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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos lipidicos isoprenoides coloreados
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos y también por algunas bacterias y
hongos. Estos son esenciales en |a fisiologia vegetal, principalmente por sus funciones
durante la fotosintesis, la fotoproteccion y la sintesis de hormonas. En animales,
también son indispensables debido a su actividad antioxidante y por ser precursores de
la vitamina A. La ruta de sintesis de estos compuestos se encuentra bien caracterizada
y se han identificado las enzimas esenciales que participan en ella. Sin embargo, la
regulacion de esta ruta en plantas no se comprende aun a cabalidad. Actualmente, se
sabe que el principal mecanismo regulatorio ocurre a nivel transcripcional, donde
factores activadores como la luz y el desarrollo tienen un efecto directo en la activacion
de la expresion de los genes carotenogénicos, como el gen psy, uno de los mas

importantes puntos de regulacion en la ruta.

Daucus carota (zanahoria) es una hortaliza que acumula elevados niveles de
carotenoides, principalmente B-caroteno, durante el desarrollo de su raiz modificada en
oscuridad. En este 6rgano, la regulacién de la ruta carotenogénica ocurriria en parte a
nivel transcripcional, siendo el gen lcyb? el que aumenta mayormente su expresion
durante el desarrollo. Por otra parte, de los genes paralogos psy1 y psy2 presentes en
esta planta, el gen psy2 estaria asociado mayormente a la carotenogenesis en la raiz y

en etapas tempranas del desarrollo de las hojas.

Considerando las evidencias de regulacién a nivel transcripcional de esta ruta

en zanahoria, durante este trabajo se identificoé y evalué los promotores de los genes
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psy2 y Icyb1. Se logré6 identificar y clonar regiones regulatorias de 769 pb para el
promotor de psy2 y de 1.057 pb del promotor de /cyb1. Ambas regiones presentaron
numerosos motivos regulatorios de respuesta a luz, asi como otros de respuesta a

estrés abiotico y fitohormonas (principalmente ABA, auxinas y giberelinas).

Los promotores obtenidos fueron divididos en dos fragmentos (promotor parcial
y promotor minimo) y fusionados al gen reportero GFP con el fin de caracterizar su
funcionalidad en la planta modelo N fabacum. En plantas de tabaco transgénicas, el
promotor parcial de Icyb1 presentd una actividad mucho mayor (mas de 20 veces) que
la del promotor minimo de este gen, mientras que el promotor parcial de psy2 presenté

una actividad basal levemente mayor que el minimo.

Determinamos que en plantulas de zanahoria silvestre, el gen psy2 se indujo en
presencia de ABA y se reprimié en presencia de la auxina 2,4-D, mientras que el gen
Icyb1 se indujo levemente en presencia de ABA y GA3. Considerando estos resultados,
se evalud el efecto de estas hormonas en las plantas de tabaco transgénicas que
expresan GFP bajo el promotor de psy2 y lcyb. Se concluyé que el promotor parcial de
psy2 se indujo por ABA y que el promotor minimo de psy2 se reprimié levemente en el
tratamiento con ABA y la auxina 2,4-D. Esto se correlacionaria con los elementos
regulatorios identificados en el promotor de psy2 e indica que en plantulas de
zanahoria, tanto la induccién del gen psy2 mediada por ABA como su represiéon por
2,4-D, se deberian a una regulacién de sus promotores en respuesta a estas

hormonas.

Ademas, se determiné que en las plantas de tabaco transgénicas, el promotor

parcial de leyb1 fue inducido por ABA, en correlacién con los elementos de respuesta a
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esta hormona presentes en su promotor y con la induccién de este gen en respuesta a
ABA. Por otra parte, los promotores parcial y minimo de /cyb? fueron reprimidos por
GA3 en las plantas de tabaco transgénicas, a diferencia de lo obtenido en zanahorias
silvestres tratadas con esta hormona. Por ultimo, ambos promotores, al igual que el
promotor parcial de psy2, fueron inducidos por luz. Esto ultimo se correlaciona con los

elementos de respuesta a este estimulo presentes en ellos.
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ABSTRACT

Carotenoids are lipidic isoprenoid coloured compounds synthesized by all
photosynthetic organisms and also some bacteria and fungi. They are essential in plant
physiology due to their roles in photosynthesis, photo-protection and hormone
biosynthesis. In animals, they are essential due to their antioxidant properties and
because they are precursors of vitamin A, The carotenogenic pathway is well known, as
well as its essential enzymes. However, the regulation of this pathway in plants is not
fully understood. To date it is known that the main regulatory mechanism takes place at
the transcriptional level, where activating factors such as light and development have a
direct impact in the induction of the expression of carotenogenic genes, such as psy,

one of the key regulatory points of this route.

Daucus carota (carrot) accumulates high amounts of carotenoides, mainly B-
carotene, during development of its modified root in darkness. In this organ, the
regulation of the carotenogenic route takes place at least in part at the transcriptional
level, with the /cyb? gene presenting the highest expression induction during
development. Besides, of the two paralogs genes psy? and psy2, psy2 would be

associated to this pathway in carrot root and during early stages of leaves development.

Considering the transcriptional regulation of this pathway in carrot root, in this
work we identified and characterized the promoter regions of psy2 and lcyb1. We
identified and cloned 769 and 1.057 bp of the psy2 and lcyb? promoters, respectively.
Both promoters contain several light response elements, as well as abiotic stress and
fitohormones (ABA, auxin and gibberellins) response elements.
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The promoters found where divided in two fragments (partial and minimum
promoter) and fused to the reporter gene GFP to characterize their functionality in the
model plant N tabacum. In transgenic tobacco plants, the activity of the partial promoter
of Icyb1 was 20-fold higher than the activity of the minimum promoter. In the case of the

psy2 promoter, this difference was less pronounced, although significant.

We determined that in wild type carrot seedlings, the expression of psy2 was
induced by ABA and repressed by the auxin 2,4-D, while /cyb1 expression was slightly
increased in the presence of ABA and GA3. Considering these results, we evaluated
the effect of these hormones in transgenic tobacco plants expressing GFP under the
promoters of psy2 and fcyb1. It was concluded that the partial promoter of psy2, but not
the minimum, was induced by ABA, while the minimum promoter of this gene was
repressed by 2,4-D. This correlates with the regulatory motifs found in this promoter
and indicates that in carrot seedlings, the induction of psy2 by ABA, and its repression
by 2,4-D, will be probably due to a regulation of their promoters in response to these
hormones. Besides, we found that in transgenic tobacco plants, the partial promoter of
lcyb1 was induced by ABA, in correlation with the ABA response elements found in its
promoter and the induction of this gene mediated by ABA. Besides, the partial and
minimum promoter of /cyb1 were repressed by GA3 in transgenic tobacco plants, unlike
the results obtained in wild type carrot seedlings treated with this hormone. Finally,
these promoters, as well as the partial promoter of psy2, were induced by light. The

latter is correlated with the light response elements identified in them.
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INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de los carotenoides, funcion y biosintesis

Los carotenoides son compuestos isoprenoides de naturaleza lipidica
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos (plantas y algas) y también por

algunas bacterias y levaduras.

Estos derivan de la condensaciéon de varias unidades isoprénicas de cinco
carbonos formando moléculas de cuarenta carbonos, que contienen hasta 15 enlaces

conjugados (Taylor y Ramsay, 2005; Giorio y col., 2007; Armstrong y Hearts, 1996).

La presencia de estos numerosos enlaces conjugados les confiere distintas
propiedades, por ejemplo, la de actuar como croméforos (parte de una molécula capaz
de absorber luz y generar color). La cantidad y configuracién de los dobles enlaces
conjugados dentro de la estructura de cada carotenoide, asi como la presencia y tipo
de ciclaciéon en sus extremos, les confieren a estos compuestos caracteristicas
particulares, como por ejemplo absorcion de fotones en las longitudes de onda del
azul, colores distintivos y actividad antioxidante. El B-caroteno, por ejemplo, posee 11
dobles enlaces conjugados y ciclaciones [} en sus extremos, lo que le confiere una
coloracién naranja intensa, ademas de ser uno de los carotenoides con mayor

actividad provitamina A (El-Agamey y col., 2004; Giorio y col., 2007).

Actualmente, se han descrito mas de 700 carotenoides estructuralmente
distintos (Giorio y col., 2007), los cuales se subdividen en dos grandes grupos: los
carotenos, que contienen solo atomos de carbono e hidrogeno y las xantofilas, que

poseen ademas sustituyentes oxigenados.
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En las plantas, se encuentran dentro de los plastidios, asociados a los
complejos captadores de luz y a los centros de reaccién en los cloroplastos activos,
mientras que en los cloroplastos senescentes y en los cromoplastos se encuentran
asociados a membranas, en cuerpos oleosos y en estructuras cristalinas dentro del
estroma (Cunningham y Gantt, 1998, Vishnevetsky y col., 1999).

Estos pigmentos participan en procesos fisiolégicos esenciales como la
fotosintesis, donde captan la energia luminica de diversas longitudes de onda (rango
espectral de absorcion entre 400 y 500 nm) en los complejos captadores de luz de los
fotosistemas, la cual es transferida a la clorofila a durante |a fotosintesis (Britton, 1995;
Schmid, 2008). Debido a su estructura quimica, los carotenoides son capaces de: 1)
resonar los electrones a lo largo de su esqueleto carbonado, lo cual permite la
absorcién de los electrones desapareados de las moléculas radicalarias (Britton, 1995;
Britton, 1998; Nelson y col., 2003), 2) actuar en la disipacion térmica del exceso nocivo
de energia luminica a través del ciclo de las xantéfilas, ademas de generar un alto
nivel de proteccién fotooxidativa contra los efectos del singlete de oxigeno, del radical
superoxido y del triplete excitado de clorofila generado en los centros de reaccién del
fotosistema |l como consecuencia de la fotosintesis (Armstrong y Hearts, 1996;
Cunningham y Gantt, 1998; Giorio y col., 2007; Takano y col., 2005; Telfer, 2005) y 3)
ser precursores en la sintesis de la hormona acido abscisico (ABA) y de las
estrigolactonas.

El ABA participa en procesos vitales de la fisiologia de las plantas, tales
como el crecimiento y desarrollo, la dormancia de las semillas y la adaptacién a
distintos tipos de estrés ambiental, en especial a la sequia, frio y la elevada salinidad
(Chen y col., 2008; Crozier y col., 2000), mientras que las estrigolactonas han sido

asociadas al establecimiento de |as relaciones simbiéticas entre hongos y la rizésfera y
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a la inhibicion de las ramificaciones de brotes (Gomez-Roldan y col., 2008; Umehara y

col., 2008, Pichersky, 2008).

Al ser pigmentos coloreados, los carotenoides se evidencian en las raices de
reserva, los frutos y las flores, donde facilitan la polinizacion (Armstrong y Hearts, 1996;

Grotewold, 2006), y también en las hojas senescentes al degradarse la clorofila.

En los animales, algunos carotenoides (p-caroteno, a-caroteno, criptoxantina)
son convertidos a la vitamina A (retinol) luego de un clivaje molecular seguido de un
proceso reductivo. La vitamina A cumple a su vez funciones esenciales en la formacion
de los dientes, tejidos sanos, piel, mucosas y en el funcionamiento de la retina (Fraser
y Bramley, 2004; Krinsky y Johnson, 2005; DellaPenna y Pogson, 2006; Cazzonelli y
col., 2010). Adicionalmente, los carotenoides (por ejemplo el licopeno, la luteina y la
zeaxantina) funcionan como poderosos antioxidantes, que previenen y reducen el dafio
celular. Por ello, han sido ligados a una reduccién de las probabilidades de desarrollar
ciertos tipos de cancer, enfermedades degenerativas y vasculares y problemas
visuales (Breimer, 1990; Esterbauer y col., 1992; Mayne, 1996; Rao y Rao, 2007,

Snodderly, 1995; Tanumihardjo y Yang, 2005).

Dado que los animales son incapaces de sintetizar estos compuestos, deben
ingerirlos en la dieta mediante el consumo de vegetales ricos en ellos, como la

zanahoria.

Dada la vital importancia de los carotenoides en plantas y en animales, la
regulacion de su sintesis ha sido ampliamente estudiada en las uUltimas décadas. Los
avances en esta area de estudio han permitido el descubrimiento y caracterizacién de

la mayoria de los genes involucrados en la ruta de sintesis de los carotenoides

3



(Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham, 2002; Howitt y Pogson, 2006), lo que ha
permitido aumentar |a sintesis de los carotenoides en diversos organismos, en especial
en las plantas (Aluru y col., 2008; Davuluri y col., 2004; Diretto y col., 2007; Lamers y

col., 2008; Shewmaker y col., 1999; Ye y col., 2000).

En las plantas, la biosintesis de los carotenoides ocurre en los plastidios
(cloroplastos y cromoplastos) de las células vegetales a partir de la unién cola-cola de
dos moléculas de geranil geranil pirofosfato (GGPP), mediada por la enzima fitoeno
sintasa (PSY) (Figura 1) para producir fitoeno. Luego ocurren cuatro desaturaciones
seguidas, llevadas a cabo por la fitoeno desaturasa (PDS) y por la {-caroteno
desaturasa (ZDS), con la finalidad de extender las series conjugadas de los dobles
enlaces. El fitoeno sufre asi cuatro desaturaciones, que resultan en la formacion
secuencial de fitoflueno, z-caroteno, neuroesporeno y por ultimo licopeno, de color rojo
(Figura 1, Cunningham y Gantt, 1998). Junto con estas desaturaciones ocurren
ademas isomerizaciones llevadas a cabo por las enzimas CRTISO y Z-ISO, las que
permiten la formacién de all-trans-licopeno, configuracién estable y requerida para las

subsiguientes ciclaciones.

Luego de la formacién del licopeno, la ruta carotenogénica se divide en dos
ramas principales: 1) que lleva a la sintesis de B-caroteno mediante la ciclacion de
ambos extremos del licopeno llevada a cabo por la enzima licopeno B-ciclasa, LCYB, y
2) que lleva a la generacién de a-caroteno, a través de la ciclacion de un extremo del
licopeno mediante LCYB y del otro extremo mediante la enzima licopeno e-ciclasa,

LCYE (Cunningham y Gantt, 1998).



Luego, el B-caroteno es hidroxilado a zeaxantina, la cual es epoxidada a

compuestos que generan finalmente el acido abscisico (ABA), mientras que el o-

caroteno es hidroxilado para formar la luteina.
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Figura 1: Ruta de biosintesis de los carotenoides en plantas. Se ilustra el desarrollo de
esta ruta metabdlica desde la sintesis del primer carotenoide, el fitoeno, desde geranil-geranil-
pirofosfato (GGPP), hasta la sintesis de la hormona acido abscisico (ABA).PSY: fitoeno
sintasa; PDS: fitoeno desaturasa;, ZDS: z-caroteno desaturasa; CRTISO: isomerasa de
carotenoides; Z-ISO: z-caroteno isomerasa; LCYB y LCYE, licopeno B y € ciclasas; CBHx y
CeHx: B y € hidroxilasas; VDE: violaxantina de-epoxidasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa.
Esquema modificado a partir de Stange y col., 2008.



1.2 Regulacion de la ruta carotenogénica en plantas

La regulacién de ruta carotenogénica es muy compleja, dado los requerimientos
fisiolégicos de: la germinacion, el desarrollo fotomorfogénico, la fotosintesis, el
desarrollo de flores y frutos y en respuesta a diferentes estimulos ambientales (Li y

col., 2008; Welsch y col., 2000; Bramley, 2002; Rodriguez-Villalon y col., 2009 a y b).

La regulacion puede ocurrir entonces de diferentes maneras. Una de estas es a
nivel de 1) redundancia génica, que en muchos casos puede llevar a la especializacién
de cada gen y su regulacién, ya sea tejido-especifica o en respuesta a diversos
estimulos. Esto ocurre por ejemplo para los genes Icyb y psy de tomate, los cuales se
encuentran en forma de genes paralogos (/lcyb y cych, y psy1 y psy2), donde psy?y
cycb participan en la ruta carotenogenica durante la maduracién de los frutos mientras
que los otros dos actian en esta ruta en las hojas. Genes paralogos de psy han
demostrado ser inducibles bajo diferentes estimulos. Por ejemplo, el gen psy3 en arroz
y maiz es inducido en respuesta a ABA y se expresa principalmente en la raiz,
mientras que los genes psy? y psy2 son regulados por luz y se expresan

mayoritariamente en tejido fotosintético (Welsch y col., 2008Li y col., 2008).

Otro punto de regulaciéon ocurriria a nivel de 2) el secuestramiento y la
acumulacién de carotenoides, determinados en parte por la biogénesis de diferentes
tipos de plastidios (Deruere y col., 1994; Vishnevestsky y col., 1999). Por ejemplo, los
mutantes de tomate hp-2 y hp-3 poseen una acumulacién elevada de pigmentos dado
el mayor tamafio de sus cromoplastos (Kolotilin y col., 2007; Galpaz y col., 2008).
Ademas, los carotenoides en cromoplastos se encuentran en forma de plastoglébulos

o cristales de mayor estabilidad frente a la degradacion luminica (Steinmuller y Tevini,



1985; Merzlyak y Solovchenko, 2002). En relacién a esto, recientemente se determiné
que la tasa de sintesis y degradacién de los carotenoides en las hojas es muy elevada

(Beisel y col., 2010).

Otros puntos de regulacién ocurririan a nivel 3) post-traduccional, por ejemplo,
mediante la activacion de la enzima PSY al unirse a la membrana tilacoidal durante la
fotomorfogénesis en Arabidopsis thaliana (Welsch y col., 2000), e incluso a nivel

epigenético, en la regulacion de la transcripcién del gen crtiso (Cazzonelli y col., 2009).

Considerando los puntos expuestos anteriormente, es posible sefialar que esta
ruta posee varios puntos de control. Sin embargo, el principal punto de regulacion
ocurre a nivel transcripcional, por lo que se describe con mayores detalles a

continuacion.

1.3 Regulacioén transcripcional de la ruta carotenogénica en plantas

La regulacién a nivel transcripcional es responsable de la expresioén de genes
carotenogénicos, que codifican para las enzimas que participan directamente en la
sintesis de los carotenoides en diversos organismos vegetales y en respuesta a una
gran variedad de estimulos (Cazzonelli y Pogson, 2010; Lu y Li, 2008): 1) luminoso, ya
sea durante la fotomorfogénesis como bajo estrés luminico; 2: desarrollo y maduracién
de frutos; 3: estrés abidtico (principalmente sequia y salinidad); 4: retro-alimentacion

positiva y negativa y 5: fitohormonas.



1.3.1 Regulacién transcripcional mediada por luz

La luz es el principal estimulo al cual responde la ruta carotenogénica
particularmente durante la transicién de etioplastos a cloroplastos (de-etiolacion) y

durante el desarrollo de frutos y flores (Bramiey, 2002; Rémer y Fraser, 2005).

La induccién por luz de los genes carotenogénicos estd mediada por
fotorreceptores, tales como el fitocromo, criptocromo y fototropinas (Briggs and Olney,
2001; Franklin y col., 2005; Briggs y col., 2007; Simkin y col., 2003; Woitsch y Rémer,
2003). Por ejemplo, la induccion por luz del gen psy de Arabidopsis thaliana es
mediada por el fitocromo A (Welsch y col., 2000, 2008) que promueve la unién del
factor de transcripcion HYS a elementos de respuesta a luz (LREs) presentes en su
promotor (von Lintig y col., 1997). Los principales LREs presentes en los promotores
de los genes inducibles por luz corresponden a los elementos G-box (Particularmente
el elemento G1: CACGAG y el elemento G2: CTCGAG) y al elemento ATCTA (Giuliano
y col., 1988; von Lintig y col., 1997; Welsch y col., 2003). Los elementos G- box son
reconocidos por los factores de transcripcion HYS (que promueven la transcripcion) y
por los factores PIF (que reprimen la transcripcion; Niy col., 1998; Zhu y col., 2000). Se
sabe que los factores PIF son capaces de reprimir la expresion del gen psy en
Arabidopsis, y que esta interaccién desaparece en presencia de luz (Toledo-Ortiz y
col., 2010). Por otra parte, el elemento ATCTA es reconocido en Arabidopsis thaliana
por el factor de transcripcion Rap2.2 (Welsch y col., 2007), el cual induce levemente la
transcripcién de los genes psy y pds, y por lo tanto los niveles de carotenoides, en este
organismo (Welsch y col., 2007). El elemento ATCTA ha sido propuesto como un
elemento capaz de generar una respuesta coordinada de la ruta carotenogénica y la

fotosintética, ya que se encuentra en el promotor de varios de sus genes (dxsy psy de
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Arabidopsis; pds de tomate y maiz; la proteina de unién a la clorofila (cab) de
Arabidopsis thaliana y mostaza (Sinapis alba) y la plastocianina (pc) de arveja (Pisum

sativum); Welsch y col. 2003, 2007).

El gen psy2 de maiz seria también inducido a través de criptocromo (Li y col.,
2008). Otros reportes indican que al de-etiolar plantas de tomate o Arabidopsis thaliana
existe una induccién del gen fcyb respecto al gen lcye, lo que lleva a la induccion en la
sintesis de xantofilas; en tabaco y pimenton (C. annuum), por medio de la luz blanca
también se induce la expresion de genes involucrados en |a sintesis de estos mismos
compuestos (Woitsch y Rémer, 2003, Simkin y col., 2003). De manera anéloga, los
genes psy, pds, zds y Icyb son reprimidos en pimentén durante tratamientos de

oscuridad (Simkin y col., 2003).

Por ofra parte, y en relacién al importante papel que juegan los carotenoides en la
captacion de luz y en la proteccion foto-oxidativa, se ha reportado que la induccién de
los genes carotenogénicos durante la de-etiolacion se encuentra generalmente
asociada a la inducciéon concomitante de genes asociados al aparato fotosintético y a la
sintesis de clorofila (Woitsch y Rémer, 2003), lo que podria estar mediado por el

elemento ATCTA (Welsch y col., 2003, 2007).

1.3.2 Regulacién transcripcional durante el desarrollo y maduracion de frutos

El modelo biolégico clasico para estudiar la regulacién de esta ruta durante la
maduracién de frutos es el tomate, aunque también se ha estudiado este proceso en
otras plantas como papaya (Carica papaya, Skelton y col., 2008), damasco (Prunus
mume, Kita y col., 2007) y citricos (Kato y col., 2004; Alquezar y col., 2009). En tomate

se ha observado que durante la maduracién del fruto se produce una inducciéon en 2
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genes tempranos de la ruta, psy y pds, y una represién de los genes lcyb y lcye, lo cual
lleva a la acumulacién de licopeno (Pecker y col., 1996; Ronen y col., 1999). En
papaya roja, se ha observado que el gen /cyb presenta una mayor expresion en hojas y
flores que en frutos durante la maduracion, lo que se correlaciona con la acumulacién
de licopeno en los frutos de esta variedad (Skelton y col., 2006). En la maduracién de
un cultivar de damasco acumulador de carotenoides (Prunus mume Siebold & Zucc.),
se determin6 que el gen psy presenta una elevada expresion, al igual que genes rio
abajo (lcyb, CBHx (B-caroteno hidroxilasa) y zep (zeaxantina epoxidasa)), mientras que
el gen /cye presenta una disminucion en sus niveles de expresion, lo cual redirige la
sintesis hacia la rama del B-caroteno. Por otra parte, se determiné que el etileno es
capaz de inducir la expresion de psy y leyb, por lo que seria necesario para elevar la
acumulacién de carotenoides durante la maduracién del damasco (Kita y col., 2007).
En pomelos del cultivar “Star Ruby”, la elevada acumulacién de licopeno se asocio a
una disminucion en la expresion del gen /cyb2 (asociado a cromoplastos, de induccion
durante la maduracion de naranjas y responsable de la acumulacién de B-B-xantofilas)
y del gen CBHXx (Alquezar y col., 2009). De manera similar, durante la maduracion de la
mandarina “Satsuma” disminuyen los niveles de /cye y aumentan los de psy, pds, zds,
lcyb, CBHx y zep, favoreciéndose la acumulacién de carotenoides de la rama B (Kato y
col., 2004). Finalmente, en zanahorias acumuladoras de diversos carotenoides se
observé un aumento constante en la expresién de la mayoria de los genes
carotenogénicos evaluados (psy (1y 2), pds, zds (1 y 2), Icye, lcyb1y zep) en paralelo
a la acumulaciéon de carotenoides en zanahorias de color rojo (acumuladoras de

licopeno) y de color amarillo (acumuladoras de luteina; Clotault y col., 2008).
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De todos los ejemplos anteriores es posible concluir que la regulacién a nivel
transcripcional es un importante mecanismo de control de la produccién de

carotenoides durante la maduracion de los frutos que los acumulan.

1.3.3 Regulacion transcripcional en respuesta a estrés abidtico

Con respecto a este tipo de estimulos, todos los reportes se relacionan a la
regulacién de genes paralogos de psy. En maiz y arroz, la expresion del gen psy3 es
inducida por sal y sequia, y que esta induccion se correlaciona con un aumento en los
niveles de ABA y en el flujo de los carotenoides (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008),
asi como los genes psy? y psy2 de yuca son inducidos en respuesta a salinidad y

sequia (Arango y col., 2010).

1.3.4 Regulacién transcripcional mediada por retro-alimentacion

Existen reportes de wuna regulacién transcripcional mediada por
retroalimentaciéon, tanto negativa como positiva. Se sabe que la inhibicién de la
ciclacion del licopeno en tomate lleva a la induccién de la expresiéon de dos genes rio
arriba, psy1y pds (Giuliano y col., 1993; Corona y col., 1996). Ademas, la acumulacién
de fitoeno en la mutante de Arabidopsis thaliana en el gen pds provoca la represion de
varios genes relacionados a las rutas metabdlicas de los carotenoides y giberelinas,
entre otras, e indicaria la presencia de mecanismos de retro-alimentacién negativa

mediada por fitoeno (Qin y col., 2007).

Con respecto a la retro-alimentacion positiva, se ha demostrado que el ABA es
capaz de inducir la expresién del gen psy3 de maiz y arroz, aumentando asi sus
niveles, y podria tener un rol en la induccién de los carotenoides en respuesta al estrés

abiético (Welsch y col., 2008; Li y col., 2008).
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1.3.5 Regulacion transcripcional mediada por fitohormonas

Con respecto a las hormonas, se ha reportado por ejemplo que durante la
maduracion de la uvas existen elevados niveles de ABA que reprimen varios genes
relacionados a procesos fotosintéticos, ejerciendo asi un mecanismo de retro-
alimentacion positiva al inducir la expresion del gen carotenogénico 9-cis-
epoxicarotenoid dioxigenasa (nced) que codifica para la enzima NCED, directamente
involucrada en la sintesis de esta hormona (Koyama y col., 2010). La induccién de
NCED mediada por ABA se ha demostrado también en mani, donde la acumulacion de
esta hormona inhibe el desarrollo de raices laterales (Guo y col., 2009). En Arabidopsis
thaliana, el ABA también inhibe la formacion de raices laterales, un efecto contrario al
de auxina (Brady y col., 2003). Por otra parte, en plantas de Galium aparine
(“cleavers”) a las que se les aplica la auxina IAA se induce directamente la expresién
del gen nced y ademas se fomenta la sintesis de etileno , el cual a su vez induce la
acumulacion de ABA, posiblemente a través de modificaciones post-transcripcionales
del gen nced (Kraft y col., 2007). Por otra parte, se ha demostrado que la auxina
sintética 2,4-D es capaz también de inducir el gen nced y genes involucrados en la
sintesis de etileno (Raghavan y col., 2006). Ademas, las auxinas interactuan con las
estrigolactonas (hormonas derivadas de la ruta carotenogénica) en el control de la

ramificacién de brotes (Hayward y col., 2009).

La biosintesis de ABA mediada por etileno tiene un rol importante en el desarrollo
vegetal, generando inhibicion del crecimiento, entre otros efectos (Grossmann vy
Hansen, 2001). Con respecto a lo anterior, también existe una regulacion inversa entre
ambas hormonas durante la maduraciéon de tomate, donde la acumulacién de ABA
(mediada a su vez por la expresiéon del gen nced) es capaz de inducir genes de la
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biosintesis de etileno (acs y aco), induciendo de esta forma el proceso de maduracion

de este fruto (Zhang y col., 2009).

De lo anterior es posible concluir gque diversas hormonas, tales como ABA, etileno
y auxinas son capaces de afectar la ruta carotenogénica en diversos puntos, alterando

el desarrollo vegetal y la maduracion de frutos, entre otros.

1.4 Regulacion transcripcional de la ruta carotenogénica en zanahoria

En la zanahoria, nuestro modelo de estudio, existe una acumulacién de
carotenoides, en especial [-caroteno, durante el desarrollo en oscuridad de su raiz
modificada (Figura 2). Con el fin de establecer los mecanismos regulatorios que
controlan la sintesis de estos compuestos en este 6rgano, y considerando la
importancia de la regulacién transcripcional de la ruta carotenogénica en otros
organismos vegetales, recientemente se llevé a cabo un estudio para determinar los
patrones de expresion de seis genes de esta ruta directamente involucrados en la
sintesis de B-caroteno durante el desarrollo en oscuridad y en luz de este 6rgano, y

también durante el desarrollo de sus hojas (Fuentes, 2009).

En la figura 3 es posible observar el resultado de este analisis. Primeramente,
se observa que la expresion de todos los genes analizados es mucho mas alta en las
hojas que en la raiz en la mayoria de los estados de desarrollo analizados. Esto puede
deberse a la mayor tasa de recambio de estos compuestos en los organos foliares
(Beisel y col., 2010). También es posible observar que la expresion de los genes psy7,
pds, zds2 y lcyb1 aumenta con el desarrollo de las hojas, lo cual refuerza el punto
anterior, debido a que en hojas maduras es donde la tasa fotosintética es mayor. Sin

embargo, el gen psy2 disminuye su expresion durante el desarrollo de las hojas, al
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igual que el gen zds1, lo cual da indicios de la especializacion de los genes parélogos
psy1y psy2, y zds1y zds2. Es importante destacar ademas, que el gen lcyb? fue el
que presenté el mayor aumento de expresion durante el desarrollo, de 16 veces entre

la cuarta y décimasegunda semana.

De igual manera, todos los genes carotenogénicos, excepto zds?, aumentan
durante el desarrollo de la raiz modificada, en paralelo con un aumento de los niveles
de carotenoides (Figura 3). Nuevamente, el gen Icyb1 es el que presenta el mayor
aumento, correlacionandose directamente con los altos niveles de pB-caroteno
acumulados en la raiz (Figura 2), lo que evidenciaria una regulacion transcripcional de
esta ruta en la raiz de zanahoria, en donde podria participar algun factor asociado al
desarrollo de los cromoplastos capaz de activar los genes carotenogénicos, como fue

propuesto para la activacion del gen pds en tomate (Corona y col., 1996)

De este anadlisis es importante destacar que el gen lcyb1 es un candidato
importante para evaluar sus mecanismos regulatorios, debido a 1) su elevado aumento
de expresion durante el desarrollo tanto de las hojas en presencia de luz como de la
raiz modificada en oscuridad (Figura 3), y 2) a que es el gen directamente involucrado
en la sintesis de B-caroteno, el principal carotenoide acumulado en la raiz modificada
de zanahoria (Figura 2). Por otra parte, el gen psy seria el otro blanco importante de
evaluar en esta planta debido a que se ha reportado que es el gen clave en la
regulacién de esta ruta en varios modelos vegetales. De los dos genes psy paralogos
presentes en zanahoria, el gen psy2 estaria asociado a la carotenogénesis en la raiz
modificada, ya que presenta un aumento levemente mayor en su expresion entre la
cuarta y décimasegunda semana del desarrollo de la raiz que el gen psy1, y ademas

este ultimo estaria mas relacionado a la carotenogenesis en las hojas maduras, por lo
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que seria el segundo gen candidato para evaluar los factores que regulan su expresion

en esta planta.
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Figura 2: Niveles de carotenoides durante el desarrollo de las hojas y la raiz de la
zanahoria. Diferentes letras (a, b, ¢; d, e, f) indican diferencias significativas durante diferentes
estados de desarrollo para las hojas (H) y la raiz (R/O), respectivamente, determinado por
ANOVA de una via y post-test de Tukey, p< 0,05. Los asteriscos denotan diferencias
significativas entre los dos drganos en un mismo estado de desarrollo, determinado por Test de
T no pareado de dos colas. *: p<0,05; **: p<0,01: *** p<0,001. Grafico extraido de Fuentes y col.,
2011 (en revision).
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Figura 3: Expresion relativa de seis genes carotenogénicos durante el desarrollo de las hojas
y la raiz modificada de la zanahoria. A-F: genes psyt, psy2, pds, zds1, zds2 y lcyb1. Diferentes
letras (a, b, c; d, e, f) indican diferencias significativas durante diferentes estados de desarrollo para
las hojas (H) y la raiz modificada (R/O), determinadas por ANOVA de una via y post-test de Tukey,
p< 0,05. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre los dos organos en un mismo estado
de desarrollo, determinado por Test de T no pareado de dos colas. * p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
Gréfico extraido de Fuentes y col., 2011 (en revision).
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1.5 Estudio de promotores carotenogénicos

Hasta la fecha existen muy pocos reportes del estudio de promotores
carotenogénicos en plantas. El primero de ellos, realizado en el afio 1996, corresponde
al estudio del promotor del gen pds de tomate (Corona y col., 1996). Dos kb de este
promotor (1,5 kb de promotor mas 0,5 kb de la regién 5 no traducible (5’'NTR)) fueron
clonadas dirigiendo la expresién del gen reportero gus y las construcciones
transformadas establemente en tomate y tabaco. En ambos sistemas, el promotor fue
capaz de dirigir la expresién de gus en respuesta al desarrollo. En tomate, se encontré
una mayor expresion de GUS en o¢rganos formadores de cromoplastos (pétalos,
anteras y fruto), pero no asi en tabaco. Ademas, las plantas de tabaco transgénicas
tratadas con inhibidores de la sintesis de carotenoides (norfluorazon, que inhibe la
enzima PDS y CPTA, que inhibe el paso de ciclacion del licopeno) presentaron una
induccion del promotor de pds, lo que sugeriria una regulaciéon por producto final

(Corona y col., 1996).

El segundo estudio de un promotor carotenogénico fue realizado por Welsch y
col. (2003), para el promotor del gen psy de Arabidopsis thaliana. En este caso se
analizd un promotor de 1,7 kb (incluida la regién 5' NTR) y deleciones del mismo. Se
comprobé que el promotor completo posee actividad basal en oscuridad, sin embargo,
la expresion del gen se induce fuertemente en distintos tipos de luz. Analisis de la
secuencia permitieron determinar que la respuesta a luz estd mediada por elementos
regulatorios en la regién proxima a la caja TATA del promotor (posicién -300) por
elementos de respuesta a luz tipo cajas G. Ademas, una regién del promotor distal a la
caja TATA fue determinada como responsable de conferir una elevada actividad basal,

no modulada por los diferentes tipos de luz. Se determindé que un motivo ATCTA
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(tambieén presente en los promotores de otros genes carotenogénicos, genes de la

sintesis de tocoferoles y asociados a la fotosintesis) en repetidos en la region alrededor

de -800 era responsable de la alta actividad basal de este promotor.

En el afio 2004 Thompson y col. analizan el promotor del gen nced del tomate,
gen responsable directamente de la sintesis de ABA, encontrando cinco elementos de
respuesta a etileno, lo que respalda la induccién de este gen mediada por esta

hormona (Grossmann y Hansen, 2001; Grossmann, 2003).

Posteriormente, Welsch y col. (2008) correlacionaron la induccién por ABA del
gen psy3 de arroz (Oryza sativa) con la presencia de elementos de respuesta a esta
hormona (ABRE en asociacién al elemento CE), mientras que los promotores de los
genes psy?y psy2 presentan elementos |, IV y caja AE, involucrados en la respuesta a
luz y ausentes en el promotor de psy3. Sin embargo, los 3 promotores, asi como el del
gen psy de Arabidopsis, comparten una caja G, que estaria relacionada a la activacion
por luz en todos ellos, excepto en el promotor de psy3, donde estaria involucrada en
mediar la respuesta a ABA (la caja G comparte la secuencia central con el elemento

ABRE).

Recientemente, se evalu6 el promotor del gen cyc-b (licopeno [B-ciclasa
asociada a cromoplastos) de Solanum habrochaites (tomate de color verde, Dalal y
col., 2010). En este caso se clon6 una secuencia de 908 pb (incluida la region 5’NTR),
asi como tres versiones truncadas de la misma. El promotor completo mostré una
expresion basal en hojas, mientras que en las flores y frutos de los tomates
transformantes, se indujo aprox. 5 veces. Ademas, se determiné que este promotor es

regulado durante el desarrollo y que una delecién desde el -436 hasta el codén de
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inicio, presenta una mayor actividad y un patrén de expresién similar al promotor
completo. De los elementos regulatorios identificados, los autores identificaron un
elemento enhancer dentro del promotor completo como responsable de la actividad
basal, asi como 3 elementos GT-1 (de secuencia consenso GAAAAA), que conferirian
induccion por luz. Sin embargo, no evaluaron directamente la funcionalidad de estos

motivos.

El ultimo reporte relativo al analisis de promotores carotenogénicos corresponde
al andlisis de los promotores de los genes psy1 y psy2 de melon (Qin y col., 2011). En
ellos se encontraron varios elementos de respuesta a luz, ciclo circadiano y estrés
abidtico, correspondientes con los previamente reportados para el promotor del gen
psy de Arabidopsis thaliana (Welsch y col.,, 2003). Sin embargo, se encontraron
también elementos de respuesta a giberelinas, que no habian sido previamente
reportados y que representan un blanco interesante de estudio, ya que los

carotenoides y las giberelinas comparten el precursor GGPP.

Los anteriores antecedentes sientan las bases para realizar un andlisis de los
promotores de los genes carotenogénicos psy2 y lcyb1 de zanahoria propuesto en este
trabajo y ademas resaltan la importancia del mismo para lograr dilucidar la regulacion
de dos genes tan importantes para la carotenogenesis en la raiz modificada de
zanahoria, contribuyendo de esta manera a un mayor entendimiento de los mecanismo

que controlan esta ruta metabdlica en las plantas.

1.6 Estrategia a utilizar

Dado que el genoma de la zanahoria no esta secuenciado, la estrategia a

utilizar durante este trabajo sera la identificacion de la regién promotora de los genes
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psy2y lcyb1 de zanahoria mediante amplificaciones rio arriba de las secuencias de sus
cDNAs (conocidas) mediante GenomeWalker. Posteriormente, estos fragmentos, asi
como una delecién de cada uno (promotores minimos), se clonaron en vectores
dirigiendo la expresion del gen reportero gfp y se evalué su funcionalidad en plantas de
tabaco, determinando su respuesta a estimulos hormonales y de luz. Este estudio
permite sentar las bases sobre la regulacion de ciertas hormonas como ABA, GA3y
auxinas sobre la expresion de los genes psy2 y Icyb1 de D. carota. Finalmente, se
correlacionaron las respuestas funcionales obtenidas con el analisis estructural del

promotor, obtenido bioinformaticamente.

1.7 Hipotesis

Las regiones promotoras de los genes psy2 y lcyb1 de Daucus carota L. poseen
elementos regulatorios en cis relacionados con la activacion génica mediada por luz y
fitohormonas.
1.8 Objetivo general

Identificar y caracterizar la estructura y funcion de los promotores de los genes
psy2 y lcyb1 mediante transformacién estable de plantas de Nicotiana tabacum vy

Daucus carota.

1.9 Objetivos especificos

1) Identificacion de las regiones promotoras de los genes psy2y lcyb1 mediante

GenomeWalker.

2) Andlisis in silico de los promotores identificados.
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3) Generacién de las construcciones portadoras de las regiones promotoras
parciales y minimas de los genes lcyb1 y psy2 dirigiendo la expresion del gen

reportero gfp.

4) Evaluacién de la funcionalidad de los promotores y de su respuesta a diversos
estimulos, tanto en plantas de N. tabacum, como D. carota transformadas

establemente con los promotores parciales y minimos de psy2 y leyb1.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales Bioldgicos

Se utilizaron plantas de Daucus carota variedad Nantes, de Nicotiana tabacum
cultivar Xanthi NN y de Arabidopsis thaliana variedad Col0Q, todas cultivadas en
invernadero acondicionado para tal propésito o bien in vitro. También se usaron frutos

de Solanum lycopersicum y de Capsicum annuum adquiridos comercialmente.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron células de E. coli quimiocompetentes
Mach1™-T1®, de genotipo: F~ $80/acZAM15 AlacX74 hsdR(r¢,m") ArecA1398 endA1
tonA (confiere resistencia al fago T1) (Invitrogen) y células de Agrobacterium

tumefaciens quimiocompetentes, de genotipo GV3101: C58, plasmido Ti curado, Gen®,

Rif®.

2.2 Materiales de Biologia Molecular y cultivo

Se utilizaron reactivos de la calidad apropiada para biologia molecular y cultivo
celular de bacterias y plantas, de marcas tales como Fermentas, Bioline, Stratagene,

Merck, Invitrogen, Promega, Axygen, Sigma-Aldrich y Phyto Technology Laboratories.

2.3 Métodos de cultivo y transformacién

2.3.1 Cultivos bacterianos de Escherichia coli Mach1 y de Agrobacterium

tumefaciens

Los cultivos de E. coli Mach1 se realizaron inoculando alicuotas de estas
células en medio LB liquido (Triptona 1% p/v, NaCl| 0.8% p/v, Extracto de levadura

0,5% p/v) suplementado con el antibiético de seleccién correspondiente, de acuerdo al
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plasmido introducido (Tabla |) y mantenido durante 12 horas a 37°C a 200rpm, o bien
en placas de Petri con medio LB sélido (medio LB liquido suplementado con Agar-agar
1,6 %), también suplementado con el antibiético de seleccion adecuado, durante 12

horas a 37°C.

Células de A. tumefaciens se cultivaron en medio LB liquido suplementado con
rifampicina 10 mg/L (permite la seleccién cromosémica de A. tumefaciens GV3101) y
gentamicina 50 mg/L (permite la seleccion del plasmido Ti contenido en la cepa de A.
tumefaciens GV3101), ademas de un tercer antibiético de seleccién del plasmido de

interés (Tabla I), durante 20 horas a 28°C.

En ambos casos, el almacenamiento de alicuotas celulares se llevé a cabo a -

80°C, en una mezcla de 500 ulL de cada cultivo con 300 uL de glicerol 80% estéril.

2.3.2 Preparacion de células quimiocompetentes de A. tumefaciens

Una alicuota de células de A. tumefaciens GV3101 se cultivd en medio LB
liquido suplementado con rifampicina 10 mg/L y gentamicina 50 mg/L hasta llegar a
una D.O.gponm: 0,5. Luego de 10 min. en hielo, el cultivo se centrifugdé a 4°C durante 20
min. a 3000xg, se elimind el sobrenadante y el precipitado de células fue resuspendido
suavemente en 1 mL de una solucién estérii de CaCl, 20 mM. Las células
quimiocompetentes de almacenaron en alicuotas de 100 uL a -80°C en 30% glicerol

hasta su uso.

23



2.3.3 Transformacion de células bacterianas quimiocompetentes

La transformacién de células de E. coli Mach1 (Invitrogen) y de A. tumefaciens
competentes se llevé a cabo mediante semipermeabilizacién de su membrana a través

de un golpe térmico.

Una alicuota de 50 uL de células de E. coli Mach1 se mezcl6 con 6 uL de una
reaccién de ligacién en pCR®8 (seccion 2.4.1.1) o 10 uL de una reaccién de
recombinacién en pMDC111 (seccién 2.4.1.2). La muestra se incub6 durante 30 min.
en hielo, luego durante 45 segundos a 42°C y luego se depositd en hielo; a los 2 min.
se mezclé con 250uL de medio SOC (Triptona 2%, Extracto de levadura 0,5%, NaCl 10
mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM, glucosa 20 mM) y se incubé durante 1
hora a 37°C con una agitacién de 200 rpm. Una alicuota de 50 uL se sembrd en una
placa de LB soélido (Triptona 1% p/v, Extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 0,8% plv,
Agar-agar 1,6 % p/v) suplementada con el antibiético de seleccion adecuado (Tabla |) e

incubada durante 12-16 horas en una estufa a 37°C.

Para la transformacion de A. tumefaciens, una alicuota de 100 uL descongelada
en hielo se mezclé con 300-500 ng del vector de interés. Esta mezcla se sometié a un
golpe de frio sumergiéndola durante 5 min. en N, liquido para luego permitir su
descongelamiento durante 15 min. a temperatura ambiente. La mezcla fue incubada en
1 mL de LB liquido a 28°C durante 6 horas. Luego, la mezcla fue centrifugada durante
5 min. a 6000xg, se eliminé el sobrenadante y el precipitado de células se resuspendié
en 100 uL de medio LB liquido. Las células resuspendidas se sembraron en una placa

Petri con medio LB sélido suplementado con rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50 mg/L
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y el antibidtico de seleccién del vector incorporado (Tabla 1), y se crecieron a 28°C

durante 36-48 horas.

2.3.4 Cultivos y transformaciones vegetales
2.3.41 Cultivo, transformacién y embriogénesis somatica de Daucus carota

Para el cultivo in vitro de plantulas de Daucus carofa, semillas comerciales de
D. carota variedad Nantes fueron esterilizadas superficialmente durante 20 min.
mediante agitacion en una solucién 2% del fungicida Captan (Anasac). Luego de tres
enjuagues con agua estéril, las semillas fueron incubadas en agitacién durante 1 hora
en una solucién de hipoclorito de sodio 2,62 %. Se enjuagaron 3 veces en agua estéril
y secaron en papel absorbente estéril. Las semillas fueron depositadas en frascos con
medio MS sdélido (Medio MS, Murashige and Skoog,1962) con vitaminas 0,44 %,
sacarosa 2%, myo-inositol 0,01%, Agar-agar 0,7%, PPM 0,09% v/v, pH: 58) e
incubadas en una camara de cultivo de 16 horas luz a 22°C durante aproximadamente

dos semanas.

La transformacion de plantulas de zanahoria se realizé modificando el
protocolo descrito por Chen y Punja (2002). Se preparé una suspensién de A.
tumefaciens portadora del vector de interés a partir de un cultivo de noche de 50 mL de
la bacteria, el cual fue centrifugado durante 5 min. a 6000xg y resuspendido en 20 mL
de medio MS liquido (Medio MS con vitaminas 0,44 %, sacarosa 2%, myo-inositol
0,01%, pH: 5,8) suplementado con acetosiringona 200 uM. Esta suspensién se incubd

en agitacion a 28°C hasta llegar a una D.O.goonm: 0,6-0,8.

Por otra parte, y en esterilidad, se cortaron explantes de aproximadamente 1 cm

de largo de hipocotilo y epicotilo de plantulas de zanahoria crecidas in vitro durante 2
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semanas. Estos fueron incubados durante 10 min. con la suspension de A
tumefaciens, secados en papel estéril y depositados en placas Petri con medio MS
sdlido. Las placas se incubaron en oscuridad a 22°C durante 48 horas. Luego, los
explantes fueron retirados de las placas, lavados en agua estéril suplementada con
PPM 0,09% v/v y cefotaxime 300 mg/L, secados en papel estéril y depositados en
placas Petri con Medio Dc.| (Tabla Il), donde se mantuvieron en oscuridad a 22°C

durante 4-6 semanas para la induccion de tejido pre-embriogénico.

Los explantes inducidos se transfirieron a placas Petri con Medio Dc.ll (Tabla
I), donde se mantuvieron durante 4 a 6 semanas bajo fotoperiodo, hasta observarse la
aparicion de embriones inmaduros. Posteriormente, los explantes fueron transferidos a
placas Petri con Medio Dc.lll (Tabla Il), en donde los embriones maduraron y elongaron

hasta la generacion de plantulas.

Finalmente, plantulas de 5 cm de alto con una raiz bien formada fueron
transferidas a maceteros de 30 a 40 cm de profundidad con una mezcla de tierra de
hoja: vermiculita: turba (1:1:1) y cultivadas en una camara de cultivo a 22°C bajo
fotoperiodo de 16 horas luz. Las plantas se mantuvieron durante 1 mes en un ambiente
con alta humedad (90%) para luego aclimatarse lentamente a las condiciones de
humedad del invernadero (70%). Las plantas fueron regadas 2 veces por semana con
medio hidropénico 1x (KNO; 0,125 mM, Ca(NO;),*4H,0 0,15 mM, MgS0O,*7H,0 0,075
mM, KH,PO, 0,05 mM, KCI 5 uM, H;BO; 5 uM, MnSO, 1 uM, ZnSO,*7H,0 200 nM,
CuSO4 150 nM, Na,0;Si 10 uM, Fe/DTPA 10 uM, pH: 6) para favorecer su rapido

crecimiento.
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2.3.4.2 Cultivo, transformacion y organogénesis somatica de Nicotiana tabacum

La transformacion de tabaco se llevé a cabo utilizando explantes de hojas
completas provenientes de plantulas cultivadas in vitro. Para ello se esterilizaron
semillas de tabaco en 10 ml de hiploclorito de sodio (5%) con una gota de Tritén X-100
en agitacion durante 10 min. Luego, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y
se sembraron en frascos con medio MS sélido. Luego de 3 semanas se obtuvieron
plantas del tamario suficiente para recolectar las hojas para la realizar el procedimiento
de transformacién estable. Las hojas se cortaron e incubaron durante 10 min. con una
suspension de A. fumefaciens en medio MS liquido preparada de igual manera que la
detallada en el punto anterior (seccién 2.3.4.1). Los explantes fueron luego secados
con papel estéril e incubados durante 48 horas en placas Petri con Medio MS sélido,
en oscuridad. Posteriormente los explantes se enjuagaron en agua estéril
suplementada con PPM 0,09% v/v y cefotaxime 300 mg/L, se secaron en papel estéril
y se depositaron en placas Petri con Medio Nt.I (Tabla Il). Luego de 3-4 semanas de
cultivo a 22°C y fotoperiodo de 16 horas luz, los explantes que presentaron la aparicion
de pequefias plantulas fueron transferidos a Medio Ntil (Tabla IlI), donde se

mantuvieron entre 2-4 semanas mas, para permitir la elongacién de éstas.

Plantulas de entre 1 y 5 cm de longitud fueron transferidas a frascos con Medio
Nt.Ill (Tabla Il) para permitir su elongacién y enraizamiento. Al enraizar, las plantas
fueron traspasadas a maceteros con una mezcla de tierra de hoja: vermiculita: turba
(1:1:1). Inicialmente se mantuvieron en un ambiente con humedad alta y luego se
aclimataron a la humedad ambiental del invernadero. Las plantas fueron regadas 2
veces por semana con medio hidropénico 1x (seccién 2.3.4.1) para favorecer su
crecimiento.
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2.3.4.3 Transformacion transitoria de hojas de N. tabacum

Para la transformacion transitoria de tabaco se utilizaron plantas adultas de N.
tabacum silvestres cultivadas en medio hidropénico y suspensiones de A. tumefaciens
con las construcciones de interés en medio MS liquido (seccién 2.3.4.1). La entrada de
la suspension al tejido foliar se realizé por el anverso de cada hoja, previamente
asperjada con agua para facilitar la apertura de sus estomas, utilizando una jeringa de
5 mL carente de aguja y presionando suave y firmemente hasta observar la infiltracion

de una amplia region de la hoja (Sparkes y col., 20086).

Las hojas infiltradas fueron adecuadamente rotuladas y las plantas mantenidas
durante 3 a 4 dias a 22-25°C en fotoperiodo de 16 horas, hasta la recoleccion del

tejido.

2.3.44 Transformacion transitoria de frutos de Solanum lycopersicum y

Capsicum annuum

Para la transformacion transitoria de tomate (Solanum lycopersicum) y pimentén
(Capsicum annuum) se escogieron frutos en estado inmaduro, con el fin de facilitar la
infiltracién de la suspensién de Agrobacterium. La suspension de la bacteria se prepard
centrifugando un cultivo de noche de A. tumefaciens portadora del vector de interés y
resuspendiendo el precipitado de celulas en un medio de infiltracion compuesto por
MgCI2 10 mM, MES 10 Mm y acetosiringona 200 uM, pH: 5,6 hasta llegar a una
D.0.600nm:0,6-0,8. La suspension se recogi6é con una jeringa de insulina de 50 ulL y se
inyect6 en el pericarpo de los tomates y pimentones, en la regién cercana al peduinculo
y en la base del fruto. La inyeccién se repiti6 en 6-8 regiones de cada fruto,

incorporando aprox. 100 uL de suspensién en cada lugar.
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Los frutos inyectados se mantuvieron en fotoperiodo de 16 horas luz a 22-25°C

durante 3 a 4 dias, para luego cosechar el tejido infiltrado (Spolaore y col., 2001).

2.4 Métodos de Biologia Molecular
2.41 Construcciones genéticas
2.41.1 Clonaci6n de los fragmentos de interés en el vector de entrada pCR®8

La clonacién en vectores de entrada, como pCR®8, permite la amplificacion de
un fragmento de interés para su secuenciacién y posterior clonacion en el vector de
destinacion, el cual permite la evaluacién en el organismo de interés. Durante este
trabajo se utilizé el vector de entrada pCR®8/GW/TOPO®, que cuenta con la enzima
Topoisomerasa | covalentemente unida en la secuencia CCCTT del vector,
favoreciendo la clonacion de los productos de PCR que poseen una adenosina libre en
cada extremo. Ademas, este vector cuenta con el gen Spn de resistencia a
espectinomicina, al igual que las regiones affL1 y attL2 flanqueando ambos extremos
de la zona de clonacion (Figura 4A). Estas regiones permiten el traspaso de los
fragmentos clonados en este vector a diversos vectores de destinacion mediante la
tecnologia Gateway®, basada en la recombinacion homéloga.

Para la clonacién de un fragmento de interés en el vector de entrada pCR®S,
0,5-4 uL del producto de PCR se mezclaron con 50 ng del vector de entrada pCR®8 y 1
uL de una solucién salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M) en una mezcla de ligacién de 6
uL. La mezcla de ligacién se incubé a temperatura ambiente durante 2 horas, tras lo

cual fue transformada en células de E. coli Mach1 quimiocompetentes (seccion 2.3.3)
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Los clones positivos seleccionados por PCR de colonia (secciéon 2.4.6.3) y
digestion enzimatica (seccién 2.4.3) fueron secuenciados (Macrogen Corp.) y

recombinados con el vector pMDC111 (en el caso de la clonacién de promotores).

2.41.2 Clonacidn de los fragmentos de interés en el vector de destinacién

pMDC111: Recombinacién por tecnologia Gateway®

Para el analisis de los promotores en los organismos vegetales de interés se
escogio el vector de destinaciéon pMDC111. Como se ilustra en la figura 4B, este vector
posee los sitios de recombinacion attR1 y aftR2 flanqueando al gen letal de seleccién
ccdb, rio arriba del gen reportero gfp fusionado a una cola de histidina. Lo anterior se
encuentra dentro de los bordes LB y RB, los cuales delimitan la zona que se insertara
en el genoma de las plantas de interés. Dentro de estos bordes se encuentra ademas
el gen hptll, el cual otorga resistencia a higromicina en plantas, mientras que el gen
nptll (fuera de los bordes) otorga resistencia a kanamicina en bacterias (Figura 4B). La
presencia de los sitios de recombinacién en este vector permitieron el reemplazo del
gen letal ccdb con los fragmentos promotores de interés previamente clonados en
pCR®8, generandose construcciones del tipo promotor:: gfp.

La tecnologia Gateway® se basa en la propiedad de recombinacién sitio-
especifica del fago A (Hartley y col., 2000), utilizando secuencias de recombinacion
homéloga presentes tanto en el vector de entrada (affL1 y attL2) como en el vector de
destinacion (atfR1 y attR2). El fragmento en el vector de entrada se clona entre ambos
sitios atfl. y debe encontrase en orientacion sentido respecto de attL1. Como se ilustra
en la figura 4C, las regiones atflL1 y affL2 del vector de entrada recombinan
especificamente con las regiones attR1 y atfR2, respectivamente, lograndose el

reemplazo del gen letal ccdb por el fragmento promotor de interés contenido en el
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Figura 4: Esquema de los vectores usados en este trabajo y de la recombinacién Gateway.
A: pCR®8. B: pMDC111. C esquema de la recombinacion homéloga. aftL1 y atfl2: sitios
especificos en el vector pCR®8de recombinacion homaologa con los sitios attR1 y atfR2 del vector
pMDC111, respecivamente. ccdb: gen letal presente en el vector pMDC111 y que es
reemplazado por el promotor de interés luego de la recombinacion.
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2.4.2 Extraccion y cuantificacion de acidos nucléicos

2.4.2.1 Extraccion de RNA de plantas

La extraccion de RNA vegetal se realizd utilizando el reactivo TRIzol®
(Invitrogen), el cual permite la extraccién fendlica del RNA para su posterior
precipitacién con isopropanol. El procedimiento se llevé a cabo siguiendo las
instrucciones del fabricante. Aproximadamente 100 mg de cada tejido fueron
pulverizados en morteros estériles, en presencia de nitrégeno liquido. Luego, se
agregdé 1 mL del reactivo TRIzol® y se traspasoé el homogenizado a un tubo Eppendorf
de 1,5 mL. Se incubd la mezcla durante 5 min. a temperatura ambiente y luego se
agregaron 200 uL de cloroformo y se agité durante 15 segundos. Posteriormente, se
incub6 la mezcla durante 3 min. a temperatura ambiente, tras los cuales se centrifugd
por 15 min. a 12.000xg a 4°C. El sobrenadante se rescaté en un tubo limpio y se
precipité durante 10 min. a temperatura ambiente, utilizando 500 uL de isopropanol.
Luego, se centrifugd durante 10 min. en las condiciones previas, se lavo el precipitado
obtenido con 1 mL de etanol 75% (en agua libre de nucleasas), se resuspendié una
vez seco en 20 uL de agua libre de RNasa y se procedié a verificar su integridad
mediante electroforesis en geles de agarosa. También se determind su concentracién y
las razones 260/280 y 260/230, indicativas de la pureza del RNA con respecto a
proteinas y a sales y solventes, respectivamente, en un espectrofotémetro

NanoDrop™.

2.4.2.2 Purificacion de RNA vegetal

En los casos en que las razones 260/280 y 260/230 observadas en el
NanoDrop™ fueron insuficientes para considerar que el RNA extraido era de la pureza

adecuada para |a sintesis del cDNA (razones 2 1,8), el RNA se limpié agregando un
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volumen de cloroformo frio y agitando en vortex durante 5 min. Luego de centrifugar a
10.000xg durante 5 min. a 4°C, la fase acuosa superior (que contiene el RNA) se
precipité con 3 volumenes de Etanol absoluto frio y 1/10 del volumen de acetato de
sodio 3M, pH: 4,8, durante 30 min. a -80°C. Luego de centrifugar a 10.000xg durante
30 min. a 4°C, el precipitado de RNA se lavé con 1 mL de etanol 75% en agua libre de
nucleasas y una vez seco se resuspendié en 20 uL de agua libre de nucleasas y se
procedié a verificar su integridad mediante electroforesis en geles de agarosa y a medir

su concentracion y pureza mediante espectrofotémetro (NanoDrop™).

2.4.2.3 Extraccion de DNA gendmico de plantas

La extraccion del DNA gendémico de plantas se realizé siguiendo una
modificacién del método del CTAB, descrito inicialmente por Doyle y Doyle (1987).
Aproximadamente 100 mg de tejido fresco fueron pulverizados en morteros en
presencia de nitrégeno liquido y se les agregé 600 uL del tampén CTAB (Bromuro de
cetil trimetilamonio al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM y Tris 100 mM pH 8) precalentado
a 60°C y 4 uL de B-mercaptoetanol. La mezcla se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5
mL y se incub6 con agitacion ocasional durante 20 min. a 60°C. Posteriormente, se
agregaron 400 ulL adicionales de tampén CTAB vy se procedié con la incubacion
durante 15 min. mas a 70°C. Luego se adicion6 400 uL de una solucién de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min. y la fase acuosa
superior (donde se encuentra soluble el DNA) se precipité con un volumen de
isopropanol durante 10 min. a -80°C. Luego de una centrifugacién a 13.000 rpm por 10
min. se obtuvo el precipitado de DNA, el cual fue lavado con etanol 75% (en agua libre

de nucleasas), secado y resuspendido en 50 uL de agua libre de nucleasas. La
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integridad y pureza del DNA obtenido se verifico mediante electroforesis en geles de

agarosa. Su concentracion se determin mediante espectrofotémetro (NanoDrop™).

2.4.2.4 Extraccion de DNA plasmidial de E. coli

La extraccion de DNA plasmidial de las cepas transformadas de E. coli Mach1
se realizé mediante el kit Axyprep™ (Axygen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El DNA obtenido se utilizdé para verificar la presencia y orientacion de los
fragmentos de interés clonados mediante PCR y digestién enzimatica y para verificar la
secuencia de éstos. Para la secuenciacion se utilizaron 3 clones de cada evento de
transformacion, los cuales fueron enviados a secuenciar a Macrogen
(http://www.macrogenusa.net/), utilizando los partidores M13pUC R y M13pUC F, que
flanquean los extremos de los fragmentos clonados en el vector pCR®8. En el caso de
fragmentos de mas de 800 pb se realiz6 también una tercera secuenciacién utilizando

un partidor interno especifico del fragmento.

2.4.3 Digestiones enzimaticas

Se realizaron diversas reacciones de digestion enzimatica a los DNA
plasmidiales obtenidos, tanto de construcciones en el vector pCR®8 como de las
construcciones en pMDC111. Las digestiones se realizaron para verificar la presencia y
orientacion correcta de los fragmentos clonados. Todas las reacciones se llevaron a
cabo siguiendo las instrucciones de cada enzima de restriccion (Fermentas), en un
bafio termorregulado a 37°C durante aprox. 30 min. Las enzimas utilizadas y los

fragmentos esperados se detallan en los resultados.
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2.4.4 Diseiio de partidores

Todos los partidores fueron disefiados manualmente o utilizando la herramienta
bioinformatica AmplifX y comprobados mediante el programa OligoAnalizer para
verificar los porcentajes de GC, la temperatura de disociacion y descartar la presencia
de homo y heterodimeros. Todos los partidores disefiados resultaron ser especificos
para su gen blanco, segun analisis biocinformatico utilizando la herramienta BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). Los partidores en antisentido para el GenomeWalker se
disefiaron en la regiéon 5 conocida de los genes Icyb? y psy2 y los partidores
antisentido para el segundo GenomeWalker de /cyb1 se disefiaron dentro de las 53 pb
de la regiébn mas hacia el extremo 5 de la region identificada mediante el primer
GenomeWalker. Todos los partidores de GenomeWalker se disefiaron siguiendo las
instrucciones del fabricante (Clontech). Los partidores para amplificar las regiones
promotoras parciales (PP) y minimas (Pm) de los genes lcyb1 y psy2 se disefiaron de
acuerdo a los elementos regulatorios identificados tras el analisis bioinformatico de los

promotores.

2.4.5 Electroforesis en geles de agarosa y purificacion desde geles

La electroforesis se realizé en geles de agarosa al 1-2% (segun el tamario
esperado de las bandas) preparada en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH
8) junto a un tampén de carga (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xylen cyanol, 15%
glicerol), en proporcién 5:1, a 85-110 volts (dependiendo del tamafio de la camara
utilizada) durante aproximadamente 40 min. En el caso de muestras de RNAm, estas
se sometieron a electroforesis durante 30 min. a 70 volts.

Posteriormente, los geles de agarosa se tifieron durante 15 min. en una

solucién de Bromuro de etidio y visualizaron bajo luz UV en un transiluminador
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(SYNGENE). Para clonar alguna de las bandas visualizadas, esta se escindié del gel
utilizando un bisturi para ser purificada desde el gel mediante el kit Wizard® SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR
2461 RT-PCR

Con el fin de generar la hebra de cDNA complementaria al RNAm se llevé a
cabo la reaccién de transcripcion reversa (RT) utilizando la enzima RT-Improm Il
(Promega). Primeramente, el RNA se incubé con DNasa | para eliminar posibles
remanentes de DNA genémico producto de la extraccion. Para esto, 7 ug de RNA de
alta pureza se incubaron con 50 U de DNasa | (Fermentas), 40 U de Inhibidor de
RNasa (Ribolock, Fermentas) y 1x de tampén de la DNasal (Fermentas), en agua libre
de nucleasas en un volumen de reaccion de 20 ul, durante 35 min. en un bafio
termorregulado a 37°C. Luego, la reaccion se detuvo agregando 2 uL de EDTA 25 mM
e incubando a 65°C durante 10 min. con el fin de inactivar la DNasal.

Para la sintesis del cDNA, 9,5 uL del RNA tratado con DNasal (3 ug) se

incubaron con 3 uL de oligo AP 10 mM (§5-CGCCACGCGTCGACTAGTAC

TTTTTTTTTITTTTITTTT -3’) en tubos de 0,2 mL durante 5 min. a 70°C, en el programa
de PCR “RT-PCR” (Tabla Ill). Luego, se detuvo el programa y los tubos se incubaron
durante 5 min. en hielo, tras lo cual se les agregé a cada uno 37,5 uL de una mezcla de
RT en agua libre de nucleasas (3 uL de RT Improm |l (Promega), 40 U de Inhibidor de
RNasa (Ribolock, Fermentas), dNTPs 600 nM (Biosforza o Fermentas), MgCl, 6,6 mM
10 uL de tampén 5x de la RT Improm Il (Promega)) y se continué con el programa “RT-

PCR". Finalmente se obtuvieron 50 ulL de cada cDNA.
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2.4.6.2 PCR convencional

Las reacciones de PCR convencional se llevaron a cabo para amplificar los
diversos genes (o los promotores de ellos) analizados en este estudio (promotor de
leyb1, promotor de psy2, gfp, hptll, 188, ubi, Dcarg-1, osmotin, parC, psy1, psy2, Icyb1,
feyb2, gapB) desde DNA gendmico, para comprobar asi la funcionalidad de los
partidores disefiados y la presencia de los fragmentos de interés en las plantas
transgénicas. Ademas, se utilizaron reacciones de PCR utilizando DNA gendémico
como blanco para amplificar las regiones promotoras parciales (PP) y minimas (Pm) de
los promotores de lcyb? y psy2, utilizando los partidores descritos en la Tabla IV.
También se realizaron amplificaciones por PCR convencional desde cDNA para
determinar la adecuada sintesis del ¢cDNA amplificando genes housekeeping (18S y
ubiquitina). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en mezclas de 25 uL en
agua libre de nucleasas con 1 U de Tag DNA polimerasa (Biolasa, Bioline), 1x del
tampén de la Tag DNA polimerasa (Bioline), MgCl, 2 mM, dNTPs 200 uM (Biosforza o
Fermentas), 200 nM de partidor en sentido, 200 nM de partidor en antisentido y 0,5-2
uL de DNA o cDNA blanco. En todas las reacciones de PCR se realizé en paralelo una
reaccion de control negativo, carente de blanco, y cuando fue posible, se realizé
tambien una reaccioén de control positivo, utilizando un blanco previamente verificado.
En el caso de los PCR para la verificacién de la correcta sintesis del cDNA, se incluyé
ademas un control “sin RT” (s/RT) para cada uno. Este consistid en una reaccién
utilizando como blanco una cantidad equivalente de RNA proveniente desde el
tratamiento con DNasa |, con el fin de asegurar la ausencia de DNA genémico en los
cDNAs sintetizados Todos los productos de PCR fueron verificados mediante

electroforesis en geles de agarosa. El programa general de PCR convencional se
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detalla en la Tabla lll. La temperatura de hibridacion (T°H) es especifica para cada par
de partidores y se ajusté de acuerdo a la temperatura de disociacion tedrica de cada
partidor (TD, Tabla IV). El tiempo de extension (paso 3, segmento 2) depende a su vez
del tamafio del fragmento a amplificar y se estima en 1 minuto por cada 1.000 pb a

amplificar. Variaciones en este protocolo se indican en los resultados.

2.4.6.3 PCR de colonias

Para determinar inicialmente las colonias de E. coli Mach1 o de A. tumefaciens
transformantes se realizaron reacciones de PCR a partir de diluciones de las colonias
formadas en las placas Petri con medio LB sélido luego de la transformacion celular
(seccion 2.3.3). Para esto, se tomé cada colonia entera succionando con una pipeta
P10 para luego resuspenderla en 30 uL de agua estéril. De esta suspension se tomo 1
uL como blanco en una reaccién de PCR y el resto se propag6 en un cultivo de noche
en medio LB liquido suplementado con los antibiéticos adecuados para E. coli o A.
tumefaciens. La reaccién de PCR se llevé a cabo en una mezcla de 25 ul en agua libre
de nucleasas con 1U de Pag DNA polimerasa (Stratagene), 1x del tampén de Pag DNA
pol., 200 uM de dNTPs (Biosforza o Fermentas), 200 nM de partidor en sentido, 200
nM de partidor en antisentido y 1 uL de la suspensiéon bacteriana, siguiendo el
programa “PCR de colonias” (Tabla Ill). En este caso, el tiempo de extensién (paso 3,
segmento 2) se calculé en 1 kb por cada 30 segundos, debido a que la enzima Paq
DNA pol. polimeriza a mayor velocidad que la Taq DNA polimerasa convencional. Los
partidores utilizados fueron especificos para cada gen analizado y los productos de

PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa.
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2.4.6.4 PCR cuantitativo en Tiempo Real

Para cuantificar los niveles de expresion de los genes de interés (78S,
ubiquitina, Icyb1, lcyb2, psy2, psy1, gfp, Dcarg-1, osmotin, parC y gapB) en las distintas
muestras a analizar se utilizaron reacciones de PCR en tiempo real utilizando la sonda
fluorescente SYBR green.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene) y
utilizando el kit Brilliant lll Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene),
para los analisis en las plantas silvestres de D. carota y transgénicas de N. tabacum.
Todas las reacciones se llevaron a cabo en 20 uL totales, en agua libre de nucleasas,
los que incluyeron 10 uL del Master Mix (que contiene la Taq DNA polimerasa, dNTPs,
MgCl, y la sonda SYBR green), 8 uL de agua libre de nucleasas, 300 nM del partidor
en sentido, 300 nM del partidor en antisentido y 0,3 uL de una dilucién 1:500 de la
sonda pasiva ROX (incluida en el kit). El programa utilizado fue el de “gPCR" (Tabla
IV), independiente los partidores utilizados. Todas las reacciones se llevaron a cabo en
triplicado técnico, analizandose posteriormente las 2 réplicas de mayor similitud.

Dado que la sonda utilizada para la cuantificacion fue SYBR® Green, luego de cada
programa de amplificacién se realizé6 una curva de disociacion, consistente en la
medicién de la fluorescencia durante toda la denaturacién y renaturacion del producto
de PCR (95°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos y 95°C por 30 segundos, Tabla IV).
La presencia de una sola sefial en esta curva en un grafico de Fluorescencia vs. T° es

indicativo de la especificidad de la reaccién.

Todas las cuantificaciones realizadas en este estudio fueron relativas, es decir,

comparadas con un “control” o calibrador, que corresponde a una condicién de maxima
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o minima expresion, o bien que carece de expresioén, como en el caso de las plantas
silvestres. También se normalizaron los datos frente a los niveles de expresion de uno
0 mas genes de expresion constante en las plantas (housekeeping), con el fin de
eliminar posibles diferencias dadas por la concentracién o calidad del cDNA analizado.
Para el caso de la zanahoria, el normalizador utilizado fue el gen ubiquitina, mientras
que para tabaco fue el gen 78S.

El calibrador utilizado en cada caso se detalla en los resultados. Los calculos de
la expresion relativa, asi como la determinacién de la eficiencia (E) de los partidores,
se realizaron de acuerdo a lo explicitado en Fuentes (2009), siguiendo las férmulas de
Pfaffl (2001):

1) Eficiencia de los partidores (E) = 10 F"/pendiente]

(Egen objetivo)*e'(Ct gen objetivo = Ct calibrador gen objetivo)
2) Expresion relativa =

(Egen normalizador)*e'(Ct normalizador T Ct calibrador)

2.4.7 ldentificacion de las regiones promotoras de los genes psy2y lcyb1 de D.

carota mediante GenomeWalker

La identificacion de las regiones promotoras de los genes Icyb? y psy2 de D.
carofa se llevd a cabo utilizando la técnica de GenomeWalker (Clontech). Esta técnica
es apta para identificar secuencias rio arriba o abajo de secuencias conocidas de DNA
genomico o cDNAs (Siebert y col., 1995).

Se siguid el procedimiento descrito por el fabricante (Clontech), el cual se
resume en la figura 5 y se detalla brevemente a continuaciéon. Primeramente, se extrajo
DNA genémico de zanahoria (seccion 2.4.2.3), el cual fue cuantificado y purificado para

ser luego digerido con las endonucleasas de extremos romos Dral, EcoRV, Pvull y
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Stul. Luego, los fragmentos de la digestion de cada enzima fueron ligados a una
secuencia adaptadora (AP) incluida en el kit, con lo que se generaron cuatro
bibliotecas de digestion (BD1, BD2, BD3 y BD4, con las enzimas EcoRV, Dral, Pvull y
Stul, respectivamente). La primera amplificacion por PCR (PCR primario) se llevé a
cabo en una mezcla de 25 uL que contenia agua libre de nucleasas, 1X buffer de la
Taq DNA polimerasa (Bioline), 2 U de Tag DNA polimerasa (Bioline), 3 mM de MgCl,
200 uM dNTPs, 200 nM partidor en sentido (AP1) de unién especifica al adaptador AP
y 200 nM de partidor primario en antisentido especifico de cada gen (GW1/cyb1 o
GWi1psy2, Tabla V). Se utilizé 1 uL de cada biblioteca de digestion como blanco en
cada reaccion independiente y el programa de PCR “GW1” (Tabla IV). Como control
positivo se llevd a cabo una reaccion simultanea utilizando la misma mezcla
previamente detallada, pero usando el partidor PCP1 (Tabla V) como partidor
antisentido y 1 uL de una biblioteca de digestién de DNA humano, incluida en el kit,
como blanco. Para el PCR anidado se utilizé la misma mezcla previamente descrita,
cambiando los partidores. En este caso de utilizaron los partidores en sentido AP2
(Tabla V), también de unién especifica al AP y rio abajo del partidor AP1, con 10 pares
de bases sobrelapadas entre ambos y un partidor anidado en antisentido especifico de
cada gen, ubicado rio arriba del partidor primario (GW2/cyb1 o GW2psy2, Tabla V). Se
utilizé 1 uL de una dilucién 1/50 del PCR primario como blanco y el programa de PCR
“GW2" (Tabla IV). Los productos del PCR GW?2 fueron visualizados mediante
electroforesis en geles de agarosa y las bandas de interés identificadas (mayores a
500 pb) fueron purificadas desde el gel (seccion 2.4.5) para su posterior clonacion y
secuenciacion.

En el caso del gen /cyb1, luego de obtener la primera regién promotora de 635

pb, se procedi6 a realizar una segunda amplificacién rio arriba. Para ello, se siguié el
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mismo protocolo que para el primer GenomeWalker, utilizandose en este caso el
partidor GW2Icyb1 como partidor en el PCR primario y el partidor GW2.2/cyb1 para el
PCR anidado. El partidor GW2.2/cyb1 se disefié dentro de las 53 pb de la region 5’ del
fragmento de promotor identificado mediante el primer GenomeWalker. De igual
manera, los productos de este segundo PCR fueron purificados desde el gel, clonados

y secuenciados.

2.5 Analisis bioinformatico de las regiones promotoras

El andlisis bioinformatico de las regiones promotoras de lcyb1 y psy2 se realizd
mediante la herramienta bioinformatica TOUCAN2
(http://homes.esat kuleuven.be/~saerts/software/toucan.php). Esta incluye una serie de
programas que permiten secuencias de 2 0 mas genes co-expresados, en busqueda
de motivos regulatorios previamente descritos, asi como la identificacién de nuevos
motivos regulatorios. Para nuestro analisis utilizamos la herramienta bioinformatica
MotifScanner (http://tomcat.esat.kuleuven.be/axis/Toucan SOAPService.jws), la cual
permite identificar motivos regulatorios previamente descritos en las secuencias a
analizar. Esta técnica requiere de una Base de datos PWM (Position Weight Matrices),
desde la cual el programa obtiene los motivos conservados. En nuestro caso utilizamos
la Base de datos de PlantCARE (http://bicinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/), que contiene 435 motivos regulatorios de plantas
mono y dicotiledéneas. Ademas, el programa requiere establecer un Background
Model, una matriz que permite calcular las frecuencias gendmicas para diversas
combinaciones de nucledtidos. Debido a que el genoma de D. carofa no estd

secuenciado, decidimos utilizar un Background Model de A. thaliana, ya que era el
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unico organismo vegetal dentro de la lista de candidatos, y de tercer orden, segun lo
recomendado (http://homepage.univie.ac.at/herbert. mayer/MainGEN. htmi#TOUCAN).
Finalmente, se pidi6 establecer el “prior” (probabilidad a priori de encontrar un motivo.
A mayor valor del prior, mayor probabilidad de encontrar un motivo) y definir si el
analisis se realizaria solo en la hebra ingresada al programa o también en su
complementaria. En este caso fijamos un prior de 0,7 (recomendado para el tamafio de
secuencias que ingresamos) y escogimos analizar solo la hebra de DNA ingresada al
programa.

Una vez obtenidos los motivos regulatorios, procedimos a dilucidar a cuales
estimulos respondian, ingresando el nombre de cada motivo en la pagina de
PlantCARE. Luego, agrupamos y asignamos colores diferentes a los motivos de
respuesta a diversos estimulos como luz, giberelinas (GA), acido abscisico (ABA),
auxinas, etileno, jasmonato, elicitores, o bien que tuvieran relacién a la expresion en
una zona especifica de la planta, tales como los de expresién en endosperma o
meristema.

Por otra parte, definimos el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de cada
region promotora utilizando el programa bioinformatico BDGP
(http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl).

Segun la distribucién de los motivos encontrados y considerando el sitio de
inicio de la transcripcion de cada promotor, se definid un promotor parcial (PP) y uno
minimo (Pm, que incluyera el TSS) de los genes lcyb1 y psy2, los cuales fueron
amplificados desde DNA gendémico de zanahoria utilizando los partidores descritos en
la tabla V y el programa “PCR convencional” (Tabla IV), ajustando las temperaturas de
hibridacién y tiempo de extensiéon a cada par de partidores. De esta forma, se

obtuvieron los fragmentos PPlcyb1, Pmicyb1, PPpsy2 y Pmpsy2, los cuales fueron
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clonados en el vector pCR®8 (seccion 2.4.1.1), y luego ingresados mediante
recombinacién en el vector de destinacion pMDC111 (seccién 2.4.1.2), obteniéndose
las construcciones PPlcyb1:.gfp, Pmicyb1::gfp, PPpsy2:.gfp y Pmpsy2::gfp . Luego,
estas construcciones se incorporaron en la cepa de A. tumefaciens GV3101 (seccion
2.3.3) (ademas del vector sin promotor pMDC111 y el vector con el promotor
constitutivo 35S dirigiendo la expresién de gfp, pPCAMBIA 1302) y se procedié a evaluar
los promotores mediante transformaciones transitorias (secciones 2.3.4.3y 2.344)y
estables de plantas modelos (secciones 2.3.4.1 y 2.3.4.2), seguidos de cuantificaciones

de la expresion del gen reportero gfp (seccion 2.4.6.4) en distintas condiciones.

2.6 Microscopia

Ademas de la determinacion de la expresion de gfp en las plantas de tabaco
transformadas transitoriamente con las construcciones promotor::gfp mediante PCR, se
evalué la fluorescencia de GFP en las muestras agroinfiltradas. Para esto, se
recolectaron muestras de la epidermis de las hojas de tabaco mediante el método de
‘peeling” para visualizarlas en un microscopio de epifluorescencia Axiovert 200M
(Zeiss) con un aumento de 400 veces (objetivo 40x) a una longitud de onda incidente

entre 488 y 498 nm.

2.7 Tratamientos hormonales

2.7.1 Tratamiento de plantulas de zanahoria silvestres con ABA, auxina y acido

giberélico.

Dado que en las regiones promotoras de los genes /cyb1y psy2 de D. carota se
encontraron varios motivos de respuesta a ABA, auxinas vy giberelinas, decidimos

evaluar si estas fitohormonas tenian algun efecto en la expresion de los genes lcyb1y
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psy2 en plantas de zanahoria silvestres, con el fin de obtener un indicio sobre si estas
fitohormonas tendrian algun efecto en la expresion del gen reportero gfp dirigida por los
promotores de ambos genes en plantas de tabaco transgénicas.

Para el tratamiento, se utilizaron plantulas de D. carota de aproximadamente 10 cm de
largo crecidas durante 17 dias in vitro (seccién 2.3.4.1), y con al menos una hoja
verdadera. Se tomaron 15 plantulas por cada condicion a evaluar, las cuales fueron
posteriormente dividas en 3 grupos de 5 plantulas cada uno (triplicados bioldgicos).
Para el tratamiento con ABA, las condiciones analizadas fueron ABA 50, 100 y 200 uM,
en base a las concentraciones utilizadas en reportes previos (Kiyosue y col., 1992,
Chung y col., 2005), ademas de un control sin hormona. El tratamiento se realizd
incubando las 15 plantulas de cada condicién en medio MS liquido estéril
suplementado con sacarosa al 3% y la concentracién de hormona indicada, durante 24
horas en oscuridad a 22-25°C, con agitacion suave.

El tratamiento con auxinas y giberelinas se realizé de igual manera, utilizando
concentraciones de 10, 50 y 450 uM de la auxina sintética 2,4-D (basado en Ebener y
col., 1993 y Kitamiya y col., 2000) y un tratamiento de 2 horas, mientras que para
giberelina se utilizaron concentraciones de 5, 20 y 50 uM de acido giberélico (GA3,
basado en Bouquin y col., 2001 y Yang y col., 2004), durante 24 horas.

Luego de los tratamientos, las plantulas fueron enjuagadas y secadas y se les
extrajo el RNA a cada set de 5 plantulas (replica bioloégica) de todas las condiciones
analizadas (seccion 2.4.2.1). Se evalud la calidad y concentracion del RNA y se
sintetiz6 la hebra complementaria (cDNA, seccién 2.4.6.1) para analizar posteriormente

la expresion de los genes de interés mediante PCR cuantitativo (seccion 2.4.6.4).
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2.7.2 Tratamiento de hojas de tabaco con fitohormonas

De manera similar a lo realizado para zanahorias silvestres, se trataron
muestras foliares de los tabacos transgénicos portadores de las construcciones
promotor::gfp. Para esto se recolectdé una hoja de cada planta para cada tratamiento
hormonal, la cual fue dividida en 4 partes. Cada fragmento se incubd con una
concentracion especifica de hormona. El tratamiento se realizé de esta manera para
evitar diferencias de expresién que podrian producirse por el solo hecho de utilizar
hojas diferentes de cada planta y con el fin de generar un protocolo uniforme para
todas las plantas tratadas.

La incubacion se realizé de igual manera que para zanahoria (seccién 2.7.1) y
se utilizaron para ABA concentraciones de 50, 100 y 200 uM, mientras que estas
fueron de 10 y 50 uM para 2,4-D y de 50 y 100 uM para GA3.

Posteriormente, se extrajo el RNA de cada muestra y se sintetizd el cDNA
(seccion 2.4.6.1), con el fin de evaluar cambios en la expresién del gen reportero gfp (y

en los genes control en algunos casos) mediante PCR cuantitativo (seccidon 2.4.6.4).

2.8 Tratamiento de luz en hojas de tabaco transgénicas

Con el fin de determinar si los promotores de los genes /cyb1 y psy2 eran
capaces de responder a luz blanca, se realizé un tratamiento de induccién por luz. Para
esto, 2 hojas de cada planta transgénica a evaluar se envolvieron en papel aluminio,
con el fin de protegerlas de la luz. Las plantas se mantuvieron en condiciones de
cultivo normal (fotoperiodo de 16 horas luz y 22°C) y luego de 48 horas se recolectd
una hoja para extraer su RNA, constituyendo la muestra en oscuridad. La otra hoja se

destapd y se mantuvo durante 24 horas mas en luz blanca (400-700 nm a 33,6 umol m’
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% 5" en promedio), tras lo cual se extrajo su RNA (seccién 2.4.2.1), originandose la
muestra en luz.
Posteriormente, se sintetizaron los cDNAs respectivos y se evalué la expresion

de gfp en cada muestra mediante PCR cuantitativo (2.2.6.4).

2.9 Secuencias de acceso de los genes analizados en este trabajo

Las secuencias de acceso (GenBank) de los genes analizados son las
siguientes: 18S (AY552527), ubiquitina (U68751.1), lcyb1 (DQ192190.1), lcyb2
(DQ192191.1), psy? (DQ192186.1), psy2 (DQ192187.1), Dcarg-1 (AB027501.1), parC
(X64398.1), osmotin (M29279.1), gapB (M14418.1).
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Figura 5: Esquema de la identificacion de promotores mediante GenomeWalker
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RESULTADOS

3.1 Identificacion de las regiones promotoras de Icyb1 y psy2

Con el fin de aportar nuevos datos sobre la regulacion de la ruta carotenogénica
en zanahoria, durante esta tesis se identificaron las regiones promotoras de los genes
leyb1 y psy2 de zanahoria y se evalud su funcionalidad y regulacién por estimulos

hormonales y luminicos.

Mediante la técnica de GenomeWalker (seccidon 2.4.7) logramos identificar un
fragmento de aproximadamente 700 pb de la regién promotora de Icyb1 en la biblioteca
de digestion (BD) 4 (digerida con la enzima Stul: Figura 6A) y uno de aprox. 550 pb del
promotor de psy2 en la biblioteca BD1 (digerida con la enzima EcoRV; Figura 6B).
Estos fragmentos se clonaron en el vector pCR®8 (seccion 2.4.1.1) y a las colonias que
resultaron positivas en el PCR de colonias (realizado con los partidores AP2 y
GW2lcyb1 6 AP2 y GW2psy2, Tabla V) se les extrajo su DNA plasmidial, el cual se
sometié a digestion enziméatica para verificar la presencia del inserto. La digestion se
realizé utilizando la enzima EcoRl, |a cual libera la totalidad del fragmento clonado. De
esta manera se comprobo la presencia de un fragmento de aprox. 700 pb en los clones
4.1y 4.2 de pCR®8/Icyb1 (recuadro negro, Fig. 6C) y de un fragmento de aprox. 550 pb

en los clones 1.54 y 1.6 de pCR®8/psy2 (Fig. 6D).
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Figura 6: Amplificacion de las regiones promotoras de Icyb? y psy2 mediante
GenomeWalker. A y B: Se ilustra la amplificacién de fragmentos promotores de aprox. 700 pb
para el promotor de /cyb? y de aprox. 550 pb para el promotor de psy2 mediante PCR anidado
para Icyb1 y psy2. C y D: Fragmentos identificados en A y B, respectivamente, liberados tras
restriccion con EcoR! de diferentes clones de E. coli portadores de estos fragmentos (clones 4.1 a
4.5 en el caso del promotor de fcyb? y clones 1.54 y 1.6 para el promotor de psy2). El control
positivo corresponde a un fragmento de 1,5 kb amplificado desde una BD de DNA genomico
humano, incluido en el kit. El recuadro negro indica la presencia del fragmento de 700 pb del
promotor de /cvb1 en C.

Los clones positivos para la region promotora de leyb1 y psy2 (al menos 2 para
cada una), fueron secuenciados (Macrogen, Corp.). En la figura 7 se ilustra la

secuencia obtenida para cada fragmento.

Tras la secuenciacion y eliminando la regiéon correspondiente al adaptador del
GenomeWalker, se obtuvieron secuencias de 635pb y 516 pb para el promotor de
leyb1 y psy2, respectivamente, las cuales abarcaron desde el partidor antisentido

disefiado en la region 5’NTR de cada gen hasta la base antes del adaptador.
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A Promotor de fcyb1

o
ACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTCTGGCACGACAGGﬂTCCCGACTGG;‘}? \ ‘
GCAA ;AATACGCGTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTI'GTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCC'ITCTGCTTAGTTT
GATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGAT
TTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATITG
ATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCAGGACGTTGTAAAACAACGGCCAGTCTTAA
GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGCCTGATAGTCACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATAC
CAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCTTGTTTACTTTAAGAAGGAGCCCTTCACCGGTTTGGATGATTTGATTTTG
GATATCTTCACCCACAAATTATTTTTTATTTTTAGAAAGAAAATAAAAGAATTTGTTTCAAGTGAGTGCAGCTTACACCT-3!

B Promotor de psy2
5’-
ACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAACCCCAAAAATACTTGCCTGTATATTCTTCATACAGTGGTATAAAA
ACTGGATCAATATCCCCAGACCAGAAAAAACCCAAAAAGAAATGTGTATATATATGCAAGAGAAGTTGTAAAATGAAAGAGTA
AAACAAGAGAAGCCGAAGGGGAATCTTGAAGAGCTAAGATTTGTGGGTCACAATCTTAGCCAATTCTTCTGTTGTITATTTITAT
AAATAAATAATATTAATTAATTTATATGATGAGATAGTGATAATGATGATGATATTGTGGAGCTTGTTGGTGTGAATGGTTGAG
GCCTCTCCACTGAGGTTAGTTTTTTTCTCAGCTCTTCTTTTCCTTGTCTTCTTTCAATTCATTGATTATGTTTCTCACACTATATACTG
TTACACTCATCTATGTGTATATATAATAGCGTTGGTTGTTTGGATTITGAATTTCACTTGTGGCCACTATGCAAAGTTGAGCTTAA
TAGTAGCAAACACCCATTGAATCCCAATTCCCAAATAAGC-3

Figura 7: Secuencia de la primera region promotora identificada de /cyb? y psy2 A:
promotor de /cyb1. B: promotor de psy2. En rojo: partidor GW2/cyb1 y GW2psy2; en azul: parte
de la region 5’NTR incluida en el GenomeWalker; subrayado: adaptador del GenomeWalker;
gris: partidor AP2; calipso: partidor GW2.2/cyb1 para amplificar el segundo fragmento promotor
de lcyb1.

Debido a que mediante la primera amplificacion de GenomeWalker logramos
identificar entre'500 y 650 pb de cada promotor, decidimos realizar una segunda
amplificacién, basandonos esta vez en la primera regién promotora identificada, con el
fin de obtener un fragmento de promotor total de mayor tamario (aprox. 1 kb). Para
psy2 no fue posible identificar un fragmento rio arriba, mientras que para /cyb1 se logré
obtener un segundo fragmento rio arriba de la primera region promotora identificada a
partir de la biblioteca BD1 (Figura 8A). El fragmento de 1 kb fue purificado desde el gel
y clonado en el vector pCR®8. A las colonias transformadas con esta construccién que

resultaron positivas en el PCR de colonias (realizado con los partidores AP2 vy
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GW2.2/cyb1, Tabla V) se les extrajo el DNA plasmidial, el cual fue digerido con EcoRl,

para liberar el fragmento clonado de 1 kb (Fig. 8B).

A ppg BD4 c- PM B pMm 4 23 25

fragmento de 1 kb desde la biblioteca BD1. B: Digestién con EcoR/ de las colonias positivas 4,
23 y 25. Se observa la liberacién del fragmento de aprox. 1 kb de la segunda regién promotora
de lcyb1.

De los clones positivos se escogieron 3 para secuenciarlos. La secuencia del
segundo fragmento identificado para el promotor de /lcyb1 se ilustra en la figura 9. Este
corresponde a 986 pb, desde la base antes del adaptador hasta el partidor
GW2.2/cyb1, y abarca 53 pb sobrelapadas entre el primer y segundo fragmentos
identificados (en calipso y verde). El promotor total identificado para leyb1 (Plicybf,
1.568 pb) se obtuvo tras la sobrelapacion de los dos fragmentos promotores
identificados (53 pb compartidas), incluyendo desde el partidor en antisentido disefiado
dentro de la region 5’NTR hasta la base mas rio arriba identificada (Figura 10A). En
esta figura se incluye ademas el resto de la region 5NTR del gen /cyb? abarcada
también en el anélisis (hasta el partidor PC /cyb R, en rojo, Tabla V), lo que sumado da
una regién final de 1.850 pb para el promotor de lcyb? (se sefalan ademas los
partidores para amplificarlo). En la figura 10B se ilustra el promotor identificado para

psy2, incluida la region 5° NTR (fragmento de 838 pb) y los partidores para amplificarlo.
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ACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAA
ATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGGAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTITCT
GCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCGAGAGCTACCAACTCTT
TTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGCAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA
CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGE
TTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAGGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAG
GCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATC
TTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAA
AAACGCCAGCAACGCGGCCTTTITACGGTTCCTGGCCTTITGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGA
TTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGT
GAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTFGGCCGA‘I‘I’CATYAATGCAGCTGGCACG
ACAGGTTTCCCGACTGGAAS TGAGCGC! AT

Figura 9: Secuencia de la segunda regién promotora identificada de Icyb7. Subrayado:
adaptador del GenomeWalker; gris: partidor AP2; calipso: partidor GW2.2/cyb1; verde: region
sobrelapada entre el primer y segundo fragmentos del promotor de lcyb1.
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AAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCE
CGTAGGAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCA
GCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCGAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT
GTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGCAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTACCA
GTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAG
AAGGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA
GCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCG
TCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT
TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGAC
CGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATT
AATGCAGETGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGEAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGGAA
GAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTG
CCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAA
ACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACG
CTAGCATGGATGTITI’CCCAGTCAGGACGTI'GTAAAACAACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGA‘I‘I‘I‘I’ATI‘I‘I‘“
; 5TC BEAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATACCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGC

CGCCT“TGTTTAC‘I‘ITAAGAAGGAGCCCTTCACngtttggatgatttgattttggatatcttcacccacaaattattttttatttttagaaagaaaataaaag

aatttg{ttcaagtgagtgcagcttacacctacttgattatatgaaaaatgagatatgcttgtatgtatctcgtctgta!i:tacctccaatccctcttgctgctagatgggtaa
gtctitaattctttaaccgtagetttatttacttgtaatictecaatatettctgeagttatatgtttagtacatgttittattttgaacaatttittattaagtcactctgaaatttc
cattaattattggtgaaagttagcataaaggttgagaatttgggatatctiggaacccagatttigtititggagatata-3’
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5-

AAACCCCAAAAATACTTGCCTGTATATTCTTCATACAGTGGTATAAAAACTGGATCAATATCCCCAGACCAGAAAAAACCCAAAA
AGAAATGTGTATATATATGCAAGAGAAGTTGTAAAATGAAAGAGTAAAACAAGAGAAGCCGGAAGGGGAATCTTGAAGAGCT
AAGATTTGTGGGTCACAATCTTAGCCAATTCTTCTGTTGTTTATTTTTATAAATAAATAATATTAATTAATTTATATGATGAGATAG
TGATAATGATGATGATATTGTGGAGCTTGTTGGTGTGAATGGTTGAGGCCTCTCCACTGAGGTTAGTTTTTTTCTCAGCTCTTCTT
TTCCTTGTCTTCTTTCAATTCATTGATTATGTTTCTCACACTATATACTGTTACACTCATGIATGTGTATATATAAT ARG

-'ITCACI'I' GTGGCCACTATGCAAAGTTGAGCTTAATAGTAGCaaacacccattgaatcccaattcccaaataagetttttgt

tacatgctcttctttgtticttcatagttgatacatatatcatttgtattcticagttgttttttgatattccttttatatatttictacagaatttcttaggaaagaaagaagcttt
actgccacttaattattgacttigcetttgacttggtttcattttagttatatatcttctttiattttgaattaggatttgticttagctaataaacticcgtgggtgtictatttict
cataattgaagctcgccggaaaaagacaaaccaaaggaggttattgaattgaagtitatigggtageactaactecage-3’

Figura 10: Secuencia de los promotores totales identificados para lcyb? y psy2. A: Promotor
identificado para lcyb1 a partir de dos amplificaciones por GenomeWalker. B: Promotor identificado
para psy2 a partir de una amplificacion por GenomeWalker. En mindscula: regién 5'NTR incluida en
el promotor a analizar, amarillo: partidor para amplificar el promotor total identificado de /cyb? (no
usado en este trabajo); letras azules: partidor para amplificar el promotor parcial (PP) de ambos
genes; rosado: partidor para amplificar el promotor minimo (Pm) de ambos genes; letras rojas:
partidor en antisentido para amplificar los promotores parciales y minimos; verde: region sobrelapada
entre el producto de la primera y segunda amplificacion por GenomeWalker del promotor de /cyb1,
incluido el partidor GW22 [cyb1.Letra mas grande: zona de inicio de la transcripcion, TSS.
Subrayado: posible caja TATA, aprox. 30 pb antes del TSS; Calipso: elemento de respuesta a luz
ATCTA.

3.2 Analisis bioinformatico de los promotores de los genes Icyb1 y psy2 de D.
carota

El analisis bioinformatico se realizé a 769 pb del promotor del gen psy2 (desde
el partidor en sentido para amplificarlo (PPpsy2 F, Tabla V) hasta el partidor en
antisentido PC psy2 R, el cual abarca la totalidad de la region 5’NTR. En el caso del
promotor de lcyb1, el anélisis se realizb a 1.789 pb del promotor, que abarca desde el
partidor en sentido para amplificar el promotor total identificado de lcyb? (PC lcyb F, no
usado en este trabajo) hasta el partidor en antisentido, PC /lcyb1 R, abarcando la mayor

parte de la region 5’NTR (segun el disefio del partidor, Figura 10).

Primeramente, se determiné la zona de inicio de la transcripcién, TSS, mediante

el programa bioinformatico BDGP (http://www fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl).
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El TSS del promotor de lcyb1 se encuentra 24 pb rio arriba del inicio de la zona 5’'NTR,

mientras que el de psy2 se encuentra 44 pb rio arriba de la misma zona.

Para el analisis de los motivos regulatorios presentes en el promotor se utilizé la
herramienta bicinformatica TOUCAN (seccién 2.5). De este estudio se desprendid que
ambos promotores presentan variados elementos de respuesta a luz, a diversas
fitohormonas (ABA, auxinas, giberelinas, entre otras) y a ciertos tipos de estrés abiético
(sequia, baja temperatura, anaerobiosis) y bidtico (patégenos, elicitores). Los
elementos encontrados para ambos promotores se ilustran en la figura 11 y se detallan
en la tabla I. En la tabla se indica el nimero de elementos presentes en el promotor
total identificado de /cyb? (Pl) y de ellos cuales estan también presentes dentro del
promotor parcial (PP) y cuales dentro del promotor minimo (Pm), considerando que el

promotor minimo esta dentro del parcial y este dentro del promotor total identificado.
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Tabla I: Motivos regulatorios presentes en los promotores de los genes /cyb1y

psy2
Respuesta a: Nombre del N°en N°en N°en N°en N°en Descripcion
elemento *P1 *PP *Pm *PP *Pm

leybl  leybl  lcybl psy2 psy2

Luz
TATA/
Enhancer
Box CAAT 9 7 3 4 2 Enhancer
SUTR_Py-rich_stre 1 1 0 1 0 Confiere elevada transcripcion
Represores
- i ; i . e
Estrés Bidtico JERE 2 1 0 1 1 Respuesta a elicitores, heridas y
patogenos
Box W 2 1 0 2 2 Respuesta a elicitores, heridas y
patagenos
Box § 1 0 0 0 [0} Respuesta a elicitores, heridas y
patogenos
ELI-box3 2 2 1 2 1 Respuesta a elicitores
Motive WUN 1 1 1 0 0 Respuesta a heridas
EIRE 1 0 0 0 0 Respuesta a elicitores
Box W] 2 1 0 2 2 Respuesta a elicitor fungico
Box £ 1 1 0 1 0 Respuesta a elicitor flingico
Estrés Abidtico
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Tabla I: Continuacion

Respuesta a: Nombre del N°en N°en N°en Noen N°© en Descripcion
elemento *Pl *PP *Pm *PP *Pm
leybl  leyb!  Icypbl psy2 psy2
ABA ABRE 8 4 3 3 2 Elemento de respuesta a ABA
CEl 1 0 0 0 0 Elemento acoplador en la
respuesta a ABA
CE3 2 1 0 0 0 Elemento acoplador en la
respuesta a ABA
Motivo ITh 1 0 0 0 0 Elemento de respuesta a ABA
Motive I & Ila 1 0 0 0 0 Elemento de respuesta a ABA
Auxinas BB T
Giberelinas Motivo GARE 1 0 0 2 1 Elemento de respuesta a
giberelinas
Box P 2 0 0 1 1 Elemento de respuesta a
giberelinas
Box TATC 1 0 0 1 1 Elemento de respuesta a

Ac. Salicilico

Metil
Jasmonato

Motivo TGACG

Etileno

Pl: Promotor total identificado; PP: Promotor parcial; Pm: Promotor minimo

58

giberelinas

i & wﬁ%
Elemento de respuesta a metil
Jjasmonato, asociado a su

palindorme

Elemento de respuesta a metil
Jjasmenato, asociado a su
palindorme
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Figura 11: Distribucién de los motivos regulatorios presentes en el promotor de Icyb1 y psy2.
A: Distribucién de los motivos de respuesta a luz; B: Distribucién de los motivos TATA/enhancer
(azul), represores (negro), de respuesta a estrés bidtico (fucsia) y abidtico (calipso) y de expresion en
raiz u oscuridad (café); C: Distribucién de los motivos de respuesta a hormonas. ABA (verde), auxinas
(rojo), giberelinas (azul), ac. salicilico (fucsia), etileno (lila) y metil jasmonato (negro). Las lineas
verticales punteadas indican la posicién de los promotores parciales (PP) y minimos (Pm). La caja
punteada encierra la region 5NTR de cada promotor. El asterisco indica la posicion del TSS. La barra
horizontal indica la presencia de un elemento acoplador (CE3) cercano a un elemento ABRE.
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El analisis bioinformatico de los promotores de los genes lcyb1 y psy2 indicd
que estos promotores responderian principalmente a luz, debido a la gran cantidad de
motivos regulatorios de respuesta a este estimulo (Tabla I) y a su distribucién
homogénea dentro de cada promotor (Figura 11A, color amarillo). Dentro de ellos, los
mas abundantes fueron los elementos G-box (secuencia consenso ACGT). En el
promotor de psy2 de zanahoria se encontraron cuatro elementos similares a G-Box en
las posiciones — 438, -387, -193 y -101, de las cuales las ultimas tres estan incluidas en
el promotor minimo de este gen (Tabla I). Por otra parte, en el promotor de /cyb1 se
encontraron 12 cajas similares a una caja G, de las cuales 5 estan dentro del promotor
parcial en las bases -944, -894, -563, y dos en el promotor minimo en las bases -525 y
-334 (Tabla I). Ademas, uno de los motivos G-Box presente en el promotor total
identificado de /lcyb? en la posicién -1.302 corresponde al elemento G-Box G1, que
media la induccién por luz del promotor psy de Arabidopsis thaliana (Welsch y col.,
2003). De igual manera, existe un elemento de secuencia CAAGAG, similar al motivo

G1, en la posicién -734 dentro del promotor parcial de psy2.

Ademas, se identificé el elemento ATCTA en ambos promotores, en duplicado
en el promotor de lcyb1, en las bases -1.875 y -265 (desde el codén de inicio ATG,
Figura 10 A) y en un repetido en la base -441 del promotor de psy2 (Figura 10B). Por
otra parte, se observé la presencia de varios elementos enhancer (cajas TATA y caja
CAAT, Tabla |, Figura 11B), distribuidos principalmente dentro de la regién mas

proximal del promotor de /cyb1 y dentro de la zona mas distal del promotor de psy2.

Los elementos de respuesta a estrés bidtico y abiético presentan una

distribucion homogénea dentro de los dos promotores. Dentro de éstos destacan los
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elementos DRE (secuencia consenso TACCGACAT) y MBS (secuencia consenso

TAACTG), de respuesta a la falta de agua.

Finalmente, en la figura 11C se ilustra la distribucion de los elementos de
respuesta a hormonas, principal foco de investigacién en este trabajo. Es posible
observar la presencia de un gran numero de elementos de respuesta a ABA
(elementos ABRE en su mayoria, pertenecientes a la familia G-box y de secuencia
consenso ACGT, Marcotte y col.,, 1989) en el promotor de fcyb1. Es importante
destacar, que junto a los elementos ABRE, en este promotor se encuentran también 3
elementos acopladores (un CE1, de secuencia consenso TGCCACCGG y dos CE3, de
secuencia consenso GACGCGTGTC). En el promotor de psy2 existen 3 elementos
ABRE, de los cuales 2 se encuentran préximos entre si, y podrian constituir un

complejo de respuesta a ABA (ABRC, Gémez-Porras y col., 2007)

Ademas, se encontraron varios elementos de respuesta a giberelinas (motivo
GARE, de secuencia consenso ACAGA o TCTGT, Box P de secuencia consenso
CTCCAACAAACCCCTTC y Box TATC, de secuencia consenso TATCCCA, Tabla 1),
secuencias de distribucién homogénea en el promotor de psy2 y principalmente en la
region distal del promotor de lcyb1 y a auxinas (Elemento TGA, de secuencia consenso
AACGAC, Box GATA, de secuencia consenso TTACCACAGAAACTC, AuxRE, de
secuencia consenso TGTCTCAATAAG, AuxRR-core, de secuencia consenso
GGTCCAT y Box as-1, de secuencia consenso TGACGAATGCGATGACC (Tabla I), de

distribucién homogénea en ambos promotores, Figura 11).

Para la definicion de las deleciones de promotor a estudiar (promotores

parciales y minimos de cada gen) se tomaron en cuenta la distribucién de los motivos
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de respuesta a hormonas, asi como el TSS (zona de inicio de la transcripcion, Figura
11C), el cual se incluyé dentro de la construccion de los promotores minimos (Pm). El
promotor minimo de /cyb? se definié justo rio arriba del segundo elemento de
respuesta a ABA, mientras que el promotor minimo de psy2 se definié entre los dos
elementos de ABA préximos entre si, con el fin de evaluar si la combinacién de ambos
representaba un modulo funcional de respuesta a ABA. El promotor parcial (PP) de
psy2 correspondio a casi la totalidad del fragmento identificado, mientras que el de
lcyb1 se definié justo rio abajo de una serie de elementos de respuesta a ABA vy
giberelinas. El promotor total identificado para lcyb? no se consideré dentro de los
objetivos de este trabajo, debido a que no fue posible amplificarlo de novo desde DNA

gendémico.

3.3 Generacion de las construcciones portadoras de las regiones promotoras de

los genes Icyb1y psy2 dirigiendo la expresion de un gen reportero (gfp)

3.3.1 Clonacién de los promotores parciales (PP) y minimos (Pm) de los genes

Icyb1y psy2 en el vector de entrada pCR®8

Los promotores parciales y minimos de los genes lcyb? y psy2 definidos en el
punto anterior fueron amplificados desde DNA genémico de zanahoria y clonados en el
vector PCR®8. En la figura 12 A y B se observa la amplificacién del PP/cyb1 (1.057 pb)
y del Pmicyb1 (504 pb), respectivamente. En la figura 12C se observa el patrén de
digestion esperado del clon 6 de pCR®8/PPicyb1, el cual comprende bandas de 2,9 kb
y 906 pb para una orientacién en sentido del fragmento con respecto al sitio de

recombinacion attL1 (seccién 2.4.1.1), mientras que en la figura 12D se observan las 2
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bandas esperadas para una orientacion en sentido del Pmicyb? con respecto al sitio

atfL1 de S04 pb y 2,4 kb en los clones 4, 7 y 8.

De manera analoga, en Ia figura 13 A y B se observa la amplificacion del
PPpsy2 (769 pb) y del Pmpsy2 (421 pb) a partir del DNA genomico de zanahoria,
mientras que en C y D se observan los fragmentos de digestion esperados para una
orientacién en sentido de ambos fragmentos con respecto al sitio atiL1, de 1.373y
2.213 pb en los clones 3y 9 de PCR®8/PPpsy2 y de 2.150, 966 y 122 pb en los clones

3y 10 de pCR®8/Pmpsy2.

& PM PPleyb1 B PM Pmlcyb1
1kb—p
C
3kb—
<+ 25kb
1kb—p <+1kb

: i

Figura 12: Amplificacién de los fragmentos parcial y minimo del promotor de lcyb1. A)
Amplificacién del promotor parcial, PP y (B) minimo, Pm, del gen lcyb? desde DNA
gendmico de D. carota. C) Patrén de restricciéon del clon 6 de pCR®8fPP!cyb1 con las
enzimas BstE(l y Pstl. D) Patrén de restriccion de los clones 4, 5, 7 y 8 de pCR®8/Pmlcyb1
con las enzimas BstEll y Pstl. Se encerraron en un cuadrado los clones seleccionados para
posteriores analisis.
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Una vez obtenidos los clones pCR®8/PPicyb1 6, pCR®8/Pmicyb1 8,
pCR®8/PPpsy2 3 y pCR®8/Pmpsy2 10, estos se secuenciaron. Los clones
pCR®8/PPpsy2 3 y pCR®8/Pmpsy2 10 presentaron un 99% de identidad con la
secuencia esperada y las mutaciones presentes en ellos (1 en cada uno) no afectaron
los motivos regulatorios identificados. El clon pCR®8/PPlcyb? 6 presentd también un
99% de identidad, ubicandose las 4 mutaciones presentes en él en regiones no
codificantes para motivos regulatorios. Por otra parte, el clon pCR®8/Pmicyb? 8
presento una identidad de un 97% con la secuencia esperada y una de las mutaciones
presentes en él generd el cambio de una base en un motivo de respuesta a 4c.

salicilico sobrelapado con un elemento de respuesta a auxinas.
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2kb—p

1kb—»

Figura 13: Amplificaciéon de los fragmentos parcial y minimo del promotor de psy2. A)
Amplificacién del promotor parcial, PP y (B) minimo, Pm del gen psy2 desde DNA gendmico
de D. carota. C) Patron de restriccion de los clones 3, 4, 6 y 9 de pCR®8/PPps gz con las
enzimas BstE/l y Sspl. D) Patrén de restriccion de los clones 1, 3, 5y 10 de pCR"8/Pmpsy2
con las enzimas BstEll y Hindlll. Se encerraron en un cuadrado Ios clones seleccionados para

posteriores analisis.

3.3.2 Generacion de los vectores de destinacion mediante recombinacién por

tecnologia Gateway y transformacién de A. tumefaciens con las construcciones

de expresion

Una vez obtenidos los clones de entrada para las 4 construcciones generadas,

estos se recombinaron con el vector pMDC111, con el fin de generar los vectores de
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destinacién donde cada promotor queda dirigiendo la expresion del gen reportero gfp,

para el analisis de la funcionalidad de los promotores en plantas.

En la figura 14A se observa el patron de restriccion de los clones
pMDC111/PPlcyb1 7' y 11°, con las bandas esperadas de 972 y 10.330 pb para una
orientacidén en sentido con respecto al sitio atfB1, indicativo de la correcta insercién del
fragmento promotor en el vector de destinacion (Figura 4); en 14B se observan las 4
bandas esperadas de 8.960 pb, 1.078 pb, 365 pb y 157 pb para una orientacion en
sentido en los clones pMDC111/Pmicyb1 1,2 y 4 con respecto al sitio aftB1 del vector;
en 14C se observan las bandas de 5.533, 4.411 y 881 pb, correspondientes a la
orientacion en sentido de los clones pMDC111/PPpsy2 5,6,7 y 8 con respecto al sitio
attBly en 14D se observan las 4 bandas de 8.960, 1.078, 211 y 122 pb,
correspondientes a la orientacién en sentido de los clones pMDC111/Pmpsy2 1,2, 3y

4 con respecto al sitio attB1.

Luego de la comprobacion de la correcta orientacion de los clones
pMDC111/promotor, se escogieron los clones pMDC111/PPlcyb1 7,
pMDC111/Pmicyb1 2, pMDC111/PPpsy2 5 y pMDC111/Pmpsy2 3 para transformar
células competentes de A. tumefaciens (seccién 2.3.3). La comprobacién de la
correcta transformacién se realizé mediante PCR de colonias (seccion 2.4.6.3),
utilizando como partidor en antisentido el GFP R.2 y como partidor en sentido PP/cyb1
F, Pmicyb1 F, PPpsy2 F y Pmpsy2 F (Tabla V). Mediante este PCR direccional se logré
amplificar la totalidad de cada fragmento promotor sumado a una parte del gen
reportero gfp. En la figura 15 A, B, C y D se observa la amplificacion de 1.781 pb, 1.228
pb, 1.493 pb y 1.145 pb correspondientes a los fragmentos PPlcyb1::gfp, Pmicyb1..gfp,
PPpsy2::gfp y Pmpsy2:.gfp, respectivamente.
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A PM 1 B PM 1 [2] 3 4

10 kb
6 kb
4kb—p
1kb
1kb—p
<4— 250 pb

Figura 14: Patrones de restriccion de los clones pMDC111/promotor. A: Patréon de
restriccion de los clones de pMDC111/PPlcyb? 7' y 11’ con las enzimas Sac/ y Pstl. B: Patron
de restriccion de los clones de pMDC111/Pmicyb1 1, 2, 3 y 4 con las enzimas EcoR! y Pstl. C:
Patron de restriccion de los clones de pMDC111/PPpsy2 5, 6, 7 y 8 con las enzimas BstEll y
Sspl. D: Patrén de restriccion de los clones de pMDC111/Pmpsy2 1, 2, 3 v 4 con las enzimas
EcoR! y Hindlll. Se encerraron en un cuadrado los clones seleccionados para posteriores
andlisis.
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Figura 15: PCR de colonias de A. tumefaciens transformadas con las
construcciones promotor:gfp. A. pMDC111/PPlcyb1. B: pMDC111/Pmicybi. C:
pMDC111/PPpsy2. D: pMDC111/Pmpsy2. Los partidores utilizados y los fragmentos
esperados se detallan en el texto y en la tabla V. Se encerraron en un cuadrado los clones
seleccionados para posteriores analisis.
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3.4 Transformacién transitoria de hojas de N. tabacum y frutos de S.
lycopersicum y C. annuum con A. tumefaciens portadoras de las construcciones

generadas

La funcionalidad de las construcciones se comprobé mediante la transformacion

transitoria de hojas de tabaco y de frutos de tomate y pimentén.

La transformacion transitoria de hojas de tabaco mediante agroinfiltracion con
A. tumefaciens es un sistema bien establecido para la evaluacién de construcciones de
expresion en plantas, tales como la evaluacién de proteinas de fusién fluorescentes y
el analisis de promotores (Sparkes y col., 2008; Yang y col., 2000; Kapila y col., 1997).
La transformacién transitoria de frutos de tomate mediante agroinyeccion (Spolaore y
col., 2001) es un sistema menos conocido, pero igualmente (til para demostrar la
funcionalidad de las construcciones generadas en este trabajo, especialmente
considerando que este sistema posee células con cromoplastos, lo cual se asemeja a
nuestro modelo de interés, la raiz modificada de zanahoria. Por otra parte, esta técnica
de transformacién de frutos de tomate ha sido utilizada previamente en el laboratorio
para demostrar la funcionalidad del promotor de la poligalacturonasa, PG (Nufez,
2007). La transformacion transitoria de frutos de pimentén fue una innovacion de este
trabajo y se decidid6 probar porque este fruto, al igual que el tomate, posee
cromoplastos en sus células, y presenta la ventaja de poseer menos agua en sus
células, lo que facilita la extraccién del RNA para la evaluacion de la expresion del gen

reportero gip.

La evaluacion de la funcionalidad de las construcciones generadas, al igual que

la de un control positivo (pPCAMBIA, que posee el promotor constitutivo 35S dirigiendo
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la expresion de gfp), se llevé a cabo mediante amplificacion por PCR del gen reportero
gfp en los tres sistemas evaluados, asi como mediante la observacién de la

fluorescencia de GFP en las células epidermales de las hojas de tabaco agroinfiltradas.

En la figura 16 A y B se observa la amplificacién del gen 18S (196 pb) y gfp
(115 pb, amplificado con los partidores GFP F.1 y GFP R.2, Tabla V), respectivamente,
para las muestras de tabaco transgénicas para las 4 construcciones generadas
(pPMDC111/PPlcyb1, pMDC111/Pmicyb1, pMDC111/PPpsy2 y pMDC111/Pmpsy2),
ademdas de pCAMBIA y una muestra sin transformar (WT). Se muestra ademas la
ausencia de DNA genomico en los carriles S/RT, que corresponden al PCR para el gen
18S utilizando como blanco RNA luego del tratamiento con DNasa | (seccién 2.4.6.1).
En C y D se ilustra lo mismo, pero para las muestras de tomate, al igual que en E y F,

para las muestras de pimenton.

De esta manera se comprobé la funcionalidad de todas las construcciones

generadas, tanto en tejidos ricos en cloroplastos como en cromoplastos.
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A PM  PPlybl S/RT PPpsy2 S/RT Pmicybl S/RT Pmpsy2 S/RT 355 S/RT  WT S/RT

B PM PPleybl PPpsy2 Pmicybl Pmpsy2 355 WT C-

C PM PPicybl S/RT PPpsy2 S/RT Pmicybl S/RT Pmpsy2 S/RT 355  S/RT WT S/RT

200 pb—»

D PM PPlcyb1 PPpsy2 Pmlcybl Pmpsy2 355 WT C-

E PPleypl S/RT PPpsy2 S/RT Pmlcybl S/RT Pmpsy2 S/RT 355 S/RT  WT  §RT PM

F PM PPleyb1 PPpsy2 Pmlecybl Pmpsy2 355 WT C-

Figura 16: Expresion de gfp en hojas de tabaco y frutos de tomate y pimentén
transformados transitoriamente con las construcciones promotor:gfp. PPlcyb:
promotor parcial de /cyb1. PPpsy2:. promotor parcial de psy2. Pmlcyb1: promotor minimo de
lcyb1. Pmpsy2: promotor minimo de psy2. En A y B: amplificacion del gen 18S y gfp,
respectivamente, en muestras de tabaco transformadas con las construcciones
mencionadas. Fragmentos esperados: 196 y 115 pb, respectivamente; C y D: amplificacién
del gen 18S y gfp, respectivamente, en frutos de tomate transformados con las
construcciones mencionadas. E y F: amplificacion del gen 78S y gfp, respectivamente, en
frutos de pimentén transformados con las construcciones mencionadas. S/RT: control de la
sintesis de cada cDNA para verificar la ausencia de DNA.
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Figura 17: Microscopia de fluorescencia de hojas de tabaco transformadas
transitoriamente con las construcciones promotor::gfp. A: PPlcyb1::gfp; B: PPpsy2:.gfp;
C: Pmilcyb1..gfp; G. Pmpsy2:.gfp; H: C- (WT); I: 35S; D-F: Imagenes de campo claro de las
imagenes A-C, respectivamente; J-L: Imagenes de campo claro de las imagenes G-,
respectivamente. Los asteriscos blancos indican zonas de fluorescencia de GFP en el
citoplasma. Aumento: 400x. Barra: 50 um.
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En la figura 17 se observan imagenes de la fluorescencia de GFP en las hojas
de tabaco agroinfiltradas con las cuatro construcciones promotor:.gfp, ademas del
control positivo 35S::gfp. Para todas las construcciones, incluida el control positivo, se
observaron regiones discretas cercanas a la membrana celular (denotadas con
asteriscos blancos), correspondientes a la fluorescencia de GFP en el citoplasma,
localizacion reportada para esta proteina reportera al no estar fusionada a otra proteina
(Hanson y Kéhler, 2001), y no asi para una muestra silvestre (WT), sin transformar. De
esta manera se corroboraron y complementaron los resultados obtenidos mediante

PCR en las hojas de tabaco.

3.5 Transformacion estable de plantas con A. tumefaciens portadoras de las

construcciones para los promotores de Icyb1y psy2

3.5.1 Transformacién de explantes de D. carota

La transformacién de D. carota mediante A. tumefaciens se llevé a cabo de
acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos (secciéon 2.3.4.1). En la figura 18 se
observan las distintas etapas del proceso de embriogénesis somatica, comenzando por
el engrosamiento de los explantes luego de 4 semanas en el Medio D.c | (Tabla lll,
Figura 18A) para luego observarse la aparicion de tejido pre-embriogénico, tras 8
semanas (Medio D.c I, Tabla Ill, Figura 18A). En la figura 18 C y D se observa la
aparicion y elongacién de embriones, tras 12 y 15 semanas respectivamente (Medio
D.c lll, Tabla Ill), mientras que en la figura 18 E y F se observan ya plantas formadas,

tras 22-30 semanas in vitro (Medio D.c Ill) y luego en tierra, respectivamente.
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Actuaimente se cuenta en tierra con 2 plantas transformadas con Ia
construccion pMDC111/PPicyb1, 2 lineas de pPMDC111/PPpsy2, 4 lineas de
PMDC111/Pmicyb? y 1 linea con pMDC111/Pmpsy2, y se cuenta con mas plantas
elongando en medio D.c lll. Dado que el proceso de embriogénesis somatica resultd
mas largo de lo esperado (debido a contaminaciones que obligaron a repetir las
transformaciones hasta 3 veces), la evaluacion de estas plantas quedd fuera de los

objetivos de este trabajo y se realizara posteriormente.

Figura 18: Obtencién de plantas de zanahoria transgénicas para los promotores de
lcyb1y psy2. A: engrosamiento de explantes tras 4 semanas de cultivo en Medio D.c I; B:
Aparicién de tejido pre-embriogénico tras 8 semanas (Medio D.c Il); C y D: Aparicion y
elongacion de embriones tras 12 y 15 semanas, respectivamente (Medio D.c Ill): E:
Aparicion de plantulas luego de 22 a 30 semanas de cultivo (Medio D.c Il); F: Cultivo de
plantas en tierra.

3.5.2 Transformacion de explantes de N. tabacum

La transformacion estable de tabaco se llevé a cabo de acuerdo a lo sefialado
en Materiales y Métodos (seccion 2.3.4.2). En la figura 19 es posible observar las

diferentes etapas del proceso, desde explantes recién transformados (A, Medio N.t 1),
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hasta la generacion de pequefias plantulas luego de 6 semanas de cultivo (B, Medio
N.t Il). Tras 9 semanas (Medio N.t lll) las plantulas ya enraizan y elongan, y son luego

traspasadas a tierra, tras aproximadamente 3 meses de cultivo in vitro (Figura 19 D).

Figura 19: Obtenciéon de plantas de tabaco transgénicas para los promotores de
lcyb1 y psy2. A: Explantes transformados tras 1 semana de cultivo en Medio N.t [; B:
Aparicion de plantulas luego de 6 semanas de cultivo (Medio Il); C: Elongacion y
enraizamiento de plantulas en frascos con Medio N.t lll tras 9 semanas de cultivo; D:
Traspaso de plantas a tierra luego de 12 semanas de cultivo in vitro.

3.6 Identificacion de las plantas de tabaco transgénicas y determinacion de la

expresion basal de gfp.

La identificacién de las plantas transgénicas de tabaco transformadas
establemente con las construcciones pMDC111/PPlcyb1, pMDC111/PPpsy2,
pMDC111/Pmicyb1, pMDC111/Pmpsy2 y con el vector sin promotor pMDC111, se llevd
a cabo mediante PCR desde DNA gendémico extraido de sus hojas. Primeramente, se

amplifico el gen 78S, para comprobar la calidad del DNA extraido y luego se verificé la
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transgénesis mediante la amplificacion del gen reportero gfp. Finalmente, se realizé un
PCR direccional, para comprobar la presencia de los promotores rio arriba de gfp, lo

que se observa en las figuras 20, 21 y 22.

A PMPL1PL2 PL4 PL5 PL7 PL8 PL9 PL10PL11PL12PL13 Ppl Pp2 Pp3 Pp4 Pp5 Pp6 Pp7 Pp8 Pp9 Ppld PM C-

B PM PL1 PL2 PL4 PL5 PL7 PL8 PL9 PL10 PL11PL12 PL13 Ppl Pp2 Pp3 Pp4 Pp5 Ppé Pp7 Pps Pp9 Ppl0 PM C-
P P po fps I'po .pd I'p

C PM PL1 PL2 PL4 PL5 PL7 PL8 PL9 PLI0 PLI1 PLI2 PLI3 C

D PM Ppl Pp2 Pp3 Ppd Pp5 Ppé Pp7 Pp8 Pp9 Ppl0 C-

Figura 20: ldentificacion de las plantas de tabaco transgénicas para los promotores
parciales de IcybT y psy2. A: amplificacion del gen 78S en 11 lineas de tabaco con
pMDC111/PPlcyb1 (PL) y de 10 lineas con pMDC111/PPpsy2 (Pp). Fragmento esperado; 196 pb,
B: Amplificacién de gfp en las mismas lineas, con los partidores GFP F y GFP R.1 (Tabla IV).
Fragmento esperado: 583 pb, C: PCR direccional PPlcyb1::gfp con los partidores PPicyb1 F y
GFP R.2. Fragmento esperado: 1.781 pb, D: PCR direccional PPpsy2::gfp con los partidores
PPpsy2 F y GFP R.2. Fragmento esperado: 1.493 pb.
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A MLl ML2 ML3 ML4 ML5 ML6 ML7 ML8 ML9 ML10 MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 PM C-

C PM ML1 ML2 ML3 ML4 ML5 ML6 ML7 ML8 ML MLI0O PM C-

<+1kb

D PM MP1 MP2 MP3 MP4 MP5 PM C-

Figura 21: Identificacion de las plantas de tabaco transgénicas para los promotores minimos
de lcyb1y psy2. A: amplificacion del gen 18S en 10 lineas de tabaco con pMDC111/Pmicyb? (ML)
y de 5 lineas con pMDC111/Pmpsy2 (MP); B: Amplificacion de gfp en las mismas lineas, con los
partidores GFP F y GFP R.1. Tamafio esperado: 583pb, C: PCR direccional Pmlcyb1::gfp con los
partidores Pmlcyb? F y GFP R.2. Fragmento esperado: 1.228 pb ; D: PCR direccional Pmpsy2::gfp
con los partidores Pmpsy2 F y GFP R.2. Fragmento esperado: 1.145 pb.

A B
C- PM 1111 1112 1113 111.4 WT PM 111.1 111.2 111.3 1114 PM WT C-

Figura 22: Identificacién de las plantas de tabaco transgénicas para el vector sin promotor
pMDC111. A: amplificacién del gen 18S en 4 lineas de tabaco transformadas con pMDC111
(111); B: Amplificacion de gfp en las mismas lineas, con los partidores GFP F y GFP R.1
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Luego del analisis para la identificacion de las plantas transgénicas se
obtuvieron 11 lineas positivas para la transformacién con pMDC111/PPlcyb1, 10 lineas
para pMDC111/PPpsy2, 10 lineas para pMDC111/Pmicyb1, 5 lineas para
pMDC111/Pmpsy2, vy 4 lineas transgénicas para el vector pMDC111, sin promotor.
Lineas transformadas con pCAMBIA (35S:gfp) se encuentran actualmente en Medio

N.t 1.

Tras la verificacion de la transgénesis, se seleccionaron 7 lineas de
pMDC111/PPpsy2, 5 lineas de pMDC111/Pmpsy2, 4 lineas de pMDC111/PPlcyb1y 6
lineas de pMDC111/Pmicyb1 que presentaron un fenotipo similar en cuanto al tamafio
y coloracién de sus hojas para la cuantificacién de los niveles de expresién de gfp
mediante PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR). Todas ellas fueron comparadas

(calibradas) frente a la expresién de gfp en la linea pMDC111.3 (Figura 23).

En la figura 23A se observan los niveles de expresion de gfp en 7 lineas de tabaco
transformadas establemente con pMDC111/PPpsy2 (Lineas 1, 2, 6,7, 8,9, 10)yen 5
lineas transgénicas para pMDC111/Pmpsy2 (Lineas 1 a la 5), calibradas frente a la
expresion de gfp en la linea pMDC111.3. De las 7 lineas de pMDC111/PPpsy2, las
lineas 1, 2, 6, 7 y 10 tienen niveles de expresion de gfp similares, de alrededor de 40
veces mas que la expresion en pMDC111.3, mientras que las lineas 8 y 9 tienen una
expresion mayor, cercana a 80. Para las lineas transgénicas para el promotor minimo,
todas tienen una expresion similar, cercana a 35, excepto la linea 3, cuya expresion es
mayor. En la figura 23B se ilustra el promedio de expresién de las lineas mas
homogéneas (1, 2, 6, 7 y 10) del promotor parcial y de las lineas mas homogéneas (1,
2, 4 y 5) del promotor minimo, observandose una expresion de gfp levemente mayor en

el promotor parcial de psy2, frente al promotor minimo del mismo gen.
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Figura 23: Niveles de expresion basal de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial y minimo de psy2. A: Expresiéon de gfp en las lineas 1, 2, 6, 7, 8, 9 y 10 del
promotor parcial de psy2y en las lineas 1 a 5 del promotor minimo de psy2. Los valores corresponden
a duplicados técnicos para cada linea los cuales estan normalizados frente a la expresion del gen 18S
y calibrados frente a la expresion de gfp en la planta control, transformada con el vector pMDC111; B:
Expresién promedio de gfp en las lineas 1, 2, 6, 7 y 10 del promotor parcial de psy2 y en las lineas 1,
2, 4 y 5 del promotor minimo de psy2. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre cada
promedio y el calibrador, mientras que * denota diferencias significativas entre el promedio de la
expresion en el promotor parcial de psy2 frente al minimo. Test de T de dos colas no pareado, p <
0,001.

También es posible observar que la expresién de gfp tanto en el promotor
parcial como en el minimo es significativamente mayor a la expresiéon en la planta

control (pPMDC111.3)

De igual manera, en la figura 24A se ilustran los niveles de expresién basal de
gfp en las lineas de tabaco transgénicas para el promotor parcial de /lcyb1,
observandose una expresion relativamente homogénea, de alrededor de 100 veces la
expresion en la misma planta control utilizada para calibrar los valores de gfp de los
promotores de psy2 (pMDC111.3). Para la plantas transgénicas para el promotor

minimo de lcyb1, sin embargo, se observan 3 plantas con una expresiéon muy baja
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(lineas 2, 3 y 4), mientras que dos presentan una expresion muy alta (lineas 1y 7),
mayor incluso que la encontrada para el promotor parcial, y una presenta un
comportamiento intermedio (linea 6). Una explicacion para tal diferencia pueden ser
las diferentes zonas de insercion de las construcciones dentro del genoma, quedando
estas cercanas de algun elemento activador de la transcripcién en las lineas 1y 7.
Ademas, es importante destacar que cada linea, tanto de los promotores parciales
como minimos de cada gen, es un evento independiente de transformacion
(generacion T0), lo que puede explicar las variaciones de expresion entre ellas. En la
figura 24B se ilustra la expresién promedio de gfp en las plantas transgénicas para el
promotor parcial (todas las lineas) y con el minimo de lcyb? (lineas 2,3 y 4),
observandose una gran diferencia en los niveles de expresién de gfp entre las lineas
transgénicas para el promotor parcial comparadas con las transgenicas para el
promotor minimo, de aprox. 20 veces. Ademas, es posible observar que tanto las
lineas transgénicas para el promotor parcial como para el minimo presentan una
expresion de gfp mayor a la observada en la planta control, aungue la expresién en el

promotor minimo es muy baja y sobrepasa la del control por 5 veces.

Es importante destacar ademas, que las lineas transgénicas para el promotor
parcial de fcyb1 (pMDC111/PPicyb1) presentan la mayor expresién de gfp entre todas
las plantas transgénicas para todas las construcciones generadas (con el promotor

parcial de psy2 y con los promotores minimos de ambos genes, datos no mostrados).

80



A PPlcyb1y Pmicyb1 B pPicyb1y Pmicyb1 promedio

i
-
= =
= =
—
z =
£
R z
2 o
& e
& #
]
= ~
25

Figura 24: Niveles de expresion basal de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial y minimo de /cyb1. A: Expresién de gfp en las lineas 4, 5, 7 y 10 del promotor
parcial de lcyb1 y en las lineas 1 a 4, 6 y 7 del promotor minimo de /cyb1. Los valores corresponden
a duplicados técnicos para cada linea los cuales estan normalizados frente a la expresion del gen
18S y calibrados frente a la expresion de gfp en la planta control, transformada con el vector
pMDC111; B: Expresién promedio de gfp en las lineas 4, 5, 7 y10 del promotor parcial de lcyb1 y en
las lineas 2, 3 y 4 del promotor minimo de lcyb1. Los asteriscos denotan diferencias significativas
entre cada promedio y el calibrador, mientras que # denota diferencias significativas entre el
promedio de la expresion en el promotor parcial de /cyb? frente al minimo. Test de T de dos colas no
pareado.**; p<0,01; *** p<0,001.

3.7 Analisis de la expresién de los genes leyb1, Icyb2, psy1y psy2 en plantulas

de D. carota silvestres tratadas con diferentes fitohormonas

Los promotores de los genes carotenogénicos /cyb1 y psy2 presentan varios
elementos de respuesta a fitohormonas (Figura 11, Tabla ). Con el fin de determinar
las hormonas que podrian tener un efecto activador o represor en estos promotores, se

decidié evaluar el efecto de las fitohormonas ABA, 2,4-D y GA3 en los niveles de
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expresion de los genes enddgenos /cyb? y psy2, asi como de sus genes paralogos

leyb2 y psy1, en plantas de zanahoria silvestres.

Para esto, plantulas de zanahoria cultivadas in vitro durante 17-19 dias fueron
incubadas con las distintas hormonas segun lo explicitado en Materiales y métodos
(seccion 2.7.1), tras lo cual se les extrajo el RNA y se evalué la expresion de los genes

de interés mediante gPCR.

En la figura 25 se ilustra la amplificacion correcta y homogénea del gen 78S,
indicativo de la calidad y uniformidad en los cDNAs sintetizados, para plantulas

tratadas con las 3 hormonas seleccionadas.

A PM 501 502 503 100.1 100.2 100.3 200.1 2002 2003 C1 C2 C3

b e LA

B PM 101 102 103 501 502 503 450.1 4502 4503 C1 C2 C3

C PM 51 52 53 201 202 203 501 502 503 C1 C2 C3 C-

200 pb —»

Figura 25: Amplificacion del gen 78S desde cDNAs de zanahoria silvestres tratadas con
ABA, 2,4-D y GA3. A: cDNAs de plantas tratadas con ABA a 50, 100 y 200 uM, ademas del
control sin hormona (todo en triplicado). B: cDNAs de plantas tratadas con la auxina 2,4-D a 10,
50 y 450 uM, ademas del control sin hormona (todo en triplicado).C: cDNAs de plantas tratadas
con Giberelina, GA3 a 5, 20 y 50 uM, ademas del control sin hormona (todo en triplicado).
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Luego de la verificacién de la correcta sintesis de los ¢cDNAs, se procedié a
cuantificar los niveles de expresiéon de los genes Icyb? y psy2. Ademas, se
determinaron los niveles de expresion de los genes /cyb2 y psy?, con el fin de
comparar la respuesta de estos genes parédlogos frente a los estimulos hormonales
aplicados. En el caso de las plantulas tratadas con 2,4-D, se evalu6 también la
expresion del gen Dcarg-1, gen de zanahoria reportado como inducible por 2,4-D

(Kitamiya y col., 2000) y que fue incluido como control positivo de este tratamiento.

En la figura 26A se observa el efecto del tratamiento con ABA a distintas
concentraciones. Es posible observar una gran induccién del gen psy2, en las tres
concentraciones de la hormona, de entre 5 a 6 veces con respecto a su control.
Interesantemente, el gen psy? presenta un comportamiento contrario, reprimiéndose
en 2 de las concentraciones evaluadas. El gen lcyb1, por otra parte, presenta una
induccién de entre 1,5 a 2 veces frente a su control (en ABA 50 y 200 uM), mientras
que su gen paralogo /lcyb2 presenta la misma tendencia de aumento, aunque mas leve
(1,5 veces en ABA 200 uM). En el tratamiento con la auxina sintética 2,4-D (Fig. 26B)
se observé el efecto contrario para el gen psy2, el cual se reprimié en las 2
concentraciones analizadas. El gen psy? presentdé una leve represién en una de las
concentraciones evaluadas, mientras que los genes lcyb1 y lcyb2 no presentaron
cambios. El gen Dcarg-1 presenté el comportamiento esperado, induciéndose en
presencia de esta hormona, lo cual indica que el tratamiento con la hormona fue
implementado de manera adecuada. Cabe destacar que inicialmente se trataron
plantulas de zanahoria también con una concentracién mayor de esta hormona (450
uM) pero se descartaron los datos de la cuantificacion de su efecto, por ser una

concentracion tdxica para la planta, que la afectaria de manera pleyotrépica.
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Finalmente, en presencia de GA3 (Fig. 26C), el gen psy2 no presenté cambios,
mientras que el gen psy7 se indujo 2,4 veces. El gen lcyb1 se indujo 1,6 veces en GA3

50 uM, mientras que fcyb2 no presenté cambios.

De lo anterior se concluye que el gen psy2 es inducible por ABA y reprimible por 2,4-D,
mientras que el gen psy? se reprime en presencia de ABA y se induce por GA3. Por

otra parte, el gen lcyb1 es levemente inducido en presencia de ABA y GA3.

Considerando estos resultados, se procedié a evaluar el efecto de ABAy 2,4-D
en los niveles de expresién de gfp en las plantas de tabaco transgénicas para los
promotores de psy2 y el efecto de ABA y GA3 en las plantas de tabaco transgénicas
para los promotores de Ilcyb1. El analisis del efecto del ABA en las plantas de tabaco
transgénicas para los promotores parciales y minimos de /cyb? se realizara

posteriormente.
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Figura 26: Efecto de las fitohormonas ABA, auxina y GA3 en los niveles de
expresion de los genes Icyb1, psy2 y psy1 en zanahorias silvestres. A: Efecto del
ABA; B: Efecto de 2,4-D; C: Efecto de GA3. Todos los valores corresponden a triplicados
biolégicos y duplicados técnicos y estan normalizados frente a la expresién del gen
ubiquitina y calibrados frente a cada control (sin tratamiento). Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre la expresion frente a una determinada concentracién de
hormonas y su control, determinadas por Test de T de dos colas no pareado. *: p<0,05; **:
p<0,01; *** p<0,001.
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3.8 Analisis de la actividad de los promotores parciales y minimos de los genes
Icyb1y psy2 en plantas de N. tabacum tratadas con las hormonas ABA, 2,4-D y

GA3 y durante un tratamiento de induccién por luz

Con el objetivo de determinar el efecto de las hormonas ABA, auxina (2,4D) y
giberelina (GA3) y la luz como estimulos sobre la expresion de gfp dirigida por los
promotores PPlcyb1, PPpsy2, Pmicyb1 y Pmpsy2, decidimos cuantificar la expresién
del gen reportero en muestras de hojas de tabaco bajo estos tratamientos. Este
analisis permitira relacionar la funcionalidad de los genes con los diversos estimulos a

los que estan sometidos.

3.8.1 Efecto del ABA en la expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y minimos de psy2

Dado que las plantas de zanahoria silvestres tratadas con ABA presentaron una
acentuada induccién del gen psy2 (Figura 26A), decidimos evaluar si este era un efecto
directo sobre el promotor de este gen cuantificando la expresién de gfp dirigida por los

promotores parcial y minimo de psy2.

El tratamiento hormonal se realizé de acuerdo a lo explicitado en Materiales y

Métodos (seccion 2.7.2), al igual que la extracciéon de RNA y la sintesis de cDNA.

En la figura 27 es posible observar la adecuada amplificacion del gen 78S,

indicativo de la calidad y homogeneidad de los cDNAs sintetizados.
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Figura 27: Amplificacion del gen 78S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos para
el promotor parcial y minimo de psy2 tratadas con ABA. A: Plantas de tabaco transformadas con
el promotor parcial de psy2 .1-24: lineas 1, 2, 6, 7, 8 y 9 del promotor parcial de psy2 tratadas con
ABA 50 uM, 100 uM y 200 uM, y control. B: Plantas de tabaco transformadas con el promotor parcial y
minimo de psy2. 1-4: linea 10 del promotor parcial de psy2 tratada con ABA 50, 100 y 200 uM y
control. 5-24: lineas 1, 2, 3, 4 y 5 del promotor minimo de psy2, tratadas con ABA 50, 100 y 200 uM, y
control. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso molecular.

En la figura 28 se observa la cuantificacion de gfp en las 7 lineas del promotor
parcial de psy2 tratadas con las diferentes concentraciones de ABA. Se grafic la
expresion de gfp y de osmotin para cada linea por separado. El gen osmotin es un gen
de tabaco previamente reportado como inducible por ABA (Singh y col., 1989). Lo
primero que se observa en la figura 28 es la induccién del gen osmotin en al menos 2
concentraciones de ABA en las 7 lineas analizadas (de entre 1,3 y 3,8 veces),
comprobandose su efectividad como gen control inducible por esta hormona. Ademas,
en las lineas transgénicas 2, 6, 7, 8, 9y 10 para el promotor parcial de psy2 se
observa la induccién de los niveles de gfp, en al menos una de las concentraciones
analizadas (entre 1,2 y 3,5 veces). Este efecto es principalmente notorio en las lineas

2, 7, 8y 9 en las que la curva de induccién de gfp en respuesta a diferentes
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concentraciones de ABA es practicamente igual a la curva de induccién presentada por

el gen osmotin.

El mismo analisis para las plantas transgénicas para el promotor minimo de
psy2 se ilustra en la figura 29. En ella es posible observar que en las lineas 2, 3,4y 5
el gen osmotin se induce en 2 a 3 de las concentraciones de hormona usadas (entre
1.4 y 3 veces), comprobandose nuevamente su efectividad como gen control. En el
caso del promotor minimo, el gen gfp se induce claramente solo en la linea 1 (entre 1,4
y 1,6 veces en las 2 concentraciones). Sin embargo, en esta linea el gen control no se
indujo, por lo cual esta linea no es concluyente. En la linea 3 se observa una leve,
aunque significativa, induccién en 50 uM de ABA (1, 7 veces), mientras que en la linea
2 existe una leve induccién en 50 uM (de un 10%), pero una represion en 100 uM (de
un 50%). Sin embargo, en las lineas 4 y 5 existe una represiéon de gfp (de aprox. un
40%). Por esto no fue posible establecer una respuesta bien definida del promotor
minimo de psy2 frente a ABA. Lo anterior se evidencia mas claramente en la figura 30,
donde se grafica el promedio de las expresiones de gfp y osmotin para las lineas 2, 7,
8 y 9 del promotor parcial de psy2 y para las lineas 2, 3, 4 y 5 del promotor minimo de
psy2. Para el promotor parcial de psy2 se evidencia la misma curva de induccién de
gfp y osmotin, otorgandole solidez al resultado, mientras que para el promotor minimo
se observa una leve represion de gfp en una curva opuesta a la induccién de osmotin,
con lo que se puede concluir que el promotor parcial de psy2 es inducible por ABA y no

asi el promotor minimo.

Lo anterior puede asociarse al elemento ABRE, de respuesta a ABA, presente

en el promotor parcial del gen psy2, pero ausente en el minimo (Figura 11C, Tabla I).
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Figura 28: Niveles de expresiéon de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas
para el promotor parcial de psy2 tratadas con ABA. A-G: Lineas 1, 2 y 6-10. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresién de 78S y calibrados frente a su control. N/R: no realizado. Asteriscos
indican diferencias significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona)
determinadas por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 29: Niveles de expresion de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor minimo de psy2 tratadas con ABA. A-E: Lineas 1 a 5. Cada valor corresponde al
promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresién
de 18S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada
valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas, no pareado.
* p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.

S0



bs PPpsy2 promedio
4..
HEl Control

g ABA 50 uM
},_3 &= ABA 100 uM
& BE ABA 200 uM
g 24

°

g

g 14

=

04
B .
Pmpsy2 promedio
3" k%
Il Control

B Hkk ABA 50 uM
E 2+ E= ABA 100 uM

@ B2 ABA 200 uM
8

S 1

&

(B

0_

Figura 30: Niveles promedio de expresion de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas
para el promotor parcial y minimo de psy2 tratadas con ABA. A: Promedio de las lineas 2, 7, 8 y
9 de plantas transformadas con el promotor parcial de psy2; B: Promedio de las lineas 2, 3, 4 y 5 de
plantas transformadas con el promotor minimo de psy2. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresion de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de
dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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3.8.2 Efecto del 2,4-D en la expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y minimos de psy2

De igual manera que lo analizado para el efecto de ABA, se decidi6 evaluar el
efecto de la auxina sintética 2,4-D en la expresion de gfp en los tabacos transgénicos
transformados con el promotor parcial y minimo de psy2, considerando que el gen psy?2

se reprime por acciéon de esta hormona en zanahorias silvestres.

Primeramente, se verificé la correcta sintesis de los cDNAs sintetizados a partir
de las distintas muestras tratadas o no con 2,4D mediante la amplificacién del gen 78S

(Figura 31).

A PM PL1 P12 P1C P21 P22 P2C P61 P62 P6.C P71 P72 P7.C P81 P82 P8.C P9.1 P9.2 P9.C PM

Figura 31: Amplificacién del gen 78S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para el promotor parcial y minimo de psy2 tratadas con 2,4-D. A: Plantas de tabaco
transformadas con el promotor parcial de psy2. 1-18: lineas 1, 2, 6, 7, 8 y 9 del promotor parcial
de psy2 tratadas con 2,4-D 50 uM y 100 uM, y control. B: Plantas de tabaco transformadas con
el promotor parcial y minimo de psy2. 1-3: linea 10 del promotor parcial de psy2 tratada con 2,4-
50y 100 uM y control. 4-18: lineas 1, 2, 3, 4 y 5 del promotor minimo de psy2, tratadas con 2,4-
D 50 y 100 uM. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso molecular.
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Una vez verificada la adecuada sintesis de los cDNAs, se procedi6 a evaluar la
expresién de los genes gfp y parC en las distintas muestras mediante gPCR. El gen
parC es un gen enddgeno de tabaco capaz de ser inducido por 2,4-D (Sakai y col.,
1996), por lo que su correcta induccién es un indicio de que el tratamiento hormonal

fue aplicado de manera correcta.

Comprobando que el tratamiento aplicado fue el correcto, en las figuras 32 y 33
se observa la induccién homogénea y dosis-dependiente del gen parC en todas las
lineas analizadas, ya sea del promotor parcial de psy2 (Figura 32) como del minimo
(Figura 33), con inducciones entre 10 y 20 veces a 10 uM de 2,4-D, y de entre 20 y 60

veces a 50 uM de 2,4-D, con respecto al control sin hormona.

Sin embargo, en las lineas transgénicas para el promotor parcial de psy2
(Figura 32) no fue posible observar una tendencia clara con respecto a la expresion de
gfp ya que en 3 lineas (1, 2 y 6), el gen gfp se indujo en respuesta a 2,4-Den 1o0las 2
concentraciones analizadas (entre 30 y 90%), mientras que otras 3 lineas (8, 9 y 10) se
reprimid (entre un 30 y 50%) , lo que corresponde al comportamiento esperado (segun
lo observado para el gen psy2 en zanahorias silvestres tratadas con esta hormona,
Figura 26). La linea 7 presenté un comportamiento dual, reprimiéndose a 10 uM (un

15%) e induciéndose a 50 uM de 2,4-D (un 50%).

En las lineas transgénicas para el promotor minimo de psy2 (Figura 33) se
observé una tendencia similar, aungue mas cercana a mostrar una reduccién en la
expresion de gfp. En las lineas 1 y 2 existe una clara represién del gen reportero en las
dos concentraciones utilizadas, de entre un 20 y un 55%, mientras que en la linea 5 se

observa la misma tendencia, aunque no se presentan diferencias significativas con
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respecto al control. Las lineas 3 y 4 presentan un comportamiento dual, induciéndose
la expresion de gfp en una concentracién (entre un 20 y un 40%) vy reprimiéndose en la

otra (un 30%).

Para ilustrar estos resultados de manera mas clara, en la figura 34 se ilustran
las expresiones promedio de parC y gfp de diferentes lineas. En la figura 34A se
grafica el promedio de las 7 lineas transgénicas para el promotor parcial de psy2, no
observandose cambios con respecto al control, debido a la diversidad de respuestas
entre las lineas analizadas. Sin embargo, al analizar por separado las lineas levemente
inducidas de las reprimidas, se ve una homogeneidad en cada uno de los grupos (no
mostrados). Esto implica la necesidad de analizar més lineas para descartar posibles
efectos de la zona de insercion y poder obtener una conclusién mas clara. En la figura
34B se grafica el promedio de expresion de gfp en las lineas 1, 2 y 5, transgénicas
para el promotor minimo de psy2 (las lineas 3 y 4 se excluyeron por presentar un
comportamiento dual), donde es posible observar una represion de la expresién de gfp

en las dos concentraciones usadas (de aproximadamente un 35%).

De lo anterior es posible concluir que el promotor minimo de psy2 se reprime en
presencia de 2,4-D, mientras que el promotor parcial no presenta una tendencia clara.
Esto podria relacionarse con el gran nimero de elementos de respuesta a auxina

presentes en el promotor minimo de psy2 (Figura 11C, Tabla ).
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Figura 32: Niveles de expresién de parC y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial de psy2 tratadas con 2,4-D. A-G: Lineas 1, 2 y 6 a 10. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresion de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de
T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.

95



A Pmpsy2 L1 B Pmpsy2 L2
. =X ™ Contct o - - Conird
2 & _ o 2400w | o2 3 24D 10uM
3 . 24050 | E - 24050 uM
g 8 1 :
£ 20 A — £
t | ;
-9 {208 &
g ¥ e Z
% (
00
R
& §
c Pmpsy2 L3 D
50 e
- . Contrc - - . Controi
s Cl24D10M | = 3z I3 24D 10uM
£ = 24D50m | § 2 . 24-D50uM
T W0 Pk E W0 LR
: ® 3 E ¢ o
2 : 3
¢ E
'
Pmpsy2 LS
»
W Conirol
. €3 24-D 10 WM
® . 24050 uM
10 =—
A

Exprosian relativa
e

1.5

14 .

0. -

[]
& &

Figura 33: Niveles de expresion de parC y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor minimo de psy2 tratadas con 2,4-D. A-E: Lineas 1 a 5. Cada valor corresponde al
promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la
expresion de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test
de T de dos colas, no pareado. *; p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 34: Niveles promedio de expresion de parC y gfp en plantas de tabaco
transgénicas para el promotor parcial y minimo de psy2 tratadas con 2,4-D. A:
Promedio de las 7 lineas transformadas con el promotor parcial de psy? B:
Promedio de las lineas 1, 2 y 5 transformadas con el promotor minimo de psy2.
Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresién de 78S y
calibrados frente a su control (tratamiento sin hormona). Asteriscos indican
diferencias significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona)
determinadas por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; *** p<0,001.
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3.8.3 Efecto del ABA en la expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas
portadoras del promotor parcial de lcyb1
Considerando que el gen lcyb1 presenté una induccion mediada por ABA en

plantulas de zanahoria silvestres (Fig. 26A), se evalu6 el efecto de esta hormona en la

actividad del promotor parcial de lcyb1 en plantas de tabaco transgénicas.

Luego de la sintesis de los cDNAs correspondientes, su calidad se evalud

mediante PCR del gen constitutivo 78S (Figura 35).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 C- PM

Figura 35: Amplificacion del gen 185 a partir de cDNAs de hojas de tabacos
transgénicos para el promotor parcial de lcyb1 tratadas con ABA. 1 a 12: cDNAs del
tratamiento control, ABA 50, 100 y 200 uM en las lineas 2, 4 y 11. 13-15: cDNAs del
tratamiento control, ABA 50 y 200 uM en la linea 12. 16-19: cDNAs del tratamiento control,
ABA 50, 100 y 200 uM en la linea 13. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso
molecular.

Al igual que para el promotor parcial de psy2 (Figura 30A), en este caso se
observé una induccién del gen control osmotin (entre 1,7 y 63 veces) en las 5 lineas
independientes evaluadas, indicando que el tratamiento hormonal se realizé
correctamente. En 4 de las 5 lineas evaluadas se observé a su vez una induccién del
gen reportero gfp (entre 1,4 y 24 veces), lo cual indica que el promotor de /cybT1 es
inducible por ABA, al igual que el promotor parcial de psy2. Esta respuesta se observa
mas claramente al graficar el promedio de los niveles de expresion de osmotin y gfp de
las 4 lineas inducidas (Figura 37), los cuales presentan la misma curva de induccion,

que ocurre de manera dosis dependiente.
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Figura 36: Niveles de expresion de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial de /cyb1 tratadas con ABA. A-E: Lineas 2, 4, 11, 12 y 13. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresion de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T
de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 37: Niveles de expresion promedio de osmotin y gfp en plantas de tabaco
transgénicas para el promotor parcial de /cyb1 tratadas con ABA. Los valores
corresponden al promedio de la expresion del gen osmotin y gfp en las 4 lineas de
tabaco transgénicas para PPicyb1 que presentaron una induccion del gen reportero gfp
en presencia de ABA. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la
expresion de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por
un test de T de dos colas, no pareado. *; p<0,05; **: p<0.01.
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3.8.4 Efecto del GA3 en la expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y minimos de /cyb?

De manera analoga y considerando la induccién que presentd el gen lcyb7 en
respuesta a GA3 en las plantulas silvestres de zanahoria, se evalué si los promotores
parciales y minimos de este gen eran capaces de ser inducidos por esta hormona en

plantas de tabaco transgénicas.

Primeramente, se verificd la calidad y uniformidad del cDNA sintetizado a partir
de las muestras foliares de los tabacos transgénicos (T0) tratados con dos
concentraciones de GA3 mediante la amplificacién del gen 78S, como se ilustra en la

figura 38.

A PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 PM C-

il

B pPMm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 PM C-

Figura 38: Amplificacion del gen 78S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para el promotor parcial y minimo de Icyb1 tratadas con GA3. A: Plantas de tabaco
transformadas con el promotor parcial de fcyb? y tratadas con GA3. 1-2: linea 4 del promotor
parcial de lcyb1 tratada con GA3 50 uM y control; 3-14: lineas 5, 7 y 10 del promotor parcial de
lcyb1 tratadas con GA3 50 y 100 uM, y control. B: Plantas de tabaco transformadas con el
promotor minimo de /cyb1, tratadas con GA3. 1 a 15: lineas 1, 2, 3, 4, 6 y 7 tratadas con GA3
50 y 100 uM, y control. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso molecular.

A diferencia de lo ocurrido para los tratamientos de ABA y 2,4-D, en este caso

no fue posible encontrar un gen control propio de tabaco que se indujera o reprimiera
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en respuesta a GA3. Sin embargo, afortunadamente la respuesta de las plantas

presenté una tendencia relativamente clara.

En la figura 39 se observa que las lineas 5 y 7 de las plantas de tabaco
transgénicas para el promotor parcial de lcyb1 presentan una represion significativa de
la expresién de gfp en presencia de GA3 (de 60% y 20%, respectivamente), y la linea 4
presenta una tendencia similar. La linea 10, en cambio, fue la Unica que presenté una
tendencia opuesta, al inducirse la expresion de gfp tras los tratamientos con 50 y 100

uM de GA3 ( 30% y 95%, respectivamente).

En las plantas transgénicas para el promotor minimo de fcyb? (Figura 40) se
observo practicamente la misma respuesta, caracterizada por la represion de gfp en las
lineas 1, 2, 4 y 7, en 1 0 ambas concentraciones evaluadas. La linea 6 muestra la
misma tendencia de represiéon y solo la linea 3 se comporté de manera opuesta,

observandose la induccion de gfp en GA3 100 uM.

Para observar mas claramente estas respuestas, en la figura 41 se grafic6 el
promedio de la expresion de gfp en las plantas portadoras del promotor parcial y
minimo de fcyb? tratadas con GA3. Se excluyeron de este analisis las lineas 10 del
promotor parcial y la linea 3 del promotor minimo, que fueron las Unicas que
presentaron una tendencia contraria a la mayoria de las plantas analizadas (al inducir

la expresion de gfp en presencia de la hormona).

De esta figura es posible concluir que tanto el promotor parcial como el minimo
de icyb1 se reprimen levemente en presencia de GA3 (30% aproximadamente), lo que

contrasta con la induccién del gen Icyb1 observada en las zanahorias silvestres.

102



Considerando el andlisis de los motivos regulatorios  encontrados
bioinformaticamente (Tabla 1), no se esperaba una respuesta del promotor parcial ni del
minimo de /cyb1 en presencia de GA3, ya que los motivos de respuesta a giberelinas
s& encuentran rio arriba de ambos promotores. La leve represion observada tanto en
plantas portadoras del promotor parcial como del minimo en presencia de GA3 da
indicios de la presencia del algtn elemento represor en ellos, que no fue identificado

computacionalmente.
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Figura 39: Niveles de expresién de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor
parcial de feybT tratadas con GA3. A-D: Lineas 4, 5, 7 y 10. Cada valor corresponde al promedio
de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresion de 78S y
calibrados frente a su control. N/R: no realizado. Asteriscos indican diferencias significativas entre
cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas, no
pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 40: Niveles de expresién de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor

minimo de /cyb1 tratadas con GA3. A-F: Lineas 1 a 4, 6 y 7. Cada valor corresponde al promedio
de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresion de 78Sy
calibrados frente a su control. Asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor y el control
(tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **:

p<0,01; *™* p<0,001.
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Figura 41: Niveles de expresion promedio de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial y minimo de Icyb7 tratadas con GA3. A: Promedio de la expresion de gfp en las
lineas 4, 5 y 7 transgénicas para el promotor parcial de fcyb7; B: Promedio de la expresién de gfp en
las lineas 1, 2, 4, 6 y 7 transgénicas para el promotor minimo de lcyb?. Todos los valores fueron
normalizados con respecto a la expresion de 18S y calibrados frente a su control (tratamiento sin
hormona). Asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor y el control determinadas por
un test de T de dos colas, no pareado. **: p<0,01; *** p<0,001.
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3.8.5 Induccidn por luz de la expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y minimos de psy2y fcyb1

Como ultimo estimulo a analizar se escogi6 la luz, debido al elevado nimero de
elementos de respuesta a éste, presentes en los promotores de los genes psy2 y lcyb1

(Figura 11A, Tabla I).

Primeramente, en la figura 42 se ilustra la amplificacion homogénea del gen

18S, indicativo de la calidad y uniformidad de los cDNAs sintetizados.

A PM1 2 3 45 6 7 8 9 1011 121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PM C-
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; i e : i

Figura 42: Amplificacion del gen 78S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para el promotor parcial y minimo de psy2 y Icyb1 inducidos por luz. A: Plantas de tabaco
transformadas con el promotor parcial y minimo de psy2, en oscuridad y luz; 1 a7 y 13 a 19
lineas 1, 2, 6, 7, 8, 9, y 10 del promotor parcial de psy2 en oscuridad y luz, respectivamente; 8 a
12 y 20 a 24 lineas 1, 2, 3, 4 y 5 del promotor minimo de psy2 en oscuridad y luz,
respectivamente.; B: Plantas de tabaco transformadas con el promotor parcial y el minimo de
lcyb1, en oscuridad y luz; 1 a 3 y 6 a 8: lineas 4, 5 y 10 del promotor parcial de lcyb1, en
oscuridad y luz, respectivamente; 4-5 y 9-10: lineas 3 y 7 del promotor minimo de lcyb1, en
oscuridad y luz, respectivamente. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso
molecular.

En la figura 43 se observa la induccién mediada por luz del gen gapB
(normalmente inducido por este estimulo en tabaco (Shih y Goodman, 1988), en las 7
lineas de tabaco transgénicas para el promotor parcial de psy2 (Fig. 43A) y en 5 lineas

del promotor minimo de psy2 (Fig. 43B), corroborandose que el tratamiento de
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induccién por luz aplicado (seccion 2.8) fue efectivo. En la figura 43C es posible
observar la induccion por luz del gen reportero gfp en 4 de las 7 lineas de PPpsy2
analizadas (lineas 1, 6, 7 y 10). Si bien estas presentaron distintos niveles de induccién
(entre 0,3 y 6,5 veces), estos se correlacionan con los niveles de induccion del gen
control gapB para las distintas lineas. Esta tendencia de induccién se observa mas
claramente al graficar el promedio de expresién de gapB y gfp en las 4 lineas inducidas
(Fig. 43E). Por el contrario, no se observa una tendencia clara para las lineas
transgénicas para el promotor minimo de psy2, de las cuales algunas se inducen y
otras se reprimen (Fig. 43D), lo cual se ve reflejado mas claramente al graficar el
promedio de expresion de todas estas lineas, donde los niveles de gapB aumentan
pero los de gfp permanecen inalterables (Fig. 43F), indicando que el promotor minimo

de psy2 no responde a luz.

De manera analoga, en la figura 44 se observa la induccion por luz de las
plantas transgénicas para los promotores parciales y minimos de /cyb1. Nuevamente
se observa la inducciéon del gen gapB en todas las lineas evaluadas. Las 4 lineas
transgénicas para el promotor parcial de /cyb1 presentaron una induccién de gfp, con
niveles variables entre 2 y 10 veces (Fig. 44C), que se correlacionan con los niveles de
induccién de gapB en cada linea (Fig. 44A). De igual manera, las 3 lineas del promotor
minimo de /cyb1 presentaron una induccion de gfp de entre 1,7 y 48 veces (Fig. 44D),
aungue en este caso no hay una correlacién directa entre los niveles de expresion de
gfp y de gapB en las lineas evaluadas (Fig. 44 B y D). En las figuras 44 E y F se
observa el promedio de los niveles de expresion de gapB y gfp en las lineas del
promotor parcial de /cyb7 y del minimo, respectivamente, corroborandose la induccion

por luz de ambos promotores.
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De lo anterior se concluye que los promotores parciales de psy2y leyb1, y el

promotor minimo de fcyb?, se inducen por luz, lo que se correlaciona con los

elementos de respuesta a luz presentes en estos promotores.
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Figura 43: Niveles de expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor
parcial y minimo de psy2 luego de un tratamiento de induccién por luz. A y C: Expresién del
gen control gapB y de gfp en 7 lineas transgénicas independientes para PPpsy2. E: expresion
promedio de gapB y gfp de las 7 lineas transgénicas independientes para PPpsy2. B y D: Expresion
del gen control gapB y de gfp en § lineas transgénicas independientes para Pmpsy2. F: expresion
promedio de gapB y gfp de las 5 lineas transgénicas independientes para Pmpsy2. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto
a la expresion de 78S y calibrados frente a su control. Asteriscos indican diferencias significativas
entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas,
no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001. 109
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Figura 44: Niveles de expresion de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor
parcial y minimo de /cyb? luego de un tratamiento de induccién por luz. A y C: Expresién del
gen control gapB y de gfp en 4 lineas transgénicas independientes para PPlcyb1. E: expresion
promedio de gapB y gfp de las 4 lineas transgénicas independientes para PPicyb1. B y D: Expresién
del gen control gapB y de gfp en 3 lineas transgénicas independientes para Pmicyb1. F: expresion
promedio de gapB y gfp de las 3 lineas transgénicas independientes para Pmicyb1. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto
a la expresion de 78S y calibrados frente a su control, Asteriscos indican diferencias significativas
entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas,
no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001.
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DISCUSION

4.1 Identificacion de las regiones promotoras de lcyb1y psy2

El primer objetivo de este trabajo consistié en la identificacion de las regiones
promotoras de los genes psy2 y Icyb1, obteniendo para cada gen, un promotor de 769
y de 1850 pb, respectivamente. Estos promotores fueron obtenidos a partir de una
amplificacion por GenomeWalker en el caso del de psy2 y por medio de 2
amplificaciones sucesivas en el caso del promotor de /cyb1. La confirmacion de que las
secuencias obtenidas mediante la tecnica de GenomeWalker corresponden
efectivamente a las regiones promotoras de psy2 y lcyb1 viene dada por la presencia
de una secuencia nucleotidica contenida entre el adaptador del GenomeWalker en su
extremo 5' y el partidor en antisentido disefiado dentro de la regidon 5NTR, especifica
de cada gen, ademas de un cierto nimero de pares de bases de la regiéon 5’NTR rio
arriba del partidor antisentido (Figura 7; seccién 2.4.7). La presencia del partidor en
antisentido y las bases conocidas rio arriba de este confirman que la secuencia
obtenida corresponde efectivamente a la regién promotora de cada gen, ya que la
region 5’NTR de los genes corresponde a una especie de “huella digital” de estos, con
un porcentaje de identidad con otras secuencias menor al 50%. Por ejemplo, para los
genes paralogos psy7 y psy2 de zanahoria, la identidad de sus regiones 5’NTR es de
un 24,7% y la de sus regiones 3'NTR de un 35%. En el caso del promotor de foyb7,
este se obtuvo mediante dos amplificaciones sucesivas por GenomeWalker. La
segunda de estas se llev6 a cabo utilizando un partidor en antisentido disefiado dentro
de la primera region promotora identificada, por lo que en este caso la identidad de la

segunda secuencia obtenida se corrobora por la presencia del segundo partidor
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antisentido y de las bases sobrelapadas entre ambas regiones promotoras

identificadas (Figura 9).

En plantas, el largo de las regiones promotoras es muy variable y depende
tanto del organismo como del tipo de genes. Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana el
largo promedio de los promotores en su genoma es de 1,1 kb, mientras que los
promotores de los genes de respuesta a estrés abiotico poseen promotores de 1,6 kb
en promedio (Kristiansson y col., 2009). Por otra parte, el tamafio de los promotores se
correlaciona también directamente con el nimero de estimulos a los cuales responde
determinado gen en C.elegans, D.melanogaster y A. thaliana (Nelson y col., 2004,
Walther y col., 2007). Ademas, promotores que poseen una caja TATA son de mayor
tamafio y responden a un mayor numero de estimulos que los que carecen de ella

(Walther y col., 2007).

Considerando lo anterior, el promotor parcial clonado de /cyb1 (1.051 pb) seria
de un buen tamario, mientras que el promotor parcial de psy2 (769 pb) se encontraria
levemente por debajo del promedio. Sin embargo, ambos fueron capaces de dirigir la
expresién del gen reportero gfp y de responder a diversos estimulos, particularmente a

ABA vy luz.

El promotor total identificado para /cyb? se obtuvo a partir de dos
amplificaciones sucesivas mediante Genome Walker (seccién 2.4.7, Figuras 7B y 9).
Para psy2 solo fue posible obtener un fragmento de 769 pb a partir de la primera
amplificacion. No se obtuvo un fragmento de mayor tamafio posiblemente porque el
fragmento de promotor de psy2 rio arriba del identificado fue digerido por las enzimas

utilizadas para generar las 4 bibliotecas de digestién (BD, seccion 2.4.7), o debido a
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que no se lograron establecer las condiciones de PCR adecuadas para su
amplificacién o bien, a que la regién de la cromatina donde se encuentra es de dificil
acceso para la DNA polimerasa o de alto contenido de las bases G-C, lo que dificulta
su amplificacion (GenomeWalker™, Universal Kit, User Manual). Actualmente, se esta
intentando obtener esa region mediante una técnica alternativa, denominada PCR

inverso.

Por otra parte, si bien se logro identificar un fragmento promotor de 1.850 pb
para Icyb1, este no se logré amplificar desde el DNA gendmico de zanahoria, luego de
numerosos intentos. Mediante andlisis de secuencia constatamos que el promotor
completo corresponde efectivamente al promotor de /cyb? de D. carota ya que el
promotor parcial de /cyb1, el cual si se logré6 amplificar desde DNA genémico,
comienza dentro de la segunda region del promotor de /cyb7 (mas rio arriba) (seccion
2.4.7, Figura 10). La dificultad para amplificar el promotor completo identificado podria
deberse a que se encuentra en una zona de alta compactaciéon de la cromatina. El
porcentaje de G-C muy alto (sobre 60%) también dificulta las amplificaciones, sin
embargo, el % de G-C de esta region es de 48%, por lo que este efecto podria
descartarse, debido a que se probaron diferentes condiciones de PCR. A futuro se
intentara amplificar este promotor utilizando un set de partidores rio abajo del disefiado

actualmente (PP/cyb1 F, Tabla V), y mediante PCR inverso.
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4.2 Los promotores de los genes /cyb1 y psy2 de D. carota presentan varios

elementos de respuesta a luz, fitohormonas y estrés

Tras la identificacion de las regiones promotoras, estas fueron evaluadas
bioinformaticamente para identificar los motivos regulatorios presentes en ellas. Para
tal fin, existe una amplia gama de programas bioinformaticos, siendo el mas conocido
el programa PLACE. Sin embargo, este programa no realiza ningun tipo de filtro de las
secuencias encontradas y por lo tanto es mas probable que arroje resultados poco
precisos. Por esta razén, se decidié utilizar el programa Motifscanner (seccién 2.5), el
cual identifica las regiones regulatorias presentes en dos o0 mas genes co-expresados o
co-regulados (Aerts y col., 2003). Los genes psy2 y lcyb1 de D. carota se co-expresan
durante el desarrollo de |a raiz modificada (Figura 3), lo cual los hace adecuados para

este tipo de analisis.

La presencia de un gran numero de elementos de respuesta a luz encontrados
dentro de los promotores de los genes psy2 y Icyb1 de zanahoria (Tabla |, Figura 11A),
puede relacionarse con la importancia de los carotenoides tanto en la captacion de luz
durante la fotosintesis como en la disipacién del exceso de la energia luminica
mediante el ciclo de las xantéfilas (Niyogi, 1999; Demmig-Adams y col., 1996; Pogson
y col., 2006; Demmig-Adams y Adams, 2006; Dall'Osto y col., 2010), lo que implicaria
una respuesta de estos genes frente a este estimulo. Apoyando lo anterior, nosotros
observamos que los genes psy2 y lcyb1 se expresan en las hojas de zanahoria
normalmente expuestas a este estimulo (Figura 3) y que la luz modula su expresion en
la raiz, induciéndo su expresion en raices de plantas jovenes (4 y 8 semanas de
desarrollo) expuestas a luz y reprimiéndola en plantas adultas (Fuentes, 2009). En

otros modelos vegetales, se ha reportado que la mayor parte de los genes
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carotenogénicos son inducidos por la luz durante la de-etiolacién de plantulas. Por
ejemplo, la expresion del gen de la IPP isomerasa es inducido durante la transicion de
etioplastos de maiz a cloroplastos por exposicién a la luz (Albrecht y Sandmann, 1994),
al igual que la expresién del gen psy durante la de-etiolacion de plantulas de
Arabidopsis, mediante la participacion de fitocromo (von Lintig y col., 1997; Welsch y
col., 2000; Rodriguez- Villalén, 2009 a y b; Toledo-Ortiz y col., 2010; Pizarro y Stange
2009). La expresién de los genes carotenogénicos es inducida durante el estrés
luminico y por diferentes tipos de luz (Hirschberg, 2001; Rossel y col., 2002; Welsch y
col., 2008; Li y col., 2008), favoreciéndose la sintesis de xantéfilas de la rama B, de
vital importancia para la disipacién del exceso de energia luminica. Por otra parte, y
probablemente debido a la importancia de los carotenoides en el proceso fotosintético,
se ha reportado que el gen psy, el principal gen responsable de la activacién de la ruta
carotenogénica, se co-expresa con varios genes asociados a la fotosintesis, tales
como los genes de la plastoquinona, el complejo de la NAD(P)H deshidrogenasa, la
tiorredoxina, la plastocianina y la ferredoxina, asi como con proteinas estructurales de

los fotosistemas | y Il (Meier y col., 2011).

El elemento de respuesta a luz (LRE). ATCTA, identificado en ambos
promotores (Figura 10), también se encuentra en el promotor del gen psy de
Arabidopsis thaliana donde se ha demostrado su funcionalidad (Welsch y col., 2003).
Este elemento ha sido propuesto ademas como regulador general tanto de la ruta
carotenogénica como de genes asociados a procesos fotosintéticos, ya que esta
presente en los promotores de los genes carotenogénicos dxs y psy de A. thaliana y
pds de tomate (Solanum lycopersicum) y maiz (Zea mays), asi como en los genes cab

(que codifican para la proteina de unién a clorofila a/b) de mostaza (Sinapis alba) y
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Arabidopsis thaliana y en los genes pc (que codifican para la plastocianina) de

Arabidopsis thaliana y arveja (Welsch y col., 2003).

Por otra parte, las cajas G (G-box) han sido reportadas como importantes
mediadoras de la induccién por luz (Ha y An, 1988; Donald y Cashmore, 1990; Puente
y col.,, 1996). En el promotor del gen psy de Arabidopsis, se concluyé que dos
elementos tipo G-Box presentes entre las bases -300 y la caja TATA (elementos G1,
de secuencia consenso CACGAG y G2, de secuencia consensoc CTCGAG) eran
responsables de la respuesta del promotor a diferentes tipos de luz (Welsch y col.,
2003; Welsch y col., 2007). Los elementos G-Box, en particular G1, presentes en los
promotores de psy2 y lcyb1 (Tabla |, seccién 3.2), podrian estar involucradas en la
induccién por luz de estos genes en las hojas de |la zanahoria, naturalmente expuestas

a este estimulo, y serian probablemente inactivos en la raiz modificada de ésta.

Otros elementos importantes encontrados en ambos promotores corresponden
a elementos enhancer (caja CAAT) y cajas TATA putativas (Tabla I), los cuales se

encuentran en gran numero en los dos promotores en estudio.

En las plantas, los elementos enhancer pueden ser funcionales en regiones
proximales de los promotores o bien en zonas mas alejadas (Sieburth y Meyerovitz,
1997; Clark y col., 2008). Incluso, se ha reportado que elementos enhancer por si
mismos son capaces de activar la transcripcion de un determinado gen, incluso
estando ubicados a 3kb del promotor minimo (Singer y col., 2011). La caja CAAT es un
elemento enhancer activador de varios promotores de animales y plantas (Maity y de
Crombrugghe, 1998) y podria dar cuenta de la elevada expresion del gen /cyb1

principalmente, tanto en las hojas como en la raiz de la zanahoria (Figura 3).
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De los elementos de respuesta a estrés abidtico encontrados en el promotor de
lcyb1, los elementos DRE y MBS parecen interesantes, debido a que responden a
deshidratacién y sequia, respectivamente (Tabla 1). La escasez de agua ha sido
demostrada como capaz de inducir la expresién del gen psy3 en maiz y arroz (Li y col.,
2008; Welsch y col., 2008) mediante la induccién de la sintesis de ABA, hormona
reconocida por su accion en la defensa frente a la falta de agua (Swarup y col., 2002).
Ademas, se ha demostrado que el elemento DRE puede actuar como un elemento
acoplador a un elemento ABRE, formando un médulo funcional de respuesta frente a la
deshidratacién mediada por ABA, como ha sido previamente descrito para el promotor
del gen rd29A de Arabidopsis thaliana (Narusaka y col., 2003). Sin embargo, no fue
posible evaluar la funcionalidad de estos elementos durante este trabajo, ya que se

encuentran rio arriba del promotor parcial de /lcyb1.

En la zanahoria, la expresion de los genes carotenogénicos, especialmente
lcyb1 y psy2, se ve aumentada durante el desarrollo de las raices modificadas en
oscuridad, en conjunto con un aumento en los niveles de carotenoides, especialmente
B-caroteno (Figuras 2 y 3). Por esta razén, es de esperar que existan estimulos
activadores de los promotores de los genes psy2 y lcyb1 en la raiz modificada
relacionados especificamente con el desarrollo y la induccién de |la expresion génica en
oscuridad y/o raices. Estos elementos pueden tener que ver con diversas
fitohormonas, dada la influencia de éstas en el desarrollo de diversos oérganos
vegetales (Kende y Zeevaart, 1997; Kuppusamy col., 2009). Con respecto a lo anterior,
se sabe por ejemplo que la hormona ABA es capaz de inducir la expresién del gen psy
exclusivamente en las raices de Arabidopsis, a través de la activaciéon del factor de

transcripcion ABI3, lo cual implica a su vez una mayor sintesis de ABA (Rodriguez-
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Villalon, en preparacién). De manera analoga, la expresién del gen psy3 de arroz y
maiz se ve aumentada por la presencia de ABA, especialmente en la raices de estas
plantas (Welsch y col., 2008; Li y col., 2008), lo que indicaria que el ABA estaria
relacionado con la activacién de la ruta carotenogénica en las raices de las plantas, en

respuesta a estrés abidtico y/o como un mecanismo de retro-alimentacién positiva.

Con respecto a los elementos regulatorios de respuesta a hormonas presentes
en los promotores de psy2 y Icyb1, la mayor parte de ellos correspondié a motivos de
respuesta a ABA. Dentro de ellos, se encontraron 4 elementos ABRE en el promotor
parcial de Icyb1, de los cuales 3 se encuentran dentro del promotor minimo, y 3 en el
promotor parcial de psy2, dos de los cuales estan incluidos en el promotor minimo.
Ademas, se identificé un elemento acoplador CE3 dentro del promotor parcial de /cyb1
(Figura 10, Tabla ). Los elementos ABRE por si mismos generalmente son
insuficientes para conferir respuesta a ABA, y deben estar asociados con otros ABRE o
bien con un elemento acoplador para ser funcionales (Marcotte y col., 1989; Shen y

Ho, 1995; Shen y col., 1996; Hobo y col., 1999).

Los elementos ABRE son reconocidos en plantas por los factores de
transcripcién de la familia b-zip (Guiltinan y col., 1990; Une y col., 2000; Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2005), de entre los cuales los mas reconocidos son ABI3, ABI4
y ABIS. ElI ABA induce la expresion del factor ABIS (Brocard y col.,, 2002) y ABI3,
aunque solo en la raiz de Arabidopsis thaliana (Brady y col., 2003), el cual a su vez es
capaz de inducir la expresion de ABI5 (S6derman y col., 2000). Lo anterior indica que
estos factores de transcripcion actian en conjunto para mediar los efectos del ABA en
varios procesos fisiologicos, tales como la dormancia de las semillas, ramificacion de la

raiz y diferenciacion de plastidios (Brocard y col., 2002; Rohde y col., 2000) y podrian
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estar activando los promotores de los genes carotenogénicos psy2 y foyb? de
zanahoria, para aumentar por ejemplo los niveles de los carotenoides precursores del
ABA. Lo anterior ya se demostr6é para el factor ABI3, el cual es capaz de inducir la

expresion del gen psy de Arabidopsis thaliana (Rodriguez-Villalén, en preparacion).

Otros elementos regulatorios de respuesta a hormonas presentes en los
promotores de psy2y lcyb1 corresponden a los motivos de respuesta a auxina (Tabla |,
Figura 11). La relacién de las auxinas con la expresién de los genes carotenogénicos
ha sido demostrada al observar el aumento de la expresién del gen nced, responsable
de la sintesis de ABA, por efecto de la auxina IAA (Kraft y col., 2007). Sin embargo, no
existen mas reportes de la regulacion de otros genes carotenogénicos mediada por

esta hormona.

Finalmente, se encontraron elementos de respuesta a giberelinas en ambos
promotores (4 en cada uno). No existen reportes a la fecha que indiquen un efecto de
las giberelinas sobre la expresion de los genes carotenogénicos. Sin embargo,
recientemente se reporté la presencia de elementos de respuesta a giberelinas en los
promotores de los genes psy? y psy2 de melon (Qin y col., 2011), lo que sienta las
bases para un estudio mas profundo de la funcionalidad de estos elementos dentro de

los promotores de los genes psy2 y lcyb1 de zanahoria.

Una posible funcion de las giberelinas en la ruta carotenogénica deriva de su
regulacion cruzada con la sefalizacién mediada por luz en la promocion de la
fotomorfogénesis (Alabadi y col.,, 2008; de Lucas y col., 2008: Feng y col., 2008).
Durante la de-etiolacion, los niveles de giberelinas disminuyen, Io cual inhibe la unién

de los factores represores de transcripcion PIF a los elementos G-box en diversos
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genes inducidos por luz, permitiendo su activacion y el desarrollo fotomorfogénico
(Kuppusamy y col., 2009). Ademas, recientemente se reporté que los factores de
transcripcion PIF, especialmente PIF1, reprimen en oscuridad la expresion del gen psy
de Arabidopsis, disminuyendo a la vez los niveles de carotenoides (Toledo-Ortiz y col.,

2010).

Los antecedentes expuestos indican que los promotores de los genes psy? y
lcyb1 de D. carota serian capaces de responder a una serie de estimulos, lo cual es
congruente con la importancia biolégica de los carotenoides, y el rol clave de estos

genes dentro de la ruta carotenogénica.

El analisis bicinformatico es una primera aproximacion, pero no siempre predice
con asertividad lo que ocurre in vivo. Por ejemplo, en el promotor del gen Dc3 (gen
inducible por estrés abidtico) de zanahoria se identificaron 5 elementos ABRE
mediante analisis bioinformatico, sin embargo, ninguno de ellos resulté ser funcional.
En cambio, los autores identificaron un nuevo elemento de secuencia TCGTGT,
responsable de la induccion mediada por ABA en este promotor (Chung y col., 2005).
Este elemento se encuentra también dentro del promotor identificado en este trabajo
para el gen feyb1 de zanahoria, en la posicion -1.516 con respecto al ATG. Lo anterior
evidencia la necesidad de correlacionar la funcionalidad de los elementos predichos

computacionalmente con la regulacion de los genes in vivo.

4.3 Los promotores parciales y minimos de /cyb1 y psy2 son funcionales en

plantas de tabaco transformadas transitoriamente

La verificacién de la actividad de los promotores parciales y minimos de psy2 y

Icyb1 en hojas de tabaco y en frutos de tomate y pimentén (seccion 3.4, Figura 16)
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indica que estos promotores son capaces de activarse en diferentes 6rganos, en
particular, érganos ricos en cloroplastos (hojas de tabaco) y érganos con cromoplastos
(frutos de tomate y pimentédn). Esto se correlaciona con el hecho de que tanto el gen
psy2 como el gen lcyb1 son expresados en las hojas (ricas en cloroplastos) y en la raiz
modificada de zanahoria (Figura 3), cuyas células contienen cromoplastos y da un

indicio de |a diversidad de estimulos que podrian estar activando estos promotores.

Mediante este ensayo se pudo determinar cualitativamente la presencia del
transcrito de gfp mediante qRT y de la proteina GFP evidenciado por la fluorescencia
de esta proteina en epidermis de tabaco. Sin embargo, no fue posible cuantificar las
diferencias en la expresion de los distintos promotores (parciales y minimos) debido a
que los niveles de expresién del gen reportero dependen de la cantidad de células
efectivamente transformadas, lo que hace que una cuantificaciéon de los niveles de

mensajero sea poco precisa en un ensayo de expresién transitoria.

4.4 Los promotores parciales y minimos de Icyb1y psy2 son funcionales en

plantas de tabaco transformadas establemente

Los promotores parciales y los minimos de psy2 y lcyb1 fueron capaces de
dirigir la expresion de gfp en las hojas de las plantas de tabaco transgénicas (Figuras
23 y 24). Sumado al resultado obtenido en las transformaciones transitorias, lo anterior
confirma la identidad de estas secuencias como regiones regulatorias funcionales en
diversos sistemas heterélogos (hojas de tabaco y frutos de tomate y pimentén).
Ademas indica que estas regiones contendrian elementos activadores de la
transcripcién en su secuencia que serian reconocidos por factores de transcripcién
relativamente universales, que estarian presentes tanto en tabaco como en frutos de
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tomate y pimentén. Esto sugiere una posible proyeccién biotecnolégica para el uso de

estos promotores en diversos modelos vegetales.

Si bien la funcionalidad total de cada promotor debe ser evaluada en zanahoria,
con el fin de analizarlos en un ambiente que posee todos los factores necesarics para
su activacion, la expresion de gfp bajo la direccidon de los promotores en tabaco
permitié definir diferencias en la actividad basal de los promotores parciales y minimos,

asi como en su respuesta a diversos estimulos.

De esta manera, fue posible determinar que el promotor parcial de psy2 posee
mayor actividad (reflejada en una mayor expresion del gen reportero gfp) que el
promotor minimo de psy2 (30%, Figura 23). Si bien esta diferencia es significativa, no
es tan elevada, lo que indicaria que el promotor minimo del gen psy2 es capaz de
activar eficientemente la expresion de un gen rio abajo en hojas, sugiriendo ademas
que los elementos regulatorios presentes dentro del promotor parcial, pero ausentes en
el minimo, aumentarian de manera leve la expresion basal del gen reportero en tejido
fotosintético. Esto se concluye tras la observacion del promedio de expresion del gen
gfp entre las lineas mas homogéneas entre si (Figura 23B). Sin embargo, dentro de las
7 lineas transgénicas para el promotor parcial de psy2 analizadas, dos de ellas (Lineas
8 y 9) presentaron una expresion basal de gfp del doble de los niveles de expresion de
las demas lineas (Figura 23A), lo que podria sugerir que en estas plantas ocurrié una
incersion de dos copias de la construccién portadora del promotor parcial de psy2
dirigiendo la expresion de gfp. Lo mismo puede concluirse para la linea 3 de las plantas
transgénicas para el promotor minimo de psy2 (Figura 23A). Para resolver esta
hipotesis, deberia llevarse a cabo un Southern blot y definir el nimero de copias del

transgen en la lineas transgénicas de tabaco. Las diferencias de expresién observadas
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pueden deberse también al entorno gendmico en el cual se insertaron las
construcciones, lo cual puede ocasionar un aumento o disminucion en la actividad de
los promotores en el caso de que existan elementos enhancer o represores,

respectivamente, en la vecindad de estos.

Contrariamente, en el caso de las plantas transgénicas para el promotor de
fcyb1, se observd una gran diferencia entre los niveles de expresién de gfp basales al
comparar el promotor parcial con el minimo (expresién 20 veces mayor en el promotor
parcial, Figura 24B). De igual manera, para este andlisis se utilizaron las plantas con
niveles de expresion mas similares. En el caso de las plantas transgénicas para el
promotor minimo de leyb1, la expresion basal de gfp presentd una elevada variabilidad
(Figura 24A), obteniéndose en 3 de las 6 plantas analizadas una expresion baja de gfp,
en otra planta una expresion intermedia y menor a la de las plantas transgénicas para
el promotor parcial y en dos plantas niveles de expresién de gfp similares, e incluso
mayores, que los obtenidos para las plantas portadoras del promotor parcial de fcyb1.
La gran variabilidad observada en este caso puede explicarse por que todas las lineas
transgénicas corresponden a la generacion TO, de eventos de transformacion
independientes entre si, y que pudieron verse afectados por el entorno genémico en el

que se insertaron las construcciones de promotor::gfp.

Las diferencias en la expresion basal observadas entre las diferentes lineas
transgénicas para los distintos promotores de psy2 y lcyb? pueden deberse a la
influencia de diversos factores. Por ejemplo, elementos enhancer situados cerca a ellos
podrian ser capaces de activar aun mas la transcripcion del gen reportero (Kellum y

Elgin, 1998). Otra variable es la configuracion y metilacién de la cromatina de la zona
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donde se inserten, lo cual puede favorecer o no la transcripcion de los genes (Gelvin y

Kim, 2007).

De este andlisis, a diferencia de lo observado para las plantas transgénicas
portadoras de los promotores parciales y minimos de psy2, es posible concluir que los
elementos regulatorios situados dentro del promotor parcial de /cyb1 y ausentes del
minimo, tendrian una funcién importante en aumentar la activacion de la expresion
geénica. De los 7 elementos enhancer presentes en el promotor parcial de /lcyb1, solo 3
de ellos se encuentran dentro del promotor minimo, al igual que 2 de los 5 elementos
G-box presentes en él. Considerando gue la alta actividad del promotor parcial de lcyb?
se observd en organos foliares, es muy probable que la induccién por luz sea un factor

importante en determinar la fuerza de este promotor.

Es importante destacar que las plantas portadoras del promotor parcial de fcyb?
presentaron los mayores niveles de expresion de gfp de entre todas las plantas
transgénicas, los cuales llegaron a ser 2,5 veces mayores que los niveles en las
plantas transgénicas para el promotor parcial de psy2 (datos no mostrados). Esto
resalta la importancia de este gen en la sintesis de carotenoides en hojas de tabaco lo
que se correlaciona con lo observado en zanahorias silvestres (Figura 3). Es
importante estudiar mas detalladamente la expresion de este promotor, especialmente
en la raiz modificada de zanahoria (en oscuridad), con el fin de evaluar si también
posee una alta actividad en érganos desarrollados en oscuridad y/o portadores de
cromoplastos, lo que lo convertiria en una herramienta biotecnoldgica importante para

la expresion de genes en plantas, principalmente en las raices.
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4.5 Los genes Icyb1y psy2 responden a tratamientos con fitohormonas en

plantulas de zanahoria silvestres

Con el fin de correlacionar los elementos regulatorios encontrados
bioinformaticamente en los promotores de psy2 y lcyb1, con la respuesta in vivo, se
evalué la expresion de ambos genes en zanahorias silvestres en respuesta a las
fitohormonas ABA, auxina y acido giberélico. Los genes psy2 y lcyb1 resultaron ser
regulados diferencialmente por las hormonas analizadas, lo cual nos permitié priorizar
los tratamientos hormonales a analizar en las plantas de tabaco transgénicas

transformadas con los promotores parciales y minimos de ambos genes (seccién 3.7).

El disefio experimental considerd el tratamiento de plantulas de zanahoria de
entre 16 y 19 dias de cultivo, de manera similar a lo descrito para el estudio en
Arabidopsis thaliana (Raghavan y col., 2005). Si bien se limita la respuesta a los
factores presentes en plantulas jovenes, resulté ser una aproximacion valida y
suficientemente consistente para evaluar cambios en la expresién de estos genes
frente a las tres hormonas analizadas. Con el fin de correlacionar la influencia de estas
hormonas con la acumulacién de carotenoides en la zanahoria, es importante realizar a
futuro un andlisis similar considerando por separado las hojas y la raiz modificada de la

zanahoria, en diferentes estados de desarrollo.

En los tratamientos con ABA, la expresién del gen psy2 resultd ser altamente
inducida por esta hormona (casi 6 veces con respecto al control sin hormona, Figura
26A), mientras que su gen paralogo, psy1, fue reprimido levemente por la misma,
demostrando que el mismo estimulo es capaz de modular respuestas diferenciales, e

incluso antagonicas, entre ambos genes paralogos. Es interesante hacer notar que el
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gen psy2 en D.carofa se expresa mayoritariamente en hojas de plantulas de 4
semanas, mientras que el gen psy? lo hace en hojas de plantas maduras (Figura 3,
Fuentes, 2009), lo cual apoya el resultado de una regulacién diferencial de ambos
genes. Por otra parte, tanto el gen lcyb? como el gen lcyb2 presentaron una induccién

en su expresion en presencia de ABA, siendo esta mayor para el gen lcyb1.

La induccion de ambos genes, en particular psy2, respalda los reportes de que
el ABA es capaz de inducir este gen en Arabidopsis, maiz y arroz (Rodriguez-Villalén,
en preparacion; Welsch y col., 2008; Li y col., 2008), ademas de indicar de manera
directa que los elementos de respuesta a ABA encontrados en los promotores de los
genes psy2 y fcyb1 de zanahoria, o bien otros elementos nuevos, serian funcionales en

su respuesta a ABA.

La induccién por ABA de este gen en pléntulas de zanahoria podria estar
relacionada con la activacion de esta ruta con el fin de asegurar los niveles de
carotenoides necesarios para el proceso fotosintético en las hojas de estas plantulas o
bien con un mecanismo de retro-alimentacién positiva en respuesta a estrés abiético.
Para determinar efectivamente la influencia de la induccién por ABA del gen psyZ2, es
necesario evaluar la respuesta de este gen frente a esta hormona en plantas adultas
de zanahoria, y particularmente en la raiz modificada, con el fin de determinar si es que
existe una induccion de esta ruta por ABA que pudiera relacionarse con los altos
niveles de carotenoides acumulados en ella. La informacién disponible actualmente
daria un indicio de que efectivamente ocurriria una retroalimentacion positiva de esta
ruta mediada por esta hormona, ya que las raices de las plantas se encuentran
normalmente expuestas a diferentes tipos de estrés abidtico, como la sequia y la falta

de agua. Tales estimulos son capaces de inducir la sintesis de ABA en las raices de
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maliz y tomate por ejemplo, activando genes de la ruta carotenogénica con el fin de
asegurar un suministro suficiente de carotenoides precursores y aumentando de esta

forma los niveles de la misma (Li y col., 2008; Thompson y col., 2000 a y b, 2007).

Por otra parte, la induccién de los genes de la licopeno f-ciclasa 1 y 2 corresponden al
primer reporte de la induccién de genes lcyb mediada por ABA, y al igual que para el
gen psy2, pedria tener correlacion con la regulacion de la respuesta de las plantulas de

zanahoria frente a sequia o deshidratacion.

Por otra parte, la auxina sintética 2,4-D produjo un efecto contrario al ABA,
reprimiendo en un 50% la expresion del gen psy2, sin afectar la expresion de lcyb ni
de lcyb2 (Figura 26B). Esto sugiere que los elementos de respuesta a auxinas
encontrados en el promotor del gen psy2 serian funcionales y estarian gatillando la
represidon de este gen en plantulas de zanahoria, mientras que los elementos
encontrados en el promotor de fcyb? no serian funcionales, o bien serian reconocidos
por factores de transcripcién ausentes en plantas de zanahoria en el estadio de

desarrollo evaluado.

Hasta la fecha solo se habia reportado la induccion de los genes
carotenogeénicos nced (Guo y col., 2009) y ccd7 y ccd8 (Hayward y col., 2009)
mediada por auxinas, por lo que este resultado constituye el primer reporte de la
regulacion mediada por esta hormona sobre la expresion del gen psy. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios para determinar la implicancia bioclégica de la represién
de este gen por auxinas, principalmente considerando que esta hormona activa los
genes directamente involucrados en la sintesis de las hormonas ABA (nced) y las

estrigolactonas (ccd7 y ccd8). Hasta el momento, se ha reportado que las auxinas y el
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ABA actluan de forma antagénica, como lo visto en este caso para la expresion del gen
psy2 de zanahoria, en los procesos de apertura de estomas y en la formacion de las
raices laterales (Swarup y col., 2002), lo que podria deberse a una regulacion cruzada

de ambas hormonas (Wilson y col., 1990).

Por su parte, el acido giberélico (GA3) fue capaz de inducir la expresién del gen
psy1, sin afectar la expresién del gen psy2, demostrando una vez mas la regulacién
diferencial de ambos genes paralogos. Ademas, esta hormona provocé un aumento
leve, aunque significativo, en la expresion del gen Jeyb 1 (de aproximadamente un 50%,
Figura 26C), mientras que los niveles de expresiéon del gen fcyb2 permanecieron
inalterados Lo anterior da indicios de que los elementos regulatorios de respuesta a
giberelinas identificados en el promotor del gen fcyb? (Tabla |, Figura 11) serian
funcionales, mientras que los presentes en el promotor de psy2 no serian funcionales,
estarian siendo bloqueados por reguladores negativos o estarian ausentes los factores
positivos que los reconocen en el estado de desarrollo de plantula.

4.6 Los promotores parciales de psy2 y Icyb? se inducen por ABA en plantas de
tabaco transgénicas

Del andlisis de 7 lineas de tabaco transgénicas para el promotor parcial de psy2
y de 5 para el promotor minimo de psy2, fue posible concluir que el promotor parcial de
psy2, pero no asi el minimo, es capaz de ser inducido por ABA. En 6 de las 7 lineas del
promotor parcial de psy2 que fueron evaluadas, se observé una induccién de la
expresion de gfp en una o mas de las concentraciones evaluadas, y particularmente en
el caso de las lineas 2, 7, 8 y 9, los niveles de expresién de gfp presentaron
practicamente la misma curva de induccién (respuesta en las diferentes

concentraciones de ABA) que el gen control de la induccién, osmotin (Figuras 28 y 30).
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En cambio, en el promotor minimo de este gen no se observé una correlacién clara en
un numero suficiente de lineas, adn cuando el gen osmotin se indujo en todas ellas,
excepto en la linea 1 (Figura 29), corroborando que el tratamiento hormonal fue

adecuado.

De manera similar, en 4 de las 5 lineas transgénicas para el promotor parcial de
Icyb1 se observé una induccion del gen reportero gfp, asi como del gen control osmotin
(Figura 36), lo cual se ve reflejado mas claramente al graficar el promedio de expresién
de ambos genes en las 4 lineas inducidas (Figura 37), donde se observa la misma
curva de induccién, dosis dependiente en este caso, tanto para el gen control como
para el reporterc. Lo anterior confirma que el promotor parcial de /fcyb1 es capaz de ser

inducido por ABA.

En el promotor de psyZ2 se encontraron 3 elementos de respuesta a ABA, todos
similares al elemento ABRE (Tabla 1). Los ABRE 1 y 2 se encuentran muy préximos
entre si, mientras que el tercero se encuentra mas cercano al ATG (Figura 11).
Ademas, el ABRE 2 es muy similar a la parte distal del elemento “box B” de B. napus,
el cual es un elemento capaz de responder a ABA (Ezcurra y col., 1999). Buscando
manualmente se encontré el elemento proximal del “box B” de B. napus, 30 pares de
bases mas abajo del elemento ABRE 2. Ambos elementos (ABRE 2 y la parte proximal
del box B) podrian constituir un médulo inducible por ABA, de manera similar al que se
encuentra presente en el promotor del gen napA de B. napus (Ezcurra y col., 1999).
Sin embargo, estos elementos se encuentran dentro del promotor minimo de psy2, el
cual no responde a ABA. Por lo tanto, el elemento ABRE 1, presente solo en el

promotor parcial de psy2 y no en el minimo, u otro(s) elemento(s) presente solo en el
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promotor parcial o total de psy2 (no identificado bicinformaticamente), jugaria(n) un rol

clave en la induccion del promotor de psy2 mediada por ABA.

En el promotor parcial de /cyb1 existen 5 elementos putativos de respuesta a
ABA (Figura 11, Tabla I). Estos elementos, o bien otros no identificados
bioinformaticamente, podrian conferir inducibilidad por ABA al promotor parcial de
fcyb1. Es importante analizar el efecto de esta hormona en el promotor minimo de
Icyb1 (que contiene 3 de los 5 elementos de respuesta a ABA presentes en el promotor
parcial de /cyb1, Tabla I) con el fin de intentar acotar la regién del promotor o los

elementos funcionales en él responsables de la respuesta a ABA.

La induccion del promotor parcial de psy2, asi como del promotor parcial de
flcyb1, en plantas de tabaco transgénicas tratadas con ABA se correlaciona
directamente con la induccién de ambos genes en zanahorias silvestres incubadas con
la misma hormona (Figura 26A) e indica que tal induccién seria consecuencia de la

activacion de los promotores de psy2 y lcyb1 mediada por ABA.

La induccién por ABA del promotor de fcyb? de D. carota en plantas de tabaco
transgénicas corresponde al primer reporte de un efecto de esta hormona sobre el
promotor de genes de la licopeno b-ciclasa. Sin embargo, la induccion del promotor del
gen psy2 mediada por ABA se correlaciona con lo observado para los promotores de
los genes psy3 de maiz y arroz (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008) y para el gen psy
de Arabidopsis thaliana (Rodriguez-Villalon, en preparacion). En el caso de los genes
psy3 de arroz y maiz, esta induccién se observé principalmente en la raiz de esas
plantas y se asocié a un mecanismo de retro-alimentacion positiva de la ruta

carotenogénica con el fin de asegurar una gran cantidad de precursores para la
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sintesis de ABA, hormona mediadora de respuestas frente a estrés abiotico (Welsch y
col., 2008; Liy col., 2008). De esta forma, los genes psy3 de maiz y arroz serian claves
en la sintesis de carotenoides en las raices de ambas plantas en respuesta a estrés

abiético (sequia y salinidad).

En nuestro caso, la induccion de los genes psy2 y lcyb? mediada por ABA se
observo en plantulas completas de zanahoria, asi como la induccién de sus promotores
se observo en las hojas de las plantas de tabaco transgénicas. Por esta razén no es
posible aln asociar la induccién de uno o ambos promotores mediada por ABA a un
aumento preferencial de la sintesis de carotenoides en la ralz modificada de la
zanahoria. Para tal fin, a futuro se evaluara la induccion por ABA de los promotores de
psy2 y lcyb1, reflejada en una aumento de la expresién del gen reportero gfp, en las
raices modificadas y en las hojas de las plantas de zanahoria transgénicas para ambas
construcciones.

4.7 El promotor minimo de psy2 se reprime por 2,4-D en plantas de tabaco
transgénicas

A diferencia de lo ocurrido en los tabacos transgénicos portadores del promotor
parcial de psy2 en presencia de ABA, en las plantas transgénicas para el promotor
parcial de psy2 tratadas con la auxina sintética 2,4-D no fue posible observar una
respuesta clara, aun cuando el gen control parC presenté una induccién clara y dosis-
dependiente en todas las plantas, comprobando la efectividad del tratamiento aplicado
(Figura 32). Esto se debié a que dentro de las plantas analizadas se observé una gran
variabilidad de respuesta, que podria deberse al efecto de la zona de insercion de las
construcciones dentro del genoma de tabaco. También puede explicarse porque cada

evento de insercion corresponde a una planta independiente, y factores regulatorios
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presentes en una planta pueden estar ausentes en otra. Sin embargo, la ausencia de
una respuesta clara nos sugiere que el promotor parcial de psy2 no responde frente a
la auxina sintética 2,4-D y plantea |la necesidad de analizar a futuro el efecto de esta

hormona en las plantas de zanahoria transgénicas para este promotor.

En cambio, en las 5 lineas de tabaco transgénicas para el promotor minimo de
psy2 se observé una tendencia mas clara de represion de la expresion de gfp en
presencia de 2,4-D (Figura 34). Esto se correlaciona con la represioén del gen psy2 en
plantulas de zanahoria silvestres tratadas con esta auxina sintética (Figura 26B),
determinando nuevamente un mecanismo de represion mediado directamente por el
promotor de este gen. En el promotor de psy2 se encontraron 4 elementos de
respuesta a auxinas, y los 4 se encontraron dentro del promotor minimo (Tabla I,
Figura 11), dando luces de que podrian estar relacionados con la represion del
promotor minimo de psy2. Sin embargo, el promotor minimo esta incluido dentro del
parcial, lo que sugiere la presencia de otros elementos regulatorios entre las bases -

769 y -421, que podrian bloquear la respuesta a auxina en el promotor parcial de psy2.

Si bien se ha reportado que las auxinas son capaces de inducir genes de la ruta
carotenogénica involucrados en la sintesis de ABA y estrigolactonas (seccién 4.5), este
es el primer reporte donde se indica que esta hormona reprime el promotor de un gen
carotenogénico.

4.8 Los promotores parciales y minimos de Icyb1 se reprimen por GA3 en
plantas de tabaco transgénicas

El analisis bioinformatico del promotor del gen /cyb1 indica que los 4 motivos de

respuesta a giberelinas encontrados se encuentran dentro del promotor total
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identificado de /cyb1, pero ausentes en el promotor parcial y el minimo (Tabla |, Figura
11). Por esta razon, no se esperaba una inducciéon de estos promotores de fcyb1 en
respuesta a GA3. De acuerdo a lo esperado, no se observé una induccién clara ni
generalizada de la expresién de gfp ni en las plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial de fcyb? (excepto para la linea 10) ni en las transgénicas para el
minimo (excepto en la linea 3, Figuras 39 y 40). Por el contrario, se observé una leve,
pero significativa, represién de gfp al graficar el promedio de la expresién de este gen
en las lineas del promotor parcial y del minimo (Figura 41). Este resultado fue
inesperado y podria atribuirse a la presencia de algin elemento regulatorio reprimible

por giberelinas presente en los promotores parciales y minimos de leyb1.

Sin embargo, es probable también que la respuesta de estos promotores frente
a esta hormona sea diferente en zanahoria, ya que el tabaco es un sistema heterélogo
Yy no necesariamente cuenta con los factores de transcripcion que regulan

efectivamente estos promotores.

Por otra parte, existe un Gnico reporte previo de la presencia de elementos de
respuesta a giberelinas en los promotores de los genes psy? y psy2 de melén (Qin y
col., 2011). Los elementos encontrados en ellos son los motivos GARE y Box P,
presentes también en el promotor de /cyb? (Tabla I). Sin embargo, no se ha
determinado la funcionalidad de éstos en la regulacién de la ruta carotenogénica.
Considerando que tanto los carotenoides como las giberelinas comparten el precursor
GGPP (Meier y col., 2011), no seria de extrafiar que existiera algan mecanismo de
regulacion cruzada entre ambas rutas, por lo que seria importante evaluar la

funcionalidad de estos motivos en zanahoria.
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4.9 Los promotores parciales de psy2y Icyb1 y el minimo de Icyb1 son
inducibles por luz en plantas de tabaco transgénicas

Finalmente, se decidi¢ evaluar si los promotores de los genes psy2'y lcyb1 eran
capaces de responder a un estimulo luminico en las plantas de tabaco transgénicas.
La luz blanca (400-700 nm) ha sido reportada como capaz de inducir al doble la
expresion del gen psy de Arabidopsis thaliana (Welsch y col., 2000; Welsch vy col.,
2003). En el caso del promotor del gen psy de Arabidopsis, la luz azul ocasiono el
mayor aumento de expresién del gen reportero, indicando la activacién de éste
mediado por criptocromo (Welsch y col., 2003). Sin embargo, previamente se habia
demostrado que este promotor es capaz de ser regulado por luz blanca y roja, via
fitocromo (von Lintig y col., 1997). Por ello, para este estudio, decidimos utilizar luz

blanca, que contiene ambos tipos de uz.

La efectividad del tratamiento de induccién por luz aplicado se verifico mediante
la expresion del gen control gapB, que se induce en respuesta al estimulo luminico en
tabaco (Shih y Goodman, 1988). La induccién de este gen en todas las lineas de
tabaco transgénicas analizadas (Figuras 43 y 44) nos indica que el tratamiento de

induccion por luz aplicado resulto correcto.

En 4 de las 7 lineas transgénicas para el promotor parcial de psy2 se observé
una induccion del gen reportero gfp, pero en cantidades muy variables (entre 0,3 y 6,5
veces, Figura 43C). Dado que la mayor parte de las lineas presenté algin grado de
induccion, concluimos que este promotor seria inducible por este estimulo en plantas
de tabaco transgénicas. Ademas, las lineas que presentaron la mayor induccién del
gen control gapB son las mismas que presentaron la mayor induccién de gfp (Figura 43

Ay C), apoyando la conclusién anterior. Por el contrario, no fue posible observar una
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tendencia clara para el promotor minimo de psy2 (Figura 43D) y al graficar el promedio
de la expresion de gfp de las 5 lineas analizadas no se observan cambios (Figura 43F),
por lo que el promotor minimo de psy2 no seria inducible por luz en tabaco. Sin
embargo, es importante evaluar la respuesta de este promotor en plantas de
zanahoria, considerando que la dos lineas donde se observé la mayor induccién del
gen gapB (lineas 1 y 2, Figura 43B) son las Unicas lineas que presentaron una

induccién del gen reportero gfp.

En el caso del promotor de /cyb?, en todas las lineas transgénicas para el
promotor parcial y el minimo evaluadas se observé una induccién significativa de la
expresion del gen reportero gfp mediada por luz (Figura 44 C y D), lo cual se observo
también al graficar el promedio de la expresién de gapB y gfp de todas las lineas
(Figura 44 E y F). Esto nos permite concluir que tanto el promotor parcial como el
minimo de /eyb1 serian inducibles por luz en plantas de tabaco transgénicas. En este
caso se observo también que la linea 5 del promotor parcial de lcyb1 presento la mayor

induccion de gapB y gfp, apoyando la conclusién anterior (Figura 44 A y C).

Los diferentes niveles de induccion del gen gapB y gfo entre las distintas lineas
transgenicas para una misma construccién podrian deberse a que no todas las plantas
recibieron la misma cantidad de luz. La correlacién observada entre los niveles de
induccién del gen gapB y de gfp en lineas transgénicas para el promotor parcial y
minimo de psy2 (Figura 43 Ay C, y By D) y parcial de /cyb1 (Figura 44 A y C) apoya

esta hipétesis.

La induccion por luz de estos promotores se correlaciona con la observada para

diferentes genes carotenogénicos, especialmente psy, asi como para genes

135



relacionados al proceso fotosintético (Welsch y col., 2003; von Lintig y col., 1997,
Welsch y col., 2000; Rodriguez- Villalén, 2009 a y b; Toledo-Ortiz y col., 2010) y tendria
relacion con la activacion de estos genes en las hojas de la zanahoria, naturalmente
expuestas a luz. Sin embargo, es probable que estos elementos no sean funcionales
en la raiz modificada de zanahoria, desarrollada en oscuridad. Para evaluar lo anterior,
es necesario determinar las diferencias de expresion del gen reportero entre raices de
zanahoria transgénicas para los distintos promotores crecidas en presencia de luz y

desarrolladas en oscuridad.

Con respecto a los LRE, estos se encontraron en gran numero y distribuidos
homogéneamente dentro del promotor de psy2 y de lcyb1 (Figura 11, Tabla ). Dado
que el mayor numero de elementos de respuesta a luz encontrados son del tipo G-Box
(seccion 4.2), es probable que estos sean responsables de la activacion por luz de los

promotores de psy2y leyb1.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas de este trabajo son las siguientes:

1. Se lograron identificar y clonar regiones regulatorias (promotores) de los genes

psy2 (769 pb) y lcyb1 (1.051pb) de zanahoria mediante GenomeWalker.

2. Los promotores de psy2 y lcyb1 de D.carota descritos en este trabajo son los
primeros promotores de genes carotenogénicos identificados y caracterizados

en esta planta.

3. Los promotores de los genes psy2 y lcyb1 de zanahoria poseen diversos
elementos regulatorios en sus promotores. La mayor parte de estos
corresponde a elementos de respuesta a luz, a estrés y fitohormonas

(principalmente ABA, auxinas y giberelinas).

4. Los promotores parciales y minimos de ambos genes fueron capaces de dirigir
la expresion del gen reportero gfp en diversos modelos (hojas de tabaco y
frutos de tomate y pimentdn) transformados transitoriamente, asi como en

plantas de tabaco transgénicas estables.

5. Al analizar la expresién basal de gfp, se determiné que la actividad del promotor
parcial de psy2 es levemente superior a la del promotor minimo de psy2 (30%),
mientras que la del promotor parcial de Icyb? es 20 veces la observada para el

promotor minimo.
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10.

11.

El gen psy2 de D.carota se induce por ABA y se reprime por 2,4-D en plantulas
de zanahoria, mientras que el gen lcyb? se induce levemente por ABA y GA3

en plantulas de zanahoria.

En plantas transgénicas de tabaco, el promotor parcial del gen psy2 se induce
por ABA, demostrando que la induccién del gen psy2 en plantulas de zanahoria

es consecuencia directa de la activacién de su promotor.

En plantas transgenicas de tabaco, el promotor minimo del gen psy?2 se reprime
por 2,4-D, demostrando que la represion del gen psy2 en plantulas de

zanahoria es consecuencia directa de la represion de su promotor.

Los promotores parciales y minimos de /cyb? se reprimen por GA3 en plantas
transgénicas de tabaco. Esto sugiere la presencia de elementos regulatorios
dentro del promotor minimo de /cyb1 capaces de reprimir su expresion que no

fueron identificados en el analisis bioinformatico.

Los promotores parciales de psy2 y Icyb1, asi como el promotor minimo de este
ultimo, son inducibles por luz en plantas transgénicas de tabaco. Esto se
correlaciona con la importancia biolégica de los carotenoides en las hojas de las

plantas.

Los resultados expuestos confirman la hipétesis planteada en este trabajo, que
indica que las regiones promotoras de los genes psy2 y fcyb1 de Daucus carota
L. poseen elementos regulatorios en cis relacionados con la activacion génica

mediada por luz y fitohormonas.
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ANEXO

Tabla II: Resistencia a antibidtico de los vectores usados en este trabajo

Vector Gen de resistencia Antibiético al que Gen de Antibiético al
en bacterias resiste en bacterias | resistencia en que resiste
plantas en plantas
pCR"8 Spn® espectinomicina No tiene No aplica
pMDC111 npti! kanamicina hptil higromicina
pCAMBIA npti! kanamicina hptil higromicina
1302

Tabla lli: Medios de cultivo de plantas de zanahoria (D.c.) y tabaco (N.t.)

Medio Hi%:;’g“,f_"')i“a (ﬁ-’.;}E) IBA (mg/L) | BAP (mg/L) Ce(f;tga‘f)‘”e
Dcl 2 1 300
Deli 4 05 150-300
De.lii 6 150-300
Nt 10 5 1 300
Nl 15 150-300
NEITI 15 150-300
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Tabla IV: Programas de PCR utilizados en este trabajo

1: RT-PCR
Segmento 1 Segmento 2
Paso 1 70°C/ 5 min. 42°C/ 60 min.
Paso 2 25°C/ 5 min. 70°C/ 15 min.
N°® de ciclos 1 1
2: PCR convencional
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 94°C/ 3-5 min. 94°C/ 45 seq. 72°C/8 min.
Paso 2 -- T°H/45 seg. -
Paso 3 -- 72°C/30seg-2 min -
N° de ciclos 1 33-36 1
3: PCR de colonias
Segmento1 Segmento 2 Segmento 3
.Paso : e 94°C/ 5 min. 94°C/ 1 min. 72°C/8 min.
Paso 2 -- T°A/45 seq. --
Paso 3 - 72°C/30seg-2 min. --
N° de ciclos 1 35 1
4. GW1
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3 Segmento 4
95°C/ 25 seq. 95°C/ 25 seg. 72°C/ 10 min.

Paso 1 95°C/ 3 min.

Paso 2

72°C TD* 3

66,8°C/ 3 min.




Paso 3

N° de ciclos 1 7 35 1
5. GW2
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3 Segmento 4
Paso 1 95°C/ 3 min. 95°C/ 25 seg. 95°C/ 25 seg. 72°C/ 10 min.
Paso 2 -- 72°C TD* 3 min. 65°C/ 25 seg. -
Paso 3 -- - 72°C/ 2min. y 25 --
seg.
N° de 1 7 32 1
ciclos
*TD: touchdown, baja en un grado la T° de extension en cada ciclo.
6. gPCR
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 95°C/ 3 min. 95°C/10 seg. 95°C/1 min.
Paso 2 - 60°C/ 20 seg. 60°C/ 30 seg.
Paso 3 -- -- 95°C/ 30 seg.
N° de ciclos 1 40 1

153



Tabla V: Partidores utilizados durante este trabajo

T° -
Nombre Secuencia (5'-3") disociacién, Tamano Descripcién

18SF TTGATTACGTCCCTG Gen housekeeping. Utilizado
CCCTTT para verificar la calidad del

52-60 196 cDNA y DNA y como gen
18SR ACAATGATCCTTCCG normalizador. TD fragmento:
CAGGT 83°C
ubiq F GCTCGAGGACGGCA Gen housekeeping. Utilizado
GAAC para verificar la calidad del
53-60 121 cDNA y como gen
, CTTGGGCTTGGTGT - .
ubig R AGGTCTTC normalizador. ;I'D fragmento:
84°C.

AP1 GTAATACGACTCACT 519 NA Partidor de unién al adaptador
ATAGGGC ' en GenomeWalker primario
ACTATAGGGCACGC Partidor de unién al adaptador

AR2 GTGGT 7.8 NA en GenomeWalker anidado
AGAAACCCGACCTA A Partidor plaaprg s[ cqntrql pc;:)sitivo

PCP1 CCACGGCTTGCTCC 67,8 Sk prErE e
P GenomeWalker

Partidor para el control positivo

PCP2 CCCTTTCCTCGCAGA 656 NA en el PCR anidado de
GGTTTTCTCTCCAGC ! GenomeWalker
GCAAGAGGGATTGG Partidor primario para

GW1IeybT | AGGTAGATACAGA M NA GenomeWalker de fcyb1
TAACCTCCTTTGGTT Partidor primario para
GW1psy2 | 1eTCTTTTTCCGGCG 652 NA GenomeWalker de psy2
AGGTGTAAGCTGCA Partidor anidado para
GW2leyb? | cTCACTTGAAACA 60,8 NA GenomeWalker de lcyb1
S TIATTICGE BT T Partidor anidado para
GW2psy2 | GGGATTCAATGGGT 60,6 NA G P
G enomeWalker de psy2
Partidor anidado para el
GW2.2icyb | TAATTGCGTTGCGCT
1 CACTGCCCGCTTT 66,5 NA segundo GenomeWalker de
lcyb1
Partidor para amplificar el
CGTATTACCGCCTTT )
PPlcyb1 F GAGTGAG 55,5 1.057 promotor parcial de lcyb1.En

combinacién con PC fcyb1 R.
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Partidor para amplificar el

PPpsy2 F gﬁg E !TGT(CBCC 52,2 769 promotor parcial de psy2. En
combinacion con PC psy2 R.
Partidor para amplificar el
Pmicybt F g.?.?gg.?.}.régTCACCT 59,9 504 promotor minimo de /feyb1. En
combinacion con PC lcyb1 R.
Partidor para amplificar el
Pmpsy2 F gg.?;;.?GGAgTGTTTG 55,2 421 promotor minimo de psy2. En
combinacion con PC psy2 R.
GGATCCTATATCTCC Partidor antisentido para
PC foyb? R AAAAACAAAATCTG s amplificar el promotor de leyb1
GCTGGAGTTAGTGC Partidor antisentido para
PC.poy2 B TACCCAATAAAC 87,8 & amplificar el promotor de psy2
GFPF.1 $g$g E(Q'FGGM "ATTTTC Gen reportero para analizar los
50.60 583 promotores en las plantas
— GTCTCTCTTTTCGTT transgemcaé:ss. ;’l'c[():fragmento:
) GGGATCTTTCGAA '
Partidor antisentido de gfp
GFP R.2 ?égGTAATGGTTGTC 50,1 NA para PCR direccionales de las
plantas transgénicas
Partidor de gfp que con GFP
CAACTTCAAGACCC R.2 amplifica gfp en plantas
GFFFA | GCCACAACAT 60 116 transformadas
transitoriamente.
et ATC-‘E:S:II:GTACGCCCG Gen de resistencia a
52-58 28 higromicina.
Hpt R AAGACCTGCCTGAA
ACCGA
* TGAGTGCA T
qoybIF CCT}(C\;CWG'“I(':G E‘Igl'l AA 50-58 161 Gen carotenogénico lcyb1 de
qlcyb? R* | AACTGCAGAAGATAT D. carota. TD fragmento: 75 °C
TGGAGA
aleyb2 F | CAAGTAGATTCCTCT
SIGTLCAT 57.60 84 Gen carotenogeénico lcyb2 de
aleyb2 R TTACATGATTGCCCA D. carota. TD fragmento: 73 °C
GAAAGACTC
* | GCTAATAAACTTCCG
apsy2 F TGGGTGTTC 53.57 112 Gen carotenogénico psy2 de
qpsy2 R* | GCTGGAGTTAGTGC D. carota. TD fragmento: 75°C
TACCC
AGTCGATGGAGCAT -
apsy1 F TACCATAATTC 5857 95 Gen carotenogénico psy7 de
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e CTAATGGGTTACAGA D. carota. TD fragmento: 72°C
qesy GGGTTGTGTTA
Deara-1 E GGGGTTACAGATTG
qbearg-1F | TGACCGAAGAGAA Gen Dcarg-1 de D. carota.
57-60 132 Inducible por auxinas. TD
TGATAGGCAAGCAA fragmento:78°C
aDcarg-1R | GGCGGCTGATAAT
qNt CTTCCTCCTTGCCTT
osmotin F | GGTGACTTATACT Gen osmotin de N. tabacum.
57-60 165 Inducible por ABA. TD
fa [\ CGTGCCATTTTAGTA fragmento: 84°C
osmotin R | CCTCGTGGTGCAT
Nt parC F GCCCCTAGTTTGCTC
ant pa CCTTCTGATCCTT Gen parC de N. tabacum.
57-60 127 Inducible por auxinas. TD
CCTCCTGCTCTTCTC fragmento:79°C
aNtparCR | crrrrGTTGCCCAT
Nt gaoB F GGTCGTGGCTTGGT
ANt gapE T | ACGATAACGA Gen gapB de N. tabacum.
57-60 121 Inducible por luz. TD
qNt gapB CATCCAATGGGATCT fragmento:80°C
R CCACTTCCTG
NA: No aplica
TD: Temperatura de denaturacion calculada con BioMath Calculators

(http://www . promega.com/techserv/tools/biomath/calc11.htm#melt_results)
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