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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos sintetizados por plantas, algas y
algunas levaduras y bacterias. En plantas, estas moleculas cumplen
importantes funciones en la fisiologia de la planta asociados a la fotosintesis, y
foto-proteccion. Ademas, sirven como precursores de importantes compuestos
como la hormona acido abscisico (ABA).

La ruta de biosintesis de los carotenoides ha sido ampliamente
estudiada, describiéndose los genes y enzimas involucrados en el proceso en
plantas. Sin embargo, los aspectos regulatorios que subyacen a la via, no han
sido completamente dilucidados. La luz es uno de los agentes reguladores mas
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 mas de un gen codifica para enzimas con igual actividad. En estos
casos, la expresion de los genes carotenogénicos estd asociada con un 6rgano
especifico (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 Unica planta en la que se ha identificado dos genes z-caroteno desaturasa
(zds), denominados zds7 (DQ222430) y zds2 (DQ192189).

Considerando este evento de duplicacion, sumado a la sintesis de

carotenoides en los contextos de luz (hojas) y oscuridad (raiz modificada) y
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diferencias en la expresion de estos genes durante el desarrollo de la planta, se
evalud la hipétesis de que los genes zds7 y zds2 en D. carola poseen una
funcién organo-especifica.

Nuestros resultados muestran que al silenciar el gen zds2, no se alteran
los niveles de mensajero para zds7 y fitoeno sintasa (psy2), mientras que los
niveles de transcrito de psy? aumentan significativamente. Sin embargo, en las
plantas con Silenciemiento Génico Post-transcripcional (SGPT) de zds2 no se
afectd la composicién y cantidad de pigmentos en las hojas ni en las raices. Por
otra parte, obtener plantas con niveles reducidos de mensajeros de zds? fue
practicamente imposible. Solo se obtuvo 2 plantas dobles silenciadas cuyo
fenotipo anormal se correlaciond con la disminucion en los niveles de
mensajeros para zds1, zds2 y psy2. Ademas, se comprobd la funcionalidad del
gen zds? de D. carofa, mediante su sobre-expresion en plantas de Nicotiana
tabacum. En estas plantas transgénicas se midié un aumento en los niveles de

carotenoides.

Estos resultados posicionan al gen zds? como el gen responsable de la
funcioén z-caroteno desaturasa en D. carota y su funcién estaria asociada a la
sintesis de carotenoides en toda la planta, descartando la posibilidad de un
sistema de expresion organo-especifico para estos genes. Ademas, dado que
zds2 no compensa la disminucion en los niveles de zds1, sugerimos que zds2

no seria funcional en D. carota.
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ABSTRACT

Carotenoids are pigments synthesized by plants, algae and by some
yeasts and bacteria. In 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 most-studied 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. In 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
desaturase genes (zds) have been described, termed zds? (DQ222430) and
zds2 (DQ192189). Considering this gene duplication event, the fact that carrot

synthesizes carotenoids in light (leaves) and dark (modified root) conditions 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 zds? and zds2 in D.
carota was evaluated.

Our results show that in zds2-silenced plants, zds? and phytoene
synthase (psy2) mRNA levels do not change, while psy? mRNA levels increase
significantly. Nevertheless, in zds2-silenced plants, the pigment quantity and
composition was not affected in either leaves or roots. However, plants with
silenced zds7 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 zds?, zds2 and psy2. In
addition, the zds7 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 zds? 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-specific
function of these genes. Since the zds2 gene cannot compensate for decreased
zds1 transcript levels, we suggest that zds2 is a non-functional gene in D.

carota.



INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: funcion y biosintesis

Los carotencides son pigmentos isoprenoides con un esqueleto de 40
carbonos altamente insaturado sintetizados 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 atomos de oxigeno.

En los organismos fotosintéticos, los carotenoides poseen importantes
funciones tales como:

i) Participar en la foto-proteccion, proceso que previene ya sea del dafio
oxidativo causado por especies reactivas del oxigeno o aquel generado  por el
triplete de la clorofila en el centro de reaccion del fotosistema |l.

i) Disipar el exceso de energia térmica a través del ciclo de las
xantofilas (Demmig-Adams y Adams, 2002; Telfer, 2005; Niyogi, 1999).

i) En cloroplastos funcionan como pigmentos accesorios de la
fotosintesis, ampliando las longitudes de onda captadas por laclorofilaa y b
en el centro de reaccion del fotosistema |l asociado a los complejos captadores
de luz (Light harvesting complex, LHC; Britton, 1995; Demming-Adams y col.,

1996).



iv) En el caso particular de las plantas, los carotenoides son también
precursores para la sintesis del acido abscisico (ABA), una relevante hormona
vegetal involucrada con los procesos de dormancia de semillas, apertura y
cierre de estomas y respuesta al estrés abiotico, entre otros (Milborrow, 2001).

v) Ademas, algunos apocarotenoides, carotenoides con un esqueleto de
menos de 40 carbonos, estan involucrados en la formacion de micorrizas, las
cuales favorecen la captacién de nutrientes del suelo, lo que tiene un impacto
positivo en el crecimiento de la planta (Walter y col., 2010).

vi) Dependiendo del grado de insaturaciones en el esqueleto del
carotenoide, éste puede presentar diversas tonalidades entre el amarillo, rojo y
anaranjado. Este colorido se traduce en funciones como la atraccion de
polinizadores o |la seleccion preferencial por un compafero sexual y la accion de
agentes encargados de la dispersiéon de semillas (Baron y col., 2008, Bramley,
2002; Bartley y Scolnik, 1995).

vii) En animales y por lo tanto en humanos, los carotenoides tambiéen
cumplen importantes funciones, pero estos organismos deben obtenerlos
directamente de la dieta ya que no los pueden sintetizar. Los carotenoides son
precursores del retinol (vitamina A), el cual participa en el proceso de la vision
(por ejemplo, evitando la degeneracion de macula) y cumple funciones de
sefalizacion durante el desarrollo. Ademds, debido a sus propiedades
antioxidantes, han sido vinculados a la proteccion frente a ciertos tipos de
cancer y el envejecimiento (von Lintig 2010; Tafti y Ghyselinck, 2007; Fraser y

Bramley 2004; Handelmann, 2001).



En cuanto a la organizacion de los genes que codifican para las enzimas
carotenogenicas, se sabe que en las plantas, éstos se ubican en el nucleo de la
celula, sin embargo, la biosintesis de los carotenoides se realiza en los
plastidios, tales como, cloroplastos, cromoplastos y amiloplastos. Por lo tanto,
las proteinas sintetizadas son destinadas a los plastidios, generalmente
agrupados en complejos multienzimaticos para ejercer su actividad. Se ha
propuesto que las enzimas IPP isomerasa (IPl), geranilgeranil pirofosfato
sintasa (GGPPS) y la fitoeno sintasa (PSY) se agrupan en un complejo
enzimatico en el estroma del cloroplasto (Figura 1). En cambio, las enzimas
fitoeno desaturasa (PDS), caroteno isomerasa (CRTISO), z-caroteno
desaturasa (ZDS), licopeno B-ciclasa (LCYB) y licopeno e-ciclasa (LCYE)
conforman un complejo multienzimatico en la membrana del tilacoide (Figura 1)

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

[P )
8PP —» | GGPS | GGPS |

Fitoeno

Estroma / \

Complejo B.p Complejo 3,&
Producto: [3-caroteno «-caroteno
Cunningham, 2002

Figura 1. Esquema hipotético de la organizacién de las enzimas carotenogénicas. Las
enzimas formarian complejos multienzimaticos tanto en el estroma como en las membranas del
plastidio.



Todos los isoprenoides tienen como precursor la molécula de isopentenil
pirofosfato (IPP). En plantas, éste puede ser sintetizado mediante dos vias, la
via del acido mevalénico (MVA) y la via del metileritritol 4-fosfato (MEP), siendo
esta Ultima, la que se localiza en los plastidios (y por lo tanto, responsable de la
produccion de carotenoides en cloroplastos y cromoplastos). En la via MEP, el
IPP es sintetizado a partir de gliceraldehido 3-fostato y piruvato (Figura 2A)
(Rodriguez-Villalon y col., 2009) y aunque se sabe que existe en algin grado
intercambio entre el IPP citosdlico y el plastidial, no se conoce en detalle esta
relacion.

Una vez formado el IPP, éste es isomerizado a dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) mediante la enzima IPP isomerasa (IPl). 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 unién
“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 fitoeno (Figura 2A), sintetizado
por la enzima fitoeno sintasa (PSY) y corresponde a la primera reaccion
especifica de la sintesis 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 palido en el z-caroteno, hasta el rojo en el



licopeno (Figura 2A y 2B). La primera desaturacion la lleva a cabo la enzima
fitoeno desaturasa (PDS), seguida de la primera isomerizacion realizada por la
recientemente descrita z-caroteno isomerasa (Z-I1SQ), cuya actividad puede ser
suplida por accion de la luz (Chen y col., 2010). Posteriormente, la enzima
encargada de la segunda desaturacién es la z-caroteno desaturasa (ZDS)
(Figura 2B), seguida por la caroteno isomerasa CRTISO (Li y col., 2007).

Posteriormente, el licopeno es ciclado para formar a y B-caroteno. La
enzima licopeno B-ciclasa (LCYB) participa en la formacién del B-caroteno,
mientras que para producir a-caroteno se requiere la licopeno B-ciclasa y la
enzima licopeno e-ciclasa (LCYE). Luego, el a-caroteno es hidroxilado en su
anillo-B por la caroteno B-hidroxilasa y en su anillo-€ por la caroteno e-
hidroxilasa, para sintetizar luteina, el carotenoide mas 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 2A)
(Cunningham y Grantt, 1998).

Las etapas sucesivas a la formacién de zeaxantina, conducen a la
sintesis del acido abscisico (ABA). Primero se sintetiza un isémero 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 atomos de carbono, precursor del ABA, y que seria
presumiblemente el compuesto que migra desde el plastidio al citosol mediante

un mecanismo aln desconocido (Nambara y Marion-Poll, 2005).
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Figura 2. Ruta de la biosintesis de los carotenoides en las plantas. A) Diagrama
simplificado de la ruta de biosintesis de carotenoides en las plantas. MVA, &cido mevalénico;
MEP, metileritritol; G3P, gliceraldehido 3-fosfato: IPP, isopentenil pirofosfato; DMAPP, dimetilalil
pirofosfato; GGPP, geranilgeranil pirofosfato; PSY, fitoeno sintasa: PDS, fitoeno desaturasa;
ZDS, z-caroteno desaturasa; LCYB, licopeno B-ciclasa; LCYE, licopeno e-ciclasa; ABA, acido
abscisico. B) Desaturaciones consecutivas desde fitoeno hasta la sintesis de B-caroteno, Z-1S0,
Z-lsomerasa; Crt-ISO, Caroteno Isomerasa. Las dos primeras desaturaciones las realiza la
enzima fitoeno desaturasa y las dos segundas (7-8 y 7'-8') la enzima z-caroteno desaturasa.,
Las desaturaciones se indican por los triangulos invertidos. Ademas se muestra la convencion
para la numeracion de los carbonos del fitoeno.



1.2 Regulacion de la via carotenogénica

Como se describid 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 regulacion que subyacen a ésta son en su mayoria desconocidos.
Determinar y conocer los aspectos regulatorios de la biosintesis de
carotenoides permitiran manipular exitosamente la ruta con fines
biotecnolégicos. Es por esto, que en los Ultimos afios se han realizado
contribuciones que aportan a esclarecer la regulacién en diversos modelos
vegetales como Arabidopsis thaliana (Rodriguez-Villalén y col., 2009),
zanahoria (Mass y col., 2009), naranja (Alquézar y col.,, 2009) y tomate
(Bramley, 2002), entre otros.

Entre los reguladores de la via carotenogénica mas estudiados, se
encuentra la luz. Asi, la luz captada por los fotoreceptores fitocromos vy
criptocromos, ejerce una regulacién positiva sobre la expresion de estos genes
(von Lintig y col., 1997; Schofield y Paliyath, 2005; Pi.zarro y Stange, 2009;
Rodriguez-Villalon A y col., 2009). Por ejemplo, en A. thaliana y la planta de
mostaza Sinapsis alha, se demostrd que los niveles de expresion del gen que
codifica para PSY aumentan por efecto de la luz (von Lintig y col., 1997). En
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) expuestas a condiciones de luz, también
se ha reportado un aumento de los transcritos de los genes carotenogénicos -
caroteno hidroxilasa (bhy), zeaxantina epoxidasa (zep) y violaxantina de-
epoxidasa (vde) (Woitsch y Rémer, 2003). Analisis mas exhaustivos, basados

en los estudios del promotor, han demostrado que el gen de fitoeno sintasa



(psy), posee elementos de respuesta a luz (Welsch y col., 2003). La misma
activacion se reporta por efecto de la luz en el caso de IP| de maiz (Albrecht y
Sandmann, 1994) y en los niveles de transcrito de /cy-8 en tomate (Hirschberg
2001).

Otro factor en el que se ha puesto énfasis, por su potencial rol en la
regulacion de la sintesis de carotenoides, es el desarrollo de la planta. Se ha
reportado que la sintesis de carotenoides aumenta durante el desarrollo floral
(Zhu y col., 2003), la maduracién de los frutos (transicion de cloroplastos a
cromoplastos) (Bramley, 2002) y en el proceso de diferenciacion de los
cloroplastos en las hojas, proceso que también es inducido por luz (Woitsch y
Rémer, 2003).

Un tercer aspecto que se relaciona con la regulacion de la via,
corresponde a los casos en donde se ha reportado que dos o mas genes
codifican 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 excepcion de las enzimas GGPS, IPIl y caroteno-B hidroxilasa para las cuales
existen 11, 2 y 2 genes respectivamente (Cunningham, 2002).

En tomate (Solanum lycopersicum), también se ha reportado mas de un
gen carotenogenico 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 érgano que sintetice el pigmento. Es asi como existe
una enzima especifica de cloroplastos (hojas) llamada LCYB y otra especifica

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



ha reportado dos genes que codifican para enzimas con actividad PSY, el gen
psy1, gue es inducido principalmente en pétalos y durante la maduracion del
fruto (Welsch y col., 2000; Giorio y col., 2008) y psy2, activo principalmente en
las hojas maduras (tejido fotosintético) (Bartley y Scolnik, 1993; Giorio y col.,
2008). En plantas de naranja (Citrus sinensis), también se han reportado dos
enzimas licopeno B-ciclasas, CsB-LCY7 y CsB-LCY2. Esta ultima, posee una
expresion especifica en cromoplastos y una marcada induccion 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 licopeno B-ciclasas (fcy- B 1y ley- B 2). Se detectd una mutacion en el
gen lcy- B 2 que genera una enzima inactiva, lo que impide la conversion de
licopeno en B-caroteno especificamente 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 amarilla. Ademas, la expresion de Icy- B 2, a
diferencia de lcy- B 1, esta fuertemente inducida durante la maduracion del fruto
(Devitt y col., 2010).

Otro ejemplo se ha reportado en maiz (Zea mays) donde existen tres
genes psy paralogos. Aunque aun se desconoce la regulaciéon subyacente, se
ha descrito que la acumulacion de carotenoides en el endosperma de maiz se
correlaciona con los niveles de mensajero de psy7, pero no de psy2 o psy3.
Ademés se encontro que PSY1 es necesaria para la carotenogénesis en

ausencia de luz en tejido fotosintético y para la tolerancia a estrés. Ademas, en



hojas, la expresion de psy? 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 descrito como relevante en la
regulacién de la biosintesis de los carotenocides, es la via mediante la cual se
genera el precursor de isoprenoides IPP, por la via MEP. Se ha descrito un
mecanismo de retroalimentacion positiva entre la enzima PSY y la enzima 1-
deoxi-D-xilulosa-5 fosfato sintasa (DXS involucrada en la sintesis de IPP),

asociado a condiciones de oscuridad (Rodriguez-Villalén y col., 2009).

1.3 Daucus carota 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 p-
caroteno en la raiz de reserva (Jayaraj y col., 2008). Ademas, la zanahoria
sintetiza carotenoides tanto en hojas, que estan expuestas a la luz, como en su
raiz de reserva, que se desarrolla en oscuridad. Considerando los antecedentes
expuestos previamente, la luz tiene un rol activador de la expresion de genes
carotenogénicos en hojas, flores y frutos. Sin embargo, se desconocen los
mecanismos regulatorios de |la sintesis de carotenoides en érganos como la raiz
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 estdn anotadas las
secuencias de la mayoria de los genes que codificarian para las enzimas de la
ruta de los carotenoides en D. carofa como: isopentenil isomerasa (IPI),
geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS) 1 y 2, fitoeno sintasa (PSY) 1y 2,
carotenoide isomerasa (CRTISO), fitoeno desaturasa (PDS), z-caroteno
desaturasa (ZDS) 1 y 2, licopeno B-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 evalud 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 raiz modificada de
plantas de zanahoria. Asi, se determind que el grado de desarrollo va
acompafiado de la acumulacion de los mensajeros de la mayoria de los genes
en la raiz de zanahoria crecida en condiciones normales (oscuridad). En hojas,
crecidas en condiciones normales, expuestas a luz (foto-periodo 16h), la
mayoria de los genes también aumentan su nivel de abundancia relativa
durante etapas tardias del desarrollo (Fuentes 2009).

Otro grupo en Francia, ha reportado la expresion 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
observé que en las variedades coloreadas, existe una correlacién entre la
expresion 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 estan expresando pero no hay acumulacion de
pigmentos. Esto podria estar indicando la existencia de regulaciones post-
transcripcionales o simplemente deficiencias en la traduccion de las enzimas

carotenogenicas.

1.4 Importancia del gen zds en la biosintesis de los carotenoides

La enzima ZDS en plantas es requerida para la desaturacion del z-
caroteno a neurosporeno y licopeno (Figura 2B) y, mutaciones en dicho gen o
defectos en la actividad ZDS, causan alteraciones fisiolégicas graves. Entre las
mutantes descritas que se atribuyen a defectos para este gen o para la enzima,
se encuentran trabajos con naranjas (Rodrigo y col., 2003), girasol (Helianthus
annuus L) (Conti y col., 2004), A. thaliana (Dong y col., 2007), maiz (Matthews y
col., 2003) y cianobacterias (Bautista y col., 2005).

En naranjas, se describi6 un mutante denominada Pinalate, la cual
presenta frutos de color amarillo, en vez del color anaranjado. Este fenotipo se
debe a una acumulacién de z-caroteno, que refleja la ausencia de actividad z-
caroteno desaturasa. Esta mutacion solo afecta a los frutos, ya que en hojas los
niveles de carotenoides son normales. Ademas, dado que el ABA es uno de los
productos finales de la ruta de biosintesis de carotenoides, las naranjas Pinalate
tuvieron reducidos niveles de ABA solo asociado a los frutos (Rodrigo y col.,
2003).

La mutante non dormant-1 (nd-1) en las plantas de girasol presenta una

gran alteracidon en el locus del gen zds, lo que genera, plantas viables solo en
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condiciones de luz tenue. Ademas, posee una gran acumulacién de z-caroteno,
y un fenotipo viviparo (semillas que germinan antes de tiempo) (Conti y col.,
2004).

Las mutantes spc? de A. thaliana presentan un fenotipo de muerte
celular espontanea con dos variaciones alélicas. La primera, denominada spc?-
1 es la variante débil que presenta un blanqueamiento de las hojas,
acumulacién de superdxido y un mosaico de muerte celular. La segunda,
denominada spc7-2 es una variante fuerte y causa una detencion completa del
desarrollo luego de la germinacion, por lo que se trata de un fenotipo letal.
Ademas, esta mutante genera un(a): desarrollo anormal de cloroplastos; baja
fotoproteccion; nivel reducido de aclividad del fotosistema |l; deficiencias de
ABA e insuficiente sefializacion retrograda (plastidio-nucleo) causada por la
pérdida de funcion de la enzima ZDS (Dong y col., 2007).

Finalmente, 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 gque merma su crecimiento.

En base a todos estos antecedentes queda de manifiesto la importancia
del gen zds, ya que las deficiencias en la biosintesis de los carotenoides
repercuten en los procesos fisioldgicos y metabdlicos 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 (psy? y psy2) y para lcyb (lcyb y lcyb2 o ccs), pero
a diferencia de los otros modelos, D. carota es |la Unica planta en la que se han
identificado dos genes z-caroteno desaturasa (zds), zds7 (DQ222430) y zds2
(DQ192189) (Just y col., 2007). La secuencia anotada para zds?1 posee 2078
pb, de los cuales 1722 pb corresponden a la region codificante. Para zds2, la
secuencia anotada es de 2038 pb y su regién codificante consta de 1728 pb.
Estos genes poseen en la region codificante un 88% de identidad nucleotidica y
un 91% de identidad aminoacidica. En las regiones 5 NTR y 3’ NTR la identidad
nucleotidica es de 24 y 53% respectivamente.

Proponemos que la existencia de dos genes zds, responderia al hecho
de que esta hortaliza sintetiza carotenoides en contextos completamente
distintos. Por una parte en sus hojas, expuestas a la luz (foto-periodo 16h luz) y
por otra parte, en su raiz de reserva, en condiciones de oscuridad. Bajo este
punto de vista, se justificarian dos genes que codifiquen para enzimas con la
misma actividad pero que permitan una regulacion diferencial u oérgano-
especifica (tejido fotosintético o raiz de reserva). En nuestro laboratorio se han
realizado ensayos de expresion mediante RT-PCR en tiempo real,
determinando que tanto zds? como zds2 aumentan su expresion durante el
desarrollo de hojas y raiz modificada, y que zds2 tiene una expresion dos veces
superior a zds? en la raiz de reserva (Figura 3) (Fuentes, 2009). Estos

antecedentes apoyarian nuestra proposicion.
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Figura 3. RT-PCR en tiempo real para los genes zds? y zds2 durante el desarrollo de D.
carota. Se utilizaron zanahorias crecidas en condicicnes normales de raiz en oscuridad y hoja
en condiciones de foto-periodo (16h luz). El calibrador utilizado en cada grafico corresponde al
promedio de las réplicas obtenidas en los tres estados de desarrollo. Se utilizé como calibrar el
gen de ubiquitina y las distintas letras indican diferencias significativas entre las muestras
{Fuentes, 2009).

Ademas, la luz produce un efecto sobre la expresion de ambos genes en
zanahoria, observando que los niveles de mensajero de zds7 aumentan en una
raiz desarrollada en presencia de luz, mientras que los transcritos para zds2
disminuyen respecto a una raiz 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 tesis se estudid la funcion in vivo de los genes

zds1y zds2 en la biosintesis de -caroteno en D. carota.
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1.6 Estrategia a utilizar

Para estudiar la funcion de los genes zds? y zds2 de D. carota, se
decidié gatillar el silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) de estos
genes en plantas de D. carofa transformadas establemente. En una primera
instancia se opto por la estrategia del SGPT que se detalla en el seminario de
titulo previo a este trabajo (Flores, 2009). Este es un mecanismo molecular de
degradacion de una poblacion de ARN especificos que no afecta directamente
la traduccion, y cuya accién se correlaciona con una disminucién en los niveles
de las proteinas correspondientes (Baulcombe, 2004). Esto permite obtener
fenotipos que de otra manera, por ejemplo estrategias de knock out, podrian ser
letales.

La estrategia de SGPT también ha sido usada para estudios de genes
carotenogénicos en diversas plantas. Por ejemplo, en tomate se determind que
la enzima PSYZ2 no contribuye a la sintesis de los carotenoides en la
maduracion del fruto (Fraser y col., 1999) y que la licopeno b-ciclasa 2 (CYCB),
tiene funcion fruto especifica (Ronen y col., 2000).

En zanahoria, esta estrategia ya fue aplicada para estudiar la funcion de
los genes licopeno B-ciclasa 1y 2 (lcyb1 y leyb2) (Pizarro L, 2008 y Ocarez N,
2010), determinando que /cyb7 y fcyb2 son relevantes para la sintesis de (-
caroteno en toda la planta.

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

evaluar la importancia de zds? y zds2 en D. carota.

16



Durante el transcurso del trabajo y en vista de los resultados obtenidos
para el SGPT de zds2, sumado a las dificultades para gatillar el SGPT de zdsT,
se decidio ademas generar lineas de tabaco transformadas establemente con
una construccion para sobre-expresar el gen zds? de D. carofa. Esto, con el
objetivo de comprobar la funcién z-caroteno desaturasa del gen zds7.
Asimismo, la sobre-expresiéon de genes carotenogénicos en plantas de tabaco,
ha sido reportada en varios trabajos (Gerjets y col., 2007; Zhu y col., 2007;
Kumagai y col. 1998), lo que deja de manifiesto que esta estrategia es

apropiada para cumplir con el objetivo anteriormente mencionado.
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HIPOTESIS

Dado los siguientes antecedentes concernientes a:

- Que, Daucus carota sintetiza elevados niveles de carotenoides en sus
hojas, expuestas a la luz, y en su raiz de reserva crecida exclusivamente en
oscuridad.

- Que en otras plantas, donde existe mas de un gen que codifica para
enzimas con una misma actividad enzimatica, se ha descrito que esta funcion
esta asociada a un organo en particular (hojas o frutos).

- El hecho de que Daucus carota es la Unica planta donde se han
reportado dos genes zds (zds? y zds2) y, ademas estos genes se expresan de
forma diferencial en las hojas y la raiz de reserva durante el desarrollo de la
planta.

Proponemos como hipotesis:

“Los genes zds? y zds2 de D. carota son requeridos para la sintesis de
carotenoides en la planta y la funcién génica de cada uno de ellos estaria
asociada preferentemente a un 6rgano en particular (hojas o raiz de reserva).”
Hipétesis alternativa:

“Los genes zds? y zds2 de D. carota son requeridos para la sintesis de

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

un érgano en particular.”
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

» Estudiar la funcién in vivo de los genes zds? y zds2 de Daucus

carota.

3.20bjetivos especificos

Generar una construccion para la sobre-expresion del gen zds1.
Obtener plantas transgénicas de D. carota con SGPT para el gen
zds1 y para los genes zds? y zds2 simultaneamente.

Obtener plantas de N. fabacum transgénicas con la construccion
para la sobre-expresion de zds7.

Realizar los andlisis moleculares de las lineas transgénicas
obtenidas tanto en zanahoria (silenciadas) como en tabaco (sobre-
expresados).

Analizar la cantidad y composicion de pigmentos, mediante

espectrofotometria y HPLC, de las lineas transgénicas obtenidas.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las técnicas de biologia
molecular empleadas como Merck, Invitrogen, Fermentas, Promega, Axygen,
New England Biclabs, Sigma-Aldrich, Phyto Technology Laboratories y Omega

Bio-tek.

4.2 Material Biolégico

Se utilizé Daucus carota de la variedad Nantes y Nicotiana tabacum del
cultivar Xanthi NN.

Genotipo de la cepa de Escherichia coli DH5a: F- endA1 glinV44 thi-1
recA1T relA1 gyrA96 decR nupG &®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rK- mK+), A—.

Genotipo de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101. C58,

plasmido Ti curado, Gen®, RifY.
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4.3 Cultivos

4.3.1 Cultivo de E. coliy A. tumefaciens

Los cultivos de E. coli DH5a se crecié ya sea en medio liquido LB (1%
(p/v) de triptona, 0.8%(p/v) de NaCl, 0,5%(p/v) de extracto de levadura), con
una agitacion de 200 rpm., o bien, en medio sélido LB (LB liquido méas agar (p/v)
1.6%) en placa de Petri durante 16 horas a 37°C. Tanto para el cultivo liquido
como para el sélido, se agregd una alicuota del antibidtico correspondiente a la
resistencia del vector.

Para el crecimiento de A. fumefaciens, se utilizé el medio LB liquido y
solido con los antibioticos rifampicina 10mg/L para la seleccion cromosomica y
gentamicina 50mg/L para la seleccién del plasmido Ti, ademas de otro
antibiotico correspondiente para la seleccion del plasmido de interés. La
bacteria en cultivo liquido se crecio durante 18 horas, con una agitacion de 200
rpm, mientras que el cultivo sélido se crecié por 48 horas, ambos a una
temperatura de 28°C. De todos los cultivos liquidos se guardé en glicerol al 35%

y a -80°C.

4.3.2 Preparacion de células quimiocompetentes

Un cultivo saturado de E. coli DHS5a se crecid hasta una D.O.g00 = 0,4.
Este cultivo se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 1600 X g, para luego
resuspenderlo en 10 mL de CaCl; 0.1M. Posteriormente, se volvio a centrifugar,

esta vez a 4°C por 5 minutos a 1100 X g y el precipitado se resuspendié en 10



mL de CaCl; 0.1M. Finalmente, se incubaron las células a 4°C durante 30
minutos antes de guardar las alicuotas en glicerol 35% a -80°C.

Para el caso de A. tumefaciens, un cultivo saturado se crecioé hasta una
D.O.s00 = 0,5. Se mantuvo a las células en hielo durante 10 minutos y se
centrifugd a 4°C durante 20 minutos a 3000 X g, para posteriormente
resuspenderlas en 1 mL de CaCl, 20 mM. Finalmente, las alicuotas se
congelaron con nitrégeno liquido para ser almacenadas a -80°C hasta su

utilizacion.

4.3.3 Transformacion de células competentes

Para la transformacion tanto de E. coli como de A. fumefaciens, se utilizd
la estrategia del “golpe térmico”.

Para el caso de E. coli se mezclé una alicuota de 100 ul de bacterias
competentes, con la reaccion de ligacion de interés y se mantuvo en hielo
durante 30 minutos. Posteriormente, se aplicd el golpe térmico (42°C durante
1,5 minutos y luego se depositd en hielo por 1 minuto). A continuacién, se
agrego 1 mL de LB liquido y la mezcla se incub6 durante 1 hora a 37°C. Luego,
se centrifuga el cultivo, se elimind el sobrenadante y se resuspendié en el
volumen remanente. Finalmente, la mezcla de transformaciéon se cultivé en
placas Petri con medio LB sodlido con los antibidticos adecuados para la
seleccion (Tabla 2) y la placa se incubd a 37°C toda la noche.

Para la transformacion de A. tumefaciens se descongeldé en hielo una

alicuota de 100 pl de células de A. tumefaciens competentes y se mezcloé con
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300 a 500 ng de la construccion a transformar. Luego, se realizo el golpe
térmico incubando la mezcla en nitrdgeno liquido durante 5 minutos.
Posteriormente, se descongelé a temperatura ambiente durante 15 minutos. La
mezcla se cultivd en agitacion en medio LB liquido con agitacion a 28°C durante
toda la noche. Finalmente, las células se centrifugaron, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio la alicuota en el volumen remanente. La mezcla
de transformacion se cultivd en placas Petri en medio LB solido con los

antibioticos adecuados para la seleccion por toda la noche a 28°C.

4.3.4 Cultivo, transformacion y regeneracion de Daucus carota

En procedimiento de embriogénesis somatica en la obtencion de
zanahorias es un procedimiento ya descrito (Chen y Punja, 2002) que se detalla
en Flores, 2009. Brevemente, luego de la infeccidén del tejido vegetal con A.
tumefaciens los explantes se depositaron en medio MS solido (Medio basal
Murashige & Skoog 0,44%, mioinositol 100 ppm, sacarosa 20% y agar-agar 7%)
a pH 5,8 con la hormona 2,4D 1mg/L que genera el proceso de embriogénesis
somatica y el o los antibidticos de seleccién apropiados, kanamicina para la
construccion pHG/z2 e higromicina para la construccion pMD/zIN (tabla 2).
Durante el proceso de embriogénesis, los explantes se sometieron a tres
medios con concentraciones decrecientes de 2,4D (1, 05 y 0 mg/L) vy
concentraciones crecientes de antibiotico (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



obtuvieron embriones suficientemente maduros y elongados que se pasaron a
frascos de MS-agar donde se desarrolld el proceso de elongacion vy

enraizamiento.

4.3.5 Cultivo, transformacién y regeneracion de Nicotiana tabacum

Para la transformacion de tabaco se debe contar con plantas cultivadas
in vitro. Para ello, se esterilizaron las semillas con una solucion de detergente y
cloro (5%), se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril 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 tamafo apropiado para ser
usadas en la transformacién estable.

Otro aspecto importante previo a la transformaciéon de plantas es realizar
un cultivo de A. tumefaciens adecuado para favorecer la infeccidn de los tejidos
vegetales. Para ello, las células de A. tumefaciens portando la construccion de
interés fueron crecidas en agitacion toda la noche a 28°C. Luego, el cultivo se
centrifugd durante 7 minutos a 8000 X g y se resuspendié en MS liquido con
acetosiringona 25mM. Finalmente, se dejé creciendo a 28°C hasta una D.O.gp0 =
0,5.

Para la transformacion estable de tabaco, se co-incubaron por 10 min.
fragmentos de hojas (llamados explantes) de plantulas de tabaco cultivadas in
vitro, con el cultivo de A. tumefaciens portador de la construccidon deseada.
Posteriormente, los explantes se depositaron en una placa de MS solido, sin

antibidtico. La placa se mantuvo en condiciones de oscuridad durante 30 horas
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para facilitar la infeccion de A. tumefaciens a las células vegetales. Luego se
traspasaron los explantes a los medios adecuados para inducir la
organogénesis somatica, la cual permitid generar brotes y finalmente plantas
completas que portaron el gen zds?1 de D. carota.

En este caso, el proceso de organogénesis consta de tres medios de
induccion. EI medio 1 contiene kanamicina (Kan, 25mg/L), la hormona
citoquinina Benzil Amino Purina (BAP, 5 mg/L), la hormona auxina Acido
Indolbutirico (IBA, 1mg/L) y cefotaxime (300 mg/L) para eliminar el A.
tumefaciens remanente después de la infeccion. Las hormonas son necesarias
para inducir la organogénesis somatica. La kanamicina se utilizd 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 (50mg/L) y cefotaxime (300 mg/L). Finalmente,
luego de otras tres semanas, los explantes ya inducidos se pasaron al medio 3,
que contiene Kan (100mg/L) y cefotaxime (150 mg/L).

Para el cultivo en el invernadero, las plantulas in vitro obtenidas producto
de la organogénesis somética, se trasplantaron a maceteros de 1200 cm?®
aprox., con una mezcla de tierra de hoja: tierra fina especial N°3 marca
sunshine, tierra de hoja: vermiculita (1:1:1) en un fotoperiodo de 16 horas de luz
y 8 de oscuridad a una temperatura constante de 24°C. La primera etapa es
crucial y consiste en la aclimatacion de las plantas, principalmente a su nuevo
sustrato (tierra) y a las condiciones de humedad ambiental. Para favorecer esta

etapa, inicialmente cada plantula se cubrioé con un recipiente plastico 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 dias, las plantas se destaparon gradualmente, para
terminar por destaparlas completamente en un periodo de aproximadamente 4

semanas.

4.4 Métodos de Biologia Molecular

4.4.1 Extraccién de ADN de plantas

Para la extraccion de ADN se siguio el protocolo descrito por Doyle y
Doyle en 1987. Aproximadamente 200mg de tejido vegetal fue congelado en
nitrogeno liquido y se homogeneizo con 0,7 ml de CTAB (cetil trimetilamonio
bromuro) al 2%, adicionando 1,4 M de NaCl, EDTA 20mM y Tris pH 8 100 mM).
El homogeneizado se mantuvo a 60°C por 30 min y luego se volvid a agregar
0,7 ml de CTAB y se incubo a 70°C por 15 min. Luego, se agregé 200 pl de una
mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico en proporcion 24:1, se centrifugo y
separo la fase acuosa (superior) de la organica. La fase acuosa que contiene el
ADN fue transferida a otro tubo Eppendorf para precipitar el ADN con
isopropanol por 40 min a -20°C. Posteriormente, se centrifugd, se lavé el
precipitado con etanol 70%, se vuelve a centrifugar y eliminar el sobrenadante;
el precipitado se secod a temperatura ambiente por 10 minutos para finalmente

resuspenderlo en agua nanopura.
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4.4.2 Purificacién de ADN plasmidial de E. coli
Se empled el kit Axyprep™ de Axygen con el protocolo y los reactivos
incluidos por el fabricante. Con este ADN se realizaron los analisis de digestion

y las amplificaciones de PCR.

4.4.3 Purificacion de ARN de plantas

Para la extraccion del ARN de las hojas de las plantas de zanahoria y de
tabaco, se utilizé el método de RNA-solv® (Omega Bio-tek), siguiendo las
instrucciones especificadas por el fabricante y detalladas ademas en el
seminario de titulo de Flores, 2009. Este método esta basado en la extraccion
mediante fenol y tiocianato de guanidinio descrito por Chomczynski y Sacchi en
1987. El tejido se congeld, se molid en N; liquido y se homogeneizd con RNA-
solv®. Luego se agrego cloroformo, que desnaturaliza las proteinas y ademas
permite generar una fase organica y otra acuosa. En la fase organica
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 centrifugacién final, el precipitado se

dejé secar y se resuspendio en H,O tratada con DEPC (Dietil piro carbonato).

27



4.4.4 Digestiones enzimaticas

La correcta recombinacion entre los vectores pCR8/z1A y pGWB2, se
confirmd por digestion con la enzima Sac/. La reaccién contenia 170 ng de ADN
plasmidial, tampén FastDigest® 1X y 1 U de la enzima FasiDigesi® Sacl. Se
incubo6 durante 30 minutos a 37°C.

Las digestiones para determinar la apropiada generacién de las
construcciones pMD/z1A y pGH/z2, se detallada en Flores, 2009.

Las reacciones de digestion enzimatica fueron sometidas a electroforesis
en gel de agarosa y las bandas visualizadas mediante tinciéon con Bromuro de

Etidio.

4.4.5 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR estaban compuestas por: 1X del tampén de la
enzima, 2 mM de MgCl, 0,2 uM de los partidores sentido y antisentido (Tabla
1), 0,2 mM de dNTPs y 1U de Taq polimerasa, ademas de ADN, ADNc o cultivo
bacteriano como molde.

El programa estandar utlizado constd de un paso inicial de
desnaturalizacién del ADN por 4 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de: 40
segundos de desnaturalizacidén a 94°C, 35 segundos de hibridacion a 52°C y 40
segundos para la extension a 72°C. Finalmente, se realizd un paso de extension
a 72°C por 10 minutos.

Para visualizar los acidos nucleicos (ADN o ARN), se realizd una

electroforesis en gel de agarosa al 1%. Este fue preparado con tampén TAE 1X
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(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de Etidio (Bret) 1 pg/mL.
Las muestras fueron mezcladas con el tampén de carga (Azul de bromofenol
0.25%, xylene cyanol 0.25% vy glicerol 80%) previo a ser cargadas en el gel.

Las reacciones de PCR sirvieron para confirmar la fransformacion tanto
de E.coli como de A. fumefaciens, en el caso de PCR colonia y también para
determinar la transgenia de los tabacos obtenidos producto de la organogénesis

somatica, amplificando el gen npt/l a partir de ADN genémico.

4.4.6 Transcripcién Reversa y Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

Primero se trataron 2 ug del ARN extraido, con DNasal (Fermentas)
siguiendo las instrucciones del fabricante y detalladas en Flores, 2009.

Para la sintesis de ADNc se utilizé la Transcriptasa Reversa Improm-l|
(Promega). En base a las instrucciones del fabricante, se mezclé 1ug de ARN

tratado con DNasa | con 10 pmoles de partidor AP (5-

CGCCACGCGTCGACTAGTAC TTTTTTTTTTTTTITTIT -3') durante 5 minutos a
70°C, luego los tubos se pusieron en hielo durante 5 minutos, tiempo durante el
cual se agregd la mezcla para la transcripcién reversa. El programa continud
con 5 minutos a 25°C para la hibridacion, luego 60 minutos a 42°C para la
extensién y finalizd con la inactivacién de la enzima sometiendo la reaccion a
70°C durante 15 minutos. Se hizo ademas un control negativo sin Transcriptasa
Reversa, agregando ARN en vez de ADNc al medio de reaccion, de manera de

descartar remanentes de ADN en las posteriores amplificaciones.



4.4.7 PCR en Tiempo Real o RT-PCR cuantitativo

Para los experimentos de RT-PCR cuantitativo se empled un
termociclador Mx300P™ (Stratagene) y como sonda fluorescente se utilizd
SYBER green, contenida en el SensiMix"™Plus SYBR kit (Quantace).

Se utilizo el programa AmplifX para disenar partidores que amplificaran la
region 5’ no traducible (5'NTR) de los genes zds? y zds2. Ademas, se utilizaron
los partidores disponibles en el laboratorio (Fuentes, 2009) para medir los
niveles de mensajeros de otros genes de interés en la ruta; psy? (n° acceso:
DQ192186), psy2 (n° acceso: DQ192187) y 18S (n° acceso AY552527). A todos
los partidores se les realizé un andlisis con la Herramienta de Busqueda vy
Alineamiento Local Basica, BLAST (por sus siglas en inglés) para confirmar
informaticamente la especificidad de los partidores.

La eficiencia de los partidores zds? y zds2 (Tabla 1) se determind
reamplificando mediante PCR en Tiempo Real cinco diluciones (desde 1/100
hasta 1/1:10°%) procedentes de una amplificacion por un PCR convencional de
la region 5’'NTR de los genes zds7 y zds2. Luego, la eficiencia de cada partidor
(E) se obtuvo de la siguiente formula:

E = 10 (V/pendiente) (Ecuacién 1)

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

(Ct) v/s el nimero de la dilucion.
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Una vez obtenida las eficiencias 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 amplificacion consté de una desnaturalizacion inicial de 4
minutos a 95°C, segquido por 40 ciclos de: 30 segundos de desnaturalizacion, 33
segundos de hibridacion a 59°C y 30 segundos para la extensién a 72°C.
Finalmente, se realizd |la curva de disociacidon compuesta por un paso inicial de
1 minuto a 95°C, seguido de 30 segundos a 60°C para terminar con una rampa
de temperatura hasta los 95°C. En esta etapa, la fluorescencia indicé la
temperatura de disociacion del amplificado.

Como evaluacion de una correcta amplificacion primero se considerd que
las curvas de amplificacion tuvieran la forma sigmoidea caracteristica a este tipo
de experimentos y que la curva de disociacion fuera optima. En las curvas de
disociacion se grafica 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
amplificados poseen tamafios distintos tendran también dos temperaturas de
disociacion distintas. Por lo tanto, para cada amplificado se espera la presencia
de un unico pico en el grafico.

En este caso se realizé una cuantificacion relativa, es decir, se determind
la abundancia relativa de mensajeros respecto a otro gen. Para este tipo de

metodologia 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
threshold) 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 Uutilizé como gen normalizador al gen de “mantenimiento’
{(housekeeping) codificante de la sub unidad ribosolmal 185 y se ajusto para
que el Ct de este gen fueran aproximadamente 20 ciclos.

Por otra parte, la metodologia utilizada requiere de una condicién que
sirve como ‘“calibrador’. La condicibn de “calibrador’ corresponde a las
condiciones normales o sin tratamiento. En esta tesis el calibrador carrespondio
a una planta silvestre. Por este motivo, las diferencias en los niveles de
mensajeros, se aprecian como razones de cambio de los niveles en una planta
transgenica (portando la construccién para el SGPT) respecto a una silvestre,
cuyos niveles de mensajero no han sido alterados.

La cuantificaciéon se realizo utilizando los datos de Ciclo Umbral
obtenidos mediante el programa LightCycler Analysis Software. Los datos se
ingresaron a la Ecuacién 2 (Pfaffl, 2001), junto a los valores de eficiencia de

Cada (Ct gen ohjetivo — Cl calibrador ob}etivo) par de

Razon — (j‘- +E gen objefsvo} Xe

((t gen normalizador — Cl calibrador nor—maﬁzador}

f1+E Xe partidores,

gen nwmalizarjor)

que fue determinado previamente.

(Ecuacion 2)
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Los datos obtenidos fueron graficados mediante el programa GraphPad
Prism. Ademas, se utilizd un test de ANOVA de una via para determinar
diferencias significativas (p<0,05) en los promedios de cada conjunto de datos,
seguido de un post-test de Tukey de comparacion multiple, para evaluar si las
diferencias entre el promedio de las réplicas era significativo (p<0,05). Cada
muestra se obtuvo de tres hojas diferentes y cada medicion de éstas se realizo

en triplicado.

4.5 Determinacion de la Cantidad y Composicion de Pigmentos

4.5.1 Extraccién de Pigmentos.

La extraccion de pigmentos se realizé a partir de las hojas y raices de
plantas adultas de zanahoria (3 meses) utilizando 100 y 150 mg de tejido,
respectivamente. También se extrajeron pigmentos de plantas de N. fabacum,
utilizando 100 mg de hojas de plantas adultas (6 meses). El tejido se molid en
presencia de Nz liguido en un mortero y se homogeneizé con 1 ml de una
soluciéon de hexano/acetona/etanol (2/1/1 v/v). El macerado, se agito durante 2
minutos en un vortex y luego se mantuvo en hielo y oscuridad por 2 minutos.
Después de centrifugar a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se colectd la
fase organica. Finalmente, la fase organica se seco con N; gaseoso quedando
preparada para la cuantificacion de pigmentos. Todo el proceso de extraccion

se realizo en oscuridad vy frio.
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4.5.2 Cuantificacion de los pigmentos totales mediante espectrofotometria.

La extraccion de carotenoides secada en Nz gaseoso se resuspendiod en
1 ml de bencina de petroleo y se midié la absorbancia de esta solucion a 474
nm para determinar la cantidad de pigmentos totales (carotenoides y clorofila)
mediante la siguiente férmula:

VOLUMEN DE*

; 3 ABSORBANCIA{474nm) ¥ 100
RESUSPENSION [ml)

CAROTENOIDES e F
TOTALES B DILUCION

{Ecuacion 3)

21 ¥ PESOSECO [g)**
“El volumen de resuspension fueron 0,5 mL de una dilucidn 1:4 a partir de 1 mL de solucidn
inicial.

**Para calcular el peso seco, se multiplico el peso fresco por un factor de conversiéon calculado a
partir del cuociente entre el peso después y antes de la deshidratacién 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 cantidad de carotenoides, se realizé primero el
analisis 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 N gaseoso hasta su utilizacion para el HPLC.

4.5.3 Composicion de pigmentos mediante Cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).
La extraccion de carotenoides previamente secada en N2 gaseoso, se

resuspendié en 400 uL de acetona y 50 uL de esta solucién se utilizé para el
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analisis de HPLC. Este analisis se llevo a cabo en una columna Hipersy C18 de
fase reversa y 15 cm de longitud (Merck). Como fase movil se utilizo
acetonitrilo/metanolfisopropanol (85/10/5 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 absorcién y los tiempos de retencion de cada pico, lo que permitid asignar de
manera confiable un pigmento a determinado pico.

Finalmente, para determinar la concentracién de carotenoides, se
correlaciond el area correspondiente a los picos de interés con la concentracion
de los carotenoides totales obtenida previamente, de esta manera se resto el
contenido de clorofila y se calculd la concentracion de los carotenoides
detectados. La concentracion de fitoeno se determind 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 tecnologia Gafeway® de manera general y
solo se detalla el procedimiento para obtener la construccion pGW/z1A,
disefiada para la sobre-expresion en tabaco del gen zds? de zanahoria. Las
construcciones pMD/z1N y pHG/z2 se generaron en el Seminario de Titulo

previo a esta tesis (Anexo Trabajo Adelantado, seccion 10.1).
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4.6.1 Metodologia Gateway®

La generacion tradicional de construcciones genéticas se basa en la
digestion de las hebras de ADN con enzimas de restriccion y la posterior union
de éstas mediante enzimas ligasas.

La metodologia Gateway®, a diferencia de la tradicional, se basa en las
propiedades de recombinacién sitio-especificas del bacteriéfago lambda (M)
para realizar las etapas de clonacion y sub-clonacion en la generacion de las
construcciones geneticas.

Para ingresar la secuencia de interés a esta plataforma de clonacion
Gateway®, existen determinados vectores denominados “vectores de entrada”.
Estos vectores como pCR8/GW cuentan 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
destinacion y, que es usado para transformar las plantas y realizar el analisis
del gen de interés. Existe una gran variedad de vectores de destinacion, cada
uno de ellos con diferentes caracteristicas dependiendo del analisis que se
desee realizar. Por ejemplo en este trabajo se utilizaron los vectores de
destinacion, pGWB2, pMDC32 y pHellsgate 12 (Figura 5, Tabla 2).

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

destinacion mediante un proceso de recombinacion en presencia de la enzima
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Gen de Interés

s 8

VECTOR DE ENTRADA % ' CLON DE ENTRADA

—> | CLON DE EXPRESION

"
\

RECOMB
LR

<

. G

)

. . CLON DE RNAi
VECTOR DE DESTINACION |

MODIFICADO DEL CATALOGO Gateway Technalogy DE INVITROGEN

Figura 4. Esquema de la Tecnologia Gateway®. En rojo se representan los sitios de
recombinacion. TOPO, representa la topoisomerasa que realiza la clonacién. Clon de expresion:
Vector para la expresién de un gen de interés. Clon RNAI: Vector para el silenciamiento génico
de un gen de interés.
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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 caracteristica
permite que la enzima sola pueda realizar la recombinacion completa a traves
de un mecanismo de corte y ligacion de las hebras (Figura 4).

La tecnologia Gateway se ha reportado en la literatura como una forma
eficiente para generar construcciones genéticas (Miki y Shimamoto, 2004;
Fernandez y col., 2009). Ademas esta metodologia 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 expresidén en

plantas para diversos obijetivos (Figura 4).
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4.6.2 Disefio de partidores

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

Tabla 1. Caracteristicas de los partidores utilizados

Se utilizaron para verificar la

18S-F TTGATTACGTCCCTGCCCTTT integridad tanto del ADN _g_enérnico
como del ADNc. Amplifican un

3’188-R ACAATGATCCTTCCGCAGGT fragmento de 196 pb del gen para el

Hibrida en el gen zds1 a partir del
z1 ATG-F  ATGGCCGCCGCTTCTTCGTCTTTG sitio de inicio de la traduccién.”

P p
zl 5Ng-F  CTTCCGCCTTCCAACCCATTTA real de zds?. Amplifican un
fragmento de 119 pb. Se determind

zl_5Ng-R  AAGAGGGAGAATCAGCGGTGAAAG una eficiencia de 0,95.7

ficien

" F’artidores‘y para .RTF’CR en tiempo
psylg-F AGTCGATGGAGCATTACCATAATTC real de psyl. Amplifican un

fragmento de 95 pb. Eficiencia de
I 86. *

‘psylg-R CTAATGGGTTACAGAGGGTTGTGTTA

Leybg-F TGAGTGCAGCTTACACCTACTTGATTA  Partidores para RTPCR en tiempo
real de cyb. Amplifican un

*Lcybq-R AACTGCAGAAGATATTGGAGA fragmento de 161 pb. Eficiencia de
los partidores: 0,82. *

*
Partidores disefiados por Paulina Fuentes (Seminario de Titulo)

¥ Partidores disefiados en este estudio con el programa AmplifX (version 1.44; Nicolas
Jullien; http://ifrjr nord.univ-mrs.fi/ AmplifX-Home-page).
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4.6.3 Generacion de la construccion pGW/z1A

Para obtener un vector que sobre-exprese el gen zds? de D. carota se
recombind el vector pCR8/z1ATG (Anexo Trabajo Adelantado, seccion 10.4)
con el vector de destinacion pGWB2, el cual posee el promotor 35SCaMV. Para
ello, se mezclo 195 ng de la construccion pCR8/z1ATG, 180 ng del vector
pGWB?2, 2 uL de LR Clonasa™ Il Invitrogen y tampén TE pH8 para completar
10 pL.

La mezcla de reaccidon se incub6 durante toda la noche a temperatura
ambiente. Para detener la reaccion se agrego 1 uL de Proteinasa K (Invitrogen)
y se incubo durante 10 minutos a 37°C.

Finalmente, se transformaron las bacterias competentes de E. coli DH5a
por golpe térmico (seccién 4.3.3) y se seleccionaron los clones transformantes
en placas de Petri con LB sodlido con kanamicina (100 mg/L), resistencia

otorgada por el vector pGWB2 (Tabla 2).

4.7 Analisis de Secuencia

Para el alineamiento de secuencias se utilizé la herramienta COBAL
(Constraint-based Multiple Alignment Tool) del sitio www.ncbicom. Este
alineamiento multiple de secuencias combina un alineamiento mlltiple
progresivo, con una coleccidén de apareamientos restringidos, derivados de la
blusqueda en una base de datos. Esta blsqueda 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 busqueda de motivos conservados se utilizd la pagina
http://motif. genome.jp, desarrollada por el Centro de Bioinformatica de la

Universidad de Kyoto y la base de datos Prodom.
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RESULTADOS

5.1 Construcciones Genéticas

Para el estudio de |la funcién de los genes de z-caroteno desaturasa 1y 2
(zds?1 y zds2) de D. carofa se silenciaron estos genes en zanahoria y se
expreso el gen de zds? en tabaco. Para ello se utilizaron tres construcciones,
las que se muestran en la Figura 5.

La construccion pGW/z1A fue disefiada para gatillar la expresion del gen
zds1 de D. carota en plantas de tabaco. Las construcciones pMD/z1N y pHG/z2
se disefiaron para gatillar especificamente en D. carota el silenciamiento génico

(SGPT) de los genes zds1 y zds2 respectivamente.
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Figura 5. Esquema de las construcciones utilizadas en este trabajo. A) pGW/z1A, posee el
promotor constitutivo y fuerte CaMV 35S, desde el ATG del gen zds1 hasta el final de la region
3'NTR de D. carota. B) pMD/z1N, posee el promotor CaMV 35S doble y la regién 3' NTR del
gen zds? de D. carofa en direccion antisentido respecto al promotor. C) pHG/z2, posee el
promotor 35S doble y dos insertos invertidos repetidos de la region 3' NTR del gen zds2 de .
carota, uno en orientacion sentido y otro en antisentido 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 destinacion Gateway, el inserto y su tamafio, como de los antibidticos utilizados
para seleccionar las bacterias y plantas transformadas con estos vectores.

oGW/z1A  pGWB2  zdsl ATG
17,24 kb 1933 pb Kanamicina (100 mg/L) en plantas

Kanamicina (100 mg/L) en bacteria

Higromicina (100 mg/L) en plantas

(
pMD/z1N pMDC32 zds1 _3NTR Kanamicina (50 mg/L) en bacteria
11,75 kb 295 pb Higromicina (100 mg/L) en plantas

pHG/z2 pHellsgate12 zds2 3NTR Espectinomicina (100 mg/L) en bacteria
17,68 kb 271 pb Kanamicina (100 mg/L) en plantas




5.2 Generacion del Vector pGW/Z1A.

El vector de entrada PCR8/z1A (Anexo Trabajo Adelantado, seccién
10.4) se recombind con el vector de destinacion pGWB2, que posee el promotor
constitutivo y fuerte 355 CaMV (seccion 4.6.3.2). Una vez realizada la
recombinacion, se transformaron bacterias de E. coli, y se crecieron en medio
selectivo. De los clones crecidos se realizdé un PCR de colonia (seccion 4.4.5)
con partidores para amplificar una region interna del gen zds? y confirmar los
clones positivos de pGW/z1A.

Se realizo una purificacién del ADN plasmidial de los clones positivos y
una digestion enzimatica para confirmar la correcta orientacion del inserto en el
vector (seccion 4.4.4). Se utilizé la enzima Sac/, que posee un sitio de corte en
el vector y otro en el inserto. En la Figura 6B se observa la banda de 1.6 kb en
la orientacion antisentido adecuada en los 4 clones analizados (1, 3, 4 y 5).

A) Sacl Sacl

| NosP:NPTIl | 355

1.6kb
B) 1 3 4 5

PM dig s/dig dig s/dig dig s/dig dig s/dig

Figura 6. Digestion enzimatica con Sacl de la construccion pGW/z1A. A) Esquema de la
digestion indicando los sitios de restriccién de Sacl y el tamario del fragmento de 1.6 kb. B)
Comparacion entre ADN plasmidial de los clones 1, 3, 4 y 5 digerido (dig) con Sacl y sin digerir
(s/dig). Estandar de peso molecular de 1 kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
Bret.
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Luego del andlisis de la construccion pGW/z1A, se purifico ADN
plasmidial, se transformaron células de A. fumefaciens competentes y se
crecieron en medio de seleccion (seccion 4.3.1). De los clones crecidos se
realizo un PCR de colonia con los partidores para amplificar una region interna
del gen zds? y confirmar los clones positivos de A. fumefaciens (seccion 4.4.5).
En la Figura 7 se muestra que los 4 clones analizados amplifican el fragmento

esperado de 718 pb.

Figura 7. PCR colonia de A. tumefaciens transformadas con pGW/z1A. PCR de un
fragmento de 718 pb del gen zds1 de los clones 1 al 4. C-: control negativo, se utilizd agua en
lugar de ADN como molde. C+: control positivo, se utilizo ADN plasmidial de pGW/z1A. PM:
estandar de peso molecular de 1kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con Bret.

5.3 Transformacion y Obtencion de Plantas Transgénicas

5.3.1 SGPT del gen zds2 en plantas de zanahoria.

Mediante el procedimiento de embriogénesis somatica, se obtuvo plantas
de zanahoria transformadas establemente con la construccion pHG/z2 (Anexo
Trabajo Adelantado, seccion 10.2). El proceso para obtener dichas plantas se
compard con el proceso de embriogénesis para obtener plantas silenciadas

para el gen zds1 (Figura 8 y Figura 9 paneles A, C y E).
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5.3.2 SGPT del gen zds?1 en plantas de zanahoria.

La Figura 8 muestra algunos explantes representativos de zanahoria
transformados con la construccion pMD/z1N y sometidos al proceso de
embriogénesis somatica (seccion 4.3.4). No hubo diferencias entre estos
explantes y los explantes de la transformacion control en el Medio 1 (Figura 8A
y 8B). Sin embargo, en el Medio 2, si bien se logro 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 dias y
utilizando en cada una de ellas aproximadamente 30 explantes, nunca se logro
inducir embriones como se espera para el Medio 3, pero si para el SGPT del
gen zds2 (Figura 8E y 9E).

Esto representa el primer antecedente para considerar al gen zds? como

el gen fundamental y necesario en la biosintesis de carotenoides en D. carota.
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wt transformada
con pMD/z1IN

Control

Medio 1

Medio 2

Medio 3

Figura 8: Embriogénesis somatica de D. carota transformada con pMD/z1N. A) Control
positivo: Epicotilos de zanahoria depositados en el medio 1 de induccion (2,4D 1mg/L;
Kanamicina 25mg/L; cefotaxime 300mg/L) luego de ser transformados con A. fumefaciens
portando el vector pHG/z2. B) Epicotilos de zanahoria depositados en el medio 1 de induccion
(2,4D 1mg/L; Higromicina 4mg/L; cefotaxime 300mg/L) luego de ser transformados con A.
tumefaciens portando el vector pMD/z1N. C) Explantes control positivo inducidos en el medio 2
(2,4D 0,5mg/L; Kanamicina 50mg/L; cefotaxime 150mg/L), luego de 12 semanas post-
transformacién. D) Explantes inducidos en el medio 2 (2,4D 0,5mg/L; Higromicina 6 mg/L;
cefotaxime 150 mg/L), luego de 12 semanas post-transformacion. E) Embriones maduros en
medio 3 (Kanamicina 100mg/L; cefotaxime 150mg/L) luego de 15 semanas de cultivo in vitro,
provenientes de la transformacién control pHGz2. F) Los explantes necrosaron en el medio 2
por lo que no se obtuvieron embriones maduros en el medio 3.
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Ademas de las numerosas transformaciones realizadas, también se
intentaron estrategias alternativas, para favorecer el crecimiento de plantas con
defectos en la biosintesis de carotenoides y en particular defectos en la
desaturacion del z-caroteno como podria ser esperable en este caso (Dong y
col., 2007). Entre las estrategias utilizadas estan: suplementar el medio con
ABA exdgeno, crecer las plantas en luz tenue y evaluar distintos medios de
induccion sin la presién de seleccion de los antibidticos. Estas distintas
condiciones se evaluaron sistematicamente y los resultados para el caso de

aplicaciones exogenas de ABA se detallan mas adelante.

5.3.3 SGPT simultaneo de los genes zds71 y zds2 en plantas de zanahoria.

Para obtener las plantas dobles silenciadas, se transformaron con la
construccion pMD/z1N, explantes de zanahorias transgénicas de la Linea 2
obtenidas previamente con la construccion pHG/z2.

Al igual que el caso anterior, para favorecer la obtencidon de plantulas, a
los explantes en el medio 2, se les retird la presion de seleccion de los
antibidticos y se crecieron en condiciones de luz tenue de 2 pmol m? s (Figura
9B, Figura 9D). Luego de aproximadamente 10 transformaciones
independientes, cada una con alrededor de 30 explantes, se lograron obtener 4
plantulas (LI-LIV, Figura 10), a diferencia del caso anterior con la construccion
pMD/z1N donde fue imposible obtener lineas transgénicas para el SGPT de

zds1. De todas maneras, como se observa en la Figura 9, el proceso de
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obtencion de las dobles transformadas fue muy deficiente con respecto a la
situacion control, para las cuales se muestras fotos representativas de los
diferentes estadios del proceso normal de embriogénesis somatica de

zanahoria, obtenido para el silenciamiento de zds2 (Figura 9 A, C, E).
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canpRID; I8

control

Medio 2

Medio 3

Frasco

Figura 9: Embriogénesis somatica de D. carota transgénicas portando pHG/z2, y
transformadas con pMD/z1N. A) Embriones control (SGPT para zds2) de D. carota en etapa
globular en medio 2 (2,4D 0,5mg/L; Kanamicina 50mg/L; cefotaxime 150mg/L). B) Explantes de
epicotilos de zanahoria co-transformados (explantes de plantas silenciadas para zds2 vy
transformadas con pMD/z1N) en medio 2 (2,4D 0,5mg/L; Kanamicina 50mg/L; Higromicina
4mg/L; cefotaxime 150mg/L). C) Embriones en etapa de maduracion en medio 3 (Kanamicina
100mg/L; cefotaxime 150mg/L). D) Explantes co-transformados en medio 3, sin antibidticos. E)
Plantulas transgénicas de D. carota para el SGPT de zds2 en etapa de elongacidn en medio 4
cefotaxime 150 mg/L). F) Plantula de D. carota doble transformada en etapa de elongacion en
medio 4 (cefotaxime 150 mg/L).
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De las 4 plantulas obtenidas, sélo la LI presenta un fenotipo
relativamente normal, el resto de las lineas (LII, LHI, LIV) no presentan una
apariencia comparable a la de una plantula obtenida de un proceso normal de
embriogenesis somatica (Figura 10). La linea |l presenta un incipiente tejido
foliar, no obstante, junto con las lineas LIl y LIV tienen un tamafo muy reducido

y no muestran el desarrollo de una raiz principal clara.

0 g

o

5cm 6em

Figura 10: Plantulas transformadas simultaneamente con pHG/z2 y pMD/z1N. A) Linea 1
{L1) B) Linea 2 (LIl) C) Linea 3 (LIll) D) Linea 4 {LIV) E) Plantula silvestre

5.3.4 Evaluacion de medios de induccién suplementados con ABA.

Como ya se menciono anteriormente, con el objetivo de optimizar el
proceso de embriogenesis para las transformaciones con pMD/z1N y las dobles
transformantes, se suplementd el medio habitual de embriogénesis con distintas
concentraciones de la hormona vegetal ABA. Se ha reportado que esta
hormona es fundamental tanto para la fisiologia normal de las plantas en
general (Schwartz y col., 2003) como para el proceso de embriogénesis

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



la biosintesis de carotenoides, al estar silenciando un gen de la ruta podria ser
un punto critico, 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 somatica de explantes transformados con el vector
pMD/z1N. Las concentraciones evaluadas fueron elegidas en base a Dong y
col., 2007 y se mantuvieron un mes en cada condicion. 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 antibidticos (Figura 11A y
11C) resultd ser un factor que favorecio la induccién de embriones, debido a la
ausencia de la presion de selecciéon en el medio.

Respecto a las condiciones de luz, se ha reportado que condiciones de
luz normales para una planta son de 120 pmol m? s y condiciones de luz muy
tenues de 0.8 pmol m? s’ (Dong y col., 2007). En este caso, distintas
transformaciones se sometieron a tres condiciones luminicas, 2, 15 y 90 umol
m? s, sin obtener un impacto tangible en la sobrevida e induccién de los

explantes (datos no mostrados).
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Figura 11: Evaluacion del suplemento de ABA en los distintos medios de induccién de
embriogénesis. En todo los casos se muestran explantes transformados con pMD/zIN en
medio 2, desarrollados y mantenidos por un mes suplementados con o sin ABA y antibiéticos
segin se indica. El tratamiento con antibidtico consiste en el suplemento del medic con
higromicina 4 mg/L y kanamicina 50 mg/L. A) Ausencia de ABA vy antibidticos. Los embriones
comienzan la maduracién. B) Ausenma de ABA en presencia de antibidticos. Explantes con baja
viabilidad de embriones. C 5x10* M de ABA y en ausencia de antibidticos. Embriones viables
aun sin madurar. D) 1x10 M de ABA en presencia de antibisticos. Maduracién detenida de los
embriones. E) 1x10® M de ABA en presencia de antibidticos. Maduracién detenida de los
embriones. F) 1x10° M de ABA en presencia de antibioticos. Maduracion detenida de los
embriones.

5.3.5 Sobre-expresion del gen zds1 en plantas de Nicotiana tabacum

Dada la imposibilidad de obtener plantas con SGPT del gen zdsf7,
decidimos abordar el estudio de la funcion de este gen mediante la sobre-
expresion de éste en plantas de tabaco. Se utilizaron plantas de tabaco como
un sistema heterélogo de expresiéon del gen zds7 de D. carota ya que al ser una
planta modelo, la transformacién de tabaco es un procedimiento estandarizado
y previamente instaurado en el laboratorio.

Para esto, se transformaron hojas de tabaco con la construccion

pPGW/z1A y se sometieron a medios suplementados con hormonas citoquininas
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y auxinas en una relacién determinada para generar el proceso de
organogénesis somatica de tabaco (4.3.5). Como se observa en la Figura 12,
los explantes sometidos a la transformacion con A. tumefaciens que porta el
vector pGW/z1A son depositados en el primer medio de induccion. Luego de 7
semanas estos explantes ya estan completamente inducidos y poseen una gran
cantidad de brotes, como se aprecia en la Figura 12B. Finalmente, las plantulas
fueron crecidas y enraizadas en medio MS en ausencia de hormonas (Figura
12C) y después de 3 meses las plantas se aclimataron en invernadero
traspasandolas a tierra (Figura 12D). A traves de este proceso se pueden
obtener plantas adecuadas para analizarlas luego de aproximadamente 3

meses.
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Figura 12: QOrganogénesis somatica de N. tabacum transformado con pGW/z1A. A:
Explantes de hojas de tabaco recién transformadas depositados en el medio | de induccion
{BAP 5 mg/L e IBA 1mg/L) con antibiético (kanamicina 25 mg/L). B) Explantes inducidos al inicio
del medio lll, luego de 7 semanas post-transformacién. C) Plantulas de tabaco luego de 9
semanas cultivadas in vitro en ausencia de hormonas y en presencia de antibictico D) Plantas
de tabaco de 13 semanas, cultivadas en tierra y condiciones de invernadero.
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5.4 Analisis Molecular de las Plantas Transformadas
5.4.1 D. carota transformadas con pHG/z2

Con las plantas de zanahoria que poseian en su genoma pGH/z2 (Anexo
Trabajo Adelantado, seccion 10.3), se realiz6 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, psy?1y psyZ.

Los datos obtenidos se grafican en la Figura 13 y se detallan en la Tabla
3. Lo primero que es importante destacar, es que efectivamente se logro gatillar
un alto nivel de silenciamiento en las cuatro lineas analizadas. Tres de estas
lineas poseen sobre un 95% de silenciamiento. Un segundo aspecto relevante,
es que este silenciamiento es especifico para el gen zds2 ya que los niveles de
mensajero para zds1 no presentan diferencias significativas con respecto a la
planta silvestre.

Un tercer punto interesante, tiene que ver con el gen psy. Este gen se ha
descrito como un punto clave de la ruta carotenogénica en plantas en general y
para el cual se han descrito dos en D. carofa, psy? (DQ192186) y psy2
(DQ192187). Los resultados muestran situaciones distintas para ambos genes.
Para el caso del gen psy? 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 especifico
SGPT de zds2 y si bien, la ruta esta respondiendo a dicho silenciamiento, esta
respuesta es diferencial y depende de cada gen. Por lo que hace falta realizar la
medicion de |la expresion de otros genes para obtener una vision mas global e

integral de toda la ruta.
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Figura 13: Analisis de RT-PCR en Tiempo Real de las zanahorias transformadas con
pHG/z2. Se determinaron los niveles de abundancia relativa de los genes zds7, zadsz2, psy?y
psy2, a partir de hojas de plantas silvestres y transgénicas. WT: zanahoria silvestre. L1, L2, L3,
L6: lineas transgénicas obtenidas de la embriogénesis somatica. Los valores se normalizaron
respecto a los niveles de expresion del gen 18S de plantas de zanahoria silvestres. Los
resultados de plantas silvestres se ajustaron a 1. Los resultados con diferencias significativas se
indican con un asterisco ().

Tabla 3. Niveles relativos de mensajero de las zanahorias transformadas con pHG/z2. Se
detallan los valores abtenidos para cada gen y su correspondiente desviacion estandar ( + DE).

wit 1.03+04 1.03+0.007 099+0.06 1.01+023 0%
L1 1.04+02 004+0.014 3.64+0.2 1.41+0.31 96%
L2 1.19+04 0.02+0 = 2 98%
L3 093+01 032+0.014 365+044 1.09+0.28 69%
L6 1.00+01 0.03+0.014 293+055 1.30+0.64 97%
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5.4.2 Zanahorias transformadas con pHG/z2 y pMD/z1N

Dada la exigua cantidad de tejido de las plantulas dobles transformantes,
se utilizo la planta completa de cada linea para realizar la medicion de los
niveles relativos de mensajero de los genes zds?, 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 lineas LIl y LIl porque no se logro extraer
ARN de buena calidad para estas lineas. Como es esperable, el alto nivel de
SGPT para zds2 (sobre 95%) se mantiene en estas plantulas que fueron
obtenidas a partir de la linea L2. Con respecto al gen zds1, efectivamente se
aprecia una disminucién significativa en los mensajeros respecto a la planta
silvestre, lo que significa que se logrd gatillar un SGPT de zds? de un 59 y 89%
para las lineas LI y LIV, respectivamente. Cabe destacar que para este caso de
SGPT de zds7, no se lograron niveles de silenciamiento tan elevados como
para el caso de zds2. Ademas, existe una buena correlacion entre el fenotipo de
las lineas y los niveles de silenciamiento. La linea LI que posee un 59% de
silenciamiento, tiene un fenotipo mucho mas parecido al de una plantula
silvestre que la linea IV que posee un 89% de silenciamiento y su fenotipo dista
mucho del de una plantula normal. Finalmente, es interesante destacar que los
niveles del gen psy2 disminuyen considerablemente respecto a la planta
silvestre. Esto podria interpretarse como una inhibicion en toda la ruta de

biosintesis de carotenoides, que explicaria la dificultad para obtener plantulas.
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Figura 14. Analisis de RT-PCR cuantitativo de zanahorias co-transformadas con pHG/z2 y
pMD/z1N. Se determinaron los niveles de abundancia relativa de los genes zds?, zds2 y psy2.
WT: plantulas de zanahorias silvestres. LI, LIV: plantulas de lineas transgénicas obtenidas de la
embriogénesis somatica. Los valores se normalizaron respecto a los niveles de expresion del
gen 18S y los niveles de mensajero de plantas de zanahoria silvestres se ajustaron a 1. Los
resultados con diferencias significativas se indican con un asterisco ().

Tabla 4. Niveles relativos de mensajero de zanahorias co-transformadas con pHG/z2 y
pMD/z1N. Se detallan los valores obtenidos para cada gen y su correspondiente desviacion
estandar ( + DE).

wt 1.0 +0.08 1.01+0.21 099 *0.06 0% 0%
LI 0.51+0.04 003x0 0.195 + 0.04 59% 97%
LIV 0.11+0.02 0.05+£0.05 0.035%0.07 89% 95%
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5.4.2 Tabacos transformados con pGW/z1A

De la transformacion estable de hojas de tabaco con pGW/z1A, se
obtuvieron 15 lineas de tabaco adultas, de éstas se analizaron 9 (T1 - T9) para
confirmar la presencia de la construccién. Todas las plantas regeneradas, salvo
la linea T2, amplificaron la banda del tamafo esperado para el gen npt//, gen
de resistencia a kanamicina que forma parte de la construccion como marcador
de seleccion. Como es esperable, este gen no se amplificd en ADN de hojas de
tabaco silvestre (Twt), lo que indica que los partidores son especificos para el

gen npti/l (Figura 15).

PM TI T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Twt & ©
A

H20 plasmid

Figura 15. Analisis molecular de las lineas de tabaco obtenidas. A} Como control se
amplificd un fragmento de 198 pb de la subunidad ribosomal 185 a partir de DNA gendmico. B)
Fragmento de 655 pb del gen de resistencia a kanamicina nptll. Para el control negativo (C-) se
utilizé agua en ver de ADN como molde. Para el control positivo (C+) del gen nptll se utilizd
ADN plasmidial como molde. Se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
Bret.

Los analisis se continuaron con 9 lineas transgénicas (T1-T9 y T11), si
bien se elimind T2, se agregd T11 al grupo de estudio, que se habia confirmado
también poseia el gel npt/l (datos no mostrados). A estas plantas se les realizo
un RT-PCR para determinar la transcripcién del transgen, el gen zds? de

zanahoria. Como se observa en la Figura 16, todas las lineas transgénicas,
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salvo la linea T5, presentan claramente la banda de 295 pb de la region 3'NTR
del gen zds1, lo que indicaria que por lo menos ocho de las nueve plantas

poseen el gen zds7 de zanahoria transcripcionalmente activo.

PM T1 T3 T4 T5 Te T7 T8 T9 Ti1 Twt C C+
A

Figura 16. Andlisis de RT-PCR de los tabacos transformados con pGW/z1A. A) Se
amplificé la subunidad ribosomal 183 (198 pb) como control. B) Se amplifico la region 3'NTR
(295 pb) del gen zds? de zanahoria. Twt: Tabaco silvestre no transformado. T1, T3, T4, T5, T6,
T7, T8, T9 y T11: Lineas de tabaco transgénicas analizadas. C-: control negativo usando agua
como molde. C+: control positivo usando ADN plasmidial pGW/z1A como molde.PM: marcador
de peso molecular de 1kb. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con
Bret.

5.5 Analisis de los Pigmentos de las Plantas Transgénicas

5.5.1 Zanahorias transformadas con pHG/z2

Los resultados de los analisis de la cantidad y composicién de pigmentos
en hojas y raiz modificada de zanahorias silvestres y lineas 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 silvestres y de las lineas transgénicas, los
principales carotenoides son el a-caroteno, el B-caroteno y la luteina y no existe

una diferencia significativa en los carotenoides totales ni en la cantidad de cada
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pigmento entre las lineas transgénicas L1, L2, L3 y L6 respecto a las plantas
silvestres de D. carota (Figura 17A). En la raiz de zanahoria se acumulan
principalmente a-caroteno y B-caroteno. Se logra apreciar que solo para el caso
del a-caroteno en la raiz de la linea L2, existe un aumento estadisticamente
significativo con respecto a la planta silvestre. Sin embargo en el resto de las
lineas, no se observan diferencias significativas en los carotenoides totales ni
en la composicion ni la cantidad de los pigmentos (Figura 17B). Para el caso del
tejido de hoja, si bien no existen réplicas y por lo tanto desviacion estandar, al
repetir el experimento, se volvié 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
cambios en la fase movil, que podrian traducirse en variaciones que no reflejen
un fenémeno biolégico sino un artefacto. Por lo tanto, lo mas apropiado es

analizar cada experimento de forma independiente.
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Figura 17: Andlisis de HPLC de carotenoides en las zanahorias transformadas con
pPHG/z2. Se determind la composicién de los carotenoides totales (Total), a-caroteno (a-carot.) y
b-caroteno (B-carot.) tanto para las hojas (A) como para la raiz (B). En el caso de las hojas,
ademas se determind el nivel de luteina (Lut). El andlisis se realizo para 4 lineas transgénicas
(L1, L2, L3, LB) y zanahorias silvestres (wt). Los resultados con diferencias significativas se
indican con un asterisco (*).

Tabla 5. Analisis de pigmentos de las zanahorias transformadas con pHG/z2. Se detallan
los valores obtenidos para pigmento y su correspondiente desviacion estandar ( + DE).

Planta Carotenoides . a-caroteno B-caroteno : Luteina

: Totales (ug/gPS) (ug/gPs) {(ng/gPs) (ng/gPS)
Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja Raiz Hoja
Wt 407 4312+ 14 15 157.8+ 34 80 2994+12 272.8
L1 367 506.9+ 72 9 171.0 + 21 86 317.6 + 33 239.4
L2 403 558.8 + 50 28 253.6+49 66 2853 +70 266.6
L3 407 5109+ 56 20 172.7 +14 80 328.2 + 34 272.9
L6 322  467.0+23 15 126.5+3 65 299.4+12 214.2
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5.5.2 Tabacos transformados con pGW/z1A

De las ocho lineas de tabaco obtenidas que expresan el transgen de
zds1 de D. carota, se analizaron los pigmentos en hojas de tres de ellas (T1, T4
y T11) y se compararon con los de tabaco silvestres. Los resultados de la
cantidad y composicion 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 lineas transgénicas, se lograron
identificar los picos para el B-caroteno, la luteina y la clorofila mediante una
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Se detecté ademas otro
pico, que posee un espectro de absorcién de carotenocide y un tiempo de
retencion corto (alrededor de 3 minutos) lo que indicaria que se trata de un
carotenoide polar. A pesar de los esfuerzos por identificar el tipo de carotenoide
al que corresponde este pico, no pudimos atribuirle la identidad, dado que el
espectro de este compuesto coincide con muchos. Por ello, nos centramos en
nuestro objetivo de analizar las diferencias en cuanto a composicién y cantidad
de carotenoides entre las plantas transgénicas respecto a plantas silvestres, lo
cual reflejaria el efecto de la expresion del gen zds? en tabaco. Lo que primero
observamos de los resultados es que existe un aumento significativo en los
niveles de carotenoides totales de la linea 1 (T1) y la linea 11 (T11) respecto a
las plantas silvestres y no asi en la linea 4 (T4) que presenta niveles muy
similares a los de la planta silvestre (Twt). Este aumento es especialmente alto
para T11 que cuadruplica los niveles de carotenoides totales, mientras que T1,

los duplica respecto a las plantas silvestres.
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Figura 18: Analisis de HPLC de carotenoides en los tabacos transformados con pGW/z1A.
Se determinaron los niveles de pigmentos a partir de hojas para 3 lineas transgénicas (T1, T4 y
T11) y un tabaco silvestre (wt). Carot. Tot: carotenoides totales; b-carot: B-caroteno; 7:
carotenoide indeterminado. Los resultados con diferencias significativas se indican con un
asterisco. Los analisis se realizaron en duplicado y en dos ocasiones de manera independiente.

Tabla 6. Analisis de pigmentos de los tabacos transformados con pGW/z1A. Se detallan
los valores obtenidos para pigmento y su correspondiente desviacion estandar ( + DE).

Planta ~ Carotenoides £ luteina B-caroteno clorofila

- Totales (ng/gPS) (ng/gPS) (ng/gPS) (Hg/gPS)
_(Hg/gPs) :

wt 47 +10 786+08 26.6 +6.09 11.9+ 51 99+138

L1 92 + 30 5.5+ 3.1 35.6 + 2.57 216+75 21.7+6.9

L4 54+6 79+17 33.3£066 18.7+2.9 13.2+£32

L11 209 £ 45 56.1+244 41.3+14.9 14.21 £ 4.2 61.3+0.9
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5.6 Analisis de Secuencia

Para explorar nuevas posibilidades que expliquen que a pesar de la gran
identidad aminoacidica entre ZDS1 y ZDS2 (91%), este (ltimo, seguin nuestros
resultados, no sea esencial o carezca de una funcion biolégica, se realizo un
alineamiento (clustalw) entre las secuencias ZDS1 y ZDS2 de D. carota y la
secuencia ZDS de A. thaliana (n° de acceso AT3G04870) que ya se ha
demostrado que posee actividad z-caroteno desaturasa (Bartley y col., 1999;
Dong y col., 2007)

El alineamiento de las tres secuencias muestran una alta identidad
aminoacidica; las mayores diferencias se encuentran respecto a la secuencia
de A. thaliana y estan concentradas en los primeros 50 aminoacidos (Figura
19).

Para abordar el analisis a partir del alineamiento, primero se buscaron los
dominios y motivos conservados en la secuencia de ZDS de A. thaliana. Esto
permite optimizar la comparacién entre las secuencias, poniendo especial
énfasis en aquellas zonas conservadas y por lo tanto potencialmente mas
importantes.

Para la enzima ZDS de A. thaliana, en el sitio NCBI se informa que esta
proteina posee un domino de unién a NAD(P)H/NAD(P)+, denominado
NADB_Rossman. Este dominio es compartido por una gran familia tipicamente
deshidrogenasas con un motivo aminoacidico GXGXXG. Las tres secuencias
zds analizadas presentan este dominio (desde el aminoacido 55 al 548) y el

motivo GXGXXG conservado (en amarillo Figura 19). Para profundizar en el
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analisis, esta vez se buscaron los motivos desaturasa conservados en la ZDS
de A. thaliana (http://motif.genome.jp). La bulsqueda entregd 4 motivos
conservados, dos de ellos motivos fitoeno desaturasa y los otros dos z-caroteno
desaturasa. Estos Ultimos se destacan con una linea horizontal sobre la

secuencia correspondiente (Figura 19).
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ZDS1 D.c MAAASSSLYFPATFTADSPSFSFSARRPFKPKR--MMLLVRSDLDQNVSDMSSNAPKGLF 58
ZDSZ2 D.c MAAATSSIYFPATSRPDSAGISLSRCRPLAQLRTHRVMVVRSDLEKNVSDMSTNAPKGLE 60

ZIDS A.t MA---SSVVFAATGSLSVP=--—-----— PLKSRR----FYVNSSLDSDVSDMSVNAPKGLF 45
* % *k: ok Kk L. * * Dok ok k: ikkkkk kkkAkkkh

ZDS1 D.c PPEPQLYRGPKLKVAIIGAGLAGMSTAVELLDQGHEVDIYESRPFIGGKVGSFTDKRGNH 118
ZDS2 D.c PPEPEHYRGPKLKVAIIGAGLAGMSTAVELLDQGHEVDIYESRPFIGGKVGESFVDKRGNH 120

ZDS A.t PPEPVPYKGPKLKVAIIGAGLAGMSTAVELLDQGHEVDIYDSRTFIGGKVGSFVDRRGNH 105
Khkk  krkkkkdkok kA k ok hk ok r ok kkk ok kk ek khkkkk ok k kb ok ko hkhk

ZDS1 D.c IEMGLHVFFGCYNNLFRLLKKVGADKNLLVKEHTHTFVNKGGE IGELDFREFPVGAPLHGI 178
ZDS2 D.c IEMGLHVFFGCYNNLFRLLKKVGAEKNLLVKDHTHTFVNKGGEIGELDFREFPVGAPLHGI 180
ZDS A.t IEMGLHVEFGCYNNLFRIMKKVGAEKNLLVKDHTHTFINKDGTIGELDFREPVGAPIHGI 165
EhkkhkrtkrA Xtk kkhdh*dx rkdkkkkkkhhddk hhkkdhhk - kk . d gk dkhokdk hokokk rkkk
zds
ZDS1 D.c NAFLTTNQLKTYDKARNAVALATLSPVVRALVDPDGAMKDIRNLDNISFSEWFLSKGGTRK 238
ZDS2 D.c NAFLTTNQLKTYDKARNATATALSPVVRALVDPDGAMRDIRNIDNISFSEWFLSKGGTREK 240

ZDS A.t RAFLVTNQLKPYDKLRNSLALALSPVVKALVDPEDGAMRDIRNLDSISFSDWFLSKGGTRA 225
Jkkk kkkkk khkk kk . ckkkkkkkk s kkkhokkkhok hkkokh ok ok kkkk ok kohk ok

ZDS1 D.c SIQRMWDPVAYALGFIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASLLRMLKGSPDTYLSGPIRDY 298
ZDS2 D.c SIQRMWDPVAYALGFIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASLLRMIKGSPDVYLSGPIRDY 300

ZDS A.t SIQRMWDPVAYALGFIDCDNMSARCMLTIFSLFATKTEASLLRMLKGSPDVYLSGPIKQY 285
hkkhkkkhkhkkhkkrdhokkhkkhhhhhhhkhhkhhhkkhhhkkhhhhdhh khdhkdh: - &

zdsl D.c ITQKGGRFHLRWGCREILYEKSSDGQTYISGIAMSKATQK]
zds2 D.c ITQKGGRFHLRWGCREILYEKSSDGQTYISGIAMSKATQK ADAYVAACDVPGIKRL 360
zds A.t£ ITDRGGRIHLRWGCREILYDKSADGETYVTGLAISKA IVKADVYVAACDVPGIKRL 345
hek s skkdk s kkhkkokkkk ok kk o kk o kk sk ok hkhok ks kkkk dekkhkkkohdokk ok ik
zds
ZDS1 D.c LPSQWREWEFFDNIYKLVGVPVVTVQLRYNGWVTEMODLEKSRQLRQAAGLDNLLYTPDA 418
ZDS2 D.c LPSQWREWEFFDNIYKLVGVPVVTVQLRYNGWVTEMODLERSRQLRHAAGLDNLLYSPDA 420

ZDS A.t LPKEWRESRFE'NDIYELEGVPVVTVQLRYNGWVTELQDIELARQIKRAVGLDNLLYT PDA 405
Kk cokkk  kk ok ok khkkkkkkAhkhhkhrkkhhikkook sokhk: ok kkkkkhkkkk

ADAYVAACDVPGIKRL 358

ZDS1 D.c DFSCFADLALASPEDYYLEGQGSLLQCVLTPGDPYMPLPNDQIIERVTKQVLTLEFPSSQG 478
ZDS2 D.c DFSCFADLALASPEDYYLEGQGSLLQCVLTPGDPYMPLPNGE ITIERVTKQVLALFPSSQG 480

ZDS A.t DFSCFADLALASPADYYTEGQGTLLQCVLTPGDPYMRMPNDKIIEKVAMOQVTELFPSSRG 465
kkkdkkkhkkkdkdkh kkdk kR hh - hkhkkhkkhRhkRR kK kkhk:k: *k  khkkkk.ok

ZDS1 D.c LEVIWSSVVKIAQSLYREGPGKDPFRPDQKTPVGNFFLAGSYTKQDYIDSMEGATLSGRQ 538
ZDS2 D.c LEVTWSSVVKIGQSLYREGPGKDPFRPDQRTPVENFFLAGSYTKQODYIDSMEGATLSGRQ 540

ZDS A.t LEVTWSSVVKIAQSLYREAPGKDPFRPDQKTPIKNFFLAGSYTKQDYIDSMEGATLSGRQ 525
Kkkhkkkhkrhhd hhkhhh _ hhkhhhkh ok R hh . hkhkkh ok khh ko hk ke ke h ko kkx

ZDS1 D.c ASAYICDAGEELTTLRKTIASIDSNTPTEAELTLV 573
ZDS2 D.c ASAYICDAGEDLVALQKKIGWIESNTPTGAELSLV 575

ZDS A.t ASSYICDAGEELAELNKKLSSSATAVP--DELSLV 558
ok kkokkkkk ok Kk k- Lk Kok s kn

Figura 19. Alineamiento miltiple de secuencias. Se alinearon las secuencias traducidas in
silico de las proteinas ZDS1 y ZDS2 de D. carota (D.c) y la proteina ZDS de A. thaliana (A.t). El
asterisco (*) representa la conservacion del mismo aminodcido. Los dos puntos (:)indican
cambios conservados. El punto (.) indica cambios semi-conservados. En amarillo se destaca el
dominio tipico del dominio NADB_Rossman y en verde se destacan aminoacidos iguales entre
ZDS1 de D. carota y ZDS de A. thaliana y diferentes respecio a ZDS2 de D. carota en el
dominio NADB_Rossman y motivos desaturasa, estos Gitimos destacados una linea horizontal.
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DISCUSION

6.1 Secuenciacion

Las construcciones disefiadas para gatillar el SGPT, no se diferenciaron
mayormente de las secuencias depositadas en la base de datos (zdst
n°DQ222430 y zds2 DQ192189), presentando mas del 80% de identidad
nucleotidica, cantidad necesaria para inducir el silenciamiento de un gen
endégeno.

Por otro lado, para asegurar la ausencia de mutaciones en la
construccion para la sobre-expresion de zds7?, se secuenciaron y compararon 3
clones pCR8/zds1ATG. La ausencia de mutaciones en la secuencia
nucleotidica asegura una correcta traduccion y por lo tanto permite cumplir con
el objetivo de la sobre-expresion.

A partir de la secuencia consenso, se detectaron 2 diferencias
nucleotidica respecto a la secuencia anotada en la base de datos. La primera
de estas es una mutacion silenciosa, es decir, el nuevo codén codifica para el
mismo aminoécido, por lo que la proteina no se veria afectada. La segunda,
implica el cambio de una Arginina por una Cisteina y si bien el primer
aminoacido tiene carga positiva y el segundo no, ambos son aminoacidos
polares por lo que sus propiedades fisicoquimicas podrian mantenerse (datos

no mostrados). Ademas, dado que las mutaciones estan presentes en los tres
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clones, existe la posibilidad que sea un polimorfismo de nucleétido tnico (SNP)
para el gen zds1, variedad Nantes, en tanto que la variedad anotada en la base

de datos corresponde a la variedad Sativus.

6.2 Silenciamiento Génico de zds71 Y zds2

Los niveles y la composicion de pigmentos de las plantas silenciadas
para zds2 no presentaron diferencias significativas respecto a las plantas
silvestres (Figura 17). Este hecho indicaria que: i) el gen zds2 puede ser
compensado por el gen zds? (cuyos niveles de expresion no resultaron ser
distintos comparados con plantas silvestres (Figura 13) o que ii) el gen zds2 no
tiene una funcion en la biosintesis de carotenoides.

Ya que del SGPT del gen zds? no se pudo obtener plantas, a pesar de
los intentos realizados. Este hecho podria reflejar, tanto la importancia de zds?
en la biosintesis de carotenoides en D. carota, como la incapacidad de zds2
para compensar la disminucién en los niveles de mensajeros de zds1.

Si comparamos nuestros resultados con los analisis de expresion de los
genes zd7 y zds2 durante el desarrollo de D. carota (Figura 3), podriamos
sugerir que ZDS1 es requerida para las etapas tempranas del desarrollo de las
zanahorias. Si este gen no se expresa, dificilmente se podrian obtener plantulas
viables aludiendo a que el gen zds2 no es capaz de reemplazar la funcién 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., 2004; Bautista y col., 2005; Dong y col., 2007), lo cual
es consecuente con los resultados obtenidos en este trabajo.

Por otro lado, la estrategia de realizar el SGPT usando las regiones no
traducibles para darle especificidad al silenciamiento, resulté ser una estrategia
altamente efectiva, debido a que en las plantas silenciadas para zds2 no
disminuyeron los niveles de zds? (Figura 13).

La primera estrategia utilizada para obtener embriones y plantulas de
zanahoria silenciadas para zds? (transformadas con pMD/z1N), fue realizar la
embriogénesis somatica en condiciones de luz tenue, descrita en algunas
publicaciones (Conti y col., 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 induccidn se detuvo y los explantes necrosaron en el segundo
medio de induccion (Medio 2). Por ello, ademas del cultivo en condiciones de
luz tenue, se decidio eliminar la presién de seleccidén de los antibidticos a partir
del Medio 2 en adelante, a pesar de aumentar la posibilidad de obtener falsos
positivos.

Esta medida efectivamente favorecid la sobrevida de los explantes
inducidos y permitié obtener las plantulas dobles silenciadas (LI — LIV). Sin

embargo, dada la escasa cantidad de tejido de estas plantulas, sélo se pudo
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determinar el nivel de transcritos para los genes zds?, zds2 y psy1, sin alcanzar
a determinar la cantidad y composicion de los pigmentos de estas plantas.

Los explantes sometidos a medios de induccion suplementados con
ABA, no mostraron diferencias respecto a los explantes sometidos a medios no
suplementados. En contraposicion a Dong y col., 2007 en donde reportaron que
con medios suplementados exdgenamente 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 ausencia de un
producto final de la ruta, como en este caso ABA, sino que, como se ha
reportado también en la literatura, el problema estaria asociado a las otras
funciones reportadas para los carotenoides en las plantas, como lo son, la foto-
proteccion, la disipacion del exceso de calor y la foto-morfogénesis, entre otros
(Demmig-Adams y Adams, 2002; Rodriguez-Villalon y col., 2010). Estos
procesos fisiologicos son fundamentales para la supervivencia de la planta y en
el caso de un funcionamiento defectuoso, explicarian la dificultad y
practicamente inviabilidad de obtener las plantas con niveles silenciados para
zdsT.

Ademas, como se ha reportado en la literatura, la estrategia empleada
para gatllar el SGPT permite alcanzar niveles de silenciamiento
extremadamente altos (Wesley y col. 2001, Pizarro, 2009). Para el caso de las
plantas silenciadas para zds2, tres de las cuatro lineas analizadas presentaron
sobre un 95% de SGPT (Tabla 3). En el caso de las plantas dobles silenciadas,

si consideramos que se utilizé una construccion con un promotor doble CaMV
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35S (pMC/z1N) y que ademas, los niveles de mensajeros de zds? en las
escasas plantulas obtenidas no fueron demasiado elevados, resulta razonable
pensar que la imposibilidad de obtener plantas podria atribuirse a niveles
eventualmente altos de silenciamiento para zds?. Ademas, los niveles de
silenciamiento de estas plantulas se correlacionaron bien con el fenotipo de
éstas. Es decir, la plantula con un 59 % de SGPT (LI) para zds7 tiene un
aspecto relativamente similar al de una planta silvestre, muy distinto a la
plantula con un 89% de silenciamiento (LIV) que presenta un fenotipo
ciertamente aberrante (Figura 10), al igual que las plantas LIl y LIl para las
cuales no fue posible realizar los andlisis moleculares debido a que la calidad; -
cantidad? del ARN extraido fue deficiente. Esta correlacién entre el fenotipo y el
porcentaje de silenciamiento, estaria nuevamente evidenciando que el gen zdsT
seria el fundamental y responsable de la actividad z-desaturasa en D. carota, y
que mayores niveles de silenciamiento podrian ser letales.

Otro aspecto interesante de las plantas dobles silenciadas, es que
comprobamos que la sefial de silenciamiento para zds2 se “heredd’. Es decir, la
insercion en el genoma de la construccién para gatillar el SGPT zds2 se
mantuvo de forma estable durante todo el proceso de embriogénesis para la
obtencién 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 zds?2 (Tabla 3

y Tabla 4).
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Por otro lado, como se ha reportado en ofros trabajos, las rutas
metabdlicas y en este caso de biosintesis de carotenoides, responde de forma
global ante alteraciones generadas artificialmente, como el silenciamiento
(Diretto y col., 20086; Diretto y col. 2007; Pizarro, 2009), o la sobre-expresion 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-expresion del gen psy7 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 pardlogos se afecten de forma distinta frente a
silenciamiento de otro gen de la via ha sido previamente reportado (Diretto y
col., 2006; Diretto y col., 2007) y podria estar reflejando la alta especificidad de
regulacion descrita para la ruta.

La sobre-expresién de psy? indica que la expresion de este gen es
sensible al silenciamiento de zds2, sin embargo, el hecho de que no exista una
variacion en los niveles de carotenoides de estas plantas dificulta la
interpretacion de este resultado. Una posibilidad seria que dado el alto nivel de
regulacion de la ruta, la sobre-expresion de psy2 sea atenuada por regulaciones
posteriores tanto a nivel transcripcional como traduccional o incluso
postraduccional, que diluyan el efecto de sobre-expresion. Un caso similar se
describe al silenciar el gen licopeno e-ciclasa (/cye), en donde se esperaba la
disminuciéon de los niveles de luteina, ya que LCY-E es la primera enzima que

dirige la via hacia la sintesis de luteina (Figura 2), sin embargo, los niveles de
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este pigmento permanecieron relativamente inalterados respecto a las plantas
silvestres (Diretto y col. 20086).

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 reflejaria que la
expresion de la via completa esta disminuida y se convierte en un antecedente
mas para explicar la dificultad de obtener estas plantas y de la importancia del
gen zds1 en la biosintesis de carotenoides en D. carota.

Si bien se decidié medir los niveles de psy, porque es un gen que se ha
planteado como clave en la ruta de biosintesis de carotenoides (Welsch vy col.,
2000; Welsch y col., 2003; Mass y col., 2009), para aventurar alguna explicacion
integral respecto al comportamiento completo de la via, hace falta medir los
niveles de expresion de otros genes carotenogénicos.

La ausencia de diferencias entre los pigmentos de las plantas con
reducidos niveles de expresion del gen zds2, respecto a plantas silvestres
(Figura 17), tiene dos explicaciones posibles. La primera tiene que ver con que
la disminucion en los niveles de mensajero de zds2 y por lo tanto la resultante
merma en la actividad de esta enzima, podria 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 varian significativamente
durante el desarrollo (Fuentes, 2009), este gen no sea esencial o que
directamente que carezca de una funcién en la ruta carotenogénica. Esto puede

deberse a que los mensajeros no se traduzcan, o a que una vez traducidos, la

77



enzima sea inactiva tanto por una regulacién post-traduccional o simplemente
por diferencias aminoacidicas respecto a ZDS, situacién que se discutira mas
adelante.

Para dirimir respecto a esta dicotomia, serian fundamentales los anlisis
de los pigmentos de las plantas silenciadas para el gen zds7 y también de las
plantas con silenciamiento simultaneo de ambos genes. Sin embargo, como ya
se menciono, no se pudo obtener plantas silenciadas sélo con el gen zds7 vy, de
las plantulas silenciadas simultaneamente para zds? y zds2, el escaso tejido
obtenido impidié realizar el analisis de los pigmentos para estas plantas. El
fenotipo que presentaron estas plantas, de un reducido tamafo, desarrollo
minimo de raiz 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. Ademas estos resultados sugieren fuertemente que zds2 no
podria suplir la disminucion de los niveles de zds? y aunque no tenemos
evidencia directa, los resultados sugieren que el gen zds2 no tiene funcién

carotenogénica.

6.3 Sobre-expresion del gen zds? en Nicotiana tabacum

Debido a que el silenciamiento génico del gen zds7 resultd practicamente
inviable, para poder estudiar su funcion, decidimos sobre-expresarlo en las
plantas de tabaco.

Se transformaron plantas de tabaco porque ademas de ser una planta

modelo donde se han realizado trabajos con carotenoides (Ralley y col., 2004:
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Zhu y col., 2007; Gerjets y col., 2007) y ser un procedimiento instaurado en el
laboratorio, los tiempos para obtener tabacos transgénicos (3 meses aprox.) son
considerablemente menores a los tiempos para obtener zanahorias
transgénicas (6 meses). Ademas, como se contaba con el gen zds? de
zanahoria, la estrategia de sobre-expresarlo en plantas de zanahoria tiene altas
posibilidades de gatillar el SGPT y volver a la situacion 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 plantulas en promedio. De estas plantulas,
25 se crecieron para ser pasadas a tierra y finalmente se obtuvieron 20 plantas
aclimatadas creciendo en tierra, lo que representa un 5% de eficiencia. Si
ademas consideramos que de 10 plantas analizadas 9 son transgénicas,
obtenemos una eficiencia de transformacién de un 4.5%. Este porcentaje es
muy superior al 2.5% obtenido para la transformacion de zanahorias (Flores,
2009) que ya es un porcentaje de transformacion alto.

La sobre-expresion de zds? de D. carota en plantas de tabaco fue
verificada mediante RT-PCR convencional con partidores especificos de la
regién 3'NTR para zds? de zanahoria, los cuales no hibridan en ningtin gen en
tabaco. De este modo se comprobd que 8 de 9 plantas analizadas expresaron
el gen zds1 de D. carota (Figura 16), lo cual también reafirma lo ventajoso de la

transformacion de plantas de tabaco. Las plantas regeneradas fueron
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traspasadas a tierra y mantenidas en invernadero, mientras se realizaron los
analisis moleculares y bioquimicos. Actualmente, se espera la floracion de las
plantas para la obtencion de la generacién T1.

Como se observa en la Figura 18, dos de las tres lineas analizadas
poseen un aumento significativo de los carotenoides totales respecto a las
plantas silvestres. Este aumento estaria indicando que el gen zdst?
efectivamente codifica para una proteina activa, que participaria en la
biosintesis de carotenoides. Es importante tener en cuenta para el analisis de
las plantas transgénicas, que si bien todas las plantas se transformaron con la
misma construccion, la insercion de ésta es azarosa en el genoma para cada
planta. Esto implica que el contexto genético donde se inserta la construccion,
en algunos casos determina el nivel de expresién del transgen. Otra explicacién
para justificar las diferencias de expresion en una planta transgénica, es la
variacion somaclonal. Este es un fenomeno que se ha descrito principalmente
en plantas que se obtienen a partir de cultivos de tejidos (como la
organogénesis somatica en el caso de los tabacos) y que consiste en cambios
geneticos que pueden ir desde un re-arreglo cromosdmico hasta una mutacion
en un nucledtido puntual y ocurre solo en algin(os) clon(es) obtenido a partir de
un mismo tejido.

Una alternativa para evaluar este tipo de diferencias, seria 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, seria analizar un nimero mayor de plantas, asi
aumentando el niumero de muestras, la tendencia se haria mas robusta.

Comenzando el analisis de los pigmentos propiamente tal, resulta
interesante notar que, no obstante, existe un importante aumento en los
carotenoides totales en L1 (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 luteina, B-caroteno y clorofila. Una de las posibilidades es que este
gran aumento se deba a la acumulacion de un pigmento no detectado, por lo
que se podria ajustar las mediciones de HPLC de manera de buscar posibles
intermediarios apolares que podrian salir a tiempos posteriores a los 40 minutos
estandarizados para el HPLC.

Segun el analisis estadistico realizado, la linea L11 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
luteina 1.6 veces. Para la L1, si bien su Unico aumento estadisticamente
significativo son los carotenoides totales con 1.9 veces, también aumenta su
contenido de clorofila 2.1 veces, la luteina 1.4 veces y el B-caroteno en 1.8
veces.

Estos datos podrian llevarnos a plantear que existe un nivel de expresion
minimo necesario, que genere una variacion importante en toda la via y por lo
tanto se traduzca en un aumento y variaciéon considerable en los carotenoides.
Este nivel estaria sobrepasado en el caso de la L11 en donde si se aprecian

diferencias significativas en los carotenoides totales y algunos otros pigmentos.
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En el caso de la L1, la expresion estaria bajo este posible nivel minimo, lo que
se refleja en un menor aumento de carotenoides totales y ademas, no se
observan variaciones significativas en los otros pigmentos detectados.

Con respecto al carotenoide desconocido, podemos decir que el
carotenoide mas similar del que se tenia un estandar y es la astaxantina. El
tiempo de retencion de nuestro carotenoide es aproximadamente 2.5 minutos,
que representa aproximadamente 0.5 minutos menos que el tiempo de elusién
de la astaxantina, por lo que la polaridad de este carotenoide desconocido debe

ser mayor al de astaxantina.

6.5 Funcién Organo-especifica de los Genes y Analisis de las Secuencias
Con respecto a la érgano-especificidad entre los genes zds? y zds2 de D.
carota, hasta ahora la Unica planta donde se han reportado dos potenciales
genes zds, podemos decir que: el hecho de que al silenciar zds2 los niveles de
pigmentos no varien y que, al silenciar o tratar de silenciar zds7, se obtenga un
fenotipo con caracteristicas de inviabilidad para la planta, no se condice con lo
esperado y reportado en la literatura para genes con una funcién érgano-
especifica. En términos generales se ha visto que uno de los genes se expresa
ubicuamente en la planta o en un érgano preferentemente y los niveles de
expresion del otro gen aumentan en determinado estado de desarrollo y/o para
ciertos 6rganos (Ronen 2000; Galpaz y col., 2006; Giorio y col., 2008; Alquézar
y col., 2009; Devitt y col., 2010). Por este motivo, si bien se podria esperar que

al silenciar uno de ellos las plantas no sean viables, al silenciar el otro se
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deberian obtener diferencias en la composicion de pigmentos de algtin érgano
en particular respecto a plantas silvestres.

Por ello, nuestros resultados descartaron la drgano-especificidad de
estos genes y posicionaron a zds7 como el gen fundamental. Para determinar si
el gen zds1 posee una funcién en la ruta de biosintesis de D. carofa, utilizamos
la estrategia de sobre-expresion, estrategia 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
anticuerpos desarrollados en nuestro laboratorio para ZDS), tanto de las plantas
con los niveles silenciados de zds2 como sobre-expresados para zds?. Se
espera que de la comparacion de los diferentes tejidos, se observe una
correlacion entre la disminucion de los mensajeros de zds2 o aumento de zds?
Y su correspondiente correlacion a nivel proteico.

Ademas, de la comparacién entre zanahorias silvestres y zanahorias
silenciadas para zds2 se podra definir si zds2 efectivamente se traduce en las
plantas silvestres. En tal caso, la explicacion de su falta de funcién seria una
regulacion post-traduccional o la pérdida de actividad debido a alguna mutacién.

En el caso que el gen zds2 sea traducido pero que no presente una
funcién biologica, podria deberse a las diferencias aminoacidicas entre ZDS1 y
ZDS2, causado por algtin cambio por ejemplo en un aminodcido del sitio activo

0 algun aminoacido que impida que la proteina se ensamble en el complejo
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multienzimatico en la membrana del tilacoide, tal como fue propuesto por
Cunningham, 2002.

Del alineamiento de secuencias, destacamos tres diferencias entre zds?
y zds2 y por lo tanto, posibles mutaciones (destacadas en verde en la Figura
19), a las que potencialmente se les podria atribuir la ausencia de funcién de la
enzima ZDS2. Estos aminoacidos se encuentran presentes en la enzima ZDS
de A. thaliana, cuya funcionalidad ya se ha demostrado (Dong vy col., 2007) y en
la ZDS1 de D. carota, que nosotros proponemos como funcional, y se
encuentran modificados en la ZDS2 de D. carota. Asimismo, estas tres
diferencias se encuentran dentro del dominio NADB_Rossmann, las dos
primeras estan ademas dentro un motivo predicho como z-caroteno desaturasa
y la tercera representa el cambio mas radical de una Serina por una Valina.
Estas regiones podrian ser importantes y por lo tanto estas diferencias podrian
ser buenos candidatos para explicar la ausencia de la disminucién de
carotenoides en plantas silenciadas para zds2.

Es importante destacar que ambos genes poseen una alta identidad de
secuencia nucleotidica que también se traduce en una elevada identidad a nivel
aminoacidico, sugiriendo que nos encontramos frente a un caso de duplicacion
génica, sin embargo una duplicacion génica sin funcion aparente. En la
literatura se han reportado varios casos de duplicacién génica cuya funcién
estaria asociada a estrategias genéticas de mejorar la regulacion de alguna via
(Li y col., 2008), otorgar organo-especificidad (Devitt y col., 2010) o favorecer la

diversificacion (Fucile y col., 2008; Romanel y col., 2009). Dado que nuestra
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hipotesis plantea que este caso de duplicaciéon génica posee alguna de estas
caracteristicas, en base a nuestros resultados, debemos rechazar nuestra
hipotesis.

En suma, nuestros datos apuntan a que el gen zds7 seria el responsable
de la funciéon z-caroteno desaturasa en D. carota. Ademas, no existiria una
organo-especificidad entre los genes zds?1 y zds2 y, a pesar del 91% de
identidad aminoacidica entre ellos, zds2 no puede suplir la funcién de zds7?.

Finalmente, podemos decir que este trabajo ha contribuido al estudio y la
comprension del metabolismo y la fisiologia de la ruta de biosintesis de
carotenoides, en particular, en aportar a la determinacion de la funciéon de los

genes zds1y zds2 de D. carota.
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7. CONCLUSIONES

- Los genes zds? y zds2 de D. carofa no poseen un funcién 6rgano
especifica. Esto se debe a que al silenciar el gen zds2, no se alteran los niveles
ni la composicién de pigmentos en hojas y en raices modificadas en las plantas
transgénicas. Si a este resultado, le sumamos la gran dificultad para obtener
plantulas e imposibilidad de obtener plantas adultas con el gen zds? silenciado,
nos estaria indicando que el gen zds? es el responsable de llevar a cabo la
funcion z-caroteno desaturasa en la planta completa de zanahoria y el gen zds?2
se trataria de una duplicacion y/o redundancia génica que si bien es
transcripcionalmente activo, no seria esencial y eventualmente podria ser

suplido por ZDS1 pero no viceversa.

- El gen zds7 de D. carota es funcional, ya que al sobre-expresarlo en las
plantas de tabaco, se altera la cantidad de carotenoides. No obstante, aunque
se logd determinar este gran aumento en la cantidad de carotenoides totales, no
se logro correlacionar con el aumento de uno o varios pigmentos en particular,
por lo que se requieren mayores analisis para poder definir la respuesta de la

ruta ante esta sobre-expresion.
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- Los resultados obtenidos, permiten validar las estrategias de SGPT vy
sobre-expresion como herramientas utiles para estudiar la funcion de los genes.
En el caso del silenciamiento génico, se logrd la especificidad esperada vy
niveles muy altos en el porcentaje de silenciamiento de los genes en estudio. En
el caso de la sobre-expresion, se observé una correlacion entre la expresion del

transgen (zds7 de D. carofa) 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 podra determinar de una manera directa la
relacién entre la transcripcion, los niveles de pigmentos y de proteinas en los
diferentes tejidos de plantas silenciadas para zds2, plantas que sobre-expresan

zds1 y plantas silvestres.

- Ademas, se analizaran un mayor numero de lineas de tabaco que sobre-
expresan zds1 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 expresion del gen zds? que no se

identificaron en esta oportunidad.

- Dado gue los altos niveles de silenciamiento para el gen zds? podrian
haber impedido la obtencién de plantas, una alternativa seria generar una
nueva construccién con un promotor inducible, de esta manera, se podrian
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 continuacién del trabajo desarrollado
en el marco del Seminario de Titulo para optar el titulo de Ingeniero en
Biotecnologia Molecular (Flores, 2009).

Algunos procedimientos y resultados de dicho trabajo se mencionan a
continuacion, con el fin de contextualizar y entregar informacion relevante para

facilitar la lectura, comprension y analisis de esta tesis.

10.1) CONSTRUCCIONES GENETICAS

Generacion de la construcciéon pMD/z1

La construccion pMD/z1 se generd con el objetivo de gatillar el SGPT del
gen zds1. Para esto, se amplifico la regidon 3NTR (295pb) del gen zds? desde
ADNc de D. carota. Este fragmento se cloné en orientacion sentido respecto al
promotor en el vector Gateway® pTOPO y posteriormente en antisentido en el
vector Gateway® pCR8. La identidad del fragmento se corroboré
secuenciandolo (Macrogen Corp., USA) desde la construccion pTOPO/z1N y la
construccion pCR8/z1N se usé para recombinar con el vector de pMDC32
originando pMD/z1N. De esta manera, se espera que cuando la construccion
pM/z1N se exprese, el fragmento en antisentido hibride con el ARNm enddgeno

en orientacion sentido formando el ARN doble hebra para gatillar el SGPT.
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Generacion de la construccién pHG/z2

La construccion pHG/z2 se generd con el objetivo de gatillar el SGPT del
gen zds2. Para esto, se amplificéd la region 3'NTR (271 pb) del gen zds2 desde
ADNCc de D. carota y este fragmento se clono en orientacion sentido respecto al
promotor en el vector Gateway® pTOPO. La construccion pTOPOQO/z2 se utilizé
para recombinar con el vector de pHellsgate dando origen a pHG/z2. Tanto la
identidad del fragmento clonado como su orientacion se comprobaron mediante
la secuenciacion de pHG/z2 (Macrogen Corp., USA). De esta manera se espera
que la horquilla de ARN que gatille el SGPT se obtenga directamente de la

transcripcion de esta construccion.

Funcionalidad de las construcciones pMD/z1N y pHG/z2

Para comprobar la funcionalidad de las construcciones pMD/z1N vy
pHG/z2N, se agroinfiltraron hojas de tabaco con cultivos de A. fumefaciens
portando cada una de estas construcciones. Luego, se realizé un RT-PCR
desde el tejido de tabaco agroinfiltrado para detectar la expresion de las

regiones NTR de los genes zds7 y zds2 de D. carota en tabaco.
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10.2) TRANSFORMACION ESTABLE Y REGENERACION DE PLANTAS

Para la transformacion estable de zanahorias, se siguié un protocolo
previamente estandarizado (Chen y Punja, 2002) e implementado en el
laboratorio, en el que se utilizan explantes (epicotilos) de plantulas de zanahoria
de dos semanas cultivadas in vitro. Para obtener zanahorias in vitro, se
siembran semiillas estériles en frascos de medio MS (Murashige & Skoog) y se
cultivan en condiciones de fotoperiodo (16h luz y 8h oscuridad).

Los explantes de zanahoria se co-incubaron con el cultivo de A.
tumefaciens portando cada una de las construcciones (pMD/z1N y pHG/z2)
durante 10 minutos. Luego, los explantes se depositaron en una placa de MS
sin antibidtico y condiciones de oscuridad durante 1,5 dias aproximadamente.
Posteriormente, se traspasaron los explantes a las placas respectivas para
seleccionar el tejido transformante e inducir el proceso de embriogénesis
somatica.

Este proceso de embriogénesis consta de tres etapas y a continuacion se
detallan los medios para el caso de la transformacién con la construccion
pHG/z2. EIl primer medio (medio |) contenia kanamicina l(25 mg/L), la auxina
2,4D (1 mg/L) y cefotaxime (300 mg/L). Después de 5 semanas, los explantes
se pasaron al segundo medio (medio Il), 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 Il). En
este se aumentd la concentracion de kanamicina a 100 mg/L, se elimind la
hormona 2,4D para favorecer la maduracion de los embriones y el cefotaxime
se redujo a 150mg/L. Finalmente, luego de 4 semanas, las plantulas
regeneradas se pasaron a frascos de MS donde éstas elongaron y enraizaron.
De esta forma, al cabo de 5 meses, se obtuvieron plantulas con raices

apropiadas para su aclimatacion a tierra.

10.3) ANALISIS MOLECULAR DE LAS PLANTAS

Para confirmar la insercion de la construccion pHG/z2 en el genoma de
las zanahorias obtenidas producto de la embriogénesis, se extrajo el ADN de
las hojas y se realizé un PCR con partidores para el promotor CaMV 35S. Este
promotor dirige la expresion de la construccion pHG/z2 en la planta y no es
parte del genoma de las zanahorias silvestres. Como resultado, se obtuvo una
banda del tamafio esperado de 400pb en las 9 lineas analizadas. De este modo
concluimos que estas plantas regeneradas son transgénicas ya portan la
construccion para gatillar el silenciamiento génico de zdsZ2 y el protocolo de

transformacion y regeneracion de plantas se logrd con exito.
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10.4) AGRADECIMIENTO

Generacion de la construccion pCR8/z1A

La amplificacién de la region codificante del gen zds?, su clonacién y
secuenciacion en el vector de entrada pCR8, fue realizado por Guillermo
Wegener como parte de su Seminario de Titulo. Esta construccién fue
amablemente facilitada y permitié obtener la construccion pGW/z1A para sobre-

expresar el gen zds1 de D. carota en N. tabacum.
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