBHx o CeHx, aquellas responsables de la sintesis de luteina partir de a-
caroteno, se encuentren reprimidas en las plantas transgénicas, asi como se observd
para ccs, psy1 y psy2. Este punto esta aun por ser resuelto.

En las lineas transformadas observamos que cuando el silenciamiento de Icyb
en éganos fotosintéticos es en promedio un 90%, la disminucién de los niveles de B-
caroteno es en promedio 63%. En la raiz modificada se observd que si el

silenciamiento del gen Icyb es en promedio mayor a 90%, el B-caroteno disminuye sélo
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alrededor de 38%. En ambos casos no existe una correlacion directa entre el grado de
reduccion del transcrito del gen Icyb con la cantidad de B-caroteno acumulada en
ambos érganos, observando siempre que la disminucién de B-caroteno es menor que
el nivel de silenciamiento del gen Icyb en la linea 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 lipoproteicos de
los cromoplastos de la raiz modificada como fue descrito anteriormente. Es posible que
la diferencia entre el grado de silenciamiento del gen Icyb y el nivel de carotenoides se
deba también a que otro gen este supliendo la funcién del gen Icyb en estos organos.
Just y col (2007) propusieron que el gen ccs seria el segundo gen Icyb en D. carofa.
Sin embargo, de acuerdo a los resultados del analisis de expresion mediante RT-PCR
en tiempo real (Figura 13) podemos decir que el gen ccs no estaria supliendo esta
funcién en la raiz modificada de zanahoria ya que el nivel de transcrito de este gen
también disminuye en las lineas que tienen silenciado el gen Icyb (Figura 13). Nosotros
proponemos que a causa del silenciamiento del gen lcyb, disminuye la expresion del
gen ccs y no que el gen ccs sea silenciado en conjunto con lcyb, ya que ambos genes
poseen una baja identidad nucleotidica. Sélo una regién de 10 pb tiene una identidad
nucleotidica significativa cercana a 70%, lo cual no es suficiente para activar el
silenciamiento, requiriendo para ello un fragmento minimo de 100 pb y sobre un 80%
de identidad nucleotidica entre el fragmento utilizado y el gen endégeno (Burton y col,
2000, Ingelbrecht y col, 1899; Mueller y cols, 1995; Shweizer y col, 2000). Sin
embargo, con los analisis realizados no podemos descartar que ccs codifique para una
licopeno B ciclasa. La expresion de ccs en 6ganos fotosintéticos no fue determinda,
pero esperamos que al igual que en raiz modificada no supla al gen lcyb y se

encuentre disminuida su expresion producto del silenciamiento de lcyb, debido a que el
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efecto en la disminucion de transcrito de Icyb es mayor en 6ganos fotosintéticos que en
raiz modificada.

Respecto, a la posibilidad 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 actividad licopeno B ciclasa, en algunos
plantas como tomate y pimentén (Bouvier y col, 1994; Ronen y col, 2000), donde los
asociados a cromoplastos son ortélogos entre si y a su vez, los asociados a
cloroplastos son ortélogos entre si. Estudios filogenéticos indican que existen tres
genes pertenecientes a la familia génica de las licopeno B ciclasa, estos son Icyb, ccs y
nxs (Sandmann, 2002). Se ha descrito que cycb de tomate se produjo por una
duplicacién del gen Icyb y posterior divergencia, 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 Icyb y ccs, no se ha descrito
gque nxs codifique para una enzima con actividad licopeno B ciclasa en ningun
organismo. Adicionalmente, Just y col (2007) mediante analisis de mapeo
cromosomico, analisis de rasgo cualitativo asociado a loci (QTL) y polimorfismos de
nucleotido unico (SNP) sélo propone a los genes ccs y Icyb de zanahoria como
candidatos para codificar para licopeno B ciclada, aunque en sus estudios no encontré
la secuencia de cDNA de nxs, pero no lo asocia a la actividad licopeno B ciclada. Por lo
tanto, en base a estos antecedentes nosotros consideramos que solo ccs podria suplir
la funcién de Icyb en D. carota. Para corroborar esta propuesta seria interesante
estudiar la expresion del gen ccs y nxs de zanahoria, realizar ensayos de
complementacion funcional en mutantes de levadura o bacterias sintetizadoras de
carotenoides carentes del gen Icyb y obtener mutantes knock out o knock down de

dichos genes.
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Nuestros resultados indican también que existe un mayor efecto del
silenciamiento en hojas que en la raiz modificada, a pesar de tener grados de
silenciamiento similares. Esto se debe posiblemente a que el nivel de carotenoides en
los érganos esta dado por el equilibrio entre la sintesis y la degradacion constante
gjercida por la luz mediante el proceso de fotooxidacién (Simkin y col, 2003). En los
cromoplastos de la raiz modificada los carotenoides estan siendo acumulados en el
tiempo en complejos lipoproteicos que les otorgan mayor estabilidad a los pigmentos,
lo que se traduce en una baja tasa de degradacion metabdlica. .

Debido a que nuestros resultados indican que el gen Icyb es necesario para la
sintesis de B-caroteno tanto en odrganos fotosintéticos como en raiz modificada,
debemos suponer que este gen tiene un sistema de regulacion de expresién que
permite que sea transcrito en hojas, en condiciones de luz y en la raiz modificada en
condiciones de oscuridad. En érganos fotosintéticos los niveles de expresién son
mayores que en raiz, por lo tanto, tendria una regulacion positiva por efecto de la luz.
Por lo tanto, nosotros suponemos que en la region promotora del gen deben estar
presentes cajas reguladas por luz, como se ha descrito para Icyb, psy y otros genes
carotenogénicos en otros modelos vegetales (Rémer y col, 2005; Welsch y col, 2003;
Welsch y col, 2000; Simkin y col, 2003; Woitsh y Rémer, 2003), mientras que en raiz
podria presentar un nivel basal de expresion. Estos son puntos que quedan por ser
resueltos.

Los genes psyl y psy2 también disminuyen su expresiéon en las plantas
silenciadas, indicando que dada la disminucién del B-caroteno se disminuye la
expresion de otros genes carotenogénicos como psy1, psy2 y ccs (Figura 12A). Esto
indica que el B-caroteno o una molécula rio abajo de ésta regula de manera positiva la

expresion de estos genes carotenogénicos en una planta silvestre. Un buen candidato
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para este efecto es la hormona vegetal acido abscisico, ABA. Esta fitohormona regula
la expresion de muchos genes en plantas, entre ellos genes relacionados con procesos
de proteccion a estrés oxidativo (Leung y Giraudt, 1998), y como hemos mencionado,
ésta es una de las funciones que cumplen los carotenoides. Actualmente, se ha
descrito que en modelos como arroz y maiz uno de sus tres genes psy que codifican
para fitoeno sintasa es regulado a nivel transcripcional por ABA, los que poseen en su
regiéon promotora los elementos ABRE de respuesta a ABA, mostrando una regulacion
positiva de la via de sintesis de carotenoides (Welsch y col, 2008; Li y col, 2008). Por lo
tanto, la disminucion de la expresion de Icyb puede afectar el flujo hacia la sintesis de
ABA, y esto disminuiria la expresion de genes carotenogénicos como psy1, psy2 y ccs
bajando el flujo de sintesis del precursor fitoeno y la ruta de sintesis de carotenoides
(ver Figura 1). Esta propuesta esta respaldada por el nivel de fitoeno encontrados en
las lineas que tienen silenciado el gen Icyb (Figura 14), donde observamos que las
lineas transformadas sintetizan en promedio 60% menos de este precursor en la raiz
modificada de zanahoria. La disminucién de |la expresion de psy, muestra que en
zanahoria este gen es clave en el control del flujo de la ruta carotenogénica. Cabe
destacar que en zanahorias blancas se determiné que la sintesis de fitoeno es la etapa
limitante en la ruta de biosintesis de carotenoides (Fernandes y col, 2005). Sin
embargo, queda por determinar la funcién especifica de psy1 y psy2 en D. carota.
Ademas, en semillas de A. thaliana que sobre-expresan este gen presentan un retardo
en la germinacién, dado que la sobre-expresién de fitoeno aumenta el flujo de la ruta
biosintética hacia ABA, el cual retarda el proceso de germinacion de la semilla
(Lindgren y col, 2003). Todo esto sugiere que existiria una regulacion positiva por
efecto del ABA sobre la ruta de sintesis de carotenoides, a través de una regulacion

transcripcional concertada de los genes carotenogénicos, y que un importante punto de

70



esta regulacion ocurre a nivel de los genes psy (Lindgren y col, 2003) y Icyb (esta
tesis).

Es importante notar que el mayor grado de silenciamiento lo encontramos en la
linea AS37 que tiene un 97,4% de silenciamiento del gen Icyb. Este porcentaje es
bastante alto, considerando que no se han descrito mutantes con pérdida de funcion de
LCYB en plantas. Entonces, una baja tasa de transcripcion seria sufiente para
mantener niveles de carotenoides que permiten la viabilidad de la planta. La ausencia
de mutantes homocigotos knock out para Icyb se debe a que la pérdida completa de la
actividad LCYB afecta el ciclo de las xantéfilas que participa en la fotoproteccién de las
células vegetales mediante un proceso de disipacion térmica de energia por accion de
la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura 1) (Revisado en Niyogi, 1999).
Ademas, se altera la sintesis de la fitohormona ABA que participa en muchos procesos
de la planta como en la germinacién, senescencia, en la regulacién de apertura
estomatica y en la respuesta a estrés abidtico y bidtico (Mauch-Mani, 2005). Por esto,
actualmente solo se encuentran mutantes de A. thaliana en el banco de semillas
(www.arabidopsis.org), donde existen dos mutantes que tienen inserciones en la region
promotora de este gen. Estos mutantes no han sido descritos en la literatura y dado el
lugar de insercion de la mutacién, probablemente no sean mutantes con pérdida
completa de funcién. Recientemente, Fang y col (2008) analizaron dos mutantes
heterocigotos de Icyb con deleciones de 25 pb y 1 pb en el marco de lectura abierto de
este gen. Estas mutantes presentaron una reduccién en la sintesis de carotenoides y
ABA, ademas de la acumulacion de especies reactivas del oxigeno y un fenotipo
deficiente de ABA caracterizado por fotosensibilidad, germinacion temprana de
semillas (semillas viviparas) y baja resistencia a estrés abioticos (Nambara y Marion-

Poll, 2005). Los autores recalcan que las plantas homocigotos mueren a las 4 semanas
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de vida (Fang y col, 2008). De esta forma queda descrito que una pérdida completa de
la funcion de licopeno B ciclasa se traduce en una reduccion en los precursores
necesarios para la sintesis de la hormona vegetal ABA, implicada en importantes
procesos vegetales, generando plantas inviables. Adicionalmente, y debido a que D.
carota es una planta bianual, la generacién de plantas homocigotas de zanahoria
podrian generarse después del segundo afio, cuando las plantas heterocigotos
florecen y dan lugar a semillas. Estos antecedentes avalan la estrategia de
silenciamiento para el estudio de los genes carotenogénicos, ya que al disminuir
significativamente la expresion del transcrito de Icyb permite la sobrevida de las plantas
y el analisis de la funcién de dicho gen en el metabolismo carotenogénico. Esto fue lo
que obtuvimos en nuestras plantas, las cuales presentaron un fenotipo muy semejante
a las plantas silvestre aun teniendo desde 80% a 97% de silenciamiento del gen lcyb
(Tabla 2). Las plantas no presentan clorosis (decoloramiento) en sus hojas,
debilitamiento o fotosensibilidad como signo de deficiencia severa de carotenoides. Por
ello nosotros sugerimos que el bajo nivel de transcrito que se detecta en las plantas
silenciadas seria suficiente para mantener una produccion basal de carotenoides que
permite la viabilidad de la planta, como vimos en esta tesis y ademas, permite observar
un efecto asociado a la pérdida de funcion parcial de la actividad licopeno B ciclasa que

permite el estudio de la funcion del gen lcyb.
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CONCLUSION

Los vectores binarios para el silenciamiento génico post-transcripcional del gen
lcyb de D. carota pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD utilizados en esta tesis, fueron
capaces de transformar de manera estable D. carota, generando lineas transformadas
que presentan reducido el nivel de transcrito del gen lcyb.

Las lineas transformadas con el vector pBIN19/L-AS que poseen insertada en
su genoma la construccion para silenciamiento antisentido y las lineas transformadas
con el vector pBIN19/L-ASD que poseen la construccion doble antisentido no
presentaron diferencias significativas en la induccién del silenciamiento génico post-
transcripcional, silenciando eficientemente el gen Icyb de D. carota.

El gen lcyb evaluado es necesario para la sintesis de -caroteno en D. carota,
ya que producto del silenciamiento determinamos que, disminuye la acumulacion de -
caroteno y carotenoides totales en las plantas transgenicas

El gen lcyb tiene una funcién no-érgano especifica, ya que las lineas
transformadas que poseen Icyb silenciado presentan una reduccion significativa de los
niveles de B-caroteno tanto en érganos fotosintéticos (entre 53% y 71%) como en la
raiz modificada (entre 35% y 45%). En base a los resultados obtenidos aceptamos la
hipétesis alternativa: “La expresion del lcyb en Daucus carota es necesaria para la

sintesis de B-caroteno en toda la planta, es decir, no es érgano-especifico”



T4

PROYECCIONES

Nuestros resultados también sugieren que el gén lcyb es necesario para la
sintesis de B-caroteno, por lo tanto, indirectamente sugieren que Icyb codifica para una
enzima con actividad LCYB. Ensayos de complementacion de funcién utilizando
levaduras mutantes en lcyb permitirian determinar directamente su actividad
enzimatica. Vimos que el gen Ilcyb de D. carota es necesario para la sintesis de B-
caroteno en odrganos fotosintéticos y en raiz modificada de zanahoria y que la
expresion de lcyb es mayor en hojas que en raiz modificada. Estos resultados sugieren
que el promotor de este gen permite su transcripcion en la raiz modificada en
condiciones de oscuridad y en érganos fotosintéticos en presencia de luz, donde la
expresién es mayor. Estas caracteristicas hacen muy interesante la obtencion y
caracterizacion del promotor de lcyb con la posibilidad de encontrar en su regién
promotora elementos de respuesta a luz como G1, G2 y las cajas-Z (Z-box) (Yadav y
col, 2002) y evaluar su funcionalidad asociandolo a genes reporteros.

Ademas, nuestros resultados sugieren una regulacion positiva a nivel transcripcional de
la ruta de biosintesis de carotenoides. En este punto el estudio del efecto de la
hormona vegetal ABA sobre esta ruta nos indicaria si es efectivamente esta hormona
el efector que regula de manera positiva la expresion de los genes carotenogénicos. En
este ambito se propone cuantificar los niveles de ABA enddgeno producido en las

plantas transformadas AS y ASD respecto a las plantas silvestres. Ademas, el estudio



de la expresion de otros genes carotenogénicos en presencia y ausencia de ABA
exdgeno arrojarian mas informacion acerca de este punto. Adicionalmente, el analisis
del promotor de los genes carotenogenicos, como psyl y psy2, determinaria la
presencia de elementos de respuesta a ABA, como los motivos ABRE y CE (Leung y
Giraudat, 1998).

Respecto al gen ccs, de acuerdo a nuestros analisis este gen no suple la
funcion del gen Icyb en la raiz modificada. Por ello, los analisis de expresion de este
gen en o6rganos fotosintéticos nos permitirian determinar si este gen suple a Icyb en
hojas. De todas formas son necesarios estudios mas profundos para determinar si el
gen ccs codifica para una enzima con actividad LCYB. Una buena aproximacién para
ello seria silenciar este gen en plantas silvestres y en plantas L-AS de tal manera de
obtener plantas doblemente silenciadas o a traves de complementacion en levaduras o
bacterias sintetizadoras de carotenoides que posean mutado el gen que codifica para
LCYB.

Este trabajo ha iniciado una linea de investigacion que permitirda conocer la
compleja regulacién de la biosintesis de carotenoides en D. carota, permitiendo
realizar a futuro mejoramientos genéticos en esta planta que posee interesantes

caracteristicas fisiologicas, comerciales y nutricionales.
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