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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos sintetizados por plantas, algas y

algunas levaduras y bacterias. En plantas, estas moléculas cumplen

importantes funciones en la fisiología de la planta asociados a la fotosíntesis, y

foto-protección. Además, sirven como precursores de importantes compuestos

como la hormona ácido abscísico (ABA).

La ruta de biosíntesis de los carotenoides ha sido ampliamente

estudiada, describiéndose los genes y enzimas involucrados en el proceso en

plantas. S¡n embargo, los aspectos regulatorios que subyacen a la vía, no han

sido completamente dilucidados. La luz es uno de los agentes reguladores más

estudiados, y se ha reportado que éste aumenta los niveles de transcrito de los

genes carotenogénicos. Otro mecanismo regulador se ha reportado en casos

donde más de un gen mdifica para enzimas con igual actividad. En estos

casos, la expresión de los genes carotenogénicos está asociada con un órgano

específico (hojas o frutos).

Daucus carota, al igual que otras plantas, posee algunos genes

carotenogénicos duplicados. No obstante, a diferencia de los otros modelos, es

la única planta en la que se ha ¡dentificado dos genes z-caroteno desaturasa

(zds), denominados zdsT (Da222430) y zds2 (DQ192189).

Considerando este evento de duplicación, sumado a la síntesis de

carotenoides en los contextos de luz (hojas) y oscuridad (raíz modificada) y

v1 l



diferencias en la expresión de estos genes durante el desarrollo de la planta, se

evaluó la hipótesis de que los genes zdsT y zds2 en D. carota poseen una

función órgano-específi ca.

Nuestros resultados muestran que al silenciar el gen zds2, no se alteran

los niveles de mensajero paru zdsl y fitoeno sintasa (psy2), m¡entras que los

niveles de transcr¡to de psyl aumentan significativamente. Sin embargo, en las

plantas con Silenciemiento Génico Post-transcripcional (SGPT) de zds2 no se

afectó la composic¡ón y cantidad de pigmentos en las hojas n¡ en las raíces. Por

otra parte, obtener plantas con niveles reducidos de mensajeros de zdsl fue

prácticamente imposible. Sólo se obtuvo 2 plantas dobles silenciadas cuyo

fenotipo anormal se correlacionó con la disminución en los niveles de

mensajeros para zds1, zds2y psy2. Además, se comprobó la funcionalidad del

gen zdsl de D. carota, mediante su sobre-expresión en plantas de Nicotiana

tabacum. En estas plantas transgénicas se midió un aumento en los niveles de

caroteno¡des.

Estos resultados posicionan al gen zdsl como el gen responsable de la

función z-caroteno desaturasa en D. carota y su función estaría asociada a la

síntesis de carotenoides en toda la planta, descartando la posibilidad de un

sistema de expresión órgano-específico para estos genes. Además, dado que

zds2 no compensa la disminución en los niveles de zdsl , sugerimos que zds2

no sería funcional en D. carota.
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ABSTRACT

Carotenoids are pigments synthesized by plants, algae and by some

yeasts and bacteria. ln plants, these molecules play important roles in plant

physiology related with photosynthesis and photo-protection. Furthermore,

carotenoids are precursors of important compounds, such as the hormone,

abscisic acid (ABA).

The carotenogenic pathway has been widely studied and genes and

enzymes involved in this process have been described and characterized in

plants. However, the regulatory mechanisms that underlie this pathway have not

been elucidated- Light is one of the mosfstudied regulatory factors, which leads

to an up-regulation in transcript levels of carotenogenic genes. Also, more than

one gene encoding for enzymes with the same activity has been described as a

regulatory mechanism. ln these cases, the carotenogenic gene expression is

associated with a specific organ (leaves or fruits).

Daucus carota, like other plants, has some duplicated carotenogenic

genes. However, unlike other models, it is the only plant in which two z-carotene

desaiurase genes (zds) have been described, iermed zdsT (De222430) and

zds2 (DQ192189). Considering th¡s gene dupl¡cation event, the fact that carrot

synthesizes carotenoids in light (leaves) and dark (modified root) condiuons and
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that differences in zds gene expression have been reported during plant

development, the hypothesis of an organ-specific function of zdsl and zds2 in D.

carota was evaluated.

Our results show that in zds2-silenced plants, zdsl and phytoene

synthase (psy2) mRNA levels do not change, while psyT mRNA levels increase

sign¡ficantly. Nevertheless, in zds2-silenced plants, the pigment quantity and

composition was not affected in either leaves or roots. However, plants with

silenced zdsl gene expression levels were nearly impossible to obtain. Only two

double-silenced seedlings were obtained and their aberrant phenotypes were

correlated with the decrease in transcript levels of zdsl , zds2 and psy2. ln

addition, the zdsl gene function was corroborated by means of overexpression

in Nicotiana tabacum plants. An increase in carotenoid levels was measured in

the transgenic plants.

These results suggest that zdsl is the functional gene that performs the

desaturation of z-carotene in D. carota. and this function could be associated

with carotenoid biosynthesis in the whole plant, rejecting an organ-speciflc

function of these genes. Since lhe zds2 gene cannot compensate for decreased

zdsT transcript levels, we suggest that zds2 is a non-functional gene ¡n D.

carota.



INTRODUCCIÓN

l.l Carotenoides: función y biosíntesis

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides con un esqueleto de 40

carbonos altamente insaturado s¡ntetizados por plantas y ciertas algas, hongos

y bacterias (Hirschberg y col-, 1997). Los carotenoides se dividen en dos

grupos: los carotenos, con cadenas hidrocarbonadas sin sustituir y las

xantofilas, que en sus anillos contienen átomos de oxígeno.

En los organismos fotosintéticos, los carotenoides poseen ¡mportantes

funciones tales como:

i) Participar en la foto-protección, proceso que previene ya sea del daño

oxidativo causado por especies reactivas del oxígeno o aquel generado por el

triplete de la clorofila en el centro de reacción del fotosistema ll.

ii) Disipar el exceso de energía térmica a través del ciclo de las

xantofilas (Demmig-Adams y Adams, 2002;Telfer,2005; Niyogi, 1999).

iii) En cloroplastos funcionan como pigmentos accesorios de la

fotosíntesis, ampliando las longitudes de onda captadas por la clorofila a y b

en el centro de reacción del fotosistema ll asociado a los complejos captadores

de luz (Light harvesting complex, LHC; Briiton, 1995; Demming-Adams y col.,

1996).



iv) En el caso particular de las plantas, los carotenoides son también

precursores para la síntes¡s del ácido abscísico (ABA), una relevante hormona

vegetal ¡nvolucrada con los procesos de dormancia de semillas, apertura y

cierre de estomas y respuesta al estrés abiótico, entre otros (Milborrou 2001).

v) Además, algunos apocarotenoides, carotenoides con un esqueleto de

menos de 40 carbonos, están involucrados en la formación de micorrizas, las

cuales favorecen la captación de nutrientes del suelo, lo que t¡ene un impacto

positivo en el crecimiento de la planta (Walter y col., 2010).

vi) Dependiendo del grado de insaturac¡ones en el esqueleto del

carotenoide, éste puede presentar diversas tonalidades entre el amarillo, rojo y

anaranjado. Este colorido se traduce en funciones como la atracción de

polinizadores o la selección preferencial por un compañero sexual y la acción de

agentes encargados de la dispersión de semillas (Baron y col., 2008, Bramley,

2002; Bartley y Scolnik, 1995).

v¡¡) En animales y por lo tanto en humanos, los carotenoides también

cumplen importantes funciones, pero estos organismos deben obtenerlos

directamente de la dieta ya que no los pueden sintet¡zar. Los carotenoides son

precursores del retinol (vitamina A), el cual participa en el proceso de la visión

(por ejemplo, evitando la degeneración de mácula) y cumple funciones de

señalización durante el desarrollo. Además, debido a sus propiedades

antioxidantes, han sido vinculados a la protección frente a ciertos tipos de

cáncer y el envejec¡miento (von Lintig 2010; Tafti y Ghyselinck, 2007; Fraser y

Bramley 2004; Handelmann, 2001).

2



En cuanto a la organizac¡ón de los genes que codifican para las enzimas

carotenogénicas, se sabe que en las plantas, éstos se ubican en el núcleo de la

célula, sin embargo, la biosíntesis de los caroteno¡des se realiza en los

plastidios, tales como, cloroplastos, cromoplastos y amiloplastos. Por lo tanto,

las proteínas sintetizadas son destinadas a los plastidios, generalmente

agrupados en complejos multienzimáticos para ejercer su actividad. Se ha

propuesto que las enzimas IPP isomerasa (lPl), geranilgeranil pirofosfato

sintasa (GGPPS) y la f¡toeno sintasa (PSY) se agrupan en un complejo

enzimático en el estroma del cloroplasto (Figura 1). En cambio, las enzimas

fiioeno desaturasa (PDS), caroteno isomerasa (CRTISO), z-caroteno

desaturasa (ZDS), l¡copeno B-ciclasa (LCYB) y licopeno r-c¡clasa (LCYE)

conforman un complejo multienzimático en la membrana del tilacoide (Figura 1)

(Bonk y col., 1997; Cunningham y Grantt, '1998).

I IPP >

complejo lJ,[]
Productor f-caroteno

complejo ll.1]

({-carote¡o

Cunn¡ngham, 2002

Figura 1. Esquema hipotético de la organización de las enz¡mas carotenogénicas. Las
enzimas formarían complejos mult¡enzimáticos tanto en el eslroma como en Ias membranas de¡
plastidio.

Fitoeno



Todos los isoprenoides tienen como precursor la molécula de isopentenil

pirofosfato (lPP). En plantas, éste puede ser sintetizado mediante dos vías, la

vía del ácido mevalónico (MVA) y la vía det metileritritot 4josfato (MEp), siendo

esta última, la que se localiza en los plastidios (y por lo tanto, responsable de la

producción de carotenoides en cloroplastos y cromoplastos). En la vía MEp, el

IPP es sinteüzado a partir de gliceraldehído 3-fostato y piruvato (Figura 24)

(Rodríguez-Villalón y col., 2009) y aunque se sabe que existe en algún grado

intercambio entre el IPP citosólico y el plastidial, no se conoce en detalle esta

relación.

Una vez formado el lPP, éste es isomerizado a dimetilalil pirofosfato

(DMAPP) mediante la enzima IPP isomerasa (lPl). Posteriormente, se

condensan tres moléculas de IPP con una de DMAPP para generar una

molécula de 20 carbonos (C20) denominada geranilgeranil pirofosfato (GGPP)

mediante la enzima GGPP sintasa (GGPPS) (Figura 2A). Luego, por una unión

"cola-cola" de dos moléculas de geranilgeranil pirofosfato, se sintetiza un

esqueleto de 40 carbonos, precursor de todos los carotenoides (Britton, '1995).

Este compuesto incoloro de 40 carbonos es el f¡toeno (Figura 2A), sintetizado

por la enzima fitoeno sintasa (PSY) y corresponde a la primera reacción

específica de la síntesis de carotenoides. Luego, el fitoeno sufre 4

desaturaciones y dos isomerizaciones antes de convertirse en licopeno. Las

desaturaciones que se producen sobre el fitoeno generan compuestos

coloreados que van del amarillo pálido en el z-caroteno, hasta el rojo en el



Iicopeno (Figura 24 y 2B). La primera desaturación la lleva a cabo la enzima

fitoeno desaturasa (PDS), seguida de la primera isomerización realizada por la

recientemente descrita z-caroteno isomerasa (Z-|SO), cuya actividad puede ser

suplida por acción de la luz (Chen y col-, 201 0). Posteriormente, Ia enzima

encargada de la segunda desaturación es la z-caroteno desaturasa (ZDS)

(Figura 2B), seguida por la caroteno isomerasa CRTISO (Li y col , 2007).

Poster¡ormenie, el licopeno es ciclado para formar o y B-caroteno. La

enzima licopeno B-ciclasa (LCYB) participa en la formac¡ón del B-caroteno,

mientras que para producir o-caroteno se requiere la licopeno B-ciclasa y la

enzima l¡copeno s-c¡clasa (LCYE). Luego, el o-caroteno es hidroxilado en su

anillo-B por la caroteno B-hidroxilasa y en su an¡llo-€ por la caroteno e-

hidroxilasa, para sintetizar luteína, el carotenoide más abundante en las flores

amarillas. Por su parte el B-caroteno es hidroxilado para producir zeaxantina, la

cual participa en el ciclo de las xantofilas, mencionado previamente (Figura 24)

(Cunningham y Grantt, 1998).

Las etapas sucesivas a la formación de zeaxantina, conducen a la

síntesis del ácido abscísico (ABA). Primero se sintet¡za un isómero de la

zeaxantina denominado violaxantina. Luego, mediante una serie de reacciones,

se sintetiza neoxantina, este compuesto es escindido para formar xantoxina,

una molécula de 15 átomos de carbono, precursor del ABA, y que sería

presum¡blemente el compuesto que migra desde el plastidio al citosol mediante

un mecanismo aún desconocido (Nambara y Marion-Poll, 2005).
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1.2 Regulación de la vía carotenogénica

Como se describió en el punto anterior, los genes y las enzimas que

participan en la ruta se conocen con bastante detalle, no obstante, los aspectos

de la regulación que subyacen a ésta son en su mayoría desconocidos-

Determinar y conocer los aspectos regulatorios de la biosíntesis de

carotenoides permitirán manipular exitosamente Ia ruta con fines

biotecnológicos. Es por esto, que en los últimos años se han realizado

contribuciones que aportan a esclarecer la regulación en diversos modelos

vegetales como Arabidopsis thaliana (Rodríguez-Villalón y col., 2009),

zanahoria (Mass y col., 2009), naranja (Alquézar y col., 2009) y tomate

(Bramley, 2002), entre otros.

Entre los reguladores de la vía carotenogénica más estudiados, se

encuentra la luz. Así, la luz captada por los fotoreceptores fitocromos y

criptocromos, ejerce una regulación positiva sobre la expresión de estos genes

(von Lintig y col., 1997; Schofield y Paliyath, 2005; Pizarro y Stange, 2009;

Rodríguez-Villalón A y col., 2009). Por ejemplo, en A. thaliana y la planta de

mostaza Smapsls alba, se demostró que los niveles de expresión del gen que

codifica para PSY aumentan por efecto de la luz (von Lintig y col., 1997). En

pfantas de tabaco (Nicotiana tabacum) expuestas a condiciones de luz, también

se ha reportado un aumento de los transcritos de los genes carotenogénicos B-

caroteno hidroxilasa (bhy), zeaxantina epoxidasa (zep) y violaxantina de-

epoxidasa (vde) (Woitsch y Rómer, 2003)- Análisis más exhaustivos, basados

en los estudios del promotor, han demostrado que el gen de fitoeno sintasa
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(psy), posee elementos de respuesta a luz (Welsch y col., 2003). La misma

activación se reporta por efecto de la luz en el caso de lPl de maÍz (Albrecht y

Sandmann, 1994) y en los niveles de transcrito de lcy-B en tomate (Hirschberg

2001).

Otro factor en el que se ha puesto énfasis, por su potencial rol en la

regulación de la síntesis de carotenoides, es el desarrollo de la planta. Se ha

reportado que la síntesis de carotenoides aumenta durante el desarrollo floral

(Zhu y col., 2003), la maduración de los frutos (transición de cloroplastos a

cromoplastos) (Bramley, 2002) y en el proceso de diferenciación de los

cloroplastos en las hojas, proceso que también es inducido por luz (Woitsch y

Rómer, 2003).

Un tercer aspecto que se relaciona con la regulación de la vía,

corresponde a los casos en donde se ha reportado que dos o más genes

mdifican para enzimas con la misma actividad. En A. thaliana, existe una sola

copia de cada gen carotenogénico que codifica para las enzimas de la ruta, con

la excepción de las enzimas GGPS, lPl y caroteno-B hidroxilasa para las cuales

existen 11, 2y 2 genes respectivamente (Cunningham, 2002).

En tomate (Solanum lycopersicum), también se ha reportado más de un

gen carotenogénico que codifica para enzimas con la misma actividad. En este

caso, el paso de licopeno a B-caroteno es llevado a cabo por dos enzimas

LCYB dependiendo del órgano que sintetice el pigmento. Es así como existe

una enzima específica de cloroplastos (hojas) llamada LCYB y otra específica

de cromoplastos (frutos) denominada CYC-B (Ronen y col., 2000). Además, se



ha reportado dos genes que codifican para enzimas con actividad PSY, el gen

psy7, que es inducido princ¡palmente en pétalos y durante la maduración del

fruto (Welsch y col., 2000; Giorio y col., 2008) y psy2, activo principalmente en

las hojas maduras (tejido fotosintético) (Bartley y Scolnik, 1993; Gior¡o y col.,

2008). En plantas de naranja (CÍrus srnensrs), también se han reportado dos

enzimas l¡copeno P-ciclasas, CaP-LCY1 y CsB-tCy2. Esta última, posee una

expresión específica en cromoplastos y una marcada induccióh en la pulpa y la

piel del fruto (Alquezar y col., 2009).

De manera muy similar al caso anterior, en plantas de papaya (Carica

papaya L.), recientemente se han reportado dos genes que codifican para

enzimas f icopeno B-ciclasas (lcy- B 1 y lcy- B 2). Se detectó una mutación en el

gen lcy- B 2 que genera una enzima inactiva, lo que impide la conversión de

licopeno en B-caroteno específlcamente en el fruto. Esto se traduce en una

variedad de papaya cuya pulpa es roja y, por otro lado una variedad con ambas

enzimas activas, cuya pulpa es amar¡lla. Además, la expresión de lcy- p 2, a

diferencia de /cy- F 7, está fuertemente inducida durante la maduración del fruto

(Devitt y col., 2010)"

Otro ejemplo se ha reportado en maíz (Zea mays) donde existen tres

genes psy parálogos. Aunque aún se desconoce la regulac¡ón subyacente, se

ha descrito que Ia acumulación de caroteno¡des en el endosperma de maíz se

correlaciona con los niveles de mensajero de psy1, pero no de psy2 o psy3.

Además se encontró que PSY1 es necesaria para la carotenogénesis en

ausencia de luz en tejido fotosintético y para la tolerancia a estrés. Además, en
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hojas, la expresión de psyl es un proceso no foto-regulado a diferencia de psy2

que si se encuentra regulado por la luz (Li y col., 2008).

Finalmente, otro aspecto que se ha descriio como relevante en la

regulación de la biosíntesis de los carotenoides, es la vía mediante la cual se

genera el precursor de isoprenoides lPP, por la vÍa MEP. Se ha descrito un

mecanismo de retroalimentación positiva entre la enzima PSy y la enzima 1-

deoxi-D-xilulosa-5 fosfato sintasa (DXS involucrada en Ia sÍntesis de lpp),

asociado a condiciones de oscuridad (Rodríguez-Villalón y co|.,2009).

1.3 Daucus carofa como modelo de estudio

D. carota (zanahoria) es una planta que produce elevados niveles de

carotenoides (aproximadamente 0,394 mg/g de peso freso), en especial B-

caroteno en la raíz de reserva (Jayaraj y col., 2008). Además, la zanahoria

sintetiza carotenoides tanto en hojas, que están expuestas a la luz, como en su

raíz de reserva, que se desarrolla en oscuridad. Considerando los antecedentes

expuestos previamente, la luz tiene un rol activador de la expresión de genes

carotenogénicos en hojas, flores y frutos. Sin embargo, se desconocen los

mecan¡smos regulatorios de la síntesis de carotenoides en órganos como la raíz

de reserva de la zanahoria. Es por esto que en nuestro grupo de trabajo se ha

comenzado a realizar las primeras aproximaciones para responder estas

preguntas (Stange y col., 2008).
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Actualmente en la base de datos del NCBI están anotadas las

secuencias de la mayoría de los genes que codificarían para las enzimas de la

ruta de los carotenoides en D. carota como: isopentenil isomerasa (lPl),

geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS) 1 y 2, f¡toeno sintasa (PSY) 1 y 2,

carotenoide isomerasa (CRTISO), fitoeno desaturasa (PDS), z-caroteno

desaturasa (ZDS) 1 y 2, licopeno p-ciclasa (LCYB) 1 y 2, licopeno e-ciclasa

(LCYE), entre otras (Just y col., 2007). Estas secuencias de ADNc han

permitido comenzar los estudios carotenogénicos en zanahoria.

En el grupo de laboratorio de la Dra. Stange, se evaluó el efecto que

tienen el desarrollo y la luz, en los niveles de ARN mensajeros de algunos

genes de la ruta carotenogénica, tanto en hojas como en la raíz modiflcada de

plantas de zanahoria. Así, se determinó que el grado de desarrollo va

acompañado de la acumulación de los mensajeros de la mayoría de los genes

en la raíz de zanahoria crecida en condiciones normales (oscuridad). En hojas,

crecidas en condiciones normales, expuestas a luz (foto-período 16h), la

mayoría de los genes también aumentan su nivel de abundancia relativa

durante etapas tardías del desarrollo (Fuentes 2009).

Otro grupo en Francia, ha reportado la expresión diferencial de algunos

de estos genes durante el desarrollo entre las variedades de zanahorias

blancas, amarillas, naranjas y rojas (Clotault y col., 2008). En este estudio se

observó que en las variedades coloreadas, existe una correlación entre la

expresión de los genes carotenogénicos y la cantidad de pigmento acumulado

en la raiz. No obstante, en la variedad de zanahoria blanca, contrario a lo
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esperado, los genes se están expresando pero no hay acumulación de

pigmentos. Esto podría estar indicando la existencia de regulaciones post-

transcripcionales o simplemente deficiencias en la traducción de las enzimas

carotenogénicas.

1.4 lmportancia del gen zds en la biosínfes¡s de los carotenoides

La enzima ZDS en plantas es requerida para la desaturación del z-

caroteno a neurosporeno y licopeno (Figura 28) y, muiaciones en dicho gen o

defectos en la actividad ZDS, causan alteraciones fisiológicas graves. Entre las

mutantes descritas que se atribuyen a defectos para este gen o para la enzima,

se encuentran trabajos con naranjas (Rodrigo y co|.,2003), girasol (Helranfhus

annuus L) (Conti y col.,2OO4), A. thal¡ana (Dong y col., 2007), maiz (Matthews y

col., 2003) y cianobacterias (Bautista y col., 2005).

En naranjas, se describió un mutante denominada Pinalate, la cual

presenta frutos de color amarillo, en vez del color anaranjado. Esie fenotipo se

debe a una acumulac¡ón de z-caroteno, que refleja la ausencia de actividad z-

caroteno desaturasa. Esta mutación solo afecta a los frutos, ya que en hojas los

niveles de carotenoides son normales. Además, dado que el ABA es uno de los

productos finales de la ruta de biosíntesis de carotenoides, las naranjas Pinalate

tuvieron reducidos niveles de ABA solo asociado a los frutos (Rodrigo y col.,

2003).

La mutante non dormanll (nd-l\ en las plantas de girasol presenta una

gran alteración en el locus del gen zds, lo que genera, plantas viables sólo en
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cond¡ciones de luz tenue. Además, posee una gran acumulación de z-caroteno,

y un fenotipo vivíparo (semillas que germinan antes de tiempo) (Conti y col.,

2oo4).

Las mutantes spcT de A. thal¡ana presentan un fenotipo de muerte

celular espontánea con dos variaciones alélicas. La primera, denominada spcT-

7 es la variante débil que presenta un blanqueam¡ento de las hojas,

acumulación de superóxido y un mosaico de muerte celular. La segunda,

denominada spcl-2 es una variante fuerte y causa una detención completa del

desarrollo luego de la germinación, por lo que se trata de un fenotipo letal.

Además, esta mutante genera un(a): desarrollo anormal de cloroplastos; baja

fotoprotección; nivel reducido de actividad del fotosistema ll; deficiencias de

ABA e insuficiente señalización retrógrada (plastidio-núcleo) causada por la

pérdida de función de la enzima ZDS (Dong y co|.,2007).

F¡nalmente, Bautista y col. reportan una cianobacteria con el gen zds

mutado que presenta gran fotosensibilidad, por lo que solo crece en condiciones

de poca luz, lo que merma su crecimiento.

En base a todos estos antecedentes queda de manifiesio la importancia

del gen zds, ya que las deficiencias en la biosíntesis de los carotenoides

repercuten en los procesos fisiológicos y meiabólicos como por ejemplo el

desarrollo y la fotosensibilidad.
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1.5 Los genes zds en D. carota.

Es interesante destacar que en zanahoria, al igual que en tomate se han

descrito dos genes para psy (psy1 y psy2) y para lcyb (lcyb y lcyb2 o ccs), pero

a diferencia de los otros modelos, D. carota es la única planta en la que se han

identificado dos genes z-caroteno desaturasa (zds), zdsl (DQ22243O) y zds2

(DO192189) (Just y col., 2007). La secuencia anotada para zdsl posee 2078

pb, de los cuales 1722 pb corresponden a la región codiflcante. Para zds2, la

secuenc¡a anotada es de 2038 pb y su región codificante consta de 1728 pb.

Estos genes poseen en la región codificante un 88% de identidad nucleotídica y

un 91% de identidad aminoacídica. En las regiones 5' NTR y 3' NTR la identidad

nucleotídica es de 24 y 53% respectivamente.

Proponemos que la existencia de dos genes zds, respondería al hecho

de que esta hortaliza sintetiza carotenoides en contextos completamente

distintos. Por una parte en sus hojas, expuestas a la luz (foto-período 16h luz) y

por otra parte, en su raíz de reserva, en condiciones de oscur¡dad. Bajo este

punto de vista, se justificarían dos genes que codifiquen para enzimas con la

misma actividad pero que permitan una regulación diferencial u órgano-

específica (tejido fotosintético o raíz de reserva). En nuestro laboratorio se han

realizado ensayos de expresión mediante RT-PCR en tiempo real,

determinando que tanto zdsl como zds2 aumentan su expresión durante el

desarrollo de hojas y raíz modificada, y que zds2 tiene una expresión dos veces

superior a zdsl en la raíz de reserva (Figura 3) (Fuentes, 2009). Estos

antecedentes apoyarían nuestra proposición.
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F¡gura 3. RT-PCR en t¡empo real para los genes zdsl y zds2 durante el desarrollo de D.
carofa. Se utilizaron zanahorias crecidas en condic¡ones normales de raíz en oscuridad y hoja
en cond¡ciones de foto-período (16h ¡uz). El cal¡brador util¡zado en cada gráfico corresponde al
promedio de las réplicas obtenidas en los tres estados de desarrollo. Se utilizÓ como calibrar el
gen de ubiqu¡tina y las distintas letras indican diferencias s¡gn¡f¡catjvas enlre las muestras
(Fuentes,2009).

Además, la luz produce un efecio sobre la expres¡ón de ambos genes en

zanahoúa, observando que los niveles de mensajero de zdsl aumentan en una

raíz desarrollada en presenc¡a de luz, mientras que los transcr¡tos para zds2

disminuyen respecto a una raíz de reserva crecida en oscuridad (Stange y col.,

2008). Estos antecedentes indican que ambos genes se expresan

diferencialmente pero no nos informan sobre la importancia de los mismos en la

planta.

Es por ello, que en esta tes¡s se estudió la función ¡h vlvo de los genes

zdsl y zds2 en la biosintesis de B-caroteno en D. carota.
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1.6 Estrateg ia a utilizar

Para estudiar la función de los genes zdsl y zds2 de D. carofa, se

decidió gatillar el silenciamiento gén¡co posltranscripcional (SGPT) de estos

genes en plantas de D. carota transformadas establemente. En una primera

instancia se optó por la estrategia del SGPT que se detalla en el seminario de

título prev¡o a este trabajo (Flores, 2009). Este es un mecanismo molecular de

degradación de una población de ARN específicos que no afecta directamente

la traducción, y cuya acción se correlaciona con una disminución en los niveles

de las proteínas correspondientes (Baulcombe, 2004). Esto permite obtener

fenotipos que de otra manera, por ejemplo estrategias de knock ouf, podrían ser

letales.

La estrategia de SGPT también ha sido usada para estud¡os de genes

carotenogén¡cos en d¡versas plantas. Por ejemplo, en tomate se determinó que

la enzima PSY2 no contribuye a la síntesis de los carotenoides en la

maduración del fruto (Fraser y col., 1999) y que la licopeno b-ciclasa 2 (CYCB),

tiene función fruto específica (Ronen y col., 2000).

En zanahoria, esta estrategia ya fue apl¡cada para estudiar la función de

los genes licopeno B-ciclasa 1 y 2 (lcyb1 y lcyb2) (Pizarro L, 2008 y Ocarez N,

2010), determinando que lcybl y lcyb2 son relevantes para la síntesis de B-

caroteno en toda la planta.

En base a estos antecedentes, se decidió utilizar esta estrategia para

evaluar la importancia de zdsl y zds2 en D. carota.
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Durante el transcurso del trabajo y en vista de los resultados obtenidos

para el SGPT de zds2, sumado a las diflcultades para gatillar el SGPT de zds1,

se decidió además generar líneas de tabaco transformadas establemente con

una construcción para sobre-expresar el gen zdsl de D. carota. Esto, con el

objetivo de comprobar la función z-caroteno desaturasa del gen zds7.

Asimismo, la sobre-expresión de genes carotenogén¡cos en plantas de tabaco,

ha sido reportada en varios trabajos (Gerjets y col., 2007; Zhu y col.,2O07;

Kumagai y col. 1998), lo que deja de manifiesto que esta estrategia es

apropiada para cumplir con el ob.jetivo anteriormente mencionado.
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HIPÓTESIS

Dado los siguientes antecedentes concernientes a:

- Que, Daucus carofa sintetiza elevados niveles de carotenoides en sus

hojas, expuestas a la luz, y en su raíz de reserva crecida exclusivamente en

oscuridad.

- Que en otras plantas, donde existe más de un gen que codifica para

enzimas con una misma actividad enzimática, se ha descrito que esta func¡ón

está asociada a un órgano en particular (hojas o frutos).

- El hecho de que Daucus carota es la única planta donde se han

reportado dos genes zds (zds1 y zds2) y, además estos genes se expresan de

forma diferencial en las hojas y la raíz de reserva durante el desarrollo de la

planta.

Proponemos como hipótes¡s:

"Los genes zdsl y zds2 de D. carota son requeridos para la síntesis de

carotenoides en la planta y la función génica de cada uno de ellos estaría

asociada preferentemente a un órgano en particular (hojas o raíz de reserva)."

Hipótesis alternativa:

"Los genes zdsl y zds2 de D. carota son requeridos para la síntesis de

carotenoides en la planta sin que su función este asociada preferentemente a

un órgano en particular."
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

F Estudiar Ia función in vivo de los genes zdsl y zds2 de Daucus

carota.

3.2 Objetivos específicos

. Generar una construcción para la sobre-expresión del gen zdsl.

. Obtener plantas transgénicas de D. carota con SGPT para el gen

zdsl y para los genes zdsl y zds2 simultáneamente.

. Obtener plantas de N. tabacum transgénicas con la construcción

para la sobre-expresión de zds7.

. Realizar los análisis moleculares de las líneas transgénicas

obtenidas tanto en zanahoria (silenciadas) como en tabaco (sobre-

expresados).

o Analizar la cantidad y composición de pigmentos, mediante

espectrofotometría y HPLC, de las líneas transgénicas obtenidas.
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MATERIALES Y MÉTODOS

4.1 Reactivos

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las técnicas de biología

molecular empleadas como Merck, lnvitrogen, Fermentas, Promega, Axygen,

New England Biolabs, Sigma-Aldrich, Phyto Technology Laborator¡es y Omega

Bio{ek.

4.2 Material Biológico

Se utilizó Daucus carota de la variedad ivan¿es y Nicotiana tabacum del

cullivat Xanth¡ NN.

Genotipo de la cepa de Escherichia coli DHSo: F- endAl glnV44 thi-1

recAl relAl gyrA96 deoR nupG Q80dlacZLM1S L(lacZYA-argF)U169,

hsdRl7(rK- mK+), A-.

Genotipo de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV310'1: C58,

plásmido Ti curado, GenR, RifR.
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4.3 Gultivos

4.3.1 Cuftivo de E. coli y A. tumefaciens

Los cultivos de E. coli DH5o se creció ya sea en medio líquido LB (1%

(p/v) de triptona, 0.8%(p/v) de NaCl, 0,5%(p/v) de extracto de levadura), con

una agitación de 200 rpm., o bien, en medio sólido LB (LB líquido más agar (p/v)

1.6%) en placa de Petri durante 16 horas a 37oC. Tanto para el cultivo líquido

como para el sólido, se agregó una alícuota del antibiótico correspondiente a la

resistencia del vector.

Para el crecimiento de A. tumefaciens, se utilizó el medio LB líquido y

sól¡do con los antibióticos rifampicina 10mg/L para la selección cromosómica y

gentamicina 50mg/L para la selección del plásmido Ti, además de otro

antibiótico correspondiente para la selección del plásmido de interés. La

bacteria en cultivo líquido se creció durante 18 horas, con una agitación de 200

rpm, mientras que el cultivo sólido se creció por 48 horas, ambos a una

temperatura de 28oC. De todos los cultivos líquidos se guardó en glicerol al 35%

y a -80oC.

4.3.2 Preparación de células quimiocompetentes

Un cultivo saturado de E. coli DHSq se creció hasta una D.O.ooo = 0,4.

Este cultivo se centrifugó a 4oC durante 10 m¡nutos a '1600 X g, para luego

resuspenderlo en 10 mL de CaClz 0.1M. Posteriormente, se volvió a centrifugar,

esta vez a 4oC por 5 minutos a 1100 Xg y el precipitado se resuspendió en 10
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mL de CaClz 0.1M. Finalmente, se incubaron las células a 4oC durante 30

minutos antes de guardar las alícuotas en glicerol 35% a -80"C.

Para el caso de A. tumefaciens, un cultivo saturado se creció hasta una

D.O.ooo = 0,5. Se mantuvo a las células en hielo durante '10 minutos y se

centrifugó a 4oC durante 20 m¡nutos a 3000 X g, para posteriormente

resuspenderlas en 1 mL de CaClz 20 mM. Finalmente, las alícuotas se

congelaron con n¡trógeno líquido para ser almacenadas a -80oC hasta su

utilización.

4.3.3 Transformación de células competentes

Para la transformac¡ón tanto de E. coli como de A. tumefaciens, se utilizó

la estrategia del "golpe térmico".

Para el caso de E. coli, se mezcló una alícuota de 100 pl de bacterias

competentes, con la reacción de ligación de interés y se mantuvo en hielo

durante 30 minutos. Posteriormente, se aplicó el golpe térmico (42oC durante

1,5 minutos y luego se depositó en hielo por 1 minuto). A continuación, se

agregó I mL de LB lÍquido y la mezcla se incubó durante t hora a 37oC. Luego,

se centrifuga el cultivo, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en el

volumen remanente. Finalmente, la mezcla de lransformación se cultivó en

placas Petri con medio LB sólido con los antibióticos adecuados para la

selección (Tabla 2) y Ia placa se incubó a 37oC toda la noche.

Para la transformación de A. tumefaciens se descongeló en hielo una

alícuota de 100 ¡rl de células de A. tumefaciers competentes y se mezcló con
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3OO a 500 ng de la construcción a transformar. Luego, se realizó el golpe

térmico incubando la mezcla en nitrógeno líquido durante 5 minutos.

Posteriormente, se descongeló a temperatura ambiente durante "15 m¡nutos. La

mezcla se cultivó en agitación en medio LB líquido con agitación a 28oC durante

toda la noche. Finalmente, las células se centrifugaron, se el¡minó el

sobrenadante y se resuspendió Ia alícuota en el volumen remanente. La mezcla

de transformación se cultivó en placas Petri en medio LB sólido con los

antibióticos adecuados para la selección por toda la noche a 28oC.

4.3.4 Cultivo, transformación y regeneración de Daucus carota

En procedimiento de embriogénesis somática en la obtención de

zanahorias es un procedim¡ento ya descrito (Chen y Punia,2OO2) que se detalla

en Flores, 2009. Brevemente, luego de la infección del tejido vegetal con A

tumefaciens tos explantes se depositaron en medio MS sólido (Medio basal

Murashige & Skoog 0,44%, mioinositol 100 ppm, sacarosa 20o/o y agar'agar 7'/o)

a pH 5,8 con la hormona 2,4D lmglL que genera el proceso de embriogénesis

somática y el o los antibióticos de selección apropiados, kanamicina para la

construcc¡ón pHGlz2 e higromicina para la construcción pMD/z1N (tabla 2).

Durante el proceso de embriogénesis, los explantes se somet¡eron a tres

medios con concentrac¡ones decrec¡entes de 2,4D (1, 0,5 y 0 mg/L) y

concentraciones crecientes de antibiótico (kanamicina 25, 50 y 100 mg/L e

higromicina 2, 4 y 6 mg/L). Los explantes fueron sometidos a cada medio

durante 4 o 5 semanas, por lo que al cabo de 15 semanas aproximadamente se
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obtuvieron embriones suf¡cientemente maduros y elongados que se pasaron a

frascos de MS-agar donde se desarrolló el proceso de elongación y

enraizamiento.

4.3.5 Gultivo, transformac¡ón y regeneración de Nicotiana tabacum

Para la transformación de tabaco se debe contar con plantas cult¡vadas

in vitro. Para ello, se esterilizaron las semillas con una solución de detergente y

cloro (5%), se enjuagaron 3 veces con agua destilada esiéril y finalmente, se

sembraron en placas de Petri con medio basal MS a pH 5,8. Al cabo de 3

semanas, las hojas de las plantas tuvieron un tamaño apropiado para ser

usadas en la transformación estable.

Otro aspecto importante previo a la transformación de plantas es realizar

un cultivo de A- tumefaciens adecuado para favorecer la infección de los tejidos

vegetales. Para ello, las células de A. tumefaciens portando la construcción de

interés fueron crecidas en agitación toda la noche a 28oC. Luego, el cultivo se

centrifugó durante 7 minutos a 8000 X g y se resuspendió en MS líquido con

acetosiringona 25mM. Finalmente, se dejó creciendo a 28oC hasta una D.0.6oo =

0,5.

Para la transformación estable de tabaco, se co-incubaron por 10 min.

fragmentos de hojas (llamados explantes) de plántulas de tabaco cultivadas rn

vitro, con el cuftivo de A. tumefaciens portador de la construcción deseada.

Posteriormente, los explantes se depositaron en una placa de MS sólido, sin

antibiótico. La placa se mantuvo en condiciones de oscuridad durante 30 horas
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para facil¡tar la infección de A. tumefaciens a Ias células vegetales. Luego se

traspasaron los explantes a los medios adecuados para ¡nducir la

organogénesis somática, la cual perm¡tió generar brotes y f¡nalmente plantas

compfetas que portaron el gen zdsT de D. carota.

En este caso, el proceso de organogénesis consta de tres medios de

inducción. El medio '1 contiene kanamicina (Kan, 25mg/L), la hormona

citoquinina Benzil Amino Purina (BAP, 5 mg/L), la hormona auxina Ácido

lndolbutírico (lBA, l mg/L) y cefotax¡me (300 mg/L) para eliminar el A.

tumefaciens remanente después de la infección. Las hormonas son necesarias

para inducir la organogénesis somática. La kanamicina se utilizó para

seleccionar las plantas que portan el vector pWB2 con el gen de interés.

Luego de tres semanas aproximadamente, los explantes se pasaron al

medio 2, que contiene Kan (50m9/L) y cefotaxime (300 mg/L). Finalmente,

luego de otras tres semanas, los explantes ya inducidos se pasaron al medio 3,

que contiene Kan (1 00mg/L) y cefotaxime (1 50 mg/L).

Para el cultivo en el invernadero, las plántulas ¡n v¡tro obtenidas producto

de la organogénesis somática, se trasplantaron a maceteros de 1200 cm3

aprox., con una mezcla de tierra de hoja: tierra fina especial No3 marca

sunshine, tierra de hoja: vermiculita (1:1:1) en un fotoperÍodo de 16 horas de luz

y 8 de oscuridad a una temperatura constante de 24oC. La primera etapa es

crucial y consiste en la aclimatación de las plantas, principalmente a su nuevo

sustrato (tierra) y a las condiciones de humedad ambiental. Para favorecer esta

etapa, inicialmente cada plántula se cubrió con un recipiente plástico de manera
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de mantener la alta humedad en la que fueron desarrolladas durante su cultivo

in vitro. A partir de los 10 días, las plantas se destaparon gradualmente, para

terminar por destaparlas completamente en un periodo de aproximadamente 4

semanas.

4.4 Métodos de B¡ología Molecular

4.4.1 Exl¡acción de ADN de plantas

Para la extracción de ADN se siguió el protocolo descrito por Doyle y

Doyle en 1987. Aproximadamente 200m9 de tejido vegetal fue congelado en

niirógeno lÍquido y se homogeneizó con 0,7 ml de CTAB (cetil trimetilamonio

bromuro) al 2o/o, adicionando 1,4 M de NaCl, EDTA20mM yTris pH 8100 mM).

El homogeneizado se mantuvo a 60oC por 30 min y luego se volvió a agregar

0,7 ml de CTAB y se incubó a 70oC por 15 min. Luego, se agregó 200 pl de una

mezcla de cloroformo: alcohol ¡soamílico en proporción 24:1, se centrifugó y

separó la fase acuosa (superior) de la orgánica. La fase acuosa que contiene el

ADN fue transferida a otro tubo Eppendorf para precipitar el ADN con

isopropanol por 40 m¡n a -20oC. Posteriormente, se centrifugó, se lavó el

prec¡pitado con etanol 70o/o, se vuelve a centrifugar y eliminar el sobrenadante;

el precipitado se secó a temperatura ambiente por 10 minutos para finalmente

resuspenderlo en agua nanopura.
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4.4.2 Putiticación de ADN plasmidial de E. coli

Se empleó el kit AxypreprM de Axygen con el protocolo y los reactivos

incluidos por el fabricante. Con este ADN se realizaron los análisis de digestión

y las amplificaciones de PCR.

4.4.3 Purificación de ARN de plantas

Para la extracción del ARN de las hojas de las plantas de zanahor¡a y de

tabaco, se utilizó el método de RNA-solv@ (Omega Bio{ek), siguiendo las

instrucciones especificadas por el fabricante y detalladas además en el

seminario de título de Flores, 2009. Este método está basado en la extracción

mediante fenol y tiocianato de guanidinio descrito por Chomczynski y Sacchi en

1987. E¡ tejido se congeló, se mol¡ó en N2 líquido y se homogeneizó con RNA-

solv@. Luego se agregó cloroformo, que desnaturaliza las proteínas y además

permite generar una fase orgánica y otra acuosa. En la fase orgánica

permanecen los componentes celulares no deseados, mientras el ARN

permanece exclusivamente en la fase acuosa, de la cual fue posteriormente

precipitado con isopropanol. Luego de una centrifugación final, el precipitado se

dejó secar y se resuspendió en HzO tratada con DEPC (Dietil p¡ro carbonato).
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4.4.4 Digestiones enzimáticas

La correcta recombinación entre los vectores pCRS/z1A y pGWB2, se

confirmó por digestión con la enzima Sac/. La reacción contenía 170 ng de ADN

plasmidial, tampón FasfDrEresl@íX y 1 U de la enzima FasfDrgesr@ Sac/. Se

incubó durante 30 minutos a 37oC"

Las digestiones para determinar la apropiada generación de las

construcciones pMDlzlAy pG\lz2, se detallada en Flores,2009.

Las reacciones de digestión enz¡mát¡ca fueron sometidas a electroforesis

en gel de agarosa y las bandas visualizadas mediante tinción con Bromuro de

Etidio.

4.4.5 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR estaban compuestas por: lX del tampón de Ia

enzima, 2 mM de MgClz, 0,2 pM de los partidores sentido y antisentido (Tabla

l), 0,2 mM de dNTPs y 1U de Taq polimerasa, además de ADN, ADNc o cultivo

bacteriano como molde.

El programa estándar utilizado constó de un paso inicial de

desnaturalización del ADN por 4 minutos a 95oC, seguido por 35 ciclos de: 40

segundos de desnaturalización a 94oC, 35 segundos de hibridación a 52oC y 40

segundos para la extensión a72"C. Finalmente, se realizó un paso de extensión

a 72oC por I 0 minutos.

Para visualizar los ácidos nucleicos (ADN o ARN), se real¡zó una

e¡ectroforesis en gel de agarosa al 1%. Éste fue preparado con tampón TAE lX
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(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH B) y bromuro de Etidio (Brei) 1 pg/ml.

Las muestras fueron mezcladas con el tampón de carga (Azul de bromofenol

O.25o/o, xylene cyanol 0.25o/o y glicerol 80%) previo a ser cargadas en el gel.

Las reacciones de PCR sirvieron para confirmar la transformación tanto

de E.coli como de A. tumefaciens, en el caso de PCR colonia y también para

determinar la transgenia de los tabacos obtenidos producto de la organogénesis

somática, amplificando el gen nptll a partir de ADN genómico.

4.4.6 Transcripción Reversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-

PcR)

Primero se trataron 2 pg del ARN extraído, con DNasal (Fermentas)

siguiendo las insirucciones del fabricante y detalladas en Flores, 2009.

Para la síntesis de ADNc se utilizó la Transcriptasa Reversa lmprom-ll

(Promega). En base a las instrucciones del fabricante, se mezcló 1pg de ARN

tratado con DNasa I con 10 pmoles de partidor AP (5'-

CGCCACGCGTCGACTAGTAC TTTTTTTTTTTTTTTTT -3') durante 5 m¡nutos a

70oC, luego los tubos se pusieron en hielo durante 5 minutos, tiempo durante el

cual se agregó la mezcla para la transcripc¡ón reversa. El programa continuó

con 5 minutos a 25oC para la hibridación, luego 60 m¡nutos a 42oC para la

extensión y finalizó con la inactivación de la enzima sometiendo la reacción a

70oC durante'15 minutos. Se hizo además un control negativo sin Transcriptasa

Reversa, agregando ARN en vez de ADNc al medio de reacción, de manera de

descartar remanentes de ADN en las posteriores amplificaciones.
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4.4.7 PCR en Tiempo Real o RT-PCR cuantitativo

Para los experimentos de RT-PCR cuant¡tat¡vo se empleó un

termociclador Mx300PrM (Stratagene) y como sonda fluorescente se ut¡l¡zó

SYBER green, contenida en el SensiMixrMPlus SYBR kÍ (Quantace).

Se ut¡l¡zó el programa AmpliX para diseñar partidores que amplificaran la

región 5' no traducible (S'NTR) de los genes zdsl y zds2. Además, se utilizaron

los partidores disponibles en el laboratorio (Fuentes, 2009) para med¡r los

niveles de mensajeros de otros genes de interés en la rula, psyl (no acceso:

DQ192186), psy2 (n" acceso: DO192187) y '18S (no acceso AY552527). A todos

los partidores se les realizó un análisis con Ia Herramienta de Búsqueda y

Al¡neamiento Local Básica, BLAST (por sus siglas en inglés) para confirmar

informáticamente la especificidad de los partidores.

La eficiencia de los partidores zdsl y zds2 (Tabla 1) se determinó

reamplificando mediante PCR en Tiempo Real cinco diluciones (desde I /1 00

hasta 'll1 .1 06) procedentes de una amplificación por un PCR convencional de

la región S'NTR de los genes zdsl y zds2. Luego, la eficiencia de cada part¡dor

(E) se obtuvo de la siguiente fórmula:

E = 10 Gllpendiente) (Ecuación 1)

Donde la pendiente se obtiene de la recta en un gráfico del ciclo umbral

(Ct) v/s el número de la dilución.
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Una vez obtenida las eflciencias de los partidores, se realizaron las

reacciones de PCR en tiempo real siguiendo las instrucciones del fabricante, en

un volumen final de 20 UL.

El programa de amplificación constó de una desnaturalización inicial de 4

m¡nutos a 95oC, seguido por 40 ciclos de: 30 segundos de desnaturalización, 33

segundos de hibridación a 59oC y 30 segundos para la extensión a 72oC.

Finalmente, se realizó la curva de disociación compuesta por un paso inicial de

I minuto a 95oC, seguido de 30 segundos a 60oC para terminar con una rampa

de temperatura hasta los 95oC. En esta etapa, la fluorescencia indicó la

temperatura de disociación del amplificado.

Como evaluación de una correcta amplificación primero se consideró que

las curvas de amplificación tuvieran la forma sigmoidea característ¡ca a este tipo

de experimentos y que la curva de disociación fuera óptima. En las curvas de

disociación se grañca la primera derivada negativa de la fluorescencia vs la

temperatura, lo que permite observar la presencia de un pico que indica la

temperatura a la cual el fragmento amplificado se disocia y dado que si dos

ampliflcados poseen tamaños distintos tendrán también dos temperaturas de

disociación d¡stintas. Por lo tanto, para cada amplificado se espera la presenc¡a

de un único pico en el gráfico.

En este caso se realizó una cuantificac¡ón relativa, es decir, se determinó

la abundancia relativa de mensajeros respecto a otro gen. Para este t¡po de

metodología se debe determinar un gen normalizador y un gen calibrador.
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El gen "normalizador" es aquel que se utiliza como control de carga, es

decir, se ajusta la cantidad inicial de ADNc de cada muestra, de manera que el

amplificado del gen Normalizador sobrepase el Ciclo Umbral (Ct, Cycle

threshol$ aproximadamente en el mismo ciclo para toda las muestras. De esta

forma se normaliza la fluorescencia de cada muestra y se reduce el efecto

debido a las diferencias en la cantidad inicial de ADNc en las muestras. En este

caso se utilizó como gen normalizador al gen de "mantenim¡ento"

(housekeeping) codiflcante de la sub unidad ribosolmal 183 y se ajustó para

que el Ct de este gen fueran aproximadamente 20 ciclos.

Por otra parte, la metodología utilizada requiere de una condrción que

sirve como "calibrado/'. La condición de "calibrado/' corresponde a las

condiciones normales o sin tratamiento. En esta tesis el calibrador correspondió

a una planta silvestre. Por este motivo, las diferencias en los n¡veles de

mensajeros, se aprecian como razones de cambio de los niveles en una planta

transgénica (portando la construcción para el SGPT) respecto a una silvestre,

cuyos niveles de mensajero no han sido alierados.

La cuantificación se realizó utilizando los datos de Ciclo Umbral

obtenidos mediante el programa L¡ght}ycler Analysis Software. Los datos se

ingresaron a la Ecuación 2 (Pfaffl, 2001), junto a los valores de eficiencia de

cada pde
partidores,

t.,r , ( rr""--,. , r".,,,.- --,,")
Razón- tr*E.""''" lxe -

(os". -.,,,-. rt ".r,_o- ."".r,.oo,)
(1+ E.". "",-., ,.,,,, )x e

que fue determinado previamente.
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Los datos obtenidos fueron graficados mediante el programa GraphPad

Prism. Además, se utilizó un test de ANOVA de una vía para determ¡nar

diferencias significativas (p<0,05) en los promedios de cada conjunto de datos,

seguido de un posltest de Tukey de comparación múlt¡ple, para evaluar si las

diferencias entre el promedio de las réplicas era significativo (p<0,05). Cada

muestra se obtuvo de tres hojas d¡ferentes y cada medic¡ón de éstas se realizó

en triplicado.

4.5 Determ¡nación de la Cantidad y Composición de Pigmentos

4.5.1 Extracción de Pigmentos.

La extracción de pigmentos se realizó a partir de las hojas y raíces de

plantas adultas de zanahoria (3 meses) utilizando 100 y 150 mg de tejido,

respectivamente. También se extrajeron pigmentos de plantas de N. tabacum,

utilizando 100 mg de hojas de plantas adultas (6 meses). El tejido se molió en

presencia de N2 líquido en un mortero y se homogeneizó con 1 ml de una

solución de hexano/acetona/etanol (21111 vlv). El macerado, se agitó durante 2

minutos en un yorÍex y luego se mantuvo en hielo y oscuridad por 2 minutos.

Después de centrifugar a'f 0.000 rpm durante 10 minutos a 4oC, se colectó la

fase orgánica. Finalmente, la fase orgánica se secó con N2 gaseoso quedando

preparada para la cuantificación de pigmentos. Todo el proceso de extracción

se realizó en oscuridad y frío.
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4.5.2 Cuantificación de los pigmentos totales mediante espectrofotometría.

La extracción de carotenoides secada en N2 §aseoso se resuspendió en

1 ml de bencina de petróleo y se midió la absorbancia de esta solución a 474

nm para determinar la cantidad de pigmentos totales (carotenoides y clorofila)

mediante la siguiente fórmula:

- Y9lyYlllll .. n ABsoBBANcra( ?4 n'' ) r 100
RESUSPENSION (ml)

CAROÍENO]DEs.
TOTATES § DrLUcróN

21 ,t PEsosEco{c)** (Ecuación 3)

*El volumen de resuspensión fueron 0,5 mL de una dilución 1:4 a part¡r de 1 mL de soluc¡ón
inicial.
**Para calcular el peso seco, se multipl¡có el peso fresco por un factor de conversión calculado a
partir del cuoclente entre el peso después y antes de la deshidratación de 3 muestras de tejido.
Los valores son: 0.098, 0.11 y 0.285 para hoja de zanahoria, hoja de tabaco y raiz de zanahoria
respectivamente.

Para determinar la cant¡dad de carotenoides, se realizó pr¡mero el

análisis de HPLC, de esta manera se puede asignar qué porcentaje y por lo

tanto qué cantidad de los pigmentos totales corresponden a clorofila y cuanto a

carotenoides.

Una vez obtenido los valores de absorbancia, las muestras se volvieron a

secar con N2 gaseoso hasta su utilización para el HPLC.

4.5.3 Composición de pigmentos mediante Cromatografía líquida de alta

resolución (HPLC).

La extracción de carotenoides previamente secada en N2 gaseoso, se

resuspendió en 400 pL de acetona y 50 pL de esta solución se utilizó para el
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análisis de HPLC. Este análisis se llevó a cabo en una columna Hipersy C18 de

fase reversa y 15 cm de longitud (Merck). Como fase móvil se utilizó

acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/í 0/5 v/v), con un flujo de'1 ml/min. Los

picos del espectro fueron recuperados por un detector de arreglo de diodos.

Los cromatogramas generados se analizaron respecto al libro de

referencia de Carotenoides (Briton G, 2004), teniendo en cuenta los espectros

de absorción y los tiempos de retención de cada pico, lo que permitió asignar de

manera confiable un pigmento a determinado pico.

Finalmente, para determinar la concentración de carotenoides, se

correlacionó el área correspondiente a los picos de interés con la concentración

de los carotenoides totales obtenida previamente, de esta manera se restó el

contenido de clorofila y se calculó la concentrac¡ón de los carotenoides

detectados. La concentración de fitoeno se determinó de acuerdo a los datos

generados en la Tesis Doctoral de Aniela Wozniak (Wozniak, 2008).

4.6 Construcciones Genéticas

En esta tesis se describe la tecnología Gateway@ de manera general y

solo se detalla el procedimiento para obtener la construcción pGW lz1A,

diseñada para la sobre-expresión en tabaco del gen zdsl de zanahoria. Las

construcciones pMD/z1N y pHGlz2 se generaron en el Seminario de Título

previo a esta tesis (Anexo Trabajo Adelantado, sección '10.'1 
).
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4.6.1 Metodolo gia Gateway@

La generación tradicional de construcciones genéticas se basa en la

digestión de las hebras de ADN con enzimas de restricción y la posterior unión

de éstas mediante enzimas ligasas.

La metodología Gatewa@, a diferencia de la tradicional, se basa en las

prop¡edades de recombinación sitio-especíñcas del bacteriófago lambda (r\)

para realizar las etapas de clonación y sub-clonación en la generación de las

construcciones genéticas.

Para ingresar la secuencia de interés a esta plataforma de clonación

Gateway@, existen determinados vectores denominados "vectores de entrada".

Estos vectores como pCRS/GW Guentan con una enzima del tipo topoisomerasa

unida covalentemente a ellos. Esta enzima se denomina comercialmente

TOPO@ y es capaz de ligar las hebras de ADN de la secuencia de interés, en

este caso un producto de PCR, con dicho vector de entrada (Figura 4).

Una vez clonado el fragmento de interés en el vector de entrada, dicho

fragmento se debe clonar en un segundo vector, denominado vector de

destinación y, que es usado para transformar las plantas y realizar el análisis

del gen de interés. Existe una gran variedad de vectores de destinación, cada

uno de ellos con diferentes características dependiendo del análisis que se

desee realizar. Por ejemplo en este trabajo se utilizaron los vectores de

destinación, pGWB2, pMDC32 y pHellsgate 12 (Figura 5, Tabla 2).

El gen de interés se transfiere desde el vector de entrada al vector de

destinación mediante un proceso de recombinación en presencia de la enzima
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CLON DE EXPRESION

CLON O€ ENTRADA

VECTOR OE DESÍINACIÓN
{

MOOIFICADO DEICATAIOGo Gde, r.Éár¿Ioryt E la¡vER(r§En¡

F¡gura 4. Esquema de la Tecnología Gateway@. En rojo se representan los s¡t¡os de
recombinac¡ón. TOPO, representa la topo¡somerasa que real¡za la clonación. Clon de expres¡ón:
Vector para la expres¡ón de un gen de interés. Clon RNAi: Vector para el s¡lenc¡am¡ento génico
de un gen de interés.

CLON DE RNA¡
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denominada LR Clonasa@ que pertenece a la familia de las integrasas y tiene la

capacidad de generar interacciones intra e inter-moleculares. Esta característica

permite que la enzima sola pueda realizar la recombinación completa a través

de un mecanismo de corte y ligación de las hebras (Figura 4).

La tecnología Gateway se ha reportado en la literatura como una forma

eficiente para generar construcciones genéticas (Miki y Shimamolo, 2004;

Fernandez y col., 2009). Además esta metodología posee la ventaja de que al

ingresar una secuencia o gen de interés a la plataforma Gateway, éste queda

disponible para destinarlo a una amplia gama de vectores de expresión en

plantas para diversos objetivos (Figura 4).
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4.6.2 Diseño de partidores

En la siguiente tabla se describen los partidores empleados en esta tesis

Tabla 1. Características de los partidores ut¡lizados

zI ATG.F ATGGCCGCCGCTTCTTCGTCTIG

z1 5Nq-F CTTCCGCCTTCCMCCCATTTA

z1_5Nq-R AAGAGGGAGAATCAGCGGTGMAG

TTGATTACGTCCCTG CCCTTT

ACAATGATCCTTCCGCAGGT

AGTCGATGGAGCATTACCATAATTC

CTAATGG GTTACAGAG GGTTGTGTTA

Se utilizaron para verificar la
integridad tanto del ADN genómico
como del ADNo. Amplifican un
fragmento de 196 pb del gen para el
ARN r¡bosomal 185. Y

en el gen zosT a

sitio de inicio de la traducc¡ón."

Partidores para RTPCR en tiempo
real de zds1. Ampl¡fican un
fragmento de 119 pb. Se determinó
una eficienc¡a de 0,95."

18S-[

3'1ils-R

psyl q-F

psylq-R

Lcybq-F

Part¡dores
real de
fragmento

para RTPCR en t¡empo
Wyl. Amplif¡can un

de 95 pb. Eficiencia de
los 86. *

'Lcybq-R

*Partidores 
diseñados por Paulina Fuentes (Seminario de Título)

+ 
Partidores diseñados en este estudio con el pro gnma AmpliJX (versión 1.44; Nicolas

Jullien; http ://ifrjr.nord.univ-mrs. fr/Amplifl(-Home-page).

TGAGTG CAG CTTACACCTACTTGATTA

AACTG CAGAAGATATTG G AGA

Partidores para RTPCR en t¡empo
real de lcyb. Amplif¡can un
fragmento de '161 pb. Efic¡encia de
los partidores: 0,82. *

39



4.5.3 Generac¡ón de la construcc¡ón pcwzlA

Para obtener un vector que sobre-exprese el gen zdsl de D. carota se

recombinó el vector pCRB/z1ATG (Anexo Trabajo Adelantado, sección '10.4)

con el vector de destinación pGWB2, el cual posee el promotor 3SSCaMV. Para

ello, se mezcló 195 ng de la construcción pCRS/z'1ATG, 180 ng del vector

pGWB2, 2 tL de LR ClonasarM ll lnviirogen y tampón TE pH8 para completar

10 ¡rL.

La mezcla de reacción se incubó durante toda la noche a temperatura

ambiente. Para detener la reacción se agregó 1 ¡rL de Proteinasa K (lnvitrogen)

y se incubó durante 10 minutos a 37oC.

Finalmente, se transformaron las bacterias competentes de E. coli DHsü

por golpe térmico (sección 4.3.3) y se seleccionaron los clones transformantes

en placas de Petri con LB sólido con kanamicina (100 mg/L), resistencia

otorgada por el vector pGWB2 (Tabla 2).

4.7 Análisis de Secuencia

Para el alineamiento de secuencias se utilizó la herramienta COBAL

(Constraint-based Multiple Alignment lool) del sitio www.ncbi.corn. Este

alineamiento múltiple de secuencias combina un alineamiento múltiple

progresivo, con una colección de apareamientos restringidos, derivados de la

búsqueda en una base de datos. Esta búsqueda se basa en dominios o motivos

proteicos e identidad de secuencia, usando los algoritmos de RPS-BLAST,

BLASTP y PHI-BLAST.
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Para la búsqueda de motivos conservados se utilizó la página

http://motif.genome.jp, desarrollada por el Centro de Bioinformática de la

Un¡versidad de Kyoto y la base de datos Prodom"
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RESULTADOS

5.'l Construcciones Genéticas

Para el estudio de la función de los genes de z-caroteno desaturasa 1 y 2

(zds1 y zds2) de D. carota se silenciaron estos genes en zanahoria y se

expresó el gen de zdsl en tabaco- Para ello se utilizaron tres construcciones,

las que se muestran en la Figura 5.

La construcc¡ón pGWzlA fue diseñada para gatillar la expresión del gen

zdsl de D. carota en plantas de tabaco. Las construcciones pMD/z1N y pHGlz2

se diseñaron para gatillar específicamente en D. carota el silenciamiento génico

(SGPT) de los genes zdsl y zds2 respectivamente.
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F¡gura 5. Esquema de las construcciones utilizadas en este trabajo. A) pGW/21A, posee el

promotor constitut¡vo y fuerte CaMV 35S, desde el ATG del gen zdsT hasta el final de la región
3'NTR de D. carota. B) plVD/21N, posee el promotor CaMV 35S doble y la regiÓn 3' NTR del
gen zdsl de D. carota en dirección antisentido respecto al promotor. C) pHG/22, posee el
promotor 35S doble y dos insertos ¡nvert¡dos repetidos de la reg¡ón 3' NTR del gen zds2 de D
carota, uno en orientación sent¡do y otro en antisent¡do respecto al promotor. Los vectores
pertenecen a la familia de vectores Gateway@.

Tabla 2. Resumen de las construcciones y sus caracteristicas. Se indica el tipo de
vector de destinación Gateway, el inserto y su tamaño, como de los ant¡biÓticos ut¡lizados
para seleccionar las bacterias y plantas transformadas con estos vectores.

pGW/z1A pGW82

17 ,24 kb

zdsl _ATG

1 933 pb

Kanamicina (100 mg/L) en bacteria

Kanamicina (100 mg/L) en plantas

Higromicina (100 mg/L) en plantas

pMD/21 N pMDC32

11,75 kb

zdsl_3NTR

295 pb

Kanamic¡na (50 mg/L) en bacter¡a

Higromicina (100 mg/L) en plantas

pHGlz2 pHellsgatel2

17,68 kb

zds2_3NTR

271 pb

Espectinom¡c¡na (100 mg/L) en bacteria

Kanam¡cina (100 mg/L) en plantas
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5.2 Generación del Vector pGWlZlA.

El vector de entrada PCRS/z1A (Anexo Trabajo Adelantado, sección

10.4) se recombinó con el vector de destinación pGWB2, que posee el promotor

constitutivo y fuerte 35S CaMV (sección 4.6.3.2). Una vez realizada la

recombinación, se transformaron bacterias de E. coli, y se crecieron en med¡o

selectivo. De los clones crecidos se realizó un PCR de colonia (sección 4.4.5)

con partidores para amplificar una región interna del gen zdsT y confirmar los

clones positivos de pGWz1A.

Se realizó una purificación del ADN plasmidial de los clones positivos y

una digestión enzimática para confirmar la correcta orientación del inserto en el

vector (sección 4.4.4). Se utilizó la enzima Sac/, que posee un sitio de corte en

el vector y otro en el inserto. En la Figura 68 se observa la banda de 1.6 kb en

la orientación antisentido adecuada en los 4 clones analizados (1, 3, 4 y 5).

Sacl Sacl

5

PM die s/dis, dis s/dis dis sldis dic sldie

Figura 5. Digestión enzimática con Sacl de la construcción pcwzlA. A) Esquema de la
digestión ¡ndicando los sitios de restricc¡ón de Sacl y el tamaño del fragmento de 1.6 kb. B)
Comparación entre ADN plasm¡dial de los clones 1, 3, 4 y 5 digerido (d¡g) con Sacl y s¡n digerir
(s/dig). Estándar de peso molecular de 1 kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% teñ¡do con
Bret.

A)

1.6 kb
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Luego del análisis de la construcción pGWzl A, se purificó ADN

plasm¡d¡al, se transformaron células de A. tumefac¡ens competentes y se

crecieron en medio de selección (sección 4.3.1). De los clones crecidos se

realizó un PCR de colonia con los partidores para amplificar una región interna

del gen zdsT y confirmar los clones positivos de A. tumefaciens (sección 4.4.5).

En la Figura 7 se muestra que los 4 clones analizados amplifican el fragmento

esperado de 7'18 pb.

Figura 7. PCR colonia de A. tumefaciens transformadas con pGWzlA. PCR de un
fragmento de 718 pb del gen zdsl de los clones 1 al 4. C-: control negativo, se ut¡lizó agua en
lugar de ADN como molde. C+: control positivo, se utilizó ADN plasm¡dial de pcwzlA. PM:
estándar de peso molecular de 1kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con Bret.

5.3 Transformación y Obtención de Plantas Transgénicas

5.3.1 SGPT del gen zds2 en plantas de zanahor¡a.

Mediante el procedimiento de embriogénesis somática, se obtuvo plantas

de zanahoria transformadas establemente con la construcción pHG/22 (Anexo

Trabajo Adelantado, sección 10.2). El proceso para obtener dichas plantas se

comparó con el proceso de embriogénesis para obtener plantas silenciadas

para el gen zdsT (Figura 8 y Figura 9 paneles A, C y E).

C+PM
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5.3.2 SGPT del gen zdsl en plantas de zanahoria.

La F¡gura 8 muestra algunos explantes representativos de zanahoria

transformados con la construcción pMD/z1N y sometidos al proceso de

embriogénesis somática (sección 4.3.4). No hubo diferencias entre estos

explantes y los explantes de la transformación control en el Medio 1 (Figura 8A

y 8B). Sin embargo, en el Medio 2, si bien se logró inducir tejido pre-

embriogénico (Figura 8D) el aspecto nunca fue tan saludable como los

explantes de referencia (Figura 8C). Finalmente, a pesar de que se realizaron

alrededor de 15 transformaciones independientes con intervalos de 4 días y

utilizando en cada una de ellas aproximadamente 30 explantes, nunca se logró

inducir embriones como se espera para el Medio 3, pero sí para el SGPT del

gen zds2 (Figura 8E y 9E).

Esto representa el primer antecedente para mnsiderar al gen zdsl como

el gen fundamental y necesario en la biosíntesis de carotenoides en D. carota.
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Figura 8: Embriogénesis somática de D. carota transformada con pMD/21N. A) Control
positivo: Epicotilos de zanahoria depositados en el med¡o 1 de inducc¡ón (2,4D lmglL:,
Kanamicina 25mg/L; cefotaxime 300m9/L) luego de ser transformados con A. tumefac¡ens
portando el vector pHG/22. B) Ep¡cotilos de zanahoria depos¡tados en el medio 1 de inducción
(2,4D lmglLt Higromicina 4mg/L; cefotaxlme 300mgil) luego de ser transformados con A.
tumefac¡ens portando el vector pMD/21N. C) Explantes control pos¡t¡vo inducidos en el med¡o 2
(2,4D 0,5m9/L; Kanamicina 50mg/L; cefotax¡me 150m9/L), luego de 12 semanas post-
transformación. D) Explantes inducidos en el medio 2 (2,4O 0,smglL: Higromicina 6 mg/L;
cefotax¡me 150 mg/L), luego de 12 semanas post-transformación. E) Embriones maduros en
medio 3 (Kanamic¡na 100m9/L; cefotaxime 'l50mg/L) luego de 15 semanas de cultivo m vÍro,
provenientes de Ia transformac¡ón control pHGz2. Fl Los explantes necrosaron en el medio 2
por lo que no se obtuvieron embriones maduros en el med¡o 3.
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Además de las numerosas transformaciones realizadas, también se

intentaron estrategias alternativas, para favorecer el crecimiento de plantas con

defectos en la biosíntesis de carotenoides y en particular defectos en la

desaturación del z-caroieno como podría ser esperable en este caso (Dong y

co|.,2007). Entre las estrategias utilizadas están: suplementar el medio con

ABA exógeno, crecer las plantas en luz tenue y evaluar distintos medios de

inducción sin la presión de selección de los antibióticos. Estas distintas

condiciones se evaluaron sistemáticamente y los résultados para el caso de

aplicaciones exógenas de ABA se detallan más adelante.

5.3.3 SGPT simultáneo de los genes zdsl y zds? en plantas de zanahoria.

Para obtener las plantas dobles silenciadas, se transformaron con la

construcción pMD/zlN, explantes de zanahorias transgénicas de la Línea 2

obtenidas previamente con la construcción pHGlz2.

Al igual que el caso anterior, para favorecer la obtención de plántulas, a

los explantes en el medio 2, se les retiró la presión de selección de los

antibióticos y se crecieron en condiciones de luz tenue de 2 pmol m-2 s-1 lFigura

98, Figura 9D). Luego de aproximadamente 10 transformaciones

independientes, cada una mn alrededor de 30 explantes, se lograron obtener 4

plántulas (Ll-LlV, Figura 10), a diferencia del caso anterior con la construcción

pMD/zl N donde fue imposible obtener líneas transgénicas para el SGPT de

zdsl . De todas maneras, como se observa en la Figura 9, el proceso de
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obtenc¡ón de las dobles transformadas fue muy deficiente con respecto a la

situación control, para las cuales se muestras fotos representativas de los

diferentes estadios del proceso normal de embriogénesis somática de

zanaho¡ia, obtenido para el silenciamiento de zds2 (Figura 9 A, C, E).
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control
L2 (SGPT z2) co-transf.

con pMD/z1N

F¡gura 9: Embriogénesis somática de D. carota transgénicas portando pHclz2, y
transformadas con pMD/zlN. A) Embriones control (SGPT pa¡a zds2) de D. carofa en etapa
globular en medio 2 (2,4D 0,5m9/L; Kanamicina 50mg/L; cefotaxime 150m9/L). B) Explantes de
ep¡cot¡los de zanahoria co-transformados (explantes de plantas silenciadas para zds2 y
translormadas con pMD/z1N) en medio 2 (2,4D 0,5mglL; Kanamic¡na 50mg/L; Higrom¡cina
4mg/L; cefotax¡me 150m9/L). C) Embriones en etapa de madurac¡ón en medio 3 (Kanam¡cina
100m9/L; cefotaxime 150m9/L). D) Explantes co-transformados en medio 3, s¡n ant¡bióticos. E)
Plántulas transgénicas de O. carota paia el SGPT de zds2 en etapa de elongación en medio 4
cefotaxime 150 mg/L). F) Plántula de D. carota doble transformada en etapa de elongación en
medio 4 (cefotaxime 150 mgil).
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De las 4 plántulas obtenidas, sólo la Ll presenta un fenotipo

relativamente normal, el resto de las lÍneas (Lll, Llll, LIV) no presentan una

apariencia comparable a la de una plántula obtenida de un proceso normal de

embriogénesis somática (Figura 10). La línea ll presenta un incipiente iejido

foliar, no obstante, junto con las líneas Llll y LIV tienen un tamaño muy reducido

y no muestran el desanollo de una raíz principal clara.

E .,.

Figura l0: Plántulas transformadas simultáneamente con pHG/22 y pMD/21N. A) Línea
(Ll) B) Línea 2 (Lll) C) Línea 3 (LIll) D) Línea 4 (LlV) E) Plántula s¡lvestre

5.3.4 Evaluac¡ón de medios de inducción suplementados con ABA.

Como ya se mencionó anteriormente, con el objetivo de optimizar el

proceso de embriogénesis para las transformaciones con pMD/z'lN y las dobles

transformantes, se suplementó el medio habitual de embriogénesis con d¡stintas

concentraciones de la hormona vegetal ABA. Se ha reportado que esta

hormona es fundamental tanto para la fisiología normal de las plantas en

general (Schwartz y col., 2003) como para el proceso de embriogénesis

somática de D. carota (Kikuchi y col., 2006). El ABA por ser un producto final en

5l
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la biosíntesis de carotenoides, al estar silenciando un gen de la ruta podrÍa ser

un punto crítico, responsable de la imposibilidad de obtener plantas viables" Por

ello, se eligieron 4 concentraciones de ABA para suplementar por un mes el

medio 2 de embriogénesis somática de explantes transformados con el vector

pMD/21N. Las concentraciones evaluadas fueron elegidas en base a Dong y

col.,2007 y se mantuvieron un mes en cada condición. Determinamos que la

presencia de ABA no indujo un cambio positivo en el desarrollo de los

embriones de D. carota como se observa en la Figura 11. Asimismo, tampoco

existen diferencias entre las distintas concentraciones de ABA evaluadas

(Figura 11A, C, D, E y F). Por otro lado, la ausencia de antibióticos (Figura 11A y

l lC) resultó ser un factor que favoreció la inducción de embriones, debido a la

ausencia de la pres¡ón de selección en el medio.

Respecto a las condic¡ones de luz, se ha reportado que condiciones de

luz normales para una planta son de 120 Umol m-'s-t y condiciones de luz muy

tenues de 0.8 pmol m-2 s-1 lDong y col., 2007). En este caso, distintas

transformaciones se sometieron a tres condic¡ones lumÍnicas, 2, 15 y 90 pmol

m-2 s-1, sin obtener un impacto tangible en la sobrevida e inducción de los

explantes (datos no mostrados).
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F¡gura 1't: Evaluación del suplemento de ABA en los d¡stintos medios de inducción de
embr¡ogénesis. En todo los casos se muestran explantes transformados con pMD/z1N en
med¡o 2, desarrollados y manten¡dos por un mes suplementados con o sin ABA y antibióticos
según se ind¡ca. El tratamiento con antib¡ót¡co consiste en el suplemento del medio con
higromic¡na 4 mg/L y kanamicina 50 mg/L. A) Ausencia de ABA y antib¡óticos. Los embriones
comienzan la maduración. B)Ausencia de ABA en presencia de antib¡óticos. Explantes con baja
viabilidad de embriones. C: 5x1O 

a M de ABA y en ausencia de antibióticos. Embriones v¡ables
aun s¡n madurar. D) 1x'10-3 M de ABA en presenc¡a de antib¡óticos. Maduración detenida de los
embriones. E) 1x10' N/l de ABA en presencia de antibióticos. l\4aduración detenida de los
embriones. F) 1x'lO-e M de ABA en presencia de ant¡bióticos. Maduración deten¡da de los
embriones.

5.3.5 Sobre-expresión del gen zdsl en plantas de Nicotiana tabacum

Dada la imposibilidad de obtener plantas con SGPT del gen zdsl ,

decidimos abordar el estudio de la función de este gen mediante la sobre-

expresión de éste en plantas de tabaco. Se utilizaron plantas de tabaco como

un sistema heterólogo de expresión del gen zdsl de D. carota ya que al ser una

planta modelo, la transformación de tabaco es un procedimiento estandarizado

y previamente instaurado en el laboratorio.

Para esto, se transformaron hojas de tabaco con la construcción

pcwzlA y se sometieron a medios suplementados con hormonas citoquininas
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y auxinas en una relación determinada para generar el proceso de

organogénesis somática de tabaco (4.3.5). Como se observa en la Figura 12,

los explantes sometidos a la transformación con A. tumefaciens que porta el

vector pcwzlA son depositados en el primer medio de inducción. Luego de 7

semanas estos explantes ya están completamente inducidos y poseen una gran

cantidad de brotes, como se aprecia en la Figura 128. Finalmente, las plántulas

fueron crecidas y enraizadas en medio MS en ausencia de hormonas (Figura

12C) y después de 3 meses las plantas se aclimataron en invernadero

traspasándolas a tierra (Figura 12D). A través de este proceso se pueden

obtener plantas adecuadas para anal¡zarlas luego de aproximadamente 3

meses.
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Figura 12: Organogénesis somática de N. tabacum transformado con pGWzlA. A:
Explantes de hojas de tabaco recién transformadas depos¡tados en el medio lde inducción
(BAP 5 mg/L e IBA lmg/L) con antibiótico (kanam¡cina 25 mg/L). B) Explantes ¡nducidos al inicio
del medio lll, Iuego de 7 semanas post-transformación. C) Plántulas de tabaco luego de 9
semanas cult¡vadas in vitro en ausencia de hormonas y en presencia de antibiót¡co D) Plantas
de tabaco de 13 semanas, cult¡vadas en tierra y cond¡c¡ones de invernadero.
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5.4 Análisis Molecular de las Plantas Transformadas

5.4.1 D, carota transformadas con pHGlz2

Con las plantas de zanahoria que poseían en su genoma pGH/22 (Anexo

Trabajo Adelantado, sección 10.3), se realizó en esta tesis un RT-PCR

cuantitativo para determinar, tanto los niveles de transcritos en dichas plantas,

como la especificidad de dicho silenciamiento. En particular, se midieron los

niveles de mensajero de los genes zds1, zds2, psyl y psy2.

Los datos obtenidos se graflcan en la Figura 13 y se detallan en la Tabla

3. Lo primero que es importante destacar, es que efeciivamente se logró gatillar

un alto nivel de silenciamiento en las cuatro líneas analizadas" Tres de estas

líneas poseen sobre un 95% de silenciamiento. Un segundo aspecto relevante,

es que este silenciamiento es específico para el gen zds2 ya que los niveles de

mensajero para zdsl no presentan diferencias significativas con respecto a la

planta silvestre.

Un tercer punto ¡nteresante, tiene que ver con el gen psy. Este gen se ha

descr¡to como un punto clave de la ruta carotenogénica en plantas en general y

para el cual se han descrito dos en D. carota, psyl (Da192186) y psy2

(DO192187). Los resultados muestran situaciones distintas para ambos genes.

Para el caso del gen psyl los niveles de mensajero se ven sobre-expresados

alrededor de 3 veces en las plantas transgénicas respecto a plantas silvestres.

En cambio, los niveles de mensajeros de psy2 no presentan diferencias

significativas respecto a plantas silvestres.
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Con estos resultados podemos decir que logramos gatillar un especÍfico

SGPT de zds2 y si bien, la ruta está respondiendo a dicho silenciamiento, esta

respuesta es diferencial y depende de cada gen. Por lo que hace falta realizar la

medición de la expresión de otros genes para obiener una visión más global e

integral de toda la ruta.
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Figura 13: Análisis de RT-PCR en Tiempo Real de las zanahorias transformadas con
pHG/22. Se determinaron los n¡veles de abundanc¡a relativa de los genes zds1, zds2, psyl y
psy2, a partir de hojas de plantas silvestres y transgénicas. WT: zanahoria silvestre. Ll, L2, L3,

L6: líneas transgénicas obtenidas de la embriogénesis somát¡ca. Los valores se normalizaron
respecto a los niveles de expres¡ón del gen l8S de plantas de zanahoria silvestres. Los
resultados de plantas silvestres se ajustaron a 1. Los resultados con diferencias sign¡ficat¡vas se
¡ndican con un aster¡sco ('k).

Tabla 3. Niveles relativos de mensajero de las zanahorias transformadas con pHG/22. Se

detallan los valores obtenidos para cada gen y su correspond¡ente desviación estándar ( I DE).

wt

L1

L2

L3

L6

1 .03 + 0.4

1.04 + 0.2

1.19 + 0.4

0.93 + 0.1

1 .00 + 0.1

1.03 + 0.007

0.04 + 0.014

0.02 + 0

o.32 + O.O14

0.03 + 0.014

0.99 + 0.06

3.64 + 0.2

3.65 + 0.44

2.93 + 0.55

1.01 + O.23

1.41 !0.31

1.09 I 0.28

1 .30 + 0.64

lYo

96%

980h

69%

97Yo
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5.4.2 Zanahofias transformadas con pHG/22 y pMD/zl N

Dada la exigua cantidad de tejido de las plántulas dobles transformantes,

se utilizó la planta completa de cada línea para rcalizar la medición de los

niveles relativos de mensajero de los genes zdsl , zds2 y psy2 mediante RT-

PCR cuantitativo.

Los datos obtenidos se grafican en la Figura 14 y se detallan en la Tabla

4. No se tienen resultados para las líneas Lll y Llll porque no se logró extraer

ARN de buena calidad para estas líneas. Como es esperable, el alto nivel de

SGPT para zds2 (sobre 95%) se mantiene en estas plántulas que fueron

obtenidas a partir de la línea L2. Con respecto al gen zds7, efectivamente se

aprecia una disminución significativa en los mensajeros respecto a la planta

silvestre, lo que signiflca que se logró gatillar un SGPT de zdsl de un 59 y 89%

para las líneas Ll y LlV, respectivamente. Cabe destacar que para este caso de

SGPT de zdsl , no se lograron niveles de s¡lenciamiento tan elevados como

para el caso de zds2. Además, existe una buena correlación entre el fenotipo de

las líneas y los niveles de silenciamiento. La línea Ll que posee un 59% de

silenciamiento, tiene un fenotipo mucho más parecido al de una plántula

silvestre que la línea lV que posee un 89% de silenciamiento y su fenot¡po d¡sta

mucho del de una plántula normal. Finalmente, es interesante destacar que los

niveles del gen psy2 disminuyen considerablemente respecto a la planta

silvestre. Esto podría interpretarse como una inhibición en toda la ruta de

biosíntesis de carotenoides, que explicaría la dificultad para obtener plántulas.
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Figura 14. Análisis de RT-PCR cuantitativo de zanahorias co-transformadas con pHG/22 y
pMD/21N. Se determinaron los niveles de abundancia relat¡va de los genes zdsl , zds2 y psy2.
WT: plántulas de zanahorias silvestres. Ll, LIV: plántulas de líneas transgénicas obtenidas de la
embr¡ogénesis somáüca. Los valores se normalizaron respecto a los niveles de expresión del
gen 18S y los niveles de mensajero de plantas de zanahoria silvestres se ajustaron a 1. Los
resultados con diferencjas signif¡cativas se ind¡can con un asterisco (*).

Tabla 4. Niveles relativos de mensajero de zanahorias co-transformadas con pHG/22 y
pMD/21N. Se detallan los valores obtenidos para cada gen y su correspond¡ente desviación
estándar ( + DE).

LI

LIV

1.0 + 0.08 1.01 + 0.21

0.51 + 0.04 0.03 + 0

0.11 ! 0.02 0.05 10.05

0.99 + 0.06

0.195 + 0.04

0.035 ! 0.07

jYo

59%

89%

o%

97%

95%
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5.4.2 Tabacos transformados con pcWzlA

De la transformación estable de hojas de tabaco con pcWz14, se

obtuvieron 15líneas de tabaco adultas, de éstas se analizaron 9 (T1 - T9) para

confirmar la presencia de la construcción. Todas las plantas regeneradas, salvo

fa línea T2, amplificaron la banda del tamaño esperado para el gen nptll, gen

de resistencia a kanamicina que forma parte de la construcción como marcador

de selección. Como es esperable, este gen no se amplificó en ADN de hojas de

tabaco silvestre (Twt), lo que indica que los partidores son específicos para el

gen npfl/ (Figura 15).

PM

A
T7 TB T9 Twt c-

HZO
T6T5-f4

T3T1 C+

{

F¡gura 15. Anátisis molecular de las líneas de tabaco obtenidas. A) Como control se
ampl¡flcó un fragmento de 198 pb de la subun¡dad ribosomal 18S a partir de DNA genómico. B)
Fragmento de 655 pb del gen de resistenc¡a a kanamicina nptll. Paru el control negativo (C-) se
ut¡l¡zó agua en ver de ADN como molde. Para el control pos¡tivo (C+) del gen npül se utilizó
ADN plasmid¡al como molde. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñ¡do con
Bret.

Los análisis se continuaron con 9líneas transgénicas (T1-T9 y T11), si

bien se eliminó T2, se agregó T1'1 al grupo de estud¡o, que se había confirmado

también poseía el gel nptll (datos no mostrados). A estas plantas se les realizó

un RT-PCR para determinar la transcripción del transgen, el gen zdsl de

zanahoria. Como se observa en la Figura 16, todas las líneas transgénicas,
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salvo la línea T5, presentan claramente la banda de 295 pb de la región 3'NTR

del gen zds1, lo que indicaría que por Io menos ocho de las nueve plantas

poseen el gen zdsl de zanahoria transcripcionalmente activo.

T8 T11

Figura 16. Anál¡sis de RT-PGR de los tabacos transformados con pGWzlA. A) Se
amplificó la subunidad ribosomal l8S (198 pb) como control. B) Se amplificó la región 3'NTR
(295 pb) del gen zdsT de zanahoria. Twt: Tabaco silvestre no lransformado. T1, T3, T4, T5, T6,
T7, T8, Tg y T11: Líneas de tabaco transgénicas analizadas, C-: control negat¡vo usando agua
como molde. C+: control positivo usando ADN plasmidial pGW/z1A como molde.P[,4: marcador
de peso mo¡ecular de 1kb. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teñido con
Bret.

5.5 Anál¡s¡s de los Pigmentos de las Plantas Transgénicas

5.5.1 Zanaho¡ias transformadas con pHG/22

Los resuliados de los análisis de la cantidad y composición de pigmentos

en hojas y raíz modificada de zanahorias silvestres y líneas silenciadas para el

gen zds2 se grafican en la Figura 17 y los valores exactos se detallan en la

Tabla 5.

En las hojas de plantas s¡lvestres y de las líneas transgénicas, los

principales carotenoides son el o-caroteno, el p-caroteno y la luteína y no existe

una diferencia significativa en los carotenoides totales ni en la cantidad de cada

C+C-TwtT9T7T6T514T3T1PM
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pigmento entre las líneas transgénicas L1, L2, L3 y L6 respecto a las plantas

silvestres de D. carota (Figura 17A). En la raíz de zanahoria se acumulan

principalmente s-caroteno y B-caroteno. Se logra apreciar que sólo para el caso

del o-caroteno en la raíz de la línea L2, existe un aumento estadísticamente

signiflcativo con respecto a la planta silvestre. Sin embargo en el resto de las

líneas, no se observan diferencias significativas en los carotenoides totales ni

en la composición ni la cantidad de los pigmentos (Figura l7B). Para el caso del

tej¡do de hoja, si bien no existen réplicas y por lo tanto desviación estándar, al

repetir el experimento, se volvió a obtener datos sin diferencias significativas

(datos no mostrados), lo que respalda los resultados obtenidos. Estos

resultados no pueden ser considerados en conjunto con los experimentos

realizados previamente, ya que dada la alta sensibilidad del HPLC, entre un

experimento y otro se pueden generar diferencias, principalmente asociadas a

camb¡os en la fase móvil, que podrían traducirse en variaciones que no reflejen

un fenómeno biológico s¡no un artefacto. Por lo tanto, lo más apropiado es

analizar cada experimento de forma independiente.
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Figura 17: Análisis de HPLC de carotenoides en las zanahorias transformadas con
pHG/22. Se determinó la composic¡ón de los caroteno¡des totales (Total), o-caroteno (a-carot.)y
b-caroteno (p-carot.) tanto para las hojas (A) como para la raíz (Bl. En el caso de las hojas,
además se determ¡nó el n¡vel de luteína (Lut). El análisis se real¡zó para 4 tíneas transgénicas
(L1, L2, L3, L6) y zanahor¡as s¡lvestres (wt)- Los resultados con diferencias sign¡ficativas se
¡ndican con un asterisco (*).

Tabfa 5. Anális¡s de pigmentos de las zanahorias transformadas con pHclzz. Se detallan
los valores obten¡dos para p¡gmento y su correspond¡ente desv¡ación estándar ( t DE).

o
o
o
!J
o.
o
E(!
¡-
G¡

b¡

o(J
0J

o
o
CL
o
E
(0

bo

o0

C. Tot.

L1

L2

L3

L6

407 431.2 + 14

367 506.9 + 72
403 558.8 + 50
407 510.9 + 56
322 467.0 + 23

'15 157.8 + 34
I 171.0 !21
28 253.6 + 49
20 172.7 +14

15 126.5 + 3

80 299.4 + 12

86 317.6 + 33
66 285.3 + 70
80 328.2 + 34
65 299.4 + 12

272.8

239.4
zbb.b
272.9
214.2
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5.5.2 Tabacos transformados con pGWzlA

De las ocho líneas de tabaco obten¡das que expresan el transgen de

zdsl de D. carota, se analizaron los pigmentos en hojas de tres de ellas (T1, T4

y f 1l y se compararon con los de tabaco silvestres. Los resultados de la

cantidad y composición de pigmentos de los tabacos analizados se grafican en

la Figura 18 y los valores obtenidos se detallan en la Tabla 6.

Tanto en plantas silvestres como en las líneas transgénicas, se lograron

identificar los picos para el B-caroteno, la luteína y la clorofila mediante una

Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC). Se detectó además otro

pico, que posee un espectro de absorción de caroteno¡de y un tiempo de

retención corto (alrededor de 3 minutos) lo que indicaría que se trata de un

carotenoide polar. A pesar de los esfuerzos por identificar el tipo de carotenoide

al que corresponde este pico, no pud¡mos atribuirle Ia identidad, dado que el

espectro de este compuesto coincide con muchos. Por ello, nos centramos en

nuestro objeiivo de analizar las diferencias en cuanto a composición y cantidad

de carotenoides entre ¡as plantas transgénicas respecto a plantas silvestres, lo

cual reflejaría el efecto de la expresión del gen zdsT en tabaco. Lo que primero

observamos de los resultados es que existe un aumento significativo en los

niveles de carotenoides totales de la línea I (T1) y la línea 1l (T1 1) respecto a

las plantas silvestres y no así en la línea 4 (T4) que presenta niveles muy

s¡m¡lares a los de la planta silvestre (Twt). Este aumento es especialmente alto

para T11 que cuadruplica los niveles de carotenoides totales, mientras que T1,

Ios duplica respecto a las plantas silvestres.
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Figura 18: Análisis de HPLC de caroténoides en los tabacos transformados con pcwzlA,
Se determinaron los niveles de p¡gmentos a part¡r de hojas para 3 líneas transgénicas (T1, T4 y
T11) y un tabaco s¡lvestre (wt). Carot. Tot: carotenoides totales; b-carot: F.caroteno; ?:
carotenoide indéterminado. Los resultados con d¡ferenc¡as s¡gn¡ficat¡vas se indican con un
asterisco. Los anál¡s¡s se realizaron en duplicado y en dos ocas¡ones de manera independiente.

Tabla 6. Análisis de pigmentos de los tabacos transformados con pcwzlA. Se detallan
los valores obtenidos para p¡gmento y su correspondiente desviación estándar ( + DE).

""§

.3rtdl'
§"'l''

Planta Carotenoides
Totales

?

(ps/spS)
wt 47+10 7.8 + 0.8 26.6 16.09 11.9+5.'1

luteina p-caroteno
(us/sPs) (¡rs/sPs) (¡rg/sPS)

s.sr ¡. r ¡s.o iz.sz zt.a - t .s
7.9 + 1.7 33.3 + 0.66 16.7 + 2.9

clorof¡la
(¡rg/gPS)

9.9 + 1.8

21 .7 + 6.9
13.2 + 3.2

1,1

L4
Ll1

92+30
54+6

209 + 45 56.1 + 24.4 41.3 + 14.9 14.21 + 4.2 61.3 + 0.9
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Resulta interesante observar que este aumento en Ios niveles decarotenoides totares no se correraciona con un aumento de,os p¡gmenros comoer B-caroteno y ra luteína que permanecen sin diferencias significativas respecroa ias plantas silvestres en las tres líneas transgénicas analizadas.
Sóio para la línea Tl 1, se evidencia un aumento signiflcativo en elcaroteno¡de porar "indeterminado" que podría corresponder a una xantofira dadala poraridad der compuesto' ei cuar podría estarse acumulando producto delaumento en el flujo de la ruta.

Con el objetivo de expiorar posibilidades que pudieran explicar elaumento de carotenoides totales pero no de los pigmentos pr¡nc¡pales, luteína oB-caroteno' también se determinaron ros niveres de crorofira para estas prantas.como se observa en ra Figura lg y ra Tabra 6, existe un aumento en los niveresde clorofila de dos veces paraf l yde seis veces paraTll,no obstante, esteaumento resultó ser estadÍsticamente significativo sólo para T1 i .
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5.6 Anális¡s de Secuenc¡a

Para explorar nuevas posibilidades que expliquen que a pesar de la gran

identidad aminoacídica entre ZDSl y ZDS2 (91ó/o), este último, según nuestros

resultados, no sea esencial o carezca de una función biológica, se realizó un

alineamiento (clustalw) entre las secuencias ZDS1 y ZDS2 de D. carota y la

secuencia ZDS de A. thal¡ana (no de acceso AT3G04870) que ya se ha

demostrado que posee act¡v¡dad z-caroteno desaturasa (Bartley y col., 1999;

Dong y col., 2007)

El alineamiento de las tres secuencias muestran una alta identidad

aminoacídica; las mayores diferencias se encuentran respecto a Ia secuencia

de A. thaliana y están concentradas en los primeros 50 aminoácidos (Figura

1e).

Para abordar el análisis a partir del alineamiento, primero se buscaron los

dominios y motivos conservados en la secuencia de ZDS de A. thaliana. Éslo

permite optimizar la comparación entre las secuencias, poniendo especial

énfasis en aquellas zonas conservadas y por lo tanto potencialmente más

importantes.

Para la enzima ZDS de A. thaliana, en el sitio NCBI se informa que esta

proteína posee un domino de unión a NAD(P)H/NAD(P)+, denominado

NADB_Rossman. Este dominio es compartido por una gran familia típicamente

deshidrogenasas con un motivo aminoacídico GXGXXG. Las ires secuencias

zds analizadas presentan este dominio (desde el aminoácido 55 al 548) y,el

motivo GXGXXG conservado (en amarillo Figura 19). Para profundizar en el
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anál¡s¡s, esta vez se buscaron los motivos desaturasa conservados en la ZDS

de A. thaliana (http://motif.genome.jp). La búsqueda entregó 4 mot¡vos

conservados, dos de ellos motivos fitoeno desaturasa y los otros dos z-caroteno

desaturasa. Estos últimos se destacan con una linea horizontal sobre la

secuencia correspondiente (Figura 19).

69



DS1 D.c MAAASSSLYFPATFTADSPSFSTSARRPFKPKR--MMLLI/RSDI,DQNySDM!}SNAPKGIF 58
@S2 D. c MAAATSSIYEPATSRPDSAGISLSRCRPLAQf,RTHRVM!'VRSDIEKI¡ySDMSTNAPKGT,F 60
zDS A, I MA- --SSWFAAÍ GSLSVP- -.. - - -. PLKSRR- - -.FYVNSSLDSDVSDMSVNAPKGLF 4 5

ÑL D,C
zDs¿. D.c
ZB A.t

zD.s.I D.c
n9. D.c
M A.t

DSI D.c
D9. D.c
zDs ¿.t

Ml D.c
N. D.c
B A.X

d,sl D.c
*2 D.c
z& A.X

E.s,- D.c
D9. D.c
zDs ¿. É

zDS! D.c
D9, D.c
DS e.t

zDgL D.c
N. D.c
DS .e. t

AS1 D. d ASAYICDAGEELTTLRKTIAhDSNTPTEAELTLV 5? 3
DS2 D, C ASAYf CDAGEDLVATQKKIdIESNTPTGAELSLV 57 5
DS A. t ASSy I(DAGEEIAELNKKLSISATAVP- -DELSLV 5 5 I

PPEPQÍ,YRGPKLKVAIIGAGI.AG{STA¡¡ELLDQGI{EVDIYESRPFIGCKVGSETDKRGNH 1. 1 8
PPEPEHYREPKLKVAIIGAGI,AE4STAVELLDQGIIEVDIYESRPFIEEKVGSEVDKRGNH 120
PPEPVPYKGPKLKVAIIGAGI.AE{SIA¡¡ELLDQGI{EVDIYDSRIFIGCKVGSWDRRGNH 105
**** *.**t***********i*********ir*******.**.******rr**.*:***:t

IEMGLHVFEGCYNNLFRLLKKVGADKNLL\,IGHTHTwNKGGE IGE LDTn._FEÑñEI T 1 e
lEMGLH\¡AFGCYNNLE RLLKKVGAEKNLLVKDHTHTEVNKGGEIGLDERFPVGAPLHGI 180
IEMGLIWFFGCYNNLE R],MKKVGA.EKNLLVKDHTHTFINKDGÍ f GLDERI'PVGAPTHGI 1 65
* * * * * * * * * * * * * * * * * * : *****: **r***: ***t*: **. * *************, ***

zds
N@cAMKDTRNLDNTsFsEwTLsKGGTRK 2 38
NAFLTINQLKEYDKARNAI,AIA¡SPWRALVDPDGAMRDIRNLDNISI'SE9IELSKGGIRK 24 O

RAFLVINQLKPMKLRNSI,AI,ALSPVVKALVDPDGAMRDIRNLDSISFSDWFLSKGGTRA 225
.***.*****.*** **: :********:*********,******.****:*********
SIQRM{DPVAYAT,GEIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASLLRMLKGSPDTYLSGPIRDT 2 98
SIQRMWDPVAYAIGFIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASLLRMLKGSPD¡¡YLSGPTRDY 3OO
SIQRM{DPVAYAIGFIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASL¡RMLKGSPDVY],SGPIKQY 285
************* **************r* * ******* *****r******* ******. . *

** **. * **

ITQKCGREHLRI{GCRE ILYEKSSDGQSY] SGIA},,TSKATQqVTGDAYVAACDVPGIKRL 358
ITQKGGREI¡LRWGCREILYEKSSDGQTYISGIAMSKATQIGCVKADAYIAACDVPGIKRL 36O
ITDRGGRIHLRIÍGCRE ILYDKSADGETYVTGLAI SKATNdVK¡DVh¡AACDVPGIKRL 345
*i: : ***: ***********: **: **: **: : *: *: ****: **: ****. *************

zds
LPSQWREWEFEDNIYKL
L P SQWREWE FEDN IYKLVGVPWTVOLRYNG]WTEMQD
LPKEÍ.IRESRFEND IYELEGVP!'VTVQLRYNGÍWTELOD IEI.ARQLKRA.

418
420
405

DFSCFADI,AIAfiPEDYYI,EGQGSLLQCYLTPGDPYMPLP¡¡DQIIERVÍKQVLTLFPSSQG 4 7 8
DFSCEAD],A,I,ASPEDYYLEGQGSLLQCVLTPGDPYMPLPNGE IIERVEKQ1¡f¿IFPSSQE 480
DFSCFADIAI,ASPADYYIEGQGTLLQCVLTPGDPYMRMPNDKI IEI§¡AMQVTELFPSSRG 4 65
************* ***.****.*i*t********* :**. :***:*: t* *****:*

LEVTWSSWKIAQSLYREGPGKDPER.PDQKTPVGNFFI.AGSYTKQDYIDSMEGATLSGRQ 538
LEVTT{SSWKIGQSLYREGPGKDPTRPDQRTPVENFFI,AGSYTKQDYIDSMEGAÍLSGRQ 540
LIVTWSSVVKZA.QSLYREAPGKDPIT,PDQKTPIKNFFI,AGSYTKQDYf DSMEGATLSGRQ 52 5
t***t****** ****** * ** *** ** ** . ** . **i****t************ ******

Figura 19. Alineamiento múltiple de secuencias. Se al¡nearon las secuencias traducidas /,
sírco de las proteínas ZDSl y ZDS2 de D. carota (D.c)y la proteína ZDS de A. thaliana (A.t\. El
asterisco (*) representa la conservación del mismo aminoácido. Los dos puntos (:)ind¡can
cambios conservados. El punto (.)indica cambios sem¡-conservados. En amariilo se destaca el
domin¡o típico del dominio NADB_Rossman y en verde se destacan am¡noácidos ¡guales entre
ZDS1 de D. carota y ZDS de A. thal¡ana y diferentes respecto a ZDS2 de D. carota en el
dominio NADB_Rossman y motivos desaturasa, estos últimos destacados una lÍnea horizontal.

** .**l ** .**.* *****************.**.* .***..* *******.***
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DISCUSIÓN

6.1 Secuenciación

Las construcciones diseñadas para gatillar el SGPT, no se diferenciaron

mayormente de las secuencias depositadas en la base de datos (zds7

noDQ222430 y zds2 DQ192189), presentando más det 80% de identidad

nucleotídica, cantidad necesaria para inducir el silenciamiento de un gen

endógeno.

Por otro lado, para asegurar la ausencia de mutaciones en la

construcción para la sobre-expresión de zdsl , se secuenciaron y compararon 3

clones pCRS/zds1ATG. La ausencia de mutaciones en la secuencia

nucleotídica asegura una correcta traducción y por Io tanto perm¡te cumplir con

el objetivo de la sobre-expresión.

A partir de la secuencia consenso, se detectaron 2 diferencias

nucleotídica respecto a la secuencia anotada en la base de datos. La primera

de éstas es una mutación silenciosa, es dec¡r, el nuevo codón codifica para el

mismo aminoácido, por lo que la proteína no se vería afectada. La segunda,

implica el cambio de una Arginina por una Cisteína y si bien el primer

aminoácido tiene carga positiva y el segundo no, ambos son aminoácidos

polares por lo que sus propiedades fisicoquímicas podrÍan mantenerse (datos

no mostrados). Además, dado que las mutaciones están presentes en los tres
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clones, existe la posibilidad que sea un polimorfismo de nucleótido único (SNP)

para el gen zds1, variedad Nanfes, en tanto que la variedad anotada en la base

de datos corresponde a la variedad Saflvus.

6.2 Silenciamiento cénico de zdsl Y zds2

Los niveles y la composición de pigmentos de las plantas silenciadas

para zds2 no presentaron diferencias s¡gnif¡cativas respecto a las plantas

silvestres (Figura 17)- Este hecho indicaría que: i) el gen zds2 puede ser

compensado por el gen zdsT (cuyos niveles de expresión no resultaron ser

distintos comparados con plantas silvestres (Figura 13) o que ii) el gen zds2 no

tiene una función en la biosÍntesis de carotenoides.

Ya que del SGPT del gen zdsl no se pudo obtener plantas, a pesar de

los intentos real¡zados. Este hecho podría reflejar, tanto la importancia de zdsT

en la b¡osíntesis de carotenoides en D- carota, como la incapacidad de zds2

para compensar la disminución en los niveles de mensajeros de zdsl .

Si comparamos nuestros resultados con los análisis de expresión de los

genes zd7 y zds2 dwanle el desarrollo de D. carota (Figura 3), podríamos

sugerir que ZDSI es requerida para las etapas tempranas del desarrollo de las

zanahorias. Si este gen no se expresa, difícilmente se podrían obtener plántulas

viables aludiendo a que el gen zds2 no es capaz de reemplazar la función de

zds1.
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En la literatura, se han reportado casos en que plantas mutantes para

genes desaturasa y en particular para el z-caroteno, presentan dificultades de

crecimiento (Conti y col.,2OO4; Bautista y col., 2005; Dong y col., 2007), lo cual

es consecuente con los resultados obtenldos en este trabajo.

Por otro lado, la estrategia de realizar el SGPT usando las regiones no

traducibles para darle especiflcidad al silenciamiento, resultó ser una estrategia

altamente efectiva, debido a que en las plantas silenciadas para zds2 no

disminuyeron los niveles de zdsl (Figura 13).

La primera estrategia utilizada para obtener embr¡ones y plántulas de

zanahoria silenciadas para zdsl (transformadas con pMD/z1N), fue realizar la

embriogénesis somátíca en condiciones de luz tenue, descrita en algunas

publicaciones (Conti y co!.,2004; Bautista y col., 2005; Dong y col., 2007). Esta

medida no se tradujo en una mayor sobrevida de los explantes, y al igual que en

el caso donde los explantes se sometieron a condiciones normales de luz, el

proceso de inducción se detuvo y los explantes necrosaron en el segundo

medio de inducción (Medio 2). Por ello, además del cult¡vo en condiciones de

luz tenue, se decidió eliminar la presión de selección de los antibióticos a partir

del Medio 2 en adelante, a pesar de aumentar la posibilidad de obtener falsos

positivos.

Esta medida efectivamente favoreció la sobrevida de los explantes

inducidos y permitió obtener las plántulas dobles silenciadas (Ll - LIV). Sin

embargo, dada la escasa cantidad de tejido de estas plántulas, sólo se pudo
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determinar el nivel de transcritos para los genes zdsl, zds2y psyl , sin alcanzar

a determinar la cantidad y composición de los pigmentos de estas plantas.

Los explantes sometidos a med¡os de inducciÓn suplementados con

ABA, no mostraron diferencias respecto a los explantes sometidos a medios no

suplementados. En contrapos¡ción a Dong y col., 2007 en donde reportaron que

con medios suplementados exógenamente con ABA lograban revertir en parte

el fenotipo anormal de plantas de A. thaliana mutantes para el gen zds. Esto

nos indica, que no se trata de un problema respecto a la ausenc¡a de un

producto final de la ruta, como en este caso ABA, sino que, como se ha

reportado también en la literatura, el problema estaría asociado a las otras

funciones reportadas para los carotenoides en las plantas, como lo son, la foto-

protección, la disipación del exceso de calor y la foto-morfogénesis, entre otros

(Demmig-Adams y Adams, 2002; Rodríguez-Villalón y col., 2010). Estos

procesos fisiológicos son fundamentales para la supervivencia de la planta y en

el caso de un funcionamiento defectuoso, explicarÍan la dificultad y

prácticamente inviabilidad de obtener las plantas con niveles silenciados para

zdsl .

Además, como se ha reportado en la literatura, la estrategia empleada

para gatillar el SGPT permite alcanzat niveles de silenciamiento

extremadamente altos (Wesley y col. 2001, Pizarro, 2009). Para el caso de las

plantas silenciadas para zds2, tres de las cuatro líneas analizadas presentaron

sobre un 95% de SGPT (Tabla 3). En el caso de las plantas dobles silenciadas,

si consideramos que se utilizó una construcción con un promotor doble CaMV
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35S (pMC/z'lN) y que además, los niveles de mensajeros de zdsT en las

escasas plántulas obtenidas no fueron demasiado elevados, resulta razonable

pensar que la imposibilidad de obtener plantas podrÍa atribuirse a niveles

eventualmente altos de silenciamiento para zdsl . Además, los niveles de

silenciamiento de estas plántulas se correlacionaron bien con el fenotipo de

éstas. Es decir, la plántula con un 59 % de SGPT (Ll) para zdsl tiene un

aspecto relativamente similar al de una planta silvestre, muy distinto a la
plántula con un 89% de silenciamiento (LlV) que presenta un fenotipo

ciertamente aberrante (Figura '10), al igual que las plantas Lll y Llll para las

cuales no fue posible realizar los análisis moleculares debido a que la calidad¿-

cant¡dad? del ARN extraído fue deficiente. Esta correlación entre el fenotipo y el

porcentaje de silenciamiento, estaría nuevamente evidenciando que el gen zdsT

sería el fundamental y responsable de la actividad z-desaturasa en D_ carota, y

que mayores niveles de silenciamiento podrían ser letales.

Otro aspecto interesante de las plantas dobles silenciadas, es que

comprobamos que la señal de silenciamienlo para zds2 se "heredó,,_ Es decir, la

inserción en el genoma de la construcción para gatillar el SGpT zds2 se

mantuvo de forma estable durante todo el proceso de embriogénesis para la

obtención de las plantas silenciadas para ambos genes_ Cabe recordar que las

plantas dobles silenciadas se obtuvieron a partir de plantas ya silenciadas para

zds2, y pudimos comprobar que los niveles de mensajero de este gen se

mantuvieron tan bajos como en las plantas silenciadas solo para zds2 (fabla 3

y Tabla 4).

75



Por otro lado, como se ha reportado en otros trabajos, las rutas

metabólicas y en este caso de biosíntesis de carotenoides, responde de forma

global ante alteraciones generadas artificialmente, como el silenciamiento

(Diretto y col., 2006; Diretto y co|.2007; Pizarro,2009), o la sobre-expresión de

un gen (Morris y col., 2006).

En el caso de las plantas silenciadas para zds2, los resultados muestran

que la respuesta de los genes al silenciamiento es diferente. Por un lado se

observa la sobre-expresión del gen psyl de alrededor de tres veces, y por otro

lado psy2 no altera sus niveles en estas plantas silenciadas (Figura 13). El

hecho de que genes parálogos se afecten de forma dist¡nta frente a

silenciamiento de otro gen de la vía ha sido previamente reportado (D¡retto y

col., 2006; Diretto y col., 2007) y podría estar reflejando la alta especificidad de

regulac¡ón descrita para la ruta.

La sobre-expresión de psyl indica que la expresión de este gen es

sensible al silenciamiento de zds2, sin embargo, el hecho de que no exista una

variación en los niveles de carotenoides de estas plantas dificulta la

interpretación de este resultado. Una posibilidad sería que dado el alto nivel de

regulación de la ruta, la sobre-expresión de psy2 sea atenuada por regulaciones

posteriores tanto a nivel transcr¡pcional como traduccional o incluso

postraduccional, que diluyan el efecto de sobre-expresión. Un caso similar se

describe al silenciar el gen l¡copeno e-ciclasa (lcye), en donde se esperaba la

disminución de los niveles de luteína, ya que LCY-E es la primera enzima que

dirige la vía hacia la síntes¡s de luteína (Figura 2), sin embargo, los niveles de
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este pigmento permanecieron relativamente inalterados respecto a las plantas

silvestres (Diretto y col. 2006).

Por el contrario, para las plantas dobles silenciadas los niveles de psy2,

un gen que en las plantas con SGPT para zds2 permanecen constantes, en

estas plantas disminuyen considerablemente (Figura 14), lo que reflejaría que la

expresión de la vía completa esta disminuida y se convierte en un antecedente

más para explicar Ia dificultad de obtener estas plantas y de la importancia del

gen zdsl en la biosíntesis de carotenoides en D. carota.

Si bien se decidió medir los niveles de psy, porque es un gen que se ha

planteado como clave en la ruta de biosíntesis de carotenoides (Welsch y col.,

2000; Welsch y col., 2003; Mass y col., 2009), para aventurar alguna explicación

integral respecto al comportamiento completo de la via, hace falta medir los

niveles de expresión de otros genes carotenogénicos.

La ausencia de diferencias entre los pigmentos de las plantas con

reducidos niveles de expresión del gen zds2, respecto a plantas silvestres

(Figura 17), tiene dos explicaciones pos¡bles. La primera tiene que ver con que

la disminución en los niveles de mensajero de zds2 y por lo tanto la resultante

merma en la actividad de esta enzima, podría estar siendo compensada por la

actividad de ZDS1. La otra posibilidad es que, a pesar de que el gen zds2 es

transcripcionalmente activo e incluso sus niveles varían significativamente

durante el desarrollo (Fuentes, 2009), este gen no sea esencial o que

directamente que carezca de una función en la ruta carotenogénica. Esto puede

deberse a que los mensajeros no se traduzcan, o a que una vez traducidos, la
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enzlma sea inactiva tanto por una regulación posltraduccional o simplemente

por diferencias aminoacídicas respecto a ZDS, situación que se discutirá más

adelante.

Para dirimir respecto a esta d¡cútomía, serían fundamentales los análisis

de los pigmentos de las plantas silenciadas para el gen zdsT y también de las

plantas con silenciamiento simultáneo de ambos genes. Sin embargo, como ya

se mencionó, no se pudo obtener plantas silenciadas sólo con el gen zdsT y, de

¡as plántulas silenciadas simultáneamente paru zdsl y zds2, el escaso tej¡do

obtenido impidió realizar el anális¡s de los pigmentos para estas plantas. El

fenotipo que presentaron estas plantas, de un reducido tamaño, desarrollo

mínimo de raíz y tejido foliar y, sobretodo que se obtuvieron en condiciones de

luz tenue, coincide con el fenotipo descrito para mutantes con niveles reducidos

de pigmentos. Además estos resultados sugieren fuertemente que zds2 no

podría suplir la disminución de los niveles de zdsl y aunque no tenemos

evidencia directa, los resultados sugieren que el gen zds2 no tiene función

carotenogénica.

6.3 Sobre-expresión del gen zdsl en Nicot¡ana tabacum

Debido a que el silenciamiento génico del gen zdsT resultó prácticamente

inviable, para poder estudiar su función, decidimos sobre-expresarlo en las

plantas de tabaco.

Se transformaron plantas de tabaco porque además de ser una planta

modelo donde se han realizado trabajos con carotenoides (Ralley y col., 2OO4;
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Zhu y co|.,2007; Gerjets y col., 2007) y ser un procedimiento instaurado en el

laboratorio, los iiempos para obtener tabacos transgénims (3 meses aprox.) son

considerablemente menores a los tiempos para obtener zanahorias

transgénicas (6 meses). Además, como se contaba con el gen zdsl de

zanahoria, la estrateg¡a de sobre-expresarlo en plantas de zanahoria tiene altas

posibilidades de gatillar el SGPT y volver a la situación de no poder obtener

plantas viables.

Con respecto a la organogénesis de tabaco, fue un procedimiento

altamente eficiente. A partir de 4 transformaciones, cada una con 20 explantes,

se obtuvieron hasta las etapas finales de organogénesis alrededor de 10

explantes, cada uno de ellos con 5 plántulas en promedio. De estas plántulas,

25 se crecieron para ser pasadas a tierra y finalmente se obtuv¡eron 20 plantas

aclimatadas creciendo en tierra, lo que representa un 5% de eficiencia. Si

además consideramos que de 10 plantas analizadas g son transgénicas,

obtenemos una eficiencia de transformación de un 4.5%. Este porcentaje es

muy superior al 2-50/o obtenido para la transformación de zanahorias (Flores,

2009) que ya es un porcentaje de transformación alto.

La sobre-expresión de zdsl de D. carota en plantas de tabaco fue

verificada mediante RT-PCR convencional con partidores específicos de la

región 3'NTR para zdsl de zanahoria, los cuales no hibridan en ningún gen en

tabaco. De este modo se comprobó que 8 de 9 plantas analizadas expresaron

el gen zdsT de D. carota (Figura 16), lo cual también reafirma lo ventajoso de Ia

transformación de plantas de tabaco. Las plantas regeneradas fueron
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traspasadas a tiena y mantenidas en invernadero, mientras se realizaron los

análisis moleculares y bioquímicos- Actualmente, se espera la floración de las

plantas para la obtenc¡ón de la generación T1.

Como se observa en la Figura 18, dos de las tres líneas analizadas

poseen un aumento significativo de los carotenoides totales respecto a las

plantas silvestres. Este aumento estaría ¡ndicando que el gen zdsl

efectivamente codifica para una proteína act¡va, que participarÍa en la

biosíntesis de caroteno¡des. Es importante tener en cuenta para el análisis de

las plantas transgén¡cas, que si b¡en todas las plantas se transformaron con la

misma construcción, la inserción de ésta es azarosa en el genoma para cada

planta. Esto implica que el contexto genético donde se ¡nserta la construcción,

en algunos casos determina el n¡vel de expresión del transgen. Otra expl¡cación

para justificar las diferencias de expresión en una planta transgénica, es la

variac¡ón somaclonal. Este es un fenómeno que se ha descrito principalmente

en plantas que se obtienen a partir de cultivos de tejidos (como la

organogénesis somática en el caso de los tabacos) y que consiste en camb¡os

genéticos que pueden ir desde un re-arreglo cromosómico hasta una mutación

en un nucleótido puntual y ocurre solo en algún(os) clon(es) obtenido a partir de

un mismo tejido.

Una alternativa para evaluar este t¡po de diferencias, sería realizar

ensayos de RT-PCR cuantitativo de estas plantas para el transgen y analizar si

esas diferencias se correlacionan con las diferencias en los pigmentos de estas
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plantas. Otra alternativa, sería analizar un número mayor de plantas, asÍ

aumentando el número de muestras. la tendencia se haría más robusta.

Comenzando el análisis de los pigmentos propiamente tal, resulta

interesante notar que, no obstante, existe un importante aumento en los

carotenoides totales en Ll (1.9 veces) y L11 (4.4 veces). No obstante, este

aumento no se explica con los pigmentos que se detectaron mediante el HPLC,

como son luteína, B-caroteno y clorofila. Una de las posibilidades es que este

gran aumento se deba a la acumulación de un pigmento no detectado, por lo

que se podría ajustar las mediciones de HPLC de manera de buscar posibles

intermed¡ar¡os apolares que podrían salir a tiempos poster¡ores a los 40 minutos

estandarizados para el HPLC.

Según el análisis estadístico realizado, la línea L1 1 también tiene

aumentos significativos para la clorofila de 6.2 veces y para el carotenoide

desconocido de 7.2 veces y aunque no es significativo, también aumenta la

luteína 1.6 veces. Para la L1 , si bien su único aumento estadÍsticamente

significativo son los caroteno¡des totales con 1.9 veces, tamb¡én aumenta su

contenido de clorofila 2.1 veces, la luteína '1.4 veces y el B-caroteno en 1.8

veces.

Estos datos podrían llevarnos a plantear que existe un nivel de expresión

mínimo necesario, que genere una variación importante en toda la vía y por lo

tanto se traduzca en un aumento y variación considerable en los carotenoides.

Este nivel estaría sobrepasado en el caso de la L1 I en donde si se aprec¡an

diferencias significativas en los carotenoides totales y algunos otros pigmentos.
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En el caso de la L'1, la expresión estaría bajo este posible nivel mínimo, lo que

se refleia en un menor aumento de carotenoides totales y además, no se

observan variaciones significativas en los otros pigmentos detectados.

Con respecto al caroteno¡de desconocido, podemos decir que el

carotenoide más similar del que se tenía un estándar y es la astaxantina. El

tiempo de retención de nuestro carotenoide es aproximadamente 2.5 minutos,

que representa aproximadamente 0-5 minutos menos que el tiempo de elusión

de la astaxantina, por lo que la polaridad de este carotenoide desconocido debe

ser mayor al de astaxantina.

6.5 Función Órgano-específ ica de los Genes y Anális¡s de las Secuencias

Con respecto a la órgano-especiflcidad entre los genes zdsT y zds2 de D.

carofa, hasta ahora la única planta donde se han reportado dos potenciales

genes zds, podemos decir que: el hecho de que al s¡lenciar zds2 los niveles de

p¡gmentos no varíen y que, al silenciar o tratar de silenciar zds7, se obtenga un

fenotipo con característ¡cas de inviabilidad para la planta, no se cond¡ce con lo

esperado y reportado en la literatura para genes con una función órgano-

específica. En términos generales se ha visto que uno de los genes se expresa

ubicuamente en la planta o en un órgano preferentemente y los niveles de

expresión del otro gen aumentan en determ¡nado estado de desarrollo ylo para

ciertos órganos (Ronen 2000; Galpaz y col., 2006; Giorio y col., 2008; Alquézar

y col., 2009; Devitt y col., 20'10). Por este motivo, si bien se podría esperar que

al silenciar uno de ellos las plantas no sean viables, al silenciar el otro se
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deberían obtener diferencias en la composición de pigmentos de algún órgano

en particular respecto a plantas silvestres.

Por ello, nuestros resultados descartaron la órgano-especificidad de

estos genes y posicionaron a zdsT como el gen fundamental. Para determinar si

el gen zds I posee una función en la ruta de biosíntesis de D. carota, utilizamos

la estrategia de sobre-expresión, estraiegia que ya ha sido ampliamente

utilizada para estudios de carotenoides en plantas (Giuliano y col.,2008; Kim y

col., 2009).

Adicionalmente, se proyecta realizar a corto plazo estudios proteicos (con

ant¡cuerpos desarrollados en nuestro laboratorio para ZDS), tanto de las plantas

con los niveles silenciados de zds2 como sobre-expresados para zdsl. Se

espera que de la comparación de los diferentes tejidos, se observe una

correlación entre la disminución de los mensajeros de zds2 o aumento de zdsl

y su correspondiente correlación a nivel proteico.

Además, de la comparación entre zanahorias silvestres y zanahorias

silenciadas para zds2 se podrá definir si zds2 efectivamente se traduce en las

plantas silvestres. En tal caso, la explicación de su falta de función sería una

regulación post-traduccional o la pérdida de actividad debido a alguna mutación.

En el caso que el gen zds2 sea traduc¡do pero que no presente una

función biológica, podría deberse a las diferencias aminoacídicas entre ZDSI y

ZDS2, causado por algún cambio por ejemplo en un aminoácido del sit¡o activo

o algún aminoácido que impida que Ia proteína se ensamble en el complejo
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multienzimáiico en la membrana del tilacoide, tal como fue propuesto por

Cunningham, 2002.

Del alineamiento de secuencias, destacamos tres diferencias entre zdsl

y zds2 y por lo tanto, posibles mutaciones (destacadas en verde en la Figura

'19), a las que potencialmente se les podría atribuir la ausencia de función de la

enzima ZDS2. Estos aminoácidos se encuentran presentes en la enzima ZDS

de A. thaliana, cuya funcionalidad ya se ha demostrado (Dong y col.,20Q7) y en

la ZDSI de D. carota, que nosotros proponemos como funcional, y se

encuentran modificados en la ZDS2 de D. carota. As¡m¡smo, estas tres

diferencias se encuentran dentro del dominio NADB_Rossmann, las dos

primeras están además dentro un motivo predicho como z-caroteno desaturasa

y la tercera representa el cambio más radical de una Serina por una Valina.

Estas regiones podrían ser importantes y por lo tanto estas diferencias podrían

ser buenos candidatos para explicar la ausencia de la disminución de

carotenoides en plantas silenciadas para zds2.

Es importante destacar que ambos genes poseen una alta identidad de

secuencia nucleotídica que también se traduce en una elevada identidad a nivel

am¡noacídico, sugiriendo que nos encontramos frente a un caso de duplicación

génica, sin embargo una duplicación génica sin función aparente. En la

literatura se han reportado varios casos de duplicación génica cuya función

estaría asociada a estrategias genéticas de mejorar la regulación de alguna via

(Li y col., 2008), otorgar órgano-especificidad (Devitt y col., 2010) o favorecer la

diversificación (Fucile y co|.,2008; Romanel y co|.,2009). Dado que nuestra
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hipótesis plantea que este caso de duplicación génica posee alguna de estas

características, en base a nuestros resultados, debemos rechazar nuestra

hipótesis.

En suma, nuestros datos apuntan a que el gen zdsT sería el responsable

de la función z-caroteno desaturasa en D. carota. Además, no existiría una

órgano-especificidad entre los genes zdsl y zds2 y, a pesar del 91% de

identidad aminoacídica entre ellos, zds2 no puede suplir la función de zdsl .

F¡nalmente, podemos decir que este trabajo ha contribuido al estudio y la

comprensión del metabolismo y la fisiología de la ruta de biosíntesis de

carotenoides, en particular, en aportar a la determinación de la función de los

genes zdsT y zds2 de D. carota.

85



7. CONCLUSIONES

- Los genes zdsT y zds2 de D. carota no poseen un función órgano

específica. Esto se debe a que al silenciar el gen zds2, no se alteran los niveles

ni la composición de pigmentos en hojas y en raíces modificadas en las plantas

transgénicas. Si a este resultado, le sumamos la gran d¡ficultad para obtener

plántulas e imposibilidad de obtener plantas adultas con el gen zdsT silenciado,

nos estaría indicando que el gen zdsT es el responsable de llevar a cabo la

función z-caroteno desaturasa en la planta completa de zanahoria y el gen zds2

se trataría de una duplicación y/o redundancia génica que si bien es

transcripcionalmente activo, no sería esencial y eventualmente podría ser

suplido por ZDSI pero no viceversa.

- El gen zdsl de D. carota es funcional, ya que al sobre.expresarlo en Ias

plantas de tabaco, se altera la cantidad de caroteno¡des. No obstante, aunque

se logó determinar este gran aumento en la cantidad de carotenoides totales, no

se logró correlacionar con el aumento de uno o varios pigmentos en particular,

por lo que se requieren mayores análisis para poder definir la respuesta de la

ruta ante esta sobre-expresión.
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- Los resultados obtenidos, permiten validar las estrategias de SGPT y

sobre-expresión como herramientas útiles para estudiar la función de los genes.

En el caso del silenciamiento génico, se logró la especificidad esperada y

niveles muy altos en el porcentaje de silenciamiento de los genes en estudio. En

el caso de la sobre-expresión, se observó una correlac¡ón entre la expresión del

transgen (zdsl de D. carota) y los niveles de carotenoides totales.
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8. PROYECCIONES

- Para poder dirimir respecto a algunas situaciones y confirmar nuestros

resultados, se espera realizar experimentos con anticuerpos desarrollados en el

laboratorio para ZDS. Es decir, se podrá determinar de una manera directa la

relación entre la transcripción, los niveles de pigmentos y de proteínas en los

diferentes tejidos de plantas s¡lenciadas para zds2, plantas que sobre-expresan

zdsT y plantas silvestres.

- Además, se analizarán un mayor número de líneas de tabaco que sobre-

expresan zdsl con la finalidad de aumentar la robustez de los resultados y para

optimizar las mediciones de HPLC de modo de detectar la presencia de

posibles pigmentos responsables de la sobre expresión del gen zdsT que no se

identificaron en esta oportunidad.

- Dado que los altos niveles de silenciamiento para el gen zdsl podrían

haber impedido la obtención de plantas, una alternativa sería generar una

nueva construcc¡ón con un promotor inducible, de esta manera, se podrían

obtener plantas y confirmar si la causa del problema son los bajos niveles de

mensajeros de este gen.
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ANEXO DE TRABAJO ADELANTADO

La presente tesis corresponde a la cont¡nuación del trabajo desarrollado

en el marco del Seminario de Título para optar el iítulo de lngeniero en

Biotecnología Molecular (Flores, 2009).

Algunos proced¡m¡entos y resultados de dicho trabajo se mencionan a

continuación, con el fin de contextualizar y entregar información relevante para

facilitar la lectura, comprensión y análisis de esta tesis.

1 0.1 ) CONSTRUCCTONES GENÉTTCAS

Generación de la construcción pMD/z'l

La construcción pMD/z1 se generó con el objetivo de gatillar el SGPT del

gen zdsl . Para esto, se amplificó la región 3'NTR (295pb) del gen zdsT desde

ADNc de D. carota. Este fragmento se clonó en or¡entación sentido respecto al

promotor en el vector Gateway@ pTOPO y poster¡ormente en antisentido en el

vector Gateway@ pCR8. La identidad del fragmento se corroboró

secuenciándolo (Macrogen Corp., USA) desde la construcción pTOPO/z1N y la

construcción pCRS/z1N se usó para recombinar con el vector de pMDC32

originando pMD/zl N. De esta manera, se espera que cuando la construcción

pM/z1N se exprese, el fragmento en antisentido hibride con el ARNm endógeno

en orientación sentido formando el ARN doble hebra para gatillar el SGPT.
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Generación de la construcción pHGlz2

La construcción pHGlz2 se generó con el objetivo de gatillar el SGPT del

gen zds2. Para esto, se amplificó Ia región 3'NTR (271 pb) del gen zds2 desde

ADNc de D. carota y este fragmento se clonó en orientación sentido respecto al

promotor en el vector Gaieway@ pTOPO. La construcción pTOPOlz2 se utilizó

para recombinar con el vector de pHellsgate dando origen a pHGlz2. Tanto la

identidad del fragmento clonado como su orientación se comprobaron mediante

la secuenc¡ac¡ón de pHG/22 (Macrogen Corp., USA). De esta manera se espera

que la horquilla de ARN que gatille el SGPT se obtenga directamente de la

transcripción de esta construcción.

Funcionalidad de las construcciones pMD/z1N y pHG/22

Para comprobar la funcionalidad de las construcciones pMD/z1N y

pHG/22N, se agroinf,ltraron hojas de tabaco con cultivos de A. tumefaciens

portando cada una de estas construcciones. Luego, se realizó un RT-PCR

desde el tejido de tabaco agroinfiltrado para detectar la expresión de las

regiones NTR de los genes zdsT y zds2 de D. carota en tabaco.
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10.2) TRANSFORMACTÓN ESTABLE y REGENERACTÓN DE PLANTAS

Para la transformación estable de zanahorias, se siguió un protocolo

previamente estandarizado (Chen y Pur¡a, 2002) e implementado en el

laboratorio, en el que se utilizan explantes (epicotilos) de plántulas de zanahoria

de dos semanas cultivadas in vitro. Para obtener zanahorias in vitro, se

siembran semillas estériles en frascos de medio MS (Murashige & Skoog) y se

cultivan en condiciones de fotoperíodo ('16h luz y 8h oscuridad).

Los explantes de zanahoria se co-incubaron mn el cultivo de A.

tumefaciens portando cada una de las construcciones (pMD/z1N y pHG/22)

durante 10 minutos. Luego, los explantes se depositaron en una placa de MS

sin ant¡biótico y condiciones de oscuridad durante 1,5 días aproximadamente.

Posteriormente, se traspasaron los explantes a las placas respectivas para

seleccionar el tejido transformante e inducir el proceso de embriogénesis

somática.

Este proceso de embriogénesis consta de tres etapas y a continuación se

detallan los medios para el caso de la transformación con la construcción

[Hclz2. El primer medio (medio l) contenía kanamicina (2S mg/L), la auxina

2,4D (1 mglL) y cefotaxime (300 mg/L). Después de 5 semanas, los explantes

se pasaron al segundo medio (medio ll), que estaba conformado por

kanamicina (50 mg/L), 2,4D (0,5 mg/L) y cefotaxime (300 mg/L). Después de

permanecer 4 semanas en el segundo medio, con un fotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 horas de oscuridad, los explantes desarrollaron embriones en estado
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inmaduro. Al finalizar las 4 semanas, se pasaron al tercer medio (medio lll). En

éste se aumentó la concentrac¡ón de kanamicina a 100 mg/L, se eliminó la

hormona 2,4D para favorecer la maduración de los embriones y el cefotaxime

se redujo a 150m9/L. Finalmente, luego de 4 semanas, las plántulas

regeneradas se pasaron a frascos de MS donde éstas elongaron y enraizaron.

De esta forma, al cabo de 5 meses, se obtuvieron plániulas con raíces

apropiadas para su aclimatación a tierra.

10.3) ANÁLISIS MOLECULAR DE LAS PLANTAS

Para confirmar Ia inserción de la construcción pHGlz2 en el genoma de

las zanahor¡as obtenidas producto de la embriogénesis, se extrajo el ADN de

las hojas y se realizó un PCR con partidores para el promotor CaMV 35S. Este

promotor dirige la expresión de la construcción pHGlz2 en la planta y no es

parte del genoma de las zanahorias silvestres. Como resultado, se obtuvo una

banda del tamaño esperado de 400pb en las 9 líneas analizadas. De este modo

concluimos que estas plantas regeneradas son transgénicas ya portan la

construcción para gatillar el silenciam¡ento génim de zds2 y el protocolo de

transformación y regeneración de plantas se logró con éxito.
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ro.4) AGRADECTMTENTO

Generación de la construcción pGRS/z1A

La amplificación de la región codificante del gen zdsl, su clonación y

secuenciación en el vector de entrada pCR8, fue realizado por Guillermo

Wegener como parte de su Seminario de Título. Esta construcción fue

amablemente facilitada y permitió obtener la construcción pG\Allzl A para sobre-

expresar el gen zdsl de D. carota en N. tabacum.
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