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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos lipídicos isoprenoides coloreados

sintetizados por todos los organismos fotosintéticos y también por algunas bacterias y

hongos. Estos son esenciales en la fisiologÍa vegetal, principalmente por sus funciones

durante la fotosíntesis, la fotoprotección y la síntesis de hormonas. En an¡males,

también son indispensables debido a su actividad antioxidante y por ser precursores de

la vitamina A. La ruta de síntesis de estos compuestos se encuentra bien caracterizada

y se han identificado las enzimas esenc¡ales que participan en ella. Sin embargo, la

regulación de esta ruta en plantas no se comprende aún a cabalidad. Actualmente, se

sabe que el principal mecanismo regulatorio ocurre a n¡vel transcripcional, donde

factores activadores como la luz y el desarrollo tienen un efecto d¡recto en la act¡vación

de la expresión de los genes carotenogénicos, como el gen psy, uno de los más

importantes puntos de regulación en la ruta.

Daucus carota (zanahoria) es una hortaliza que acumula elevados niveles de

carotenoides, principalmente B-caroteno, durante el desarrollo de su raíz modificada en

oscuridad. En este órgano, la regulación de la ruta carotenogénica ocurriría en parte a

nivel transcripcional, siendo el gen lcybl el que aumenta mayormente su expresión

durante el desarrollo. Por otra parte, de los genes parálogos psyl y psy2 presentes en

esta planta, el gen psy2 estaría asociado mayormente a la carotenogenesis en la raíz y

en etapas tempranas del desarrollo de las hojas.

Considerando las ev¡dencias de regulación a nivel transcripc¡onal de esta ruta

en zanahor¡a, durante este trabajo se identificó y evaluó los promotores de los genes



psy2 y lcybl. Se logró identificar y clonar regiones regulatorias de 769 pb para el

promotor de psy2 y de 1.057 pb del promotor de lcyb1. Ambas regiones presentaron

numerosos motivos regulatorios de respuesta a luz, así como otros de respuesta a

estrés abiótico y f¡tohormonas (principalmente ABA, auxinas y giberelinas).

Los promotores obtenidos fueron divididos en dos fragmentos (promotor parcial

y promotor mfnimo) y fusionados al gen reportero GFP con el fin de caracterizar su

funcionalidad en la planta modelo N tabacum. En plantas de tabaco transgén¡cas, el

promotor parcial de /cybl presentó una actividad mucho mayor (más de 20 veces) que

la del promotor mínimo de este gen, mientras que el promotor parcial de psy2 presentó

una act¡vidad basal levemente mayor que el mín¡mo.

Determinamos que en plántulas de zanahoria silvestre, el gen psy2 se indujo en

presencia de ABA y se reprimió en presencia de la auxina 2,4-D, m¡entras que el gen

lcybl se ¡ndujo levemente en presenc¡a de ABA y GA3. Considerando estos resultados,

se evaluó el efecto de estas hormonas en las plantas de tabaco transgénicas que

expresan GFP bajo el promotor de psy2 y lcyb. Se concluyó que el promotor parc¡al de

psy2 se indujo por ABA y que el promotor min¡mo de psy2 se reprimió levemente en el

tratam¡ento con ABA y la auxina 2,4-D. Esto se correlacionaría con los elementos

regulator¡os ¡dentif¡cados en el promotor de psy2 e indica que en plántulas de

zanahoria, tanto la inducción del gen psy2 medaada por ABA como su represión por

2,4-D, se deberían a una regulación de sus promotores en respuesta a estas

hormonas.

Además, se determinó que en las plantas de tabaco transgénicas, el promotor

parcial de lcybl fue inducido por ABA, en correlac¡ón con los elementos de respuesta a



esta hormona presentes en su promotor y con la inducción de este gen en respuesta a

ABA. Por otra parte, los promotores parcial y mín¡mo de lcybl Íuercn reprimidos por

GA3 en las plantas de tabaco transgénicas, a diferencia de lo obtenido en zanahorias

silvestres tratadas con esta hormona. Por último, ambos promotores, al ¡gual que el

promotor parcial de psy2, fueron inducidos por luz. Esto último se correlaciona con los

elementos de respuesta a este estlmulo 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 ¡n photosynthesis, photo-protection and hormone

b¡osynthes¡s. ln an¡mals, they are essential due to their antioxidant propert¡es and

because they are precursors of vitamin A, The carotenogen¡c pathway is well known, as

well as its essential enzymes. However, the regulation of this pathway ¡n plants is not

fully understood. To date it is known that the main regulatory mechanism takes place at

the transcript¡onal 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 caroteno¡des, ma¡nly B-

carotene, dur¡ng development of its modified root in darkness. ln this organ, the

regulation of the carotenogenic route takes place at least in part at the transcriptional

level, wiih the lcybl gene presenting the highest expression ¡nduction dur¡ng

development. Besides, of the two paralogs genes psyl and psy2, psy2 would be

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

Considering the transcript¡onal regulation of th¡s pathway in carrot root, in this

work we identified and character¡zed the promoter regions of psy2 and lcybl . We

identified and cloned 769 and 1.057 bp of the psy2 and lcybl promoters, respect¡vely.

Both promoters contain several light response elements, as well as ab¡otic stress and

fltohormones (ABA, auxin and gibberellins) response elements.



The promoters found where divided ¡n two fragments (partial and minimum

promoter) and fused to the reporter gene GFP to characterize their funct¡onality in the

model plant N tabacum. ln transgenic tobacco plants, the activ¡ty of the part¡al promoter

of lcybl was 2o-fold higherthan the activity of the m¡nimum promoter. ln the case of the

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

We determ¡ned that in wild type carrot seedlings, the express¡on of psy2 was

induced by ABA and repressed by the auxin 2,4-D, while /cyb I expression was slightly

increased in the presence of ABA and GA3. Considering these results, we evaluated

the effec,t of these hormones in transgenic tobacco plants expressing GFP under the

promoters of psy2 and lcybl.llwas concluded that the partial promoter of psy2, but not

the minimum, was induced by ABA, while the min¡mum promoter of th¡s gene was

repressed by 2,4-D. Th¡s correlates with the regulatory mot¡fs found in th¡s 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 the¡r promoters in response to these

hormones. Besides, we found that ¡n transgenic tobacco plants, the partial promoter of

lcybl was induced by ABA, in correlat¡on w¡th the ABA response elements found in its

promoter and the ¡nduct¡on of th¡s gene mediated by ABA. Besides, the partial and

m¡n¡mum promoter of lcybl were repressed by GA3 in transgen¡c tobacco plants, unl¡ke

the results obtained in wild §pe carrot seedlings feated with this hormone. Finally,

these promoters, as well as the partial promoter of psy2, were induced by l¡ght. The

latter is correlated with the l¡ght response elements identified in them.

xtx



INTRODUCCIÓN

l.l Garacterísticas de los caroteno¡dés, función y biosíntesis

Los carotenoides son compuestos isoprenoides de naturaleza lipídica

s¡ntetizados por todos los organismos fotosintéticos (p¡antas y algas) y también por

algunas bacter¡as y levaduras.

Estos derivan de la condensación de varias unidades isoprén¡cas de c¡nco

carbonos formando moléculas de cuarenta carbonos, que contienen hasta 15 enlaces

con.¡ugados (Taylor y Ramsay, 2005; Giorio y col.,2007', Armstrong y Hearts, 1996).

La presencia de estos numerosos enlaces conjugados les confiere distintas

prop¡edades, por ejemplo, la de actuar como cromóforos (parte de una molécula capaz

de absorber luz y generar color). La cantidad y configuración de los dobles enlaces

conjugados dentro de la estructura de cada carotenoide, as¡ como la presencia y tipo

de ciclación en sus extremos, les confieren a estos compuestos características

part¡culares, como por ejemplo absorción de fotones en las longitudes de onda del

azu¡, co¡ores d¡st¡ntivos y actividad ant¡oxidante. El B-caroteno, por ejemplo, posee 11

dobles enlaces conjugados y ciclac¡ones p en sus extremos, lo que le confiere una

coloración naranja ¡ntensa, además de ser uno de los carotenoides con mayor

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

Actualmente, se han descrito más de 700 caroteno¡des estructuralmente

distlntos (Giorio y col., 2007), los cuales se subdividen en dos grandes grupos: los

carotenos, que contienen solo átomos de carbono e hidrogeno y las xantofilas, que

poseen además sust¡tuyentes oxigenados.
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En las plantas, se encuentran dentro de los ptastidios, asociados a los

complejos captadores de luz y a los centros de reacción en los cloroplastos act¡vos,

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 p¡gmentos participan en procesos fisiológicos esenciales como la

fotosíntesis, donde captan la energía lumínica de diversas longitudes de onda (rango

espectral de absorción entre 400 y 500 nm) en los complejos captadores de luz de los

fotosistemas, la cual es transferida a la clorofila a durante la fotosíntes¡s (Britton, 1995;

Schmid, 2008). Debido a su estructura química, los carotenoides son capaces de: 1)

resonar los electrones a lo largo de su esqueleto carbonado, lo cual permite la

absorción de los electrones desapareados de las moléculas radicalarias (Britton, 1995;

Britton, 1998; Nelson y col., 2003), 2) actuar en la disipación térmica del exceso nocivo

de energía lumínica a través del ciclo de las xantófilas, además de generar un alto

nivel de protección fotooxidativa contra los efectos del singlete de oxigeno, del rad¡cal

superóxido y del triplete excitado de clorofila generado en los centros de reacción del

fotos¡stema ll como consecuencia de la fotosíntesis (Armshong y Hearts, 1996;

Cunn¡ngham y Gantt, 1998; G¡or¡o y col., 2007; Takano y col., 2005; Telfer, 2005) y 3)

ser precursores en la síntesis de la hormona ácido abscísico (ABA) y de las

estr¡golactonas.

El ABA part¡cipa en procesos v¡tales de la fisiología de las plantas, tales

como el crecimiento y desarrollo, la dormancia de las semillas y la adaptac¡ón a

distintos tipos de estrés amb¡ental, en especial a la sequía, frío y la elevada salinidad

(Chen y col., 2008; Crozier y col., 2000), mientras que las estrigolactonas han sido

asoc¡adas al establecimiento de las relaciones simb¡ót¡cas entre hongos y la rizósfera y
2



a la inhib¡ción 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 raíces de

reserva, los frutos y las flores, donde facilitan la pol¡n¡zac¡ón (Armstrong y Hearts, 1996;

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

En los an¡males, algunos carotenoides (B-caroteno, cr-caroteno, criptoxantina)

son convertidos a la v¡tamina A (retinol) luego de un clivaje molecular seguido de un

proceso reductivo. La v¡tam¡na A cumple a su vez funciones esenciales en la formación

de los dientes, tejidos sanos, piel, mucosas y en el func¡onam¡ento 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 l¡copeno, la luteína y la

zeaxant¡na) funcionan como poderosos antioxidantes, que previenen y reducen el daño

celular. Por ello, han s¡do l¡gados a una reducción de las probabil¡dades de desarrollar

ciertos tipos de cáncer, 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 ¡ncapaces de sintetizar estos compuestos, deben

ingerirlos en la dieta med¡ante el consumo de vegetales ricos en ellos, como la

zanahoria.

Dada la v¡tal importanc¡a de los carotenoides en plantas y en animales, la

regulación de su síntesis ha sido ampliamente estudiada en las últimas décadas. Los

avances en esta área de estudio han permitido el descubr¡m¡ento y caracter¡zación de

la mayorfa de los genes involucrados en la ruta de síntes¡s de los carotenoides
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(Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham, 2002; Howitt y Pogson, 2006), lo que ha

permitido aumentar la síntesis de los carotenoides en diversos organismos, en especial

en las pfantas (Aluru y col., 2008; Davuluri y col.,2004; Diretto y col.,2OO7: Lamers y

co|.,2008; Shewmakery col., 1999; Ye yco|.,2000).

En las plantas, la biosíntesis de los carotenoides ocurre en los plast¡dios

(cloroplastos y cromoplastos) de las células vegetales a part¡r de la un¡ón cola-cola de

dos moléculas de geranil geranil pirofosfato (GGPP), mediada por la enzima fitoeno

sintasa (PSY) (Figura l) para producir fitoeno. Luego ocurren cuatro desaturaciones

seguidas, llevadas a cabo por la fitoeno desaturasa (PDS) y por la E-caroteno

desaturasa (ZDS), con la finalidad de efender las series conjugadas de los dobles

enlaces. El fitoeno sufre asÍ cuatro desaturaciones, que resultan en la formación

secuenc¡al de fitoflueno, z-caroteno, neuroesporeno y por último licopeno, de color rojo

(Figura '1, Cunningham y Gantt, 1998). Junto con estas desaturaciones ocurren

además isomerizac¡ones llevadas a cabo por las enzimas CRTISO y Z-ISO, las que

permiten la formación de a//-fransJicopeno, configuración estable y requerida para las

subsiguientes ciclaciones.

Luego de la formación del licopeno, la ruta carotenogénica se d¡vide en dos

ramas principales: 1) que lleva a la sÍntesis de B-caroteno mediante la ciclación de

ambos extremos del licopeno llevada a cabo por la enzima licopeno B-ciclasa, LCYB, y

2) que lleva a la generación de o-caroteno, a través de la ciclación de un extremo del

licopeno mediante LCYB y del otro extremo med¡ante la enzima licopeno e-ciclasa,

LCYE (Cunningham y Gantt, 1998).
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Luego, el B-caroteno es hidroxilado a zeaxantina, la cual es epoxidada a

compuestos que generan finalmente el ácido abscísico (ABA), mientras que el o-

caroteno es hidroxilado para former la luteína.
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Figura 1: Ruta de blosíntesis de los carotenoides en plantas. Se ilustra el desarrollo de
esta ruta metabólica desde la sÍntesis del primer carotenoide, el fitoeno, desde geran¡l-geranil-
pirofosfato (GGPP), hasta la síntes¡s de la hormona ácido abscísico (ABA).PSY: f¡toeno
sintasa; PDS: fitoeno desaturasai ZDS: z-caroteno desaturasa; CRTISO: isomerasa de
carotenoides: Z-ISO: z-caroteno isomerasa; LCYB y LCYE, licopeno B y r ciclasas; CBHX y
CeHx: p y r hidrox¡lasas; VDE: v¡olaxant¡na de-epox¡dasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa.
Esquema modificado a partir de Stange y col., 2008.



1.2 Regulación de la ruta carotenogén¡ca en plantas

La regulación de ruta carotenogénica es muy compleja, dado los requerimientos

fisiológicos de: la germinación, el desarrollo fotomorfogén¡co, la fotosÍntesis, el

desarrollo de flores y frutos y en respuesta a d¡ferentes estímulos ambientales (Li y

col., 2008; Welsch y col., 2000i Bramley, 2002; Rodríguez-Villalón y col., 2009 a y b).

La regulación puede ocurrir entonces de diferentes maneras. Una de estas es a

nivel de l) redundancia gén¡ca, que en muchos casos puede llevar a la especial¡zación

de cada gen y su regulación, ya sea tejido-específica o en respuesta a diversos

estímulos. Esto ocurre por ejemplo para los genes lcyb y psy de tomate, los cuales se

encuentran en forma de genes parálogos (lcyb y cycb, y psyl y psy2), donde psyl y

cycb participan en la ruta carotenogénica durante la maduración de los frutos m¡entras

que los otros dos actúan en esta ruta en las hojas. Genes parálogos de psy han

demostrado ser inducibles bajo diferentes estímulos. Por ejemplo, el gen psy3 en arroz

y maíz es inducido en respuesta a ABA y se expresa pr¡nc¡palmente en la raí2,

mientras que los genes psyl y psy2 son regulados por luz y se expresan

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

Otro punto de regulación ocurriría a nivel de 2) el secuestramiento y la

acumulación de carotenoides, determinados en parte por la biogénesis de diferentes

t¡pos de plastidios (Deruere y col., 1994; Vishnevestsky y col., 1999). Por eiemplo, los

mutantes de tomate hp-2 y hp-3 poseen una acumulación elevada de pigmentos dado

el mayor tamaño de sus cromoplastos (Kolot¡lin y col., 2007; Galpaz y col., 2008).

Además, los carotenoides en cromoplastos se encuentran en forma de plastoglóbulos

o cristales de mayor estabilidad frente a la degradación lumínica (Steinmuller y Tevini,



1985; Mezlyak y Solovchenko, 2002). En relación a eslo, recientemente se determinó

que la tasa de síntesis y degradación de los caroteno¡des en las hojas es muy elevada

(Beisel y col., 2010).

Otros puntos de regulación ocurrirían a nivel 3) post-traducc¡onal, por ejemplo,

mediante la activación de la enzima PSY al unirse a la membrana t¡lacoidal durante la

fotomorfogénesis en Arabidopsis thaliana (Welsch y col., 2000), e incluso a nivel

epigenético, en la regulación de la transcr¡pc¡ón del gen crllso (Cazzonelli y col., 2009).

Considerando los puntos expuestos anteriormente, es posible señalar que esta

ruta posee varios puntos de control. Sin embargo, el principal punto de regulación

ocurre a nivel transcripcional, por lo que se describe con mayores detalles a

continuación.

1.3 Regulación transcripcional de la ruta carotenogénica en plantas

La regulación a nivel transcripcional es responsable de la expresión de genes

carotenogén¡cos, que codifican para las enzimas que participan d¡rectamente en la

síntesis de los carotenoides en diversos organismos vegetales y en respuesta a una

gran variedad de estímulos (Cazzonelli y Pogson, 2010; Lu y Li, 2008): 1) luminoso, ya

sea durante la fotomorfogénesis como bajo estrés lumínico; 2: desarrollo y maduración

de frutos; 3: estrés abiótico (principalmente sequía y salinidad); 4: retro-alimentación

positiva y negativa y 5: fitohormonas.



1.3.1 Regulación transcripcional mediada por luz

La luz es el principal estímulo al cual responde la ruta carotenogénica

parlicularmente durante la transición de etioplastos a cloroplastos (de-etiolación) y

durante el desarrollo de frutos y flores (Bramley, 2002; Romer y Fraser, 2005).

La inducción por luz de los genes carotenogénicos está mediada por

fotorreceptores, tales como el fitocromo, criptocromo y fototrop¡nas (Briggs and Olney,

2001; Franklin y col., 2005; Briggs y col., 2007; Simkin y col., 2003; Woitsch y Rómer,

2003). Por ejemplo, la inducción por luz del gen psy de Arab¡dopsis thaliana es

mediada por el fitocromo A (Welsch y col., 2000, 2008) que promueve la un¡ón del

factor de transcripción HYS a elementos de respuesta a luz (LRES) presentes en su

promotor (von Lintig y col., 1997). Los pr¡ncipales LREs presentes en los promotores

de los genes inducibles por luz corresponden a los elementos G-box (Part¡cularmente

el elemento G1: CACGAG y el elemento G2: CTCGAG) y al elemento ATCTA (Giuliano

y col., '1988; von L¡nt¡g y col., 1997; Welsch y col.,2003). Los elementos G- box son

reconocidos por los factores de transcr¡pc¡ón HYS (que promueven la transcripción) y

por los factores PIF (que reprimen ¡a transcripc¡ón; N¡ y col., 1998; Zhu y col-, 2000). Se

sabe que los factores PIF son capaces de reprimir la expresión del gen psy en

Arabidopsis, y que esta ¡nteracción desaparece en presencia de luz (Toledo-Ort¡z y

col., 20t0). Por otra parte, el elemento ATCTA es reconocido en Arabidopsis thaliana

por el factor de transcripción Rap2.2 (Welsch y col., 2007), el cual induce levemente la

transcripción de los genes psy y pds, y por lo tanto los niveles de caroteno¡des, en este

organismo Welsch y col., 2007). El elemento ATCTA ha s¡do propuesto como un

elemento capaz de generar una respuesta coord¡nada de la ruta carotenogén¡ca y la

fotosintética, ya que se encuentra en el promotor de varios de sus genes (dxs y psy de



Arabidopsis; pds de tomate y maíz; la proteína de unión a la clorofila (cab) de

Arabidopsis thaliana y mostaza (Srnaprs alba) y la plastocianina (pc) de aweja (Pisum

sat¡vum)i Welsch y col. 2OO3,2007).

El gen psy2 de maíz sería tamb¡én ¡nduc¡do a través de criptocromo (Li y col-,

2008). Otros reportes indican que al de-etiolar plantas de tomale o Arabidopsis thaliana

existe una inducción del gen /cyb respecto al gen /cye, lo que lleva a la inducc¡ón en la

síntesis de xantofilas; en tabaco y pimentón (C. annuum), por medio de la luz blanca

tamb¡én se induce la expresión de genes involucrados en la síntesis de estos mismos

compuestos (Woitsch y Rómer, 2003, Simk¡n y col., 2003). De manera análoga, los

genes psy, pds, zds y lcyb son reprimidos en p¡mentón durante tratamientos de

oscuridad (Simkin y col., 2003).

Por otra parte, y en relación al ¡mportante papel que juegan los carotenoides en la

captación de luz y en la protección foto-oxidativa, se ha reportado que la inducción de

los genes carotenogénicos durante la de-etiolac¡ón se encuentra generalmente

asociada a la inducción concomitante de genes asociados al aparato fotosintético y a la

síntesis de clorofila (Woitsch y Rómer, 2003), lo que podría estar mediado por el

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

1.3.2 Regulación transcripcional durante el desarrollo y maduración de frutos

El modelo biológico clásico para estudiar la regulación de esta ruta durante la

maduración de frutos es el tomate, aunque también se ha estud¡ado este proceso en

otras plantas como papaya (Carica papaya, Skelton y col., 2006), damasco (Prunus

mume, Kita y col.,2007) y cítricos (Kato y col., 2004; Alquezar y col., 2009). En tomate

se ha observado que durante la maduración del fruto se produce una inducción en 2



genes tempranos de la ruta, psy y pds, y una represión de los genes lcyb y lcye, lo cual

lleva a la acumulación de licopeno (Pecker y col., 1996; Ronen y col., 1999). En

papaya roja, se ha observado que el gen /cyb presenta una mayor expresión en hojas y

flores que en frutos durante la maduración, lo que se correlaciona con la acumulación

de licopeno en los frutos de esta variedad (Skelton y col., 2006). En la maduración de

un cultivar de damasco acumulador de carotenoides (Prunus mume Siebold & Zucc.),

se determinó que el gen psy presenta una elevada expresión, al igual que genes río

ab4o (lcyb, CBHx (p-caroteno hidroxilasa) y zep (zeaxanlina epoxidasa)), m¡entras que

el gen lcye presenta una disminución en sus niveles de expresión, lo cual redirige la

síntesis hac¡a la rama del F-caroteno. Por otra parte, se determinó que el et¡leno es

capaz de ¡nducir la expresión de psy y lcyb, por lo que sería necesar¡o para elevar la

acumulac¡ón de carotenoides durante la madurac¡ón del damasco (Kita y col., 2007).

En pomelos del cultivar "Star Ruby", la elevada acumulación de licopeno se asoció a

una dism¡nuc¡ón en la expresión del gen lcyb2 (asoc¡ado a cromoplastos, de inducción

durante la madurac¡ón de naranjas y responsable de la acumulación de B-B-xantofilas)

y del gen CBHx (Alquezar y col., 2009). De manera similar, durante la maduración de la

mandarina "Satsuma" d¡sminuyen los niveles de lcye y aumentan los de psy, pds, zds,

lcyb, CBHx y zep, favorer,iéndose la acumulación de carotenoides de la rama B (Kato y

col., 2004). Finalmente, en zanahorias acumuladoras de d¡versos caroteno¡des se

observó un aumento constante en la expresión de la mayoría de los genes

carotenogénicos evaluados (psy (1 y 2), pds, zds (1 y 2), lcye, lcybl y zep) en paralelo

a la acumulación de carotenoides en zanahorias de color rojo (acumuladoras de

licopeno) y de color amarillo (acumuladoras de luteína; Clotault y col., 2008).
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De todos los ejemplos anteriores es pos¡ble concluir que la regulación a nivel

transcripc¡onal es un ¡mportante mecanismo de control de la producción de

carotenoides durante la maduración de los frutos que los acumulan.

1.3.3 Regulación transcr¡pc¡onal en respuesta a estrés abiótico

Con respecto a este tipo de estímulos, todos los reportes se relac¡onan a la

regulación de genes parálogos de psy. En maíz y aÍoz, la expresión del gen psy3 es

inducida por sal y sequía, y que esta inducción se correlaciona con un aumento en los

niveles de ABA y en el flu.io de los caroteno¡des (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008),

así como los genes psyl y psy2 de yuca son inducidos en respuesta a sal¡nidad y

sequía (Arango y col., 2010).

1.3.4 Regulación transcripcional mediada por retro-alimentación

Existen reportes de una regulación transcripcional med¡ada por

retroalimentación, tanto negat¡va como positiva. Se sabe que la inhibición de la

ciclación del l¡copeno en tomate ¡leva a la inducción de la expresión de dos genes río

afiiba, psyl y pds (Giuliano y col., 1993; Corona y col., 1996). Además, la acumulación

de fitoeno en la mutante de Arabidopsis thaliana en el gen pds provoca la represión de

varios genes relacionados a las rutas metabólicas de los caroteno¡des y giberel¡nas,

entre otras, e indicaría la presencia de mecanismos de retro-alimentación negat¡va

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

Con respecto a la retro-alimentac¡ón posit¡va, se ha demostrado que el ABA es

capaz de inducir la expresión del gen psy3 de maíz y arroz, aumentando así sus

niveles, y podría tener un rol en la inducc¡ón de los carotenoides en respuesta al estrés

ab¡ótico (Welsch y col., 2008; Li y col., 2008).



1.3.5 Regulación transcripcional mediada porfitohormonas

Con respecto a las hormonas, se ha reportado por ejemplo que durante la

maduración de la uvas existen elevados niveles de ABA que reprimen varios genes

relacionados a procesos fotos¡ntéticos, ejerciendo así un mecanismo de retro-

alimentación positiva al inducir la expres¡ón del gen carotenogénico g-crs-

epoxicarotenoid d¡oxigenasa (nced) que codifica para la enzima NCED, d¡rectamente

involucrada en la síntesis de esta hormona (Koyama y col., 2010). La inducción de

NCED mediada por ABA se ha demostrado también en manÍ, donde la acumulación de

esta hormona inhibe el desarrollo de raíces laterales (Guo y col., 2009). En Arabidopsis

thaliana, el ABA también inhibe la formación de raíces laterales, un efecto contrar¡o al

de auxina (Brady y col., 2003). Por otra parte, en plantas de Galium aparine

('cleaverC') a las que se les aplica la auxina lAA se ¡nduce directamente la expresión

del gen nced y además se fomenta la síntesis de etileno , el cual a su vez induce la

acumulación 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 tamb¡én de inducir el gen nced y genes involucrados en la

sfntesis de etileno (Raghavan y col.,2006). Además, las auxinas ¡nteractúan con las

estrigolactonas (hormonas derivadas de la ruta carotenogénica) en el control de la

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

La b¡osíntesis de ABA mediada por et¡leno tiene un rol importante en el desarrollo

vegetal, generando inhibición del crec¡miento, entre otros efectos (Grossmann y

Hansen,2001). Con respecto a lo anterior, también existe una regulación inversa entre

ambas hormonas durante la maduración de tomate, donde la acumulación de ABA

(med¡ada a su vez por la expresión del gen nced) es capaz de ¡nduc¡r genes de la



b¡osíntesis de etileno (acs y aco), induciendo de esta forma el proceso de maduración

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

De lo anterior es posible concluir que diversas hormonas, tales como ABA, etileno

y auxinas son capaces de afectar la ruta carotenogénica en d¡versos puntos, alterando

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

1.4 Regulación transcripcional de la ruta carotenogénica en zanahoria

En la zanahoria, nuestro modelo de estudio, existe una acumulación de

carotenoides, en especial p-caroteno, durante el desarrollo en oscuridad de su raíz

mod¡flcada (Figura 2). Con el fin de establecer los mecan¡smos regulatorios que

controlan la síntes¡s de estos compuestos en este órgano, y cons¡derando Ia

importancia de la regulación transcr¡pcional de la ruta carotenogénica en otros

organismos vegetales, recientemente se llevó a cabo un estudio para determinar los

patrones de expresión de seis genes de esta ruta directamente involucrados en la

síntesis de B-caroteno durante el desanollo en oscuridad y en luz de este órgano, y

tamb¡én durante el desarrollo de sus hojas (Fuentes, 2009).

En la figura 3 es posible observar el resultado de este análisis. Primeramente,

se observa que la expresión de todos los genes analizados es mucho más alta en las

hojas que en la raíz en la mayoría de los estados de desarrollo analizados. Esto puede

deberse a la mayor tasa de recambio de estos compuestos en los órganos foliares

(Beisel y col., 2010). También es posible observar que Ia expresión de los genes psyl,

pds, zds2 y /cybl aumenta con el desarrollo de las hojas, lo cual refueza el punto

anterior, debido a que en hojas maduras es donde la tasa fotosintética es mayor. S¡n

embargo, el gen psy2 disminuye su expres¡ón durante el desarrollo de las hojas, al



igual que el gen zdsl, lo cual da indicios de la especialización de los genes parálogos

psyl y psy2, y zdsl y zds2. Es importante destacar además, que el gen tcybl fue el

que presentó el mayor aumento de expres¡ón durante el desarrollo, de'16 veces entre

la cuarta y décimasegunda semana.

De igual manera, todos los genes carotenogénicos, excepto zdsl, aumentan

durante el desarrollo de la ruiz mod¡f¡cada, en paralelo con un aumento de los niveles

de caroteno¡des (Figura 3). Nuevamente, el gen lcybl es el que presenta el mayor

aumento, correlacionándose directamente con los altos niveles de B-caroteno

acumulados en la raíz (Figura 2), lo que evidenciaría una regulación transcripcional de

esta ruta en la ralz de zanahoria, en donde podría participar algún factor asociado al

desarrollo de los cromoplastos capaz de activar los genes carotenogénicos, como fue

propuesto para la act¡vac¡ón del gen pds en tomate (Corona y col., '1996)

De este anál¡sis es ¡mportante destacar que el gen lcybl es un candidato

¡mportante para evaluar sus mecanismos regulatorios, debido a 1) su elevado aumento

de expresión durante el desarrollo tanto de las hojas en presencia de luz como de la

raíz modificada en oscur¡dad (Figura 3), y 2) a que es el gen directamente involucrado

en la síntesis de B-caroteno, el principal carotenoide acumulado en la raíz modificada

de zanahoria (Figura 2). Por otra parte, el gen psy serfa el otro blanco importante de

evaluar en esta planta debido a que se ha reportado que es el gen clave en la

regulac¡ón de esta ruta en varios modelos vegetales. De los dos genes psy parálogos

presentes en zanahoria, el gen psy2 estaría asociado a la carotenogénes¡s en la raíz

modificada, ya que presenta un aumento levemente mayor en su expresión entre la

cuarta y décimasegunda semana del desarrollo de la raíz que el gen psyl, y además

este últ¡mo estaría más relacionado a la carotenogenes¡s en las hojas maduras, por lo
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que sería er segundo gen candidato para evaruar ros factores que reguran su expresión

en esta planta.
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I .5 Estudio de promotores carotenogénicos

Hasta la fecha existen muy pocos reportes del estud¡o de promotores

carotenogénicos en plantas. El primero de ellos, realizado en el año 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 región 5' no traducible (S'NTR)) fueron

clonadas d¡rigiendo la expresión del gen reportero gus y las construcciones

transformadas establemente en tomate y tabaco. En ambos sistemas, el promotor fue

capaz de d¡r¡gir la expresión de gus en respuesta al desarrollo. En tomate, se encontró

una mayor expresión de GUS en órganos formadores de cromoplastos (pétalos,

anteras y fruto), pero no así en tabaco. Además, las plantas de tabaco transgénicas

tratadas con inhibidores de la síntesis de carotenoides (norfluorazon, que inhibe la

enzima PDS y CPTA, que inhibe el paso de ciclación del licopeno) presentaron una

inducción del promotor de pds, lo que sugeriría una regulación por producto final

(Corona y col., 1996).

EI segundo estud¡o de un promotor carotenogénico fue realizado por Welsch y

col. (2003), para el promotor del gen psy de Arabidops¡s thaliana. En este caso se

analizó un promolor de 1,7 kb (incluida la región 5' NTR) y deleciones del mismo. Se

comprobó que el promotor completo posee act¡vidad basal en oscuridad, sin embargo,

la expresión del gen se induce fuertemente en distintos tipos de luz. Análisis de la

secuenc¡a perm¡t¡eron determinar que la respuesta a luz está mediada por elementos

regulatorios en la región próxima a la caja TATA del promotor (posición -300) por

elementos de respuesta a luz tipo cajas G. Además, una región 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 determinó que un motivo ATCTA
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(también presente en los promotores de otros genes carotenogénicos, genes de la

sfntesis de tocoferoles y asociados a la fotosíntesis) en repetidos en la región alrededor

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

En el año 2004 Thompson y col. analizan el promotor del gen nced del tomate,

gen responsable d¡rectamente de la sÍntesis de ABA, encontrando c¡nco elementos de

respuesta a etileno, lo que respalda la inducción de este gen mediada por esta

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

Poster¡ormente, Welsch y col. (2008) correlacionaron la inducción por ABA del

gen psy3 de arroz (Oryza sativa) con la presencia de elementos de respuesta a esta

hormona (ABRE en asociación al elemento CE), mientras que los promotores de los

genes psyl y psy2 presentan elementos I, lV y caja AE, ¡nvolucrados en la respuesta a

luz y ausentes en el promotor de psy3. Sin embargo, los 3 promotores, así como el del

gen psy de Arabidops¡s, comparten una caja G, que estaría relacionada a la act¡vación

por luz en todos ellos, excepto en el promotor de psy3, donde estaría involucrada en

med¡ar la respuesta a ABA (la caja G comparte la secuencia central con el elemento

ABRE).

Rec¡entemente, se evaluó el promotor del gen cyc-b (l¡copeno B-ciclasa

asociada a cromoplastos) de Solanum habrochaites (tomate de color verde, Dalal y

col., 2010). En este caso se clonó una secuencia de 908 pb (incluida la región S'NTR),

así como tres versiones truncadas de la misma. El promotor completo mostró una

expres¡ón basal en hojas, m¡entras que en las flores y frutos de los tomates

transformantes, se indujo aprox. 5 veces. Además, se determinó que este promotor es

regulado durante el desarrollo y que una deleción desde el -436 hasta el codón de



¡nicio, presenta una mayor activ¡dad y un patrón de expresión 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, así como 3 elementos GT-1 (de secuencia consenso GAAAAA), que confer¡rían

inducción por luz. Sin embargo, no evaluaron d¡rectamente la funcionalidad de estos

motivos.

El último reporte relativo al análisis de promotores carotenogén¡cos corresponde

al anális¡s de los promotores de los genes psyl y psy2 de melón (Qin y col., 201'l). En

ellos se encontraron varios elementos de respuesta a luz, c¡clo circadiano y estrés

abiót¡co, correspondientes con los previamente reportados para el promotor del gen

psy de Arabidops¡s thaliana (Welsch y col., 2003). S¡n embargo, se encontraron

tamb¡én elementos de respuesta a giberelinas, que no habÍan sido prev¡amente

reportados y que representan un blanco interesante de estudio, ya que los

caroteno¡des y las giberelinas comparten el precursor GGPP.

Los anteriores antecedentes sientan las bases para reallzar un análisis de los

promotores de los genes carotenogénicos psy2y lcybl de zanahoria propuesto en este

trabajo y además resaltan la importancia del mismo para lograr dilucidar la regulación

de dos genes tan importantes para la carotenogenes¡s en la raíz mod¡flcada de

zanahoña, contr¡buyendo de esta manera a un mayor entendimiento de los mecanismo

que controlan esta ruta metabólica en las plantas.

1.6 Estrategia a utilizar

Dado que el genoma de la zanahoria no está secuenc¡ado, la estrategia a

utilizar durante este trabajo será la identificación de la región promotora de los genes



psy2 y tcybl de zanahoria mediante amplificaciones río arriba de las secuencias de sus

cDNAs (conocidas) mediante GenomeWalker. Posteriormente, estos fragmentos, así

como una deleción de cada uno (promotores mínimos), se clonaron en vectores

dirigiendo la expresión del gen reportero gfp y se evaluó su funcionalidad en plantas de

tabaco, determ¡nando su respuesta a estímulos hormonales y de luz. Este estudio

perm¡te sentar las bases sobre la regulación de cíertas hormonas como ABA, GA3 y

auxinas sobre la expresión de los genes psy2 y lcybl de D. carota. Finalmente, se

correlacionaron las respuestas funcionales obten¡das con el análisis estructural del

promotor, obten¡do bioinformáticamente.

1.7 Hipótesis

Las regiones promotoras de los genes psy2 y lcybl de Daucus carota L' poseen

elementos regulatorios en cis relac¡onados con la activación génica mediada por luz y

fitohormonas.

'1.8 Objetivo general

ldentificar y caracterizar la estructura y función de los promotores de los genes

psy2 y lcybl mediante transformac¡ón estable de plantas de Nicotiana tabacum y

Daucus carota.

LI ObjetivosesPecíficos

l) ldentificación de las regiones promotoras de los genes psy2 y lcybl mediante

GenomeWalker.

2) Análisis in sitico de los promotores ident¡ficados.
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3)

4)

Generación de las construcciones portadoras de las reg¡ones promotoras

parciales y mínimas de los genes lcybl y psy2 dirigiendo la expres¡ón del gen

reportero gfp.

Evaluación de ra funcionaridad de ros promotores y de su respuesta a diversos

estímulos, tanto en plantas de N. tabacum, como D. carofa transformadas

establemente con fos promotores parciales y mínimos de psy2 y tcyb1.
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MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 MaterialesBiológicos

Se utilizaron plantas de Daucus carota variedad Nantes, de Nicotiana tabacum

cultivar Xanthi NN y de Arabidopsis thaliana variedad Col0, todas cultivadas en

invernadero acondicionado para tal propósito 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. col¡ quimiocompetentes

MachlrM-T1R, de genot¡po: F- 080/acZ^M15 AtacXT  hsdR(rf,mr) ArecA1398 endAl

fonA (confiere resistencia al fago Tl) (lnvitrogen) y células de Agrobacteium

tumefaciens quimiocompetentes, de genotipo GV3101: C58, plásmido Ti curado, GenR,

RifR.

2.2 Materiales de Biología Molecular y cultivo

Se utilizaron reactivos de la calidad apropiada para biologÍa molecular y cultivo

celular de bacterias y plantas, de marcas tales como Fermentas, Biol¡ne, Stratagene,

Merck, lnv¡trogen, Promega, Axygen, Sigma-Aldrich y Phyto Technology Laboratories.

2.3 Métodos de cultivo y transformación

2.3.1 Cultivos bacter¡anos de Escherichia coli Machl y de Agrobacterium

tumefaciens

Los cultivos de E. coli Machl se realizaron inoculando alÍcuotas de estas

células en medio LB líquido (Triptona 1 % p/v, NaCl O.8o/o plv, Extracto de levadura

0,5% plv) suplementado con el antibiótico de selecc¡ón correspondiente, de acuerdo al
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plásm¡do introducido (Tabla l) y mantenido durante 12 horas a 37'C a 200rpm, o bien

en placas de Petri con medio LB sólido (medio LB lÍqu¡do suplementado con Agar-agar

1 ,6 %), también suplementado con el antibiótico de selección adecuado, durante 12

horas a 37"C.

Células de A. tumefaciens se cultivaron en medio LB líquido suplementado con

rifamp¡cina 10 mg/L (permite la selección cromosómica de A. tumefaciens GV3101)y

gentamicina 50 mg/L (permite la selección del plásmido Ti conten¡do en la cepa de A.

tumefaciens GV3101), además de un tercer antibiótico de selecc¡ón del plásm¡do de

interés (Tabla l), durante 20 horas a 28"C.

En ambos casos, el almacenamiento de alícuotas celulares se llevó a cabo a -

80'C, en una mezcla de 500 uL de cada cult¡vo con 300 uL de glicerol 80% estér¡|.

2.3.2 Preparación de células quimiocompetentes de A. tumefaciens

Una alícuota de células de A. tumefaciens GV3lOl se cultivó en medio LB

liquido suplementado con r¡famp¡cina 10 mg/L y gentamic¡na 50 mg/L hasta llegar a

una D.O.soonm: 0,5. Luego de 10 min. en hielo, el cultivo se centrifugó a 4'C durante 20

min. a 3000x9, se eliminó el sobrenadante y el precipitado de células fue resuspend¡do

suavemente en I mL de una solución estéril de CaCl2 20 mM. Las células

quimiocompetentes de almacenaron en alícuotas de 100 uL a -80'C en 30% glicerol

hasta su uso.
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2.3.3 Transformación de células bacter¡anas quimiocompetentes

La transformación de células de E. coli Machl (lnvitrogen) y de A. tumefaciens

competentes se llevó a cabo mediante semipermeabilización de su membrana a través

de un golpe térmico.

Una alícuota de 50 uL de células de E. coli Machl se mezcló con 6 uL de una

reacción de ligación en pCR@8 (sección 2.4.1 .1) o 10 uL de una reacción de

recombinación en pMDCI 1 1 (sección 2.4.1.2). La muestra se incubó durante 30 min.

en hielo, luego durante 45 segundos a 42"C y luego se depositó en hielo; a los 2 min.

se mezcló con 250uL de medio SOC (Triptona 2olo, Extracto de levadura 0,5%, NaCl 10

mM, KCI 2,5 mM, MgCh 10 mM, MgSOa 10 mM, glucosa 20 mM) y se incubó durante 1

hora a 37'C con una agitac¡ón de 200 rpm. Una alícuota de 50 uL se sembró en una

placa de LB sólido (Triptona 1% p/v, Extracto de levadura 0,5oA plv, NaCl 0,8% p/v,

Agar-agar 1,6 Yo plv) suplementada con el antibiótico de selección adecuado (Tabla l) e

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

Para la transformación de A. tumefaciens, una alfcuota de '100 uL descongelada

en hielo se mezcló con 300-500 ng del vector de interés. Esta mezcla se somet¡ó a un

golpe de frío sumergiéndola durante 5 min. en N2 lfquido para luego permitir su

descongelamiento durante 15 min. a temperatura ambiente. La mezcla fue incubada en

I mL de LB llquido a 28'C durante 6 horas. Luego, la mezcla fue centrifugada durante

5 min. a 6000x9, se eliminó el sobrenadante y el precip¡tado de células se resuspendió

en 100 uL de medio LB lÍquido. Las células resuspendidas se sembraron en una placa

Petri con medio LB sólido suplementado con rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50 mg/L
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y el antibiótico de selección del vector incorporado (Tabla l), y se crecieron a 28'C

durante 36-48 horas.

2.3.4 Cult¡vos y transformac¡ones vegetales

2.3.4.1 Cultivo, transformación y embriogénesis somática de Daucus carota

Para el cultivo in vitro de plántulas de Daucus carofa, sem¡llas comerciales de

D. carota variedad Nantes fueron esterilizadas superficialmente durante 20 min.

mediante agitación en una solución 2olo del fungicida Captan (Anasac). Luego de tres

enjuagues con agua estéril, las semillas fueron incubadas en agitación durante t hora

en una soluc¡ón de hipoclorito de sodio 2,62 o/o. Se enjuagaron 3 veces en agua estéril

y secaron en papel absorbente estéril. Las semillas fueron depositadas en frascos con

medio MS sól¡do (Med¡o MS, Murashige and Skoog,'1962) con vitaminas 0,44 o/o,

sacarosa 2%, myo-inositol 0,01%, Agar-agar 0,7o/o, PPM 0,09% v/v, pH: 5,8) e

incubadas en una cámara de cultivo de 16 horas luz a 22"C durante aproximadamente

dos semanas.

La transformación de plántulas de zanahor¡a se realizó modificando el

protocolo descrito por Chen y Punja (2002). Se preparó una suspensión de A.

tumefaciens porladora del vector de interés a partir de un cultivo de noche de 50 mL de

la bacteria, el cual fue centr¡fugado durante 5 min. a 6000x9 y resuspendido en 20 mL

de med¡o MS líquido (Medio MS con vitaminas 0,44 %, sacarosa 2%, myo-inositol

0,01%, pH: 5,8) suplementado con acetosir¡ngona 200 uM. Esta suspensión se incubó

en agitación a 28'C hasta llegar a una D.O.soon,: 0,6-0,8.

Por otra parte, y en esteril¡dad, se cortaron explantes de aprox¡madamente 1 cm

de largo de hipocotilo y epicotilo de plántulas de zanahoria crecidas in vitro du¡anle 2



semanas. Estos fueron incubados durante '10 m¡n. con la suspensión de A.

tumefaciens, secados en papel estéril y depositados en placas Petri con medio MS

sólido. Las placas se ¡ncubaron en oscuridad a 22'C durante 48 horas. Luego, los

explantes fueron retirados de las placas, lavados en agua estér¡l suplementada con

PPM 0,09% v/v y cefotax¡me 300 mg/L, secados en papel estéril y depos¡tados en

placas Peki con Medio Dc.l (Iabla ll), donde se mantuv¡eron en oscuridad a 22'C

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

Los explantes induc¡dos se transfirieron a placas Petri con Med¡o Dc.ll (Tabla

ll), donde se mantuvieron durante 4 a 6 semanas bajo fotoperfodo, hasta observarse la

aparic¡ón de embriones inmaduros. Poster¡ormente, los explantes fueron transferidos a

placas Petri con Medio Dc.lll (Tabla ll), en donde los embriones maduraron y elongaron

hasta la generación de plántulas.

Finalmente, plántulas de 5 cm de alto con una Gíz 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 cámara de cultivo a 22'C bqo

fotoperíodo de 16 horas luz. Las plantas se mantuvieron durante 1 mes en un ambiente

con alta humedad (90%) para luego aclimatarse lentamente a las condic¡ones de

humedad del ¡nvernadero (70%). Las plantas fueron regadas 2 veces por semana con

medio hidropónico 1x (KNO3 0,125 mM, Ca(NO3)2'4H2O 0,15 mM, MgSOa'7HrO 0,075

mM, KH2POa 0,05 mM, KCI 5 uM, H3BO3 5 uM, MnSO4 1 uM, ZnSO+"7HzO 200 nM,

CUSO4 '150 nM, NazO¡Si 10 uM, Fe/DTPA 1 0 uM, pH: 6) para favorecer su ráp¡do

crecimiento.
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2.3.4.2 Cultivo, transformación y organogénesis somática de Nicotiana tabacum

La transformación de tabaco se llevó a cabo ut¡l¡zando explantes de hojas

completas provenientes de plántulas cultivadas in vitro. Para ello se esterilizaron

semillas de tabaco en 10 ml de hiploclorito de sodio (5%) con una gota de Tritón X-100

en agitación durante '10 min. Luego, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estér¡l y

se sembraron en frascos con medio MS sólido. Luego de 3 semanas se obtuvieron

plantas del tamaño suficiente para recolectar las hojas para la realizar el proced¡m¡ento

de transformación estable. Las hojas se cortaron e incubaron durante l0 min. con una

suspensión de A. tumefaciens en med¡o MS llqu¡do preparada de igual manera que la

detallada en el punto anter¡or (secc¡ón 2.3.4.1). Los explantes fueron luego secados

con papel estér¡l e ¡ncubados durante 48 horas en placas Petri con Medio MS sólido,

en oscur¡dad. Poster¡ormente los explantes se enjuagaron en agua estéril

suplementada con PPM 0,09o/o v/v y cefotaxime 300 mg/L, se secaron en papel estéril

y se depositaron en placas Petri con Medio Nt.l (Tabla ll). Luego de 3-4 semanas de

cult¡vo a 22'C y fotoperíodo de 16 horas luz, los explantes que presentaron la aparición

de pequeñas plántulas fueron transferidos a Medio Nt.ll (Tabla ll), donde se

mantuvieron entre 2-4 semanas más, para perm¡tir la elongación de éstas.

Plántulas de entre 1 y 5 cm de longitud fueron transfer¡das a frascos con Medio

Nt.lll (Tabla ll) para perm¡tir su elongación y enraizamiento. Al enraizar, las plantas

fueron traspasadas a maceteros con una mezcla de tierra de hoja: vermiculita: turba

(1:1:1). lnicialmente 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 hidropónico 1x (sección 2.3.4.1) pa,a favorecer su

crec¡miento.
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2.3.4.3 Transformación transitoria de hojas de N. tabacum

Para la transformación transitoria de tabaco se ut¡l¡zaron plantas adultas de N.

tabacum silvestres cultivadas en med¡o h¡dropónico y suspensiones de A. tumefaciens

con las construcciones de interés en medio MS líquido (sección 2.3.4.1). La entrada de

la suspensión al tejido foliar se realizó por el anverso de cada hoja, previamente

asperjada con agua para fac¡litar la apertura de sus estomas, utilizando una jeringa de

5 mL carente de aguja y presionando suave y firmemente hasta observar la infiltración

de una amplia región de la hoja (Sparkes y col,, 2006).

Las hojas ¡nfilfadas fueron adecuadamente rotuladas y las plantas mantenidas

durante 3 a 4 días a 22-25"C en fotoperíodo de 16 horas, hasta la recolección del

tejido.

2.3.4.4 Transformac¡ón trans¡tor¡a de frutos de Solanum lycopersicum y

Capsicum annuum

Para la transformación transitoria de tomate (Solanum lycopersicum) y pimentón

(Capsicum annuum) se escogieron frutos en estado inmaduro, con el fin de facilitar la

infiltración de la suspensión de Agrobacterium. La suspensión de la bactería se preparó

centrifugando un cultivo de noche de A. tumefaciens portadora del vector de interés y

resuspend¡endo el precipitado de células en un medio de infiltrac¡ón compuesto por

M9Cl2 l0 mM, MES '10 Mm y acetosiringona 200 uM, pH: 5,6 hasta llegar a una

D.O.6qsn,:0,6-0,8. La suspensión se recogió con una jeringa de insulina de 50 uL y se

inyectó en el pericarpo de los tomates y pimentones, en la región cercana al pedúnculo

y en la base del fruto. La ¡nyección se rep¡t¡ó en 6-8 regiones de cada fruto,

incorporando aprox. 100 uL de suspensión en cada lugar.



Los frutos inyectados se mantuvieron en foloperíodo de 16 horas luz a 22-25"C

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

2.4 Métodos de Biología Molecular

2.4.1 Construcciones genéticas

2.4.1.1 Clonación de los fragmentos de interés en el vector de entrada pCRoB

La clonación en vectores de entrada, como pCR@8, permite la amplificación de

un fragmento de ¡nterés para su secuenciación y posterior clonación en el vector de

destinación, el cual permite la evaluación en el organismo de interés. Durante este

trabajo se util¡zó el vector de entrada pCR@8/GWTOPOo, que cuenta con la enzima

Topoisomerasa I covalentemente unida en la secuencia CCCTT del vector,

favoreciendo la clonación de los productos de PCR que poseen una adenosina libre en

cada extremo. Además, este vector cuenta con el gen SpnR de resistenc¡a a

espectinomicina, al igual que las regiones attl-1 y atlLZ flanqueando ambos extremos

de la zona de clonac¡ón (F¡gura 4A). Estas regiones perm¡ten el traspaso de los

fragmentos clonados en este vector a diversos vectores de destinación mediante la

tecnología Gateway@, basada en la recombinación homóloga.

Para la clonación de un fragmento de interés en el vector de entrada pCRo8,

0,5-4 uL del producto de PCR se mezclaron con 50 ng del vector de entrada pCR@8 y i

uL de una soluc¡ón salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M) en una mezcla de ligación de 6

uL. La mezcla de ligación se incubó a temperatura ambiente durante 2 horas, tras lo

cual fue transformada en células de E coli Machl quimiocompetentes (secc¡ón 2.3.3)
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Los clones positivos seleccionados por PCR de colonia (sección 2.4.6.3)

digestión enzimática (sección 2.4.3) fueron secuenciados (Macrogen Corp.)

recombinados con el vector pMDC t 1 1 (en el caso de la clonación de promotores).

2.4.1.2 Clonación de los fragméntos de interés en el vector de destinac¡ón

pMDCI I l: Recomb¡nación por tecnología Gateway@

Para el análisis de los promotores en los organismos vegetales de interés se

escogió el vector de destinación pMDCI 1 1. Como se ¡lustra en la figura 48, este veclor

posee los sitios de recombinación attRl y attR2 flanqueando al gen letal de selección

ccdb, ¡ío 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 ¡nsertará

en el genoma de las plantas de interés. Dentro de estos bordes se encuentra además

el gen hptl, el cual otorga res¡stenc¡a 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 recombinación en este vector perm¡tieron el reemplazo del

gen letal ccdb con los fragmentos promotores de ¡nterés previamente clonados en

pCR@8, generándose construcciones del tipo promotor:: gfp.

La tecnologÍa Gateway@ se basa en la propiedad de recombinac¡ón s¡tio-

especifica del fago A (Hartley y co1.,2000), ut¡l¡zando secuencias de recombinación

homóloga presentes tanto en e¡ vector de entrada (attL1 y attL2) como en el vector de

destinación (atfR1 y affR2). El fragmento en el vector de entrada se clona entre ambos

s¡t¡os affl y debe encontrase en orientación sentido respecto de affl1. Como se ilustra

en la figura 4C, las regiones affLl y attL2 del vector de entrada recombinan

específicamente con las regiones affRl y affR2, respectivamente, lográndose el

reemplazo del gen letal ccdb pot el fragmento promotor de interés contenido en el
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Figura 4: Esquema de los véctores usados en este trabajo y de la recombinación Gateway.
A: pCR@8. B: pMDCI 1 1. C: esquema de la recombinación homóloga. aftLl y atfl2: sitios
especifícos en el vector pCR"Sde recombinación homóloga con los sitios affRl y affR2 del vector
pMDCI11, respecivamente. ccdb: gen letal presente en el vector pMDC111 y que es
reemplazado por el promotor de ¡nterés luego de la recombinac¡ón,
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2.4.2 Ext¡acción y cuantificación de ácidos nucléicos

2.4.2.'l Extracción de RNA de plantas

La extracción de RNA vegetal se realizó utilizando el reactivo TRlzol@

(lnvitrogen), el cual permite la extracc¡ón fenólica del RNA para su posterior

precipitación con isopropanol. El procedimiento se llevó a cabo siguiendo las

¡nstrucc¡ones del fabricante. Aproximadamente 100 mg de cada tejido fueron

pulverizados en morteros estériles, en presencia de nitrógeno líquido. Luego, se

agregó I mL del reactivo TRlzol@ y se traspasó el homogenizado a un tubo Eppendorf

de '1 ,5 mL. Se incubó la mezcla durante 5 m¡n. a temperatura amb¡ente y luego se

agregaron 200 uL de cloroformo y se ag¡tó durante 15 segundos. Posteriormente, se

incubó la mezcla durante 3 min. a temperatura amb¡ente, tras los cuales se centrifugó

por 15 min. a 12.000x9 a 4"C. El sobrenadante se rescató en un tubo l¡mp¡o y se

precipitó durante 10 m¡n. a temperatura ambiente, utilizando 500 uL de isopropanol.

Luego, se centrifugó durante l0 m¡n. en las condiciones previas, se lavó el prec¡pitado

obten¡do con 1 mL de etanol 75o/o (en agua libre de nucleasas), se resuspendió una

vez seco en 20 uL de agua libre de RNasa y se proced¡ó a ver¡f¡car su ¡ntegridad

mediante electroforesis en geles de agarosa. También se determinó su concentración y

las razones 2601280 y 2601230, ¡ndicativas de la pureza del RNA con respecto a

proteínas y a sales y solventes, respectivamente, en un espectrofotómetro

NanoDroprM.

2.4.2.2 Pu¡ificación de RNA vegetal

En los casos en que las razones 2601280 y 260/230 observadas en el

NanoDroprM fueron insuficientes para cons¡derar que el RNA extraído era de la pureza

adecuada para la síntesis del CDNA (razones > 1,8), el RNA se limpió agregando un
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volumen de cloroformo frío y agitando en vortex durante 5 min. Luego de centrifugar a

10.000x9 durante 5 m¡n. a 4"C, la fase acuosa superior (que cont¡ene el RNA) se

precipitó con 3 volúmenes de Eianol absoluto lrlo y 1l1Q del volumen de acetato de

sodio 3M, pH: 4,8, durante 30 min. a -80"C. Luego de centrifugar a 10.000x9 durante

30 m¡n. a 4"C, el precipitado de RNA se lavó con 1 mL de etanol 75% en agua libre de

nucleasas y una vez seco se resuspendió en 20 uL de agua libre de nucleasas y se

procedió a verificar su ¡ntegr¡dad mediante electrofores¡s en geles de agarosa y a med¡r

su concentración y pureza med¡ante espectrofotómetro (NanoDroprM).

2.4.2.3 Exfracción de DNA genóm¡co de plantas

La extracción del DNA genómico de plantas se realizó siguiendo una

modificación del método del CTAB, descr¡to ¡nicialmente por Doyle y Doyle (1987).

Aproximadamente 100 mg de tejido fresco fueron pulverizados en morteros en

presencia de nitrógeno lÍquido y se les agregó 600 uL del tampón CTAB (Bromuro de

cetil trimetilamonio al 2%, NaCl I,4 M, EDTA 20mM y Tris 100 mM pH 8) precalentado

a 60"C y 4 uL de B-mercaptoetanol. La mezcla se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5

mL y se incubó con agitación ocas¡onal durante 20 min. a 60'C. Poster¡ormente, se

agregaron 400 uL adicionales de tampón CTAB y se procedió con la incubación

durante 15 min. más a 70"C. Luego se adicionó 400 uL de una solución de cloroformo:

alcohol ¡soamíl¡co (24:1), se centr¡fugó a 13.000 rpm por l0 min. y la fase acuosa

superior (donde se encuentra soluble el DNA) se precipitó con un volumen de

isopropanol durante 10 min. a -80'C. Luego de una centrifugación a 13.000 rpm por l0

m¡n. 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 obten¡do se verificó mediante electroforesis en geles de

agarosa. Su concentrac¡ón se determinó mediante espectrofotómetro (NanoDroprM).

2.4,2.4 Exfiacción de DNA plasmidial de E. coli

La extracción de DNA plasm¡d¡al de las cepas transformadas de E coll Machl

se realizó med¡ante el kit AxypreprM (Axygen), siguiendo las instrucciones del

fabricante. El DNA obtenido se utilizó para verificar la presencia y orienlac¡ón de los

fragmentos de interés clonados mediante PCR y d¡gest¡ón enzimática y para verificar la

secuencia de éstos. Para la secuenciación se ut¡lizaron 3 clones de cada evento de

transformación, los cuales fueron enviados a secuenc¡ar a Macrogen

(http://www.macrogenusa.neu), util¡zando los partidores Ml3pUC R y M13pUC F, que

flanquean los extremos de los fragmentos clonados en el vector pCRo8. En el caso de

fragmentos de más de 800 pb se real¡zó también una tercera secuenciac¡ón utilizando

un partidor interno específico del fragmento.

2.4.3 Digestionesenzimáticas

Se realizaron diversas reacciones de digestión enzimática a los DNA

plasmidiales obten¡dos, tanto de construcciones en el vector pCR68 como de las

construcc¡ones en pMDC111. Las d¡gestiones se realizaron para verif¡car la presencia y

or¡entac¡ón correcta de los fragmentos clonados. Todas las reacciones se llevaron a

cabo siguiendo las instrucciones de cada enzima de restricc¡ón (Fermentas), en un

baño termorregulado a 37"C durante aprox. 30 m¡n. Las enzimas utilizadas y los

fragmentos esperados se detallan en los resultados.
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2.4.4 Diseño de part¡dores

Todos los partidores fueron diseñados manualmente o utilizando la herramienta

bio¡nformát¡ca Ampl¡fx y comprobados mediante el programa OligoAnalizer para

verificar los porcentajes de GC, la temperatura de disociación y descartar la presenc¡a

de homo y heterodímeros. Todos los partidores d¡señados resultaron ser específicos

para su gen blanco, según anális¡s bioinformático utilizando la herram¡enta BLASTn

(http://blast.ncbi. nlm. nih.gov). Los partidores en antisentido para el GenomeWalker se

diseñaron en la reg¡ón 5' conocida de los genes lcybl y psy2 y los part¡dores

ant¡sent¡do para el segundo Genomewalker de lcybl se diseñaron dentro de las 53 pb

de la región más hacia el extremo 5'de la región identif¡cada mediante el primer

GenomeWalker. Todos los partidores de GenomeWalker se diseñaron siguiendo las

instrucciones del fabricante (Clontech). Los partidores para ampl¡f¡car las regiones

promotoras parciales (PP) y mínimas (Pm) de los genes lcybl y psy2 se d¡señaron de

acuerdo a los elementos regulatorios identificados tras el análisis bioinformático de los

promotores.

2.4.5 Electroforesis en geles de agarosa y purificación desde geles

La electrofores¡s se realizó en geles de agarosa al l-2% (según el tamaño

esperado de las bandas) preparada en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA I mM, pH

8) junto a un tampón de carga (0,25o/o azul de bromofenol, 0,25% xylen cyanol, 150/o

glicerol), en proporción 5:'l , a 85-1 I 0 volts (dependiendo del tamaño de la cámara

ut¡lizada) 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 tiñeron durante 15 min. en una

solución de Bromuro de etid¡o y visualizaron bajo luz UV en un transiluminador
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(SYNGENE). Para clonar alguna de las bandas visualizadas, esta se escindió del gel

ut¡lizando un bisturí para ser pur¡ficada desde el gel mediante el kit Wizard@ SV Get

and PCR Clean-Up System (Promega), s¡gu¡endo las instrucciones del fabricante.

2.4.6 Reacción en cadena de la polimerasa, PCR

2.4.6.1 RT-PCR

Con el f¡n de generar la hebra de CDNA complementar¡a al RNAm se llevó a

cabo la reacc¡ón de transcripción reversa (RT) utilizando la enzima RT-lmprom ll

(Promega). Primeramente, el RNA se incubó con DNasa lpara el¡minar pos¡bles

remanentes de DNA genómico producto de la elracción. Para esto,7 ug de RNA de

alta pureza se incubaron con 50 U de DNasa I (Fermentas), 40 U de lnhibidor de

RNasa (Ribolock, Fermentas) y'1x de tampón de la DNasal (Fermentas), en agua libre

de nucleasas en un volumen de reacción de 20 uL, durante 35 min. en un baño

termorregulado a 37'C. Luego, la reacción se detuvo agregando 2 uL de EDTA 25 mM

e ¡ncubando a 65"C durante 10 min. con el fin de inactivar la DNasal.

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

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

TTTTTTTTTTTTTTTTT -3') en tubos de 0,2 mL durante 5 min. a 70"C, en el programa

de PCR "RT-PCR" (Tabla lll). Luego, se detuvo el programa y los tubos se incubaron

durante 5 min. en hielo, tras lo cual se les agregó a cada uno 37,5 uL de una mezcla de

RT en agua libre de nucleasas (3 uL de RT lmprom ll (Promega), 40 U de lnhibidor de

RNasa (Ribolock, Fermentas), dNTPs 600 nM (Biosforza o Fermentas), MgClz 6,6 mM,

l0 uL de tampón 5x de la RT lmprom ll (Promega)) y se continuó con el programa "RT-

PCR". Finalmente se obtuvieron 50 uL de cada oDNA.
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2.4.6.2 PCRconvenc¡onal

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

/cyó l, promotor de psy2, gfp, hptll, 185, ubi, Dcarg-l, osmot¡n, parc, psy1, psy2, tcyb1,

lcyb2, gapB) desde DNA genómico, para comprobar así la funcionalidad de los

partidores diseñados y la presencia de los fragmentos de interés en las plantas

transgénicas. Además, se ut¡lizaron reacciones de pcR utilizando DNA genómico

como blanco para amplificar las regiones promotoras parciales (pp) y mínimas (pm) de

los promotores de lcybl y psy2, utilizando los partidores descritos en la Tabla lv.

También se realizaron amplificaciones por pCR convenc¡onal desde cDNA para

determinar la adecuada síntesis del cDNA amplif¡cando genes housekeep¡ng (1gS y

ubiquitina). Todas las reacciones de pcR se llevaron a cabo en mezclas de 2s uL en

agua libre de nucleasas con 'l U de Taq DNA polimerasa (Biolasa, Bioline), lx del

tampón de la Taq DNA pol¡merasa (Bloline), MgClr2 mM, dNTps 2OO uM (Biosfoza o

Fermentas), 200 nM de partidor en sentido, 200 nM de part¡dor en antisentido y 0,5-2

uL de DNA o cDNA blanco. En todas las reacciones de pcR se reallzó en paralelo una

reacción de control negativo, carente de blanco, y cuando fue posible, se realizó

también una reacción de control positivo, utilizando un blanco previamente veriflcado.

En el caso de los PCR para la verificación de la correcta sfntes¡s del cDNA, se incluyó

además un control "sin RT" (s/R) para cada uno. Este consistió en una reacción

utilizando como blanco una cantidad equivalente de RNA proveniente desde el

tratamiento con DNasa l, con el fin de asegurar la ausencia de DNA genómico en los

cDNAs sintetizados Todos los productos de pcR fueron verificados mediante

electroforesis en geles de agarosa. El programa general de pcR convenc¡onal se



detalla en la Tabla lll. La temperatura de h¡bridación (T"H) es especffica para cada par

de partidores y se ajustó de acuerdo a la temperatura de disociación teórica de cada

partidor (TD, Tabla lV), El tiempo de extens¡ón (paso 3, segmento 2) depende a su vez

del tamaño del fragmento a amplificar y se estima en 1 minuto por cada 1.000 pb a

amplificar. Variaciones en este protocolo se ¡nd¡can en los resultados.

2.4.6.3 PCR de colonias

Para determinar inicialmente las colonias de E. coli Machl 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 sólido luego de la transformación celular

(sección 2.3.3). Para esto, se tomó cada colonia entera succionando con una pipeta

Pl0 para luego resuspendefa en 30 uL de agua estéril. De esta suspensión se tomó 1

uL como blanco en una reacc¡ón de PCR y el resto se propagó en un cultivo de noche

en medio LB líquido suplementado con los antibióticos adecuados para E. coli o A.

tumefaciens. La reacción de PCR se llevó a cabo en una mezcla de 25 uL en agua libre

de nucleasas con 1U de Paq DNA pol¡merasa (Stratagene), 1x del tampón de Paq DNA

pol., 200 uM de dNTPs (Biosfoza o Fermentas), 200 nM de partidor en sentido, 200

nM de partidor en antisentido y 1 uL de la suspensión bacteriana, s¡guiendo el

programa "PCR de colonias" (Tabla lll). En este caso, el tiempo de eltens¡ón (paso 3,

segmento 2) se calculó en '1 kb por cada 30 segundos, debido a que la enzima Paq

DNA pol. pol¡meriza a mayor velocidad que la Taq DNA polimerasa convencional. Los

partidores util¡zados fueron específicos 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 cuant¡tat¡vo en Tiempo Real

Para cuant¡ficar los niveles de expresión de los genes de interés ( l8S,

ubiquitina, lcyb1, lcyb2, psy2, psyl, gfp, Dcarg-l , osmotin, parc y gapB) en las distintas

muestras a analizar se utilizaron reacciones de PCR en tiempo real utilizando la sonda

fl uorescente SYBR green.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termoc¡clador Mx3000P (Skatagene) y

utilizando el kit Br¡lliant lll Ultra-Fast SYBR@ Green QPCR Master M¡x (Stratagene),

para los análisis en las plantas silveslres de D. carota y transgén¡cas 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 pol¡merasa, dNTPs,

MgCl, y la sonda SYBR green),8 uL de agua libre de nucleasas, 300 nM del partidor

en sent¡do, 300 nM del part¡dor en antisentido y 0,3 uL de una dilución 1:500 de la

sonda pasiva ROX (incluida en el kit). El programa utilizado fue el de "qPCR" (Iabla

lV), independiente los partidores ut¡lizados. Todas las reacciones se llevaron a cabo en

triplicado técnico, analizándose poster¡ormente las 2 répl¡cas de mayor similitud.

Dado que la sonda utilizada para la cuant¡f¡cación fue SYBR@ Green, luego de cada

programa de amplificación se realizó una curya de disociación, consistente en la

medición de la fluorescenc¡a durante toda la denaturación y renaturac¡ón del producto

de PCR (95'C por 1 minuto, 60"C por 30 segundos y 95"C por 30 segundos, Tabla lV).

La presencia de una sola señal en esta curva en un gráfico de Fluorescencia vs. T' es

¡nd¡cat¡vo de la especificidad de la reacción.

Todas las cuantificaciones real¡zadas en este estud¡o fueron relativas, es decir,

comparadas con un "control" o calibrador, que corresponde a una condición de máxima



o mín¡ma expresión, o bien que carece de expresión, como en el caso de las plantas

silvestres. Tamb¡én se normal¡zaron los datos frente a los niveles de expresión de uno

o más genes de expresión constante en las plantas (housekeeping), con el fin de

eliminar posibles diferencias dadas por la concentrac¡ón o cal¡dad del cDNA analizado.

Para el caso de la zanahoria, el normal¡zador utilizado fue el gen ubiquit¡na, mientras

que para tabaco fue el gen 78S.

El calibrador utilizado en cada caso se detalla en los resultados. Los cálculos de

la expresión relativa, así como la determinación de la eficiencia (E) de los partidores,

se realizaron de acuerdo a lo explicitado en Fuentes (2009), siguiendo las fórmulas de

Pfaffl (2001):

1) Eficiencia de los part¡dores (E) = 1O l-1/eendientel

(Es", o¡j"t*J*e-(Ct señ obietivo - Ct catibrador qen objetivo)

2) Expresión relativa =
(Es"n no.,"r,"oo)*e-(Ct normur.uoor - Ct 

",r¡,"0o)

2.4.7 ldentificac¡ón de las regiones promotoras de los genes psy2y lcybl de D.

carota med¡ante GenomeWalker

La identificación de las regiones promotoras de los genes lcybl y psy2 de D.

carota se llevó a cabo utilizando la técnica de Genomewalker (Clontech). Esta técnica

es apta para identificar secuencias río arriba o abajo de secuencias conocidas de DNA

genómico o cDNAs (S¡ebert y col., 1995).

Se siguió el procedimiento descrito por el fabricante (Clontech), el cual se

resume en la figura 5 y se detalla brevemente a continuación. Primeramente, se extrajo

DNA genómico de zanahoria (sección 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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Sful. Luego, los fragmentos de la d¡gestión de cada enzima fueron ligados a una

secuencia adaptadora (AP) incluida en el k¡t, con lo que se generaron cuatro

bibliotecas de digestión (801, BD2, BD3 y BD4, con las enz¡mas EcoRV, Dral, Pvull y

Sfu/, respectivamente). La primera amplificac¡ón por PCR (PCR primar¡o) se llevó a

cabo en una mezcla de 25 uL que contenía agua l¡bre de nucleasas, 1X buffer de la

Taq DNA pol¡merasa (Bioline),2 U de Taq DNA polimerasa (Bioline), 3 mM de MgCl2,

200 uM dNTPs, 200 nM partidor en sentido (AP1) de unión específica al adaptador AP

y 200 nM de partidor primario en antisentido específ¡co de cada gen (GW1/cybl o

GW1psy2, Tabla V). Se utilizó 1 uL de cada biblioteca de digestión como blanco en

cada reacción ¡ndependiente y el programa de PCR'GWl" fiabla l\0. Como control

positivo se llevó a cabo una reacción simultánea utilizando la misma mezcla

previamente detallada, pero usando el part¡dor PCP1 (Tabla V) como partidor

antisentido y 1 uL de una bibl¡oteca de digest¡ón de DNA humano, incluida en el kit,

como blanco. Para el PCR anidado se utilizó la misma mezcla previamente descrita,

cambiando los partidores. En este caso de utilizaron los partidores en sentido AP2

(Tabla V), también de unión específ¡ca al AP y río abajo del partidor AP1 , con 10 pares

de bases sobrelapadas entre ambos y un partidor anidado en antisent¡do específ¡co de

cada gen, ubicado río arriba del partidor primario (GW2lcyb1 o GV,,t2psy2, Tabla V). Se

ut¡lizó 1 uL de una dilución 1i50 del PCR primar¡o como blanco y el programa de PCR

"GW2" (Tabla lV). Los productos del PCR GW2 fueron v¡sual¡zados mediante

electrofores¡s en geles de agarosa y las bandas de interés identificadas (mayores a

500 pb) fueron purificadas desde el gel (secc¡ón 2.4.5) paru su posterior clonación y

secuenc¡ación.

En el caso del gen lcybl,luego de obtener la primera región promotora de 635

pb, se procedió a realizar una segunda ampl¡ficación rio arriba. Para ello, se siguió el
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m¡smo protocolo que para el primer GenomeWalker, utilizándose en este caso el

partidor GW2/cyb 7 como partidor en el PCR primario y el partidor GW2.2lcyb1 para el

PCR anidado. El partidor GW2.2lcyb1 se diseñó dentro de las 53 pb de ta región 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 Análisis bioinformático de las regiones promotoras

El análisis bio¡nformático de las regiones promotoras de lcybl y psy2 se realizó

mediante la herramienta bioinformática TOUCAN2

(http://homes.esat.kuleuven.be/-saerts/software/toucan.php). Esta incluye una serie de

programas que perm¡ten secuencias de 2 o más genes co-expresados, en búsqueda

de motivos regulatorios previamente descritos, así como la identificación de nuevos

mot¡vos regulatorios. Para nuestro anál¡sis ut¡lizamos la herramienta b¡oinformát¡ca

MotifScanner (http://tomcat.esat.kuleuven.be/axis/Toucan SOAPService.jws), la cual

permite identif¡car motivos regulatorios previamente descritos en las secuenc¡as a

analizar. Esta técnica requiere de una Base de datos PWM (Position Weight Matr¡ces),

desde la cual el programa obt¡ene los motivos conseNados. En nuestro caso utilizamos

la Base de datos de PlantCARE (http://bioinformat¡cs. psb.

ugent.be/webtools/plantcare/html/), que contiene 435 motivos regulatorios de plantas

mono y dicotiledóneas. Además, el programa requ¡ere establecer un Background

Model, una matriz que permite calcular las frecuencias genómicas para diversas

combinaciones de nucleót¡dos. Debido a que el genoma de D. carota no está

secuenciado, decidimos utilizar un Background Model de A. thal¡ana, ya que era el
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único organismo vegetal dentro de la lista de candidatos, y de tercer orden, según lo

recomendado (http://homepage.univie.ac.aUherbert.mayer/MainGEN. html#TOUCAN).

Finalmente, se p¡d¡ó 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

análisis se realiza¡la solo en la hebra ingresada al programa o también en su

complementaria. En este caso fijamos un prior de 0,7 (recomendado para el tamaño de

secuencias que ingresamos) y escogimos analizar solo ¡a hebra de DNA ingresada al

programa.

Una vez obtenidos los motivos regulatorios, proced¡mos a dilucidar a cuales

estímulos respondían, ingresando el nombre de cada motivo en la página de

PlantCARE. Luego, agrupamos y asignamos colores diferentes a los motivos de

respuesta a diversos estímulos como luz, giberelinas (GA), ácido abscísico (ABA),

auxinas, et¡leno, jasmonato, elicitores, o bien que tuvieran relación a la expresión en

una zona específica de la planta, tales como los de expresión en endosperma o

mer¡stema.

Por otra parte, defin¡mos el sit¡o de inicio de la transcripción (TSS) de cada

región promotora utilizando el programa bioinformático BDGP

(hft p:/Antww.f ruitfly. org/cg¡-bi n/seq_tools;/promoter. pl).

Según la distribución de los motivos encontrados y considerando el s¡tio de

inicio de la fanscr¡pción de cada promotor, se definió un promotor parcial (PP) y uno

mínimo (Pm, que incluyera el TSS) de los genes lcybl y psy2, los cuales fueron

amplificados desde DNA genómico de zanahoria ut¡l¡zando los partidores descritos en

la tabla V y el programa "PCR convencional" (Tabla lV), ajustando las temperaturas de

hibridación y tiempo de extensión a cada par de part¡dores. De esta forma, se

obtuv¡eron los fragmentos PPIcybl , Pnlcybl, PPpsy2 y Pmpsy2, los cuales fueron
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clonados en el vector pCR@8 (sección 2.4.1.1), y luego ingresados mediante

recombinación en el vector de destinación pMDCI 1 I (secc¡ón 2.4.1 .2), obteniéndose

las construcciones PPlcybl::gfp, Pmlcybl::gfp, PPpsy2::gfp y Pmpsy2::gfp. Luego,

estas construcciones se incorporaron en la cepa de A. tumefaciens GV3101 (sección

2.3.3) (además del vector sin promotor pMDCl l l y el vector con el promotor

constitutivo 35S dirigiendo la expresión de gfp, pCAMBIA 1302) y se procedió a evaluar

los promotores mediante transformaciones transitor¡as (secciones 2.3.4.3 y 2.3.4.4\ y

estables de plantas modelos (secciones 2.3.4.1 y 2.3-4.2), seguidos de cuantificaciones

de la expresión del gen reportero gfp (secc¡ón 2.4.6.4) en distintas cond¡ciones.

2.6 Microscopía

Además de la determinación de la expresión de gfp en las plantas de tabaco

transformadas trans¡toriamente con las construcciones promotor::gfp mediante PCR, se

evaluó 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 v¡sual¡zarlas en un microscopio de epifluorescencia Ax¡overt 200M

(Zeiss) con un aumento de 400 veces (objetivo 40x) a una longitud de onda inc¡dente

entre 488 y 498 nm.

2.7 Tratamientos hormonales

2.7,1 Tratamiento de plántulas de zanahor¡a silvestres con ABA, aux¡na y ácido

giberélico.

Dado que en las reg¡ones promotoras de los genes /cyó 1 y psy2 de D. carota se

encontraron var¡os motivos de respuesta a ABA, auxinas y giberelinas, dec¡d¡mos

evaluar si estas fitohormonas tenían algún efecto en la expres¡ón de los genes /cyól y



psy2 en plantas de zanahoria silvestres, con el fin de obtener un ¡ndic¡o sobre si estas

f¡tohormonas tendrían algún efecto en la expresión del gen reportero gfp d¡r¡gida por los

promotores de ambos genes en plantas de tabaco transgénicas.

Para el tratamiento, se utilizaron plántulas de D. carota de aprox¡madamente l0 cm de

largo crecidas durante 17 días in vitro (sección 2.3.4.1), y con al menos una hoja

verdadera. Se tomaron l5 plántulas por cada cond¡ción a evaluar, las cuales fueron

posteriormente dividas en 3 grupos de 5 plántulas cada uno (triplicados biológicos).

Para el tratam¡ento con ABA, las condic¡ones analizadas fueron ABA 50, 100 y 200 uM,

en base a las concentraciones ut¡l¡zadas en reportes previos (Kiyosue y col., 1992:

Chung y col.,2005), además de un control sin hormona. El tratamiento se realizó

incubando las 15 plántulas de cada condición en medio MS líquido estéril

suplementado con sacarosa al3% y la concentración de hormona indicada, durante 24

horas en oscuridad a 22-25"C, con agitación suave.

El tratam¡ento con auxinas y giberelinas se realizó de ¡gual manera, utilizando

concentraciones de 10, 50 y 450 uM de la aux¡na s¡ntét¡ca 2,4-D (basado en Ebener y

col., f 993 y Kitamiya y col., 2000) y un tratamiento de 2 horas, mientras que para

giberelina se utilizaron concentrac¡ones de 5, 20 y 50 uM de ácido giberélico (GA3,

basado en Bouquin y col., 2001 y Yang y col., 2004), durante 24 horas.

Luego de los tratamientos, las plántulas fueron enjuagadas y secadas y se les

extrajo el RNA a cada set de 5 plántulas (replica biológica) de todas las condiciones

analizadas (sección 2.4.2.1). Se evaluó la calidad y concentrac¡ón del RNA y se

sintetizó la hebra complementaria (CDNA, secc¡ón 2.4.6.1) parc analizar posteriormente

la expresión de los genes de ¡nterés mediante PCR cuantitativo (sección 2.4.6.4).
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2.7.2 Tralamiento de hojas de tabaco con fitohormonas

De manera similar a lo realizado para zanahorias silvestres, se trataron

muestras foliares de los tabacos transgén¡cos portadores de las construcciones

promotor::gfp. Para esto se recolectó una hoja de cada planta para cada tratam¡ento

hormonal, la cual fue dividida en 4 partes. Cada fragmento se incubó con una

concentración específica de hormona. El tratamienio se realizó de esta manera para

evitar diferencias de expresión que podrían producirse por el solo hecho de ut¡l¡zar

hojas diferentes de cada planta y con el f¡n de generar un protocolo uniforme para

todas las plantas tratadas.

La ¡ncubac¡ón se realízó de ¡gual manera que para zanahoria (sección 2.7.1) y

se ut¡lizaron para ABA concentraciones de 50, 100 y 200 uM, mientras que estas

fueron de 10 y 50 uM para 2,4-O y de 50 y 100 uM para GA3.

Poster¡ormente, se extrajo el RNA de cada muestra y se sintet¡zó el CDNA

(sección 2.4.6.1), con el fin de evaluar cambios en la expresión del gen reportero gfp (y

en los genes control en algunos casos) med¡ante PCR cuantitativo (sección 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 /cyb I y psy2 eran

capaces de responder a luz blanca, se realizó un tratamiento de inducción por luz. Para

esto, 2 hojas de cada planta transgén¡ca a evaluar se envolvieron en papel aluminio,

con el fin de protegerlas de la luz. Las plantas se mantuvieron en condiciones de

cult¡vo normal (fotoperíodo de l6 horas luz y 22"C) y luego de 48 horas se recolectó

una hoja para extraer su RNA, constituyendo la muestra en oscuridad. La otra hoja se

destapó y se mantuvo durante 24 horas más en luz blanca (400-700 nm a 33,6 umol m-
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2 s-l en promedio), tras lo cual se extrajo su RNA (sección 2.4.2.1), orig¡nándose la

muestra en luz.

Posteriormente, se sinletizaron los cDNAs respectivos y se evaluó la expresión

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 anal¡zados son las

s¡guientes: l8S (AY552527), ubiquitina (U68751.1), lcybl (DQ19219O.1), lcyb2

(DO192191.1), psyl (DQ192186.1), psy2 (DQ192187.1), Dcarg-1 (AB,O275O1.1), pañ

(X64398. 1 ), o sm oti n (M2927 9. 1), g a p B (M 1 441 8. I ).
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F¡gura 5: Esquema de la identif¡cación de promotores med¡ante GenomeWalker
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RESULTADOS

3.1 ldentificación de las regiones promotoras de lcybl y psy2

Con el fin de aportar nuevos datos sobre la regulación de la ruta carotenogénica

en zanahoria, durante esta tes¡s se ¡dentif¡caron las regiones promotoras de los genes

lcybl y psy2 de zanahoria y se evaluó su funcionalidad y regulación por estímulos

hormonales y lumínicos.

Mediante la técnica de Genomewalker (sección 2.4.7) logramos identificar un

fragmento de aproximadamente 700 pb de la región promotora de lcybl en la biblioteca

de d¡gestión (BD) 4 (digerida con la enz¡ma Sfu/: Figura 6A) y uno de aprox. 550 pb del

promotor de psy2 en la biblioteca BD1 (digerida con la enzima EcoRV; Figura 68).

Estos fragmentos se clonaron en el vector pCR@8 (sección 2.4.1.1) y a las colonias que

resultaron positivas en el PCR de colonias (realizado con los partidores AP2 y

G\N2lcyb1 ó AP2 y GW2psy2, Tabla V) se les extrajo su DNA plasmidial, el cual se

sometió a digestión enzimática para verificar la presencia del ¡nserto. La d¡gestión se

realizó utilizando la enzima EcoRl,la cual libera la totalidad del fragmento clonado. De

esta manera se comprobó la presencia de un fragmento de aprox. 700 pb en los clones

4.1 y 4.2 de poR@8//cyb7 (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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BD1 BD4 c-1 C+ c-2 BD1 C.1 C+

1,5 kb

750 pb -+

250 pb

1,5 kb

500 pb

cpu 4.4 4.24.74.5

3 kb--)

750 pb --¡

3kb

750 pb

500 pb

F¡gura 6: Ampl¡ficación de las regiones promotoras de lcybl y psy2 med¡ante
GenomeWalker. A y B: Se ilustra la amplificación de fragmentos promotores de aprox. 700 pb
para el promotor de lcybl y de aprox. 550 pb para el promotor de psy2 mediante PCR anidado
para lcybl y psy2. C y D: Fragmentos identificados en A y B, respectivamente, liberados tras
restricción con EcoRl de diferentes clones de E. coll portadores de estos fragmentos (clones 4.1 a
4.5 en el caso del promotor de lcybl y clones'1.54 y 1.6 para el promotor de psyz). El control
positivo corresponde a un fragmento de 1,5 kb amplificado desde una BD de DNA genóm¡co
humano, incluido en el kit. El recuadro negro indica la presencia del fragmento de 700 pb del
oromotor de /cyb7 en C.

Los clones pos¡tivos para la región promotora de lcybl 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 secuenciación y eliminando la región correspondiente al adaptador del

Genomewalker, se obtuvieron secuencias de 635pb y 516 pb para e¡ promotor de

lcybl y psy2, respect¡vamente, Ias cuales abarcaron desde el partidor antisent¡do

diseñado en la región 5'NTR de cada gen hasta la base antes del adaptador.
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A Promotor de /cyb I

Ilmce ceraccccrAGccAGGAAGAGmcrAGAArqcGCAA/qAAGGccATccGTcAGGATGGccrrcrccrrAGTTr
GATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGICCIGCCCGCCACCCICCGGGCCGl-TGCTTCACMCGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGAT

TTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACMACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTICGTTTTAÍTTG

ATGCCTGGCAGTTCCCIACTCTCGCGTTAACGCTAGCAÍGGATGTTTICCCAGTCAGGACGTIGTAAMCAACGGCCAGTCTTM

GCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGCCTGATAGTCACCTGTTCGTTGCMCMATTGATGAGCMTGCÍTfTÍTATMTAC

CMCTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCG6CCGCCTTGTTTACTTTMGAAGGAGCCCTTCACCGGTTIGGATGATTIGATTTTG

GATATCTTCACCCACAAATTATTÍTTTATTTTTAGMAGAAA,AÍAAAAGMTTTGTTTCAA6TGAGTGCAGCfIACACCT.3'

B Promotor de psy2
s',-

ACTAÍAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAACCCCMAMTACTTGCCTGTATATTCTÍCATACAGTGGTAIAAM

ACTGGATCMTATCCCCAGACCAGAAMAACCCAAAAAGAAATGTGTATATATATGCAAGAGMGTÍGTAAA/ATGA/MGAGTA

AAACMGAGAAGCCGAAGGGGMTCTTGMGAGCTAAGATTTGTGGGTCACAATCTTAGCCMTTCTTCTGTTGTfiATTTTTAT

AMTMATMTATTMTTAATTTATATGATGAGAIAGTGATMTGATGATGATATTGTGGAGCITGTIGGTGTGAATGGfiGAG

GCCTCTCCACÍGAGGTTAGTTTTTTTCTCAGfiCTTCTTTTCCTTGICTTCTTTCAATTCATTGATIATGTTTCTCACACTATATACTG

TTACACTCATCTATGTGTATATATAATAGCGTTGGTTGTTTGGATTTTGAATTTCACTTGTGGCCACTATGCAAAGTTGAGCITM

TAGTAGCMACACCCATTGMTCCCAATTCCCAAATMGC-3'

Figura 7: Secuencia de .la primera reg¡ón promotora identificada de lcybl y psy2. A:
promotor de lcybl . B: promotor de psy2. En rojo: paftidor Gw2lcybl y GW2psy2; en azul: parte
de la región S'NTR incluida en el Genomewalker; subrayado: adaptador del Genomewalker;
gr¡s: partidor AP2; calipso: pariidot GW2.2lcybl para amplificar el segundo fragmento promotor
de lcyb1.

Debido a que medianie la primera amplificación de GenomeWalker logramos

identificar entre 500 y 650 pb de cada promotor, decidimos real¡zar una segunda

amplificación, basándonos esta vez en la primera región promotora identificada, con el

fin de obtener un fragmento de promotor total de mayor tamaño (aprox. 1 kb). Para

psy2 no fue posible ¡dentificar un fragmento río arriba, mientras que para lcybl se logró

obtener un segundo fragmento río arriba de la primera reg¡ón promotora identificada a

part¡r de la biblioteca BD1 (Figura 8A). El fragmento de 1 kb fue purificado desde el get

y clonado en el vector pCR@8. A las colonias transformadas con esta construcc¡ón que

resultaron positivas en el PCR de colonias (realizado con los partidores AP2 y
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GW2.zlcybl , Tabla V) se les extrajo el DNA plasmidial, el cual fue d¡ger¡do con EcoRl,

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

A sor Bpu 2523

3kb

1kb

Figura 8: Obténción del segundo fragmento del promotor do lcybl . A:. Amplificación de un
fragmento de 1 kb desde la bibl¡oteca BD1, B: Digest¡ón con EcoRl de las colonias pos¡tivas 4,
23 y 25- Se observa la liberación del fragmento de aprox. 1 kb de la segunda reg¡ón promotora
da lcyb1.

De los clones positivos se escogieron 3 para secuenciarlos. La secuencia del

segundo fragmento ident¡f¡cado para el promotor de lcybl se ilustra en la figura 9. Este

corresponde a 986 pb, desde la base antes del adaptador hasta el partidor

GW2.2lcyb1, y abarca 53 pb sobrelapadas entre el primer y segundo fragmentos

¡dentif¡cados (en calipso y verde). El promotor total identificado para lcybl (Pllcybl,

1.568 pb) se obtuvo tras la sobrelapac¡ón de los dos fragmentos promotores

ident¡f¡cados (53 pb compart¡das), incluyendo desde el partidor en ant¡sentido diseñado

dentro de la región s'NTR hasta la base más río arriba ideniificada (Figura 10A). En

esta f¡gura se ¡ncluye además el resto de la región 5'NTR del gen lcybl abarcada

también en el anális¡s (hasta el part¡dor PC /cyb R, en rojo, Tabta V), lo que sumado da

una región final de 1.850 pb para el promotor de lcybl (se señalan además los

partidores para ampl¡ficarlo). En la figura 10B se ilustra el promotor identificado para

psy2, incluida la región 5' NTR (fragmento de 838 pb) y los partidores para amplificarlo.



ACÍATAGGqCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAMGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTIGAIMTCTCATGACCAAA

ATCCCTIMCGTGAGTTÍTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG6AAAGATCAAAGGATCTÍCTTGAGATCCTTTTTTTCT

GCGCGTMICTGCfGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCG46AGfiACCAACTCTT

TTTCCGMGGIMCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGAIACCAMTACTGI-TCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA

AGAACTCTGCAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTMTCCTGTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA

CCGGGTTGGACTCMGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGICGGGCTGMCG6GGGGTTCGTGCACACAGCCCAGC

TTGGAGCGAACGACCTACACCGMCTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAGGCGCCACGCTTCCCGMGGGAGAAG

GCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGMACGCCTGGTATC

TTTATAGTCCTGTCGGGTITCGCCACCICTGACTTGAGCGTCGATTIfIGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGM

AAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCIGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACA ATCCCCTGA

TTCTGTGGAfMCCGTAMACCGCCTTIGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGT

GAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCMTACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTIGGCCGATTCATTMTGCAG@

Figura 9: Secuencia de la segunda región promoto¡a ident¡ficada de lcybl. Subrayado:
adaptador del Genomewalker; gr¡s: part¡dor AP2; calipso: parlidot Gw2.2lcyb7; verde: región
sobrelapada entre el primer y segundo fragmentos del promotor de /cybl.

A 5',-

AAAAGGATCTAGGTGAAGAfCCTTTTTGATMTCTCATGACCAAAATCCCTTMCGTGAGTTTTCGTTCCACIGAGCGTCAGACCC

CGTAGGAAAGATCMAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCfGCGCGTAAICTGCTGCTTGCAAACAAAMAACCACCGCTACCA

GCGGTGGTTTGTTTGCCGGAfCGAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTMCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT

GTTCTTCTAGTGTAGCC6T46TTAGGCCACCACTTCMGAACTCf6CAGCACCGCCTACAIACCTCGCICTGCTAATCCTGTACCA

GTGGCTGCTGCCAGT6GCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG

CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCT,ATGAG

AAGGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGC6GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA

GCfTCCAGGGGGAAACGCCTGGTAÍCTTfAfAGTCCTGfCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAfGCTCG

TCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAMCGCCA6CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTITGCTGGCCTÍTTGCTCACATGT

TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAAC¿.'j'II,I'I,¡¡."§{:f"i-l-iG4üTGAGCTGATACCGCfCGCCGCAGCCGAACGAC

CGAGCGCAGCGAGTCAGIGAGC6A6GAAGCGGAAGAGCGCCCAATAC6CAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCAIf

TACGCGTACCGCTAGCCAGGAA

GAGfTT6TAGAAACGCAAMAGGCCATCCGTCAGGAT6GCCTTCTGCTTAGTTTGATGCCIGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTG

CCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCACMCGTICAAAÍCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAA

ACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTITCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTÍMCG

CTAGcATGGATGTTTTcccA6TcAGGAc6TTGTAAAACAAcGGccAGTCTTMGcfcGGGccccAMTMTGATTTTATTTTffi

ffiaAcMATTGATGAGcAATGCTTTTTTATMTAccAAcTTIGTAcArMMAGcAGGcTcCGcGGc
CeCCf¡CffTnCff¡nAGAAGGAGCCCTTCACCggtttggatgatttgattttggatatcttcacccacaaattattttttatttttagaaagaaaataaaag

aatttgtttcaagtgagtgcagcttacacctacttgattatatgaaaaatgagatatgcttgtatgtatctcgtctgtatctacctccaatccctcttgctgctagatgggtaa

gtctttaattctttaaccgtagctttatttacttgtaallctccaatatcttctgcagttatatgtttagtacatgtttttattttgaacaattttttattaagtcactctgaaatttc

cattaattattggtgaaagttagcataaaggttgagaatttgggatatcttggaacciiií.ir!liir,iiiit,i;Snl;ii¡'3'
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B

AAACCCCMAAATACTTGCCTGTATATTCTTCATAOAGTGGTAIAAAMCTGGATCAATATCCCCAGACCAGAAAAAACCCAAAA

AGAAATGTGTATAIATATGCAAGAGMGTTGÍAAAATGAAAGAGTAA/MCAAGAGAAGCCGGAAGGGGAATCTTGMGAGCT

AAGAfTTGTGGGTCACMTCTTAGCCAATTCTTCTGTTGTTÍATTTTIATMATAMTMTATTMTTAATTTATATGATGAGATAG

TGATMTGATGATGATATIGTGGAGCTTGTTGGTGTGAATGGTÍGAGGCCTCTCCACIGAGGTTAGTTTTTfiCTCAGCTCTTCTT

Tf cCTTGTCTTCTTTCMTTCATTGATTATGTTTCTCACACTATATACTGTÍ AcAcT@
CACTTGTGGCCACTATGCMAGTTGAGCTTAATAGTAGCaaacacccattgaatcccaattcccaaataatctttttgt

tacatgctcttctttgtttcttcatagttgatacatatatcatttgtattcttcagttgttttügatattccttttatatattttctacagaatttcttaggaaagaaagaagcttt

actgccacttaattattgactttgctttgacttggtttcattttagttatatatcttcttttattttgaattaggatttgttcttagctaataaacttccgtgggtgttctatttttct

cataattgaagctcgccggaaaaagacaaaccaaaggaggttattgaattgaagtttattgggtaS.actaactccagc-3'

F¡gura l0; Secuenc¡a de los promotores totales identificados pa¡a lcybl y psyz. A: Promotor
ident¡ficado para lcybl a partir de dos amplificac¡ones por Genomewalker. B: Promotor identifióado
para psy2 a part¡r de una amplificación por Genomewalker. En m¡núscula: región 5'NTR incluida en
el promotor a analizaÍi amarillo: partidor para ampl¡ficar el promotor total identificado de lcybl (no

usado en este trabajo); letras azules: partidor para amplificar el promotor parcial (PP) de ambos
genesi rosado: partidor para amplificar el promotor mínimo (Pm) de ambos genes; letras rojas:
partidor en antisent¡do para amplif¡car los promotores parciales y mínimos; verde: región sobrelapada
entre el producto de la primera y segunda ampl¡ficación por Genomewalker del promotor de lcyb1,
incluido el partidor GW2.2 lcybl.LeÍa más grande: zona de in¡cio de la transcr¡pción, TSS.
Subrayado: posible caja TATA, aprox. 30 pb antes del TSS; Cal¡pso: elemento de respuesta a luz
ATCTA.

3.2 Análisis bioinformático de los promotores de los genes lcybl y psy2 de D.

cerote

El análisis b¡oinformático se realizó a 769 pb del promotor del gen psy2 (desde

el partidor en sentido para amplificarlo (PPpsy2 F, Tabla V) hasta el part¡dor en

ant¡sent¡do PC psy2 R, el cual abarca la totalidad de la región S'NTR. En el caso del

promotor de lcybl, el análisis se realizó a 1.789 pb del promotor, que abarca desde el

partidor en sentido para amplificar el promotor total ident¡ficado de lcybl (PC lcyb F, no

usado en este trabajo) hasta el partidor en antisentido, PC lcybl R, abarcando la mayor

parte de la región S'NTR (según el d¡seño del partidor, Figura 10).

Primeramente, se determinó la zona de inicio de la transcripción, TSS, mediante

el programa bioinformático BDGP (http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq-tools/promoter.pl).
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El TSS del promotor de lcybl se encuentra 24 pb río arriba del inicio de la zona S'NTR,

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

Para el análisis de los motivos regulator¡os presentes en el promotor se utilizó la

herramienta bioinformát¡ca TOUCAN (secc¡ón 2.5). De este estudio se desprendió que

ambos promotores presentan variados elementos de respuesta a luz, a diversas

fitohormonas (ABA, auxinas, giberelinas, entre otras) y a ciertos t¡pos de estrés abiótico

(sequía, baja temperatura, anaerobiosis) y biót¡co (patógenos, elicitores). Los

elementos encontrados para ambos promotores se ¡lustran en la f¡gura 11 y se detallan

en la tabla l. En la tabla se ¡ndica el número de elementos presentes en el promotor

total ¡dentif¡cado de lcybl (Pl) y de ellos cuales están también presentes dentro del

promotor parcial (PP) y cuales dentro del promotor mínimo (Pm), cons¡derando que el

promotor mínímo está dentro del parcial y este dentro del promotor total identificado,
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Tabla l: Motivos reguratorios presentes en ros promotores de ros genes tcybl y
psyz

en No €n No en No en No en*PP *Pm
psy2 ps!2

*pm
lcybl lcybl lcybl

TATA/

Enhancer

Bat TATiI

Bor C.4A t

5UTR Py-rich ste

Caia TAl 
^

Enhanccr

Confi erc elevada rranscripción

91342

11010

JERE

Bo:t W

Airr S

ELl-box3

EIRE

Bot lfl

Bol t

I

2

I

1

2

I

0

2

i

0

I

I

0

t

I

0

0

0

0

2

0

0

2.

1

0

I

0

0

2.

0

Respuesla a elicitores, heridas y
patógenos

Respuesta a elicitores. heridas !,
patógenos

Respuesta a clicitores, heridas y
patógcnos

Respuesta a elicitorcs

Respuesta a heridas

Respuesta a elicitores

Respuesta a elicitor fúngrco

Respuesta a elicitor lüngico
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Tabla l: Continuación

No en No en No e¡ No en Nó en*PP *Pm
ps!2 ps!2

*PI *PP *pm
lcybl lcJ,bl tcybl

Eleme¡lto acoplador en Ia
respuesta a ABA

Elemenro acoplador en ta
respuesta a ABA

Elemcnto de respuesta a  BA

Elemento dc respuefa a ABA

Motiva GAI?E

Box 1llTC

Elemento de respuest¡ a
giberelinas

Elemento de respuefa a
giberelinas

Elemento de respuesta a
giberelinas

Metil
Jasmollato

Mo¡i|o CGTCA

Matiw TO1CG

Elemento d€ respuesta a metil
jasmonato, asociado a su

pall¡do¡rne

Elemento de respuestra a metil
jasmonato, asociado a su

pa¡índorme

.Pl: Promotor total identificado; pp: promotor parcial; pm: promotor mínimo
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CEl

CE3

0

0

0

0

0

0

0

0

l

2

I

0

0

0

0

0

0

l

l

I



A

B

PlLcybl

PPpsy2

PPp"v2 r/.lfi llll lll IIII tt
c

F¡gura l1: Distr¡buc¡ón de los motivos regulatorios presentes en el promotor de tcybl y psy2.
A: D¡stribuc¡ón de los mot¡vos de respuesta a luz; Bj Distr¡buc¡ón de los motivos TAÍAJe;h;ncer
(azul), represores (negro), de respuesta a estrés b¡ótico (fucsia) y ab¡ótico (cal¡pso) y de expresión en
raÍz u oscuridad (café); c: D¡skibución de los motivos de respuesta a hormonas. AáÁ (verde), auxinas
(rojo), giberelinas (azul), ác. saticítico (fucsia), etiteno (tita) y met¡t jasmonato (negro). (ás lineas
verticales punteadas indican la posición de los promotores párciales-(pp) y minimoi (irm). La caja
punteada enc¡erra la reg¡ón 5'NTR de cada promotor. El aster¡sco indica Ia'pósición del iss. La oarra
horizontal indica la presenc¡a de un elemento acoplador (cE3) cercano a un elemento ABRE.
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El análisis bioinformático de los promotores de los genes /cybl y psy2 indicó

que estos promotores responderían principalmente a luz, debido a la gran cantidad de

motivos regulatorios de respuesta a este estímulo (Tabla l) y a su distr¡bución

homogénea dentro de cada promotor (Figura 11A, color amarillo). Dentro de ellos, los

más abundantes fueron los elementos G-box (secuencia consenso ACGT). En el

promotor de psy2 de zanahoria se encontraron cuatro elementos sim¡lares a G-Box en

las posiciones - 438, -387, -1 93 y -',l01 , de las cuales las últimas tres están incluidas en

el promotor mínimo de este gen (Tabla l). Por otra parte, en el promotor de lcybl se

encontraron 12 cajas sim¡lares a una caja G, de las cuales 5 están dentro del promotor

parcial en las bases -944, -894, -563, y dos en el promotor mínimo en las bases -525 y

-334 (Tabla l). Además, uno de los mot¡vos G-Box presente en el promotor total

¡dentif¡cado de lcybl en la posición -1.302 corresponde al elemento G-Box Gl, que

media la inducc¡ón por luz del promotor psy de Arabidopsis thaliana (Welsch y col,,

2003). De igual manera, existe un elemento de secuencia CAAGAG, s¡milar al motivo

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

Además, se identif¡có el elemento ATCTA en ambos promotores, en dupl¡cado

en el promotor de lcyb1, en las bases -1.875 y -265 (desde el codón de inicio ATG,

Figura 10 A) y en un repetido en la base -441 del promotor de psy2 (Figura 10B). Por

otra parte, se observó la presencia de varios elementos enhancer (cajas TATA y caja

CAAT, Tabla I, Figura 1 1B), distribuidos principalmente dentro de la región más

proximal del promotor de /cyb I y dentro de la zona más distal del promotor de psy2.

Los elementos de respuesta a estrés biótico y abiótico presentan una

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

TMCTG), de respuesta a la falta de agua.

F¡nalmente, en la f¡gura 1 I C se ilustra la distr¡bución de los elementos de

respuesta a hormonas, pr¡nc¡pal foco de invest¡gación en este trabajo. Es posible

observar la presencia de un gran número de elementos de respuesta a ABA

(elementos ABRE en su mayoría, pertenec¡entes a la familia G-box y de secuencia

consenso ACGT, Marcotte y col,, 1989) en el promotor de lcybl . Es importante

destacar, que.iunto a los elementos ABRE, en este promotor se encuentran también 3

elementos acopladores (un CE1, de secuencia consenso TGCCACCGG y dos CE3, de

secuenc¡a consenso GACGCGTGTC). En el promotot de psy2 ex¡sten 3 e¡ementos

ABRE, de los cuales 2 se encuentran próximos entre sí, y podrían constituir un

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

Además, se encontraron varios elementos de respuesta a giberelinas (motivo

GARE, de secuenc¡a consenso ACAGA o TCTGT, Box P de secuencia consenso

CTCCAACAAACCCCTTC y Box TATC, de secuencia consenso TATCCCA, Tabla l),

secuencias de dlstribuc¡ón homogénea en el promotor de psy2 y principalmente en la

región distal del promotor de lcybl 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-l , de secuencia consenso TGACGMTGCGATGACC (l-abla l), de

distribución homogénea en ambos promotores, Figura 1 1).

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

parciales y mínimos de cada gen) se tomaron en cuenta la distribución de los motivos
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de respuesta a hormonas, así como el TSS (zona de inicio de la transcripción, Figura

l'1C), el cual se incluyó dentro de la construcción de los promotores mínimos (pm). El

promotor mín¡mo de lcybl se definió justo río arriba del segundo elemento de

respuesta a ABA, mientras que el promotor mín¡mo de psy2 se definió entre los dos

elementos de ABA próx¡mos entre sí, con el fin de evaluar si la combinación de ambos

representaba un módulo funcional de respuesta a ABA. El promotor parcial (Pp) de

psy2 correspondió a casi la totalidad del fragmento identificado, mientras que el de

lcybl se defin¡ó justo rÍo abajo de una serie de elementos de respuesta a ABA y

giberelinas. El promotor total identificado para lcybl no se consideró dentro de los

objetivos de este trabajo, debido a que no fue pos¡ble ampl¡f¡carlo de novo desde DNA

genómico.

3.3 Generación de las construcc¡ones portadoras de las regiones promotoras de

los genes lcybl y psy2 dir¡giendo la expresión de un gen reportero (gdp)

3.3.1 Clonación de los promotores parciales (PP) y mínimos (Pm) de los genes

lcybl y psy2 en el vector de entrada pCRoS

Los promotores parciales y mínimos de los genes lcybl y psy2 definidos en el

punto anterior fueron amplificados desde DNA genómico de zanahor¡a y clonados en el

vector PCRo8. En la figura 12 A y B se observa la ampl¡ficación del PPtcybl (1 .057 pb)

y del ?mlcybl (50a pb), respect¡vamente. En la figura 12C se observa el patrón de

digestión esperado del clon 6 de pCR@8/PP/cybl, el cual comprende bandas de 2,9 kb

y 906 pb para una or¡entación en sent¡do del fragmento con respecto al sitio de

recombinac¡ón affL1 (sección 2.4.1.1), mientras que en la figura 12D se observan las 2
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bandas esperadas para una orientación en sent¡do der pmtcybl con respecto ar sitio

affll de 904 pb y 2,4 kb en los clones 4, 7 y 8.

De manera análoga, en Ia figura 13 A y B se observa la ampliflcación del

PPpsy2 (769 pb) y del pmpsy2 (421 pb) a parfir del DNA genómico de zanahoria,

m¡entras que en C y D se observan los fragmentos de digestión esperados para una

orientación en sentido de ambos fragmentos con respecto ar s¡t¡o atfL1, de 1.373 y

2 213 pb en ros crones 3 y 9 de pcR@8/pppsy2 y de 2.150, 966 y 122pb en ros crones

3 y l0 de pCR@Btpmpsy2.

PM PPlcybl

1 kb-->

<- 2,5 kb

1kb

A

IH:ífJr;jif]iti".1:.^l^1"-,^"-: llasmenros.parciar 
y mínimo der promotor de tcybl. A)

11l*^Tgi *,l1"l,L parciar, -pc 
v rej ,,i^ii", p;, .ü #;ñ ;H:"á'^il

lil,""Tl""l,i,?, g:Í:,*,:l.f,,gl 0".,á.i,iJ"ion Jái Jr". o i. rñ"ii.ffitie",""""",",H
::Í'[3".:,",51"'f"",9,?]i:]'"11"^::r1:1óa-d;rT;i*" 1 ;:iil;á-;¿"{á'i#i;;;
:::,3i":tr,1?i"r,"tEtt 

y pst. Se encerraron en un cuadrado ro. 
"ro.i"] 

§ffir:#:'íJj

PM EI

posteriores anál¡sis.
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Una vez obtenidos los clones pcRoE/pp/cybl 6, pcR@B/pm/cybl I,

pCR@8/PPpsy2 3 y pcRoS/Pmpsy2 10, estos se secuenciaron. Los clones

pCRoS/PPpsy2 3 y pCRoS/Pmpsy2 10 presentaron un ggo/o de identidad con la

secuenc¡a esperada y las mutaciones presentes en ellos (1 en cada uno) no afectaron

los mot¡vos regulatorios identificados. El clon pCR@8/PPIcybl 6 presentó también un

990/o de identidad, ubicándose las 4 mutaciones presentes en él en regiones no

codificantes para motivos regulatorios. Por otra parte, el clon pcR@8/Pm/cybl 8

presentó una ident¡dad de un g7% con la secuencia esperada y una de las mutaciones

presentes en él generó el cambio de una base en un motivo de respuesta a ác.

salicílico sobrelapado con un elemento de respuesta a auxinas.

64



A Pm psy2

750 pb --> <- 500 pb

c prr¿E ¿ o g D PM 1 3 s E

2 kb-->

1kb-+

Figura 13: Amplificación de los fragmentos parcial y mínimo d6l promotor de psy2. Al
Amplificación del promotor parcial, PP y (B) mínimo, Pm del gen psy2 des^de DNA genómico
de D. carota. C) Patrón de restricción de los c¡ones 3, 4, 6 y 9 de pCR'8/PPpsy2 con las
enzimas BsfE/l y Ssp/. D) Patrón de restricción de los ctones 1, 3, 5 y 10 de pcR@B/pmpsy2
con las enzimas BstElly H¡ndlll. Se encerraron en un cuadrado los clones seleccionados para
posteriores análisis.

3.3.2 Generación de los vectores de destinación mediante recombinación por

tecnología Gateway y transformación de A, tumefaciens con las construcciones

de expresión

Una vez obten¡dos los clones de entrada para las 4 construcciones generadas,

estos se recombinaron con el vector pMDC1 l1, con el fin de generar los vectores de

<-2 kb

<_1kb

<--250 pb
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destinac¡ón donde cada promotor queda dirigiendo la expresión del gen reportero gfp,

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

En la figura 144 se observa el patrón de restricción de los clones

pMDCllllPPlcybl 7' y 11', con las bandas esperadas de 972 y 10.330 pb para una

orientación en sent¡do con respecto al sitio affBl, indicativo de la correcta inserción del

fragmento promotor en el vector de destinación (Figura 4); en 14B se observan las 4

bandas esperadas de 8.960 pb, 1.078 pb, 365 pb y 157 pb para una orientación en

sentido en los clones pMDCllllPmlcybl 1,2y 4 con respecto al sit¡o attBl del vector;

en 14C se observan las bandas de 5.533, 4.411 y 881 pb, correspondientes a la

orientación en sent¡do de los clones pMDC111/PPpsy2 5,6,7 y 8 con respecto al sitio

attBly en l4D se observan las 4 bandas de 8.960, 1.078, 211 y 122 pb,

correspondientes a la orientación en sentido de los clones pMDCl l l/Pmpsy2 1,2,3y

4 con respecto al sitio affBl .

Luego de la comprobación de la correcta orientación de los clones

pMDC'111/promotor, se escog¡eron los clones puDCllllPPlcybl 7',

pMDC111/Pm/cyb1 2, pMDCllllPPpsy2 5 y pMDCI'11/Pmpsy2 3 para transformar

células competentes de A. tumefaciens (sección 2.3.3). La comprobación de la

correcta transformación se realizó mediante PCR de colonias (sección 2.4.6.3),

ut¡lizando como partidor en antisenlido el GFP R.2 y como partidor en sentido PP/cybl

F, Pmlcybl F, PPpsy2 F y Pmpsy2 F (Tabla V). Mediante este PCR díreccional se logró

ampliflcar la totalidad de cada fragmento promotor sumado a una parte del gen

reportero gfp. En la figura l5 A, B, C y D se observa la amplificación de 1 .781 pb, 1.228

pb, 1 .493 pb y 1.145 pb correspond¡entes a los fragmentos PPlcybl::gfp, Pmlcybl::gfp,

PP psy2::gfp y Pmpsy2::gfp, respectivamente.



A

10 kb--)

PM

10 kb

1kb

250 pb

DPM't2rr4
10 kb

F¡gura 14: Patrones de restricc¡ón de los clones pMDc111/promotor. A: Patrón de
restricción de los clones de pMDCllllPPlcybl 7' y 11' con las enzimas Sac/ y Psf/. B: Patrón
de restr¡cc¡ón de los clones de pMDC11'l/Pm/cyb1 1, 2, 3 y 4 con las enzimas EcoR/ y Pst/. C:
Patrón de restr¡cción de los clones de pMDCl11/PPpsy2 5,6,7 y 8 con las enzimas EsfE// y
Ssp/. D: Patrón de restricción de los clones de pMDC111/Pmpsy2 1, 2, 3 y 4 con las enzimas
EcoRl y Hindlll. Se encerraron en un cuadrado los clones seleccionados para poster¡ores
anál¡sis.
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<-1kb

<-1kb

Figura 15; PCR de colonias de A. tumefac¡ens transformadas con las
construcc¡ones promotor:gfp. A: pMDC11'l/PPlcyb1. B: pMDC111/Pmlcybl. C:

?MDC111lPPpsy2. D: pMDC'111/Pmpsy2. Los partidores utilizados y los fragmentos
esperados se detallan en el texto y en Ia tabla V. Se encerraron en un cuadrado los clones
seleccionados para posteriores análisis.
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3.4 Transformación transitoria de hojas de N. tabacum y frutos de S.

lycopersicum y C. annuum con A, tumefaciens portadoras de las construcc¡ones

generadas

La func¡onalidad de las construcciones se comprobó mediante la transformac¡ón

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

La transformac¡ón transitoria de hojas de tabaco mediante agroinfiltracrón con

A. tumefaciens es un sistema bien establec¡do para la evaluación de construcciones de

expresión en plantas, tales como la evaluación de proteínas de fusión fluorescentes y

el anál¡s¡s de promotores (Sparkes y col., 2006; Yang y col., 2000; Kap¡la y col., 1997).

La transformac¡ón transitoria de frutos de tomate mediante agroinyección (Spolaore y

col., 2001) es un sistema menos conocido, pero igualmente útil 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 rafz modificada de zanahor¡a. Por otra parte, esta técn¡ca

de transformac¡ón de frutos de tomate ha sido utilizada prev¡amente en el Iaborator¡o

para demostrar la funcionalidad del promotor de la poligalacturonasa, PG (Nuñez,

2007). La transformación transitoria de frutos de pimentón fue una innovación de este

trabajo y se dec¡d¡ó 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 extracción del RNA para la evaluación de la expresión del gen

reportero gfp.

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

la de un control positivo (pCAMBlA, que posee el promotor constitutivo 35S dirigiendo



la expresión de gfp), se llevó a cabo med¡ante amplificación por PCR del gen reportero

gfp en los tres sistemas evaluados, asl como med¡ante la observación de la

fluorescencia de GFP en las células epiderma¡es de las hojas de tabaco agroinfiltradas.

En la figura 16 A y B se observa la ampl¡f¡cac¡ón del gen 18S (196 pb) y gfp

(115 pb, amplificado con los partidores GFP F.1 y GFP R.2, Tabla \t), respect¡vamente,

para las muestras de tabaco transgén¡cas para las 4 construcciones generadas

(pMDC1 1 1/PP/cyb1, pMDCI 11 tPmtcybl, pMDC'l 1 1/PPpsy2 y pMDCI'l I lPmpsy2),

además de pCAMBIA y una muestra sin transformar (WT). Se muestra además la

ausencia de DNA genómico en los carriles S/RT, que corresponden al PCR para el gen

78S ut¡lizando como blanco RNA luego del tratamiento con DNasa I (sección 2.4.6.1).

En C y D se ilustra lo m¡smo, pero para las muestras de tomate, al ¡gual que en E y F,

para las muestras de pimentón.

De esta manera se comprobó la funcionalidad de todas las construcc¡ones

generadas, tanto en tejidos ricos en cloroplastos como en cromoplastos.
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A PM PPlcybl S/RT PWy2 SIRT PmlcyüI S/RT Pmpsl S/RT 3sS WT S/'RT

250 pb ->

B

100 pb -¡

C PM PPlryrl S/{{T PPpsy2 S/RT Pml.yl,I S,/n.T Pmpsy2 S/RT 35S WT S/RT

200 pb -|

D Pntlcllb1 Pmpsy2

100 pb--)

E PPlcybl SIR'[ PPpsy2 S/RT Pm/cyü1 S,/RT Pmpsl S,/RT 35S

F¡gura 16: Expres¡ón de gfp en hoias de tabaco y frutos de tomate y p¡mentón
transformados trangitoriamente con las construcciones promotor:gfp. PP/cybl:
promotor parcial de lcyb1. PPpsy2: promotor parcial de psy2. Prrlcybl: promotor minimo de
lcybl. Pmpsy2: promotor mínimo de psyz. En A y B: ampl¡ficación del gen 185 y gfp,
respectivamente, en muestras de tabaco lransformadas con las construcciones
mencionadas. Fragmentos esperados: 196 y f15 pb, respect¡vamentei C y D: amplificación
del gen l8S y gfp, respect¡vamente, en frutos de tomate transformados con las
construcc¡ones menc¡onadas. E y F: ampl¡ficac¡ón del gen 185 y gfp, respectivamente, en
frutos de pimentón transformados con las construcc¡ones mencionadas. S/RT: control de la
síntes¡s de cada oDNA para verificar la ausencia de ONA.
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F¡gura 17: Microscopía de fluorescencia de hoias de tabaco transformadas
tfans¡toriamente con las construcciones promotor|gfp. A. PPlcybl .:gfp, B: PPpsy2::gfp;
C: Pmlcybl..gfpi G: Pmpsy2::gfp, H: C- (WT); l: 35S; D-F: lmágenes de campo claro de las
imágenes A-C, respectivamentei J-L: lmágenes de campo claro de las imágenes G-1,

respect¡vamente. Los asteriscos blancos indican zonas de fluorescencia de GFP en el
c¡toplasma. Aumento: 400x. Barra: 50 um.
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En la figura 17 se observan imágenes de la fluorescencia de GFP en las hojas

de tabaco agroinfiltradas con las cuatro construcciones promotor::gfp, además del

control positivo 35S::gfp. Para todas las construcciones, incluida el control posit¡vo, se

observaron regiones discretas Gercanas a la membrana celular (denotadas con

aster¡scos blancos), correspondientes a la fluorescencia de GFP en el citoplasma,

localización reportada para esta proteína reportera al no estar fusionada a otra proteína

(Hanson y Kóhler, 2001), y no así para una muestra silvestre (]MI), sin transformar. De

esta manera se corroboraron y complementaron los resultados obtenidos mediante

PCR en las hojas de tabaco.

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

construcciones para los promotores de lcybl y psy2

3.5.1 Transformac¡ón de explantes de D. carota

La transformación de D. carota mediante A. tumefaciens se llevó a cabo de

acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos (sección 2.3.4.1). En la flgura '18 se

observan las distintas etapas del proceso de embriogénesis somática, comenzando por

el engrosamiento de los explantes luego de 4 semanas en el Medio D.c I (Tabla lll,

Figura l8A) para luego observarse la aparición de tej¡do pre.embriogénico, tras 8

semanas (Medio D.c ll, Tabla lll, Figura 18A). En la figura 18 C y D se observa la

aparición y elongación de embriones, tas 12 y 15 semanas respect¡vamente (Med¡o

D.c lll, Tabla lll), mientras que en la figura 18 E y F se observan ya plantas formadas,

tas 22-30 semanas in vitro (Medio D.c lll) y luego en tierra, respectivamente.
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Actualmente se cuenta en tierra con 2 prantas transformadas con la
construcción pMDC'l11lPPtcybl, 2 líneas de pMDc111/pppsy2, 4 líneas de

pMDCl l l lPmlcybl y 1 rínea con pMDCllr/pmpsy2, y se cuenta con más prantas

elongando en medio D.c lll. Dado que el proceso de embr¡ogénesis somática resultó

más largo de lo esperado (clebido a contam¡nac¡ones que obligaron a repetir las

transformaciones hasta 3 veces), la evaluación de estas plantas quedó fuera de los

objetivos de este trabajo y se realizará posteriormente.

Figura l8: Obtenc¡ón de plantas de zanahor¡a transgén¡cas para los promotores de
lcybl y psy2. A: engrosamiento de explantes tras 4 semanas de'cult¡vo en Medio D.c l; B:
Aparic¡ón de tejido pre-embriogénico tras 8 semanas (Medio D.c ); C y D: Aparición y
elongac¡ón de embriones has 12 y 15 semanas, respectivamente (Médio D.c lll); É
Aparic¡ón de plántulas luego de 22 a 30 semanas de cultivo (Medio D.c I); F: Cuttivó de
plántas en tierra.

3.5.2 Transformación de explantes de N. tabacum

La transformación estable de tabaco se llevó a cabo de acuerdo a lo señalado

en Materiales y Métodos (sección 2.3.4.2). En la figura 19 es posible observar las

diferentes etapas del proceso, desde explantes recién transformados (A, Medio N.t l),
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hasta la generación de pequeñas plántulas luego de 6 semanas de cultivo (8, Med¡o

N.t ll). Tras 9 semanas (Medio N.t lll) las plántulas ya enraízan y elongan, y son luego

traspasadas a tierra, tras aproximadamente 3 meses de cultivo ln v,tro (Figura 19 D).

Figura 19: Obtención de plantas de tabaco transgénicas para los promotores de
lcybl y psyz. A: Explantes transformados tras 1 semana de cultivo en Medio N.t l; B:
Aparición de plántulas luego de 6 semanas de cultivo (Med¡o ll); C: Elongac¡ón y
enraizamiento de plántulas en frascos con Medio N.t lll tras g semanas de cultivo; D:
Traspaso de plantas a tierra luego de 12 semanas de cultivo n yltro.

3,6 ldentificación de las plantas de tabaco transgénicas y determinación de la

expresión basal de gfp.

La identificación de las plantas transgénicas de tabaco transformadas

establemente con las construcc¡ones pMDC111lPPlcybl, pMDC111lPPpsy2,

pMDCI 1 1/Pm/cyb7, pMDCI I 1/Pm psy2 y con el vector sin promotor pMDC I 1 1 , se llevó

a cabo mediante PCR desde DNA genómico extraído de sus hojas. Primeramente, se

amplificó el gen l8S, para comprobar Ia calidad del DNA efraido y luego se verificó la

75



transgénesis med¡ante la amplificación del gen reportero gfp. Finalmente, se realizó un

PCR direccional, para comprobar Ia presencia de los promotores río arriba de gfp, lo

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

I ru rlt pL2 pl,l pls pv pt-a pLg pL10 pt-l1 pL12 pt.t3 pp1 pp2 pp3 pp4 pps pp6 pp7 pp8 pp9 pp10 pM c-

200 pb+

600 pb -+

c

1,5 kb +

B ¡,u prt pLz pL4 pLs pL7 pr.B pLg pL10 pL11pL12 pL13 pp1 pp2 pp3 pp4 pps pp6 ppz ppa pps pp10 pM c-

PM PL1 PLz PL4 PLs PL7 PL8 PL9 PL1O PL1l PL12 PL13 C-

PM PP7 Pp9 Ppi0 C.

Figura 20: ldentificación de las plantas de tabaco transgénicas para los promotores
parc¡ales de lcybl y psy2. A:. ampl¡ficac¡ón del gen l8S en l'l líneas de tabaco con
pMOCllllPPlcybl (PL) y de 10líneascon pMDCI'11/PPpsy2 (Pp). Fragmento esperado; 196pb,
B: Amp¡¡ficación de gfp en las mismas líneas, con los part¡dores GFP F y GFP R.1 (Tabla lV).
Fragmento esperado: 583 pb, C: PCR direccional PPlcybl::gfp con los part¡dores PPtcybl F y
GFP R.2. Fragmento esperado: 1.781 pb, D: PCR d¡reccional PPpsy2::gfp con los partidores
PPpsy2 F y GFP R.2. Fragmento esperado: 1.493 pb.

PP8PP6Pp5PP4PP3PP2Pp1
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A MLl ML2 ML3 ML4 ML5 ML6 ML7 ML8 ML9 ML10 Mpl Mp2 Mp3 Mp4 Mps pM C-

ML1 ML2 MI3 ML4 MLs ML6 ML7 ML8 ML9 ML1O MPl MP2 MP3 MP4 MPs PM C-

+.- 600 pb

ML1 ML2 ML3 }dL4 ML5 ML6 ML7 Ml8 ML9 ML1O PM C-

+1kb

+1kb

Figura 2'l: ldentificación de las plantas de tabaco tranggénicas para los promotores mínimos
de lcybl y psyz, A: ampl¡ficación del gen 18S en 10 líneas de tabaco con pMDC1 1 l/Pm lcybl (MLl
y de 5 líneas con pMDCI'1l/Pmpsy2 (MP); B: Amplificación de gfp en las m¡smas líneas, con los
partidores GFP F y GFP R.1. Tamaño esperado: 583pb, C: PCR direcc¡onal Pmlcybl::gfp con los
part¡dores Pmlcybl F y GFP R.2, Fragmento esperado: 1.228 pb ; D: PCR d¡reccional Pmpsy2::gfp
con los part¡dores Pmpsy2 F y GFP R.2. Fragmento esperado: l.'145 pb.

A B
PM 111.1 '1-1"!.2'111.3 111.4 PM WT C-c- PM 111.1 111,,2 L1^t.3 111.4 WT rre

Ill "-ffil*"''n
2u0 ¡,ta¡ | 

_ 
I

Figwa 22i ldént¡ficac¡ón dE las plantas do tabaco transgón¡cas para el vector sin promotor
pMDClll. A: amplificación del gen 18S en 4lfneas de tabaco transformadas con pMDClll
(1'11); B: Amplificación de gfp en las mismas llneas, con los part¡dores GFP F y GFP R.1
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Luego del análisis para la identif¡cación de las plantas transgénicas se

obtuvieron 11 lÍneas positivas para la transformación con pMD0llllPPlcybl, 10 líneas

para pMDC11 1 lPPpsy2, 10 líneas para pMDCI 1 1 lPmlcybl , 5 líneas para

pMDCI 1 1/Pmpsya y 4 líneas transgénicas para el vector pMDCI 1 1 , sin promotor.

LÍneas transformadas con pCAMBIA (35s:gfp) se encuentran actualmente en Medio

N.t ilt.

Tras la ver¡f¡cación de la transgénesis, se seleccionaron 7 líneas de

pMDC1 1 1/PPpsy2, 5 lÍneas de pMDC1 l 1 /Pm psy2, 4 lineas de pMDCI'1 1 /PPlcybl y G

líneas de pMDCllllPmlcybl que presentaron un fenotipo similar en cuanto al tamaño

y coloración de sus hojas para la cuant¡f¡cación de los niveles de expresión de gfp

mediante PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR). Todas ellas fueron comparadas

(calibradas) frente a la expresión de gfp en la línea pMDCI 1 1.3 (Figura 23).

En la figura 23A se observan los niveles de expresión de gfp en 7 líneas de tabaco

transformadas establemente con pMDCI 11/PPpsy2 (Líneas 1,2,6,7,8,9, 10) y en 5

lÍneas transgénicas para pMDC111/Pmpsy2 (Líneas I a la 5), calibradas frente a la

expresión de gfp en la línea pMDC111.3. De las 7líneas de pMDCI l1lPPpsy¿ las

lÍneas 1, 2,6,7 y 10 tienen niveles de expresión de gfp similares, de alrededor de 40

veces más que la expresión en pMDC111.3, mientras que las líneas 8 y I tienen una

expresión mayor, cercana a 80. Para las líneas transgénicas para el promotor mínimo,

todas tienen una expres¡ón similar, cercana a 35, excepto la línea 3, cuya expres¡ón es

mayor. En la figura 23B se ilustra el promedio de éxpresión de las líneas más

homogéneas (1 , 2, 6, 7 y 10) del promotor parcial y de las tíneas más homogéneas (1 ,

2, 4 y 5) del promotor mÍnimo, observándose una expresión de gfp levemente mayor en

el promotor parc¡al de psy2, frente al promotor mínimo del mismo gen.



PPpsy2y Pmpsy2A PPpsy2 y Pmpsy2 promedio

I

,,§
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F¡gura 23: N¡veles de expresión basal de gfp en plantas de tabaco transgénicas para él
promotor parcial y mínimo de psy2. A: Expresión de gfp en las líneas 1, 2, 6,7,8, 9 y 10 del
promotor parcial de psy2 y en las líneas 1 a 5 del promotor mínimo de psy2. Los valores corresponden
a duplicados técnicos para cada línea los cuales están normalizados frente a la expresión del gen l85
y calibrados frente a Ia expres¡ón de gfp en la planta control, transformada con el vector pMDClllt B:

Expresión promed¡o de gfp en las líneas 1, 2, 6, 7 y 10 del promotor parcial de psy2 y en las líneas 1,

2, 4 y 5 del promotor mínimo de psy2. Los asteriscos denotan d¡ferenc¡as s¡gnificat¡vas entre cada
promedio y el calibrador, m¡entras que + denota diferencias significativas entre el promedio de la
expresión en el promotor parcial de psy2 frente al mínjmo. Test de T de dos colas no pareado, p <

0,001 .

También es pos¡ble observar que la expresión de gfp tanto en el promotor

parcial como en el mínimo es sign¡ficativamente mayor a la expresión en la planta

control (pMDC1 "l 1.3)

De igual manera, en la figura 24A se ilustran los niveles de expresión basal de

gfp en las líneas de tabaco transgénicas para el promotor parcial de lcyb1,

observándose una expresión relativamente homogénea, de alrededor de 100 veces la

expresión en la misma planta control utilizada para calibrar los valores de gfp de los

promotores de psy2 (pMDC11 1 .3). Para la plantas transgénicas para el promotor

mínimo de lcybl , sin embargo, se observan 3 plantas con una expresión muy baja
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(líneas 2, 3 y 4), mientras que dos presentan una expresión muy alta (líneas I y 7),

mayor incluso que la encontrada para el promotor parcial, y una presenta un

comportam¡ento intermed¡o (línea 6). Una explicación para tal diferencia pueden ser

las d¡feréntes zonas de inserción de las construcciones dentro del genoma, quedando

estas cercanas de algún elemento activador de la transcripción en las lfneas '1 y 7.

Además, es importante destacar que cada ¡ínea, tanto de los promotores parciales

como mínimos de cada gen, es un evento independiente de transformación

(generación T0), lo que puede explicar las variac¡ones de expresión entre ellas. En la

ftgura 248 se ilustra la expresión promedio de gfp en las plantas transgénicas para el

promotor parcial (todas las líneas) y con el mínimo de lcybl (lineas 2,3 y 4),

observándose una gran diferencia en los niveles de expresión de gfp entre las líneas

transgénicas para el promotor parcial comparadas con las transgénicas para el

promotor mÍnimo, de aprox. 20 veces. Además, es posible observar que tanto las

llneas transgénicas para el promotor parcial como para el mínimo presentan una

expresión de gfp mayor a la observada en la planta control, aunque la expresión en el

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

Es importante destacar además, que las líneas transgénicas para el promotor

parcial de lcybl (?MDC111lPP lcybl) presentan la mayor expresión de grfp entre todas

las plantas transgén¡cas para todas las construcciones generadas (con el promotor

parcial de psy2 y con los promotores mínimos de ambos genes, datos no mostrados).
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Figu¡a 24i N¡veles de expresión basal de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor parcial y mínimo de lcybl. A:. Expresión de gfp en las lineas 4, 5, 7 y 10 del promotor
parcial de lcybl y en las líneas I a 4, 6 y 7 del promotor mín¡mo de /cybl. Los valores corresponden
a duplicados técnicos para cada línea los cuales están normal¡zados frente a la expresión del gen
l8S y calibrados frente a la expresión de gfp en la planta control, transformada con el vector
pMDCI 1 1; B: Expresión promedio de gfp en las líneas 4, 5, 7 y10 del promotor parcial de lcybl y en
las líneas 2, 3 y 4 del promotor mf nimo de lcyb1. Los aster¡scos denotan diferencias s¡gnificat¡vas
entre cada promedio y el cal¡brador, mientras que + denota diferencias s¡gnificativas entre el
promed¡o de la expres¡ón en el promotor parcial de lcybl frente al mínimo. Test de T de dos colas no
pareado.**: p<0,01; **' p<0,001.

3.7 Análisis de la expresión de los genes lcybl, lcyb2, psyl y psy2 en plántulas

de D. carofa silvestres tratadas con diferentes fitohormonas

Los promotores de los genes carotenogénicos lcybl y psy2 presentan varios

elementos de respuesta a fitohormonas (Figura 11, Tabla I). Con el fin de determinar

las hormonas que podrían tener un efecto activador o represor en estos promotores, se

decidió evaluar el efecto de las fitohormonas ABA, 2,4-D y GA3 en los niveles de
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expres¡ón de los genes endógenos lcybl y psyz, asi como de sus genes parálogos

lcyb2 y psyl , en plantas de zanahor¡a silvestres.

Para esto, plántulas de zanahoria cultivadas in v¡tro durante 17-19 días fueron

incubadas con las distintas hormonas según lo explicitado en Materiales y métodos

(sección 2.7.1), Ías lo cual se les extrajo el RNA y se evaluó la expresión de los genes

de interés mediante qPCR.

En la figura 25 se ilustra la amplificación correcta y homogénea del gen l8S,

indicativo de la calidad y uniformidad en los cDNAs sintetizados, para plántulas

tratadas con las 3 hormonas seleccionadas.

A PM 50.1 50.2 50.3 100.1 100.2 100.3 200.1 200.2 2003 C.1 c.2 L.J

B PM 10.1 10.2 10.3 50.1 50.2 50.3 450.1 450.2 450.3 C.1

c pM 5.1 5.2 s.3 20.1 20.2 20.3 50.1 50.2 50.3 C.1 C.2 C.3 C-

F¡gura 25: Ampl¡f¡cación dol gen l8S 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, además del
control s¡n hormona (todo en tr¡plicado). B: cDNAs de plantas tratadas con la auxina 2,4-O a 10,
50 y 450 uM, además del control s¡n hormona (todo en fiplicado).C: cDNAs de plantas tratadas
con Giberelina, GA3 a 5, 20 y 50 uM, además del control s¡n hormona (todo en trip¡icado).
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Luego de la verificación de la correcta síntes¡s de los cDNAs, se procedió a

cuantificar los niveles de expresión de los genes lcybl y psy2. Además, se

determinaron los niveles de expresión de los genes lcyb2 y psy1, con el fin de

comparar la respuesta de estos genes parálogos frente a los estímulos hormonales

aplicados. En el caso de las plántulas tratadas con 2,4-D, se evaluó también la

expresión del gen Dcarg-l, gen de zanahor¡a reportado como inducible por 2,4-D

(Kitamiya y col., 2000) y que fue ¡ncluido como control posilivo de este tratamiento.

En la f¡gura 264 se observa el efecto del tratamiento con ABA a distintas

concentraciones. Es posible observar una gran ¡nducción del gen psy2, en las tres

concentraciones de la hormona, de entre 5 a 6 veces con respecto a su control.

lnteresantemente, el gen psyl presenta un comportamiento contrario, reprimiéndose

en 2 de las concentraciones evaluadas. El gen lcybl , por otra parte, presenta una

inducción de entre 1,5 a 2 veces frente a su control (en ABA 50 y 200 uM), mientras

que su gen parálogo lcyb2 presenta la m¡sma tendencia de aumento, aunque más leve

(1,5 veces en ABA 200 uM). En el tratam¡ento con la aux¡na sintética 2, -D (Fig.268)

se observó el efecto contrario para el gen psy2, el cual se reprimió en las 2

concentraciones anal¡zadas. El gen psyl presentó una leve repres¡ón en una de las

concentrac¡ones evaluadas, mientras que los genes lcybl y lcyb2 no presentaron

cambios. El gen Dcarg-l presentó 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 in¡cialmente se trataron

plántulas de zanahoria también con una concentración mayor de esta hormona (450

uM) pero se descartaron los datos de la cuantif¡cación de su efecto, por ser una

concentración tóxica para la planta, que la afectarfa de manera pleyotrópica.



F¡nalmente, en presencia de GA3 (Fig. 26C), el gen psy2 no presentó cambios,

mientras que el gen psyl se indujo 2,4 veces. El gen lcybl se indujo 1,6 veces en GA3

50 uM, mientras que lcyb2 no presentó camb¡os.

De lo anterior se concluye que el gen psy2 es inducible por ABA y reprimible por 2,4-O,

m¡entras que el gen psyT se reprime en presencia de ABA y se induce por GA3. Por

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

Considerando estos resultados, se procedió a evaluar el efecto de ABA y 2,4-D

en los niveles de expresión de gfp eñ las plantas de tabaco transgénicas para los

promotores de psy2 y el efecto de ABA y GA3 en las plantas de tabaco fansgénicas

para los promotores de lcyb1. El análisis del efecto del ABA en las plantas de tabaco

transgénicas para los promotores parciales y mÍnimos de lcybl se real¡zará

posteriormente.
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Figura 26: Efecto de las fitohormonas ABA, auxine y GA3 en los n¡velés de
exprssión de los genes lcybl, psy2 y psyl en zanahorias silvestres. A: Efecto del

ABA; B: Efecto de 2,4-D; C: Efecto de GA3. Todos los valores corresponden a tr¡plicados
biológicos y duplicados técnicos y están normalizados frente a la expresión del gen

ubiquitina y calibrados frente a cada control (sin tratam¡ento). Los asteriscos denotan
d¡ferenc¡as sign¡ficativas entre la expresión frente a una determ¡nada concentrac¡ón de
hormonas y su control, determinadas por Test de T de dos colas no pareado. *: p<0,05; *':

p<0,01; *.. p<0,00'1.
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3.8 Análisis de Ia act¡vidad de los promotores parciales y mínimos de los genes

lcybl y psy2 en plantas de N. tabacum traladas con las hormonas ABA, 2,4-D y

GA3 y durante un tratamiento de inducción por luz

Con el objet¡vo de determ¡nar el efecto de las hormonas ABA, auxina Q,ag y

g¡berel¡na (GA3) y la luz como estímulos sobre la expresión de gfp dirigida por los

promotores PPlcybl, PPpsy2, Pmlcybl y Pmpsy2, decidimos cuantificar la expresión

del gen reportero en muestras de ho.jas de tabaco bajo estos tratamientos. Este

anális¡s permitirá relacionar la funcionalidad de los genes con los diversos estlmulos a

los que están sometidos.

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

portadoras de los promotores parciales y mínimos de psy2

Dado que las plantas de zanahor¡a silvestres tratadas con ABA presentaron una

acentuada inducción del gen psy2 (Figura 264), decidimos evaluar si este era un efecto

directo sobre el promotor de este gen cuant¡ficando la expresión de gfp d¡rigida por los

promotores parcial y mínimo de psy2.

El tratam¡ento hormonal se realizó de acuerdo a lo explicitado en Materiales y

Métodos (sección 2.7.2), al igual que la extracción de RNA y la síntes¡s de oDNA.

En la figura 27 es posible observar la adecuada ampl¡ficación del gen l8S,

indicativo de la calidad y homogene¡dad de los cDNAs s¡ntet¡zados.
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Figuta 27i Amplificación del gen l8S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgén¡cos para
el promotor parc¡al y mínimo de psy2 tratadas con ABA. A: Plantas de tabaco transformadas con

el promotor parcial de psy2 .1-24. líneas 1, 2, 6, 7, I y 9 del promotor parc¡al de psy2 tratadas con

ABA 50 uM, 100 uM y 200 uM, y control. B: P¡antas de tabaco transformadas con el promotor parcial y
mÍnimo de psy2. 1-4: línea 10 del promotor parcial de psy2 tratada con ABA 50, '100 y 200 uM y
control. 5-24: líneas 1 , 2, 3, 4 y 5 del promotor mínimo de psy2, fatadas 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 cuant¡f¡cación de gfp en las 7 líneas del promotor

parcial de psy2 tratadas con las diferentes concentraciones de ABA. Se graf¡có la

expresión de gfp y de osmotin para cada línea por separado. El gen osmottn 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 inducción del gen osmot¡n en al menos 2

concentraciones de ABA en las 7 líneas analizadas (de entre 1,3 y 3,8 veces),

comprobándose su efectividad como gen control inducible por esta hormona. Además,

en las lfneas transgénicas 2,6,7,8,9 y 10 para el promotor parcial de psy2 se

observa la inducción de los niveles de grfp, en al menos una de las concentraciones

analizadas (entre 1,2 y 3,5 veces). Este efecto es pr¡nc¡palmente notorio en las líneas

2, 7, 8 y 9 en las que la curva de ¡nducción de gfp en respuesta a diferentes

11 12



concentraciones de ABA es prácticamente ¡gual a la curva de inducción presentada por

el gen osmof,n.

El m¡smo análisis para las plantas transgénicas para el promotor mínimo de

psy2 se ilustra en la figura 29. En ella es posible observar que en las líneas 2, 3, 4 y 5

el gen osmofrn se induce en 2 a 3 de las concentraciones de hormona usadas (entre

'1,4 y 3 veces), comprobándose nuevamente su efect¡vidad como gen control. En el

caso del promotor mínimo, el gen gfp se induce claramente solo en la línea I (entre 1,4

y 1,6 veces en las 2 concentrac¡ones). Sin embargo, en esta línea el gen control no se

indujo, por lo cual esta línea no es concluyente. En la línea 3 se observa una leve,

aunque slgnlficativa, inducción en 50 uM de ABA (1, 7 veces), mientras que en la línea

2 existe una leve inducción en 50 uM (de un 10%), pero una repres¡ón en 100 uM (de

un 50%). Sin embargo, en las lÍneas 4 y 5 existe una represión de gfp (de aprox. un

4Oo/o). Por esto no fue posible establecer una respuesta bien definida del promotor

mlnimo de psy2 frente a ABA. Lo anter¡or se evidencia más claramente en la figura 30,

donde se graf¡ca el promedio de las expresiones de gfp y osmotin para las líneas 2, 7,

8 y 9 del promotor parcial de psy2 y paru las líneas 2, 3, 4 y 5 del promotor mínimo de

psy2. Para el promotor parcial de psy2 se evidencia la misma curva de inducción de

gfp y osmot¡n, otorgándole sol¡dez al resultado, mientras que para el promotor mínimo

se observa una leve represión de gfp en una curva opuesta a la inducción de osmofrn,

con lo que se puede concluir que el promotor parcial de psy2 es inducible por ABA y no

así el promotor mínimo.

Lo anter¡or puede asoc¡arse al elemento ABRE, de respuesta a ABA, presente

en el promotor parcial del gen psy2, pero ausente en el mínimo (Figura 1lC, Tabla l).
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Figura 28: N¡veles de exprés¡ón de osmoúir y gfp en plantas de tabaco transgénicas
para el promotor parcial de psy2 tratadas con ABA. A-G: Líneas 1, 2 y 6-10. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresión de l8s y calibrados frente a su control. N/R: no realizado. Aster¡scos
ind¡can diferencias s¡gn¡ficativas entre cada valor y el control (tratamiento s¡n hormona)
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Figura 29: Niveles de expres¡ón de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor mín¡mo de ps)¿ tratadas con ABA. A-E: Líneas 1 a 5. Cada valor corresponde al
promedio de 2 répl¡cas técnicas. Todos los valores fueron normallzados con respecto a la expresión
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Figura 30: Niveles promedio de expresión de osrnotin y gfp en plantas de tabaco transgénicas
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significativas entre cada valor y el control (tratam¡ento s¡n hormona) determ¡nadas por un test de T de
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3.8.2 Efecto del2,4-D en la expres¡ón de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y mínimos de psy2

De igual manera que lo analizado para el efecto de ABA, se decidió evaluar el

efecto de la auxina sintética 2,4-D en la expresión de gfp en los tabacos transgénicos

transformados con el promotor parc¡al y mín¡mo de psy2, cons¡derando que el gen psy2

se reprime por acción de esta hormona en zanahorlas s¡lvestres.

Pr¡meramente, se verificó la corecta síntesis de los cDNAs sintet¡zados a part¡r

de las distintas muestras tratadas o no con 2,4D mediante la amplificación del gen l8S

(Figura 31).

A pu rr.t pr.2 pt.c p2.'l p2.2 p2.c p6.1 p6.2 p6.c pz.1 p?.2 p7.c ps.t ps.2 p8.c p9.1 p9.2 p9.c pM

B ru pto.t pro.z p1o.c Mr.1 Mt.2 M1c M2.1 M2.2 Mzc M3.1 M3.2 M3.c M4.t M4.2 M4.c M5.1 M52 M5.c pM

Figura 31: Ampl¡f¡cación del gen l8S a part¡r de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para e¡ promotor parcial y mínimo de psy2 tratadas con 2,4-D. A: Plantas de tabaco
transformadas con el promotor parciál de psy2. 1-18: lfneas 1, ?,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 mínimo de psy2. 1-3: línea l0 del promotor parcial de psy2 tratada con 2,4-
50 y 100 uM y control. 4-18: líneas 1,2,3,4 y 5 del promotor mÍnimo de psy2, tratadas con 2,4-
D 50 y 100 uM. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso molecutar.
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Una vez verificada la adecuada síntesis de los cDNAs, se procedió a evaluar la

expresión de los genes gfp y pañ en las distintas muestras mediante qPCR. El gen

parC es un gen endógeno de tabaco capaz de ser inducido pot 2,4-D (Sakai y col.,

1996), por lo que su correcta inducción 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 inducc¡ón homogénea y dosis-dependiente del gen parC en todas las

líneas analizadas, ya sea del promotor parcial de psy2 (Figura 32) como del mínimo

(F¡gura 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 líneas transgénicas para el promotor parcial de psy2

(Figura 32) no fue posible observar una tendencia clara con respecto a la expresión de

gfp ya que en 3líneas (1, 2 y 6), el gen gdp se indujo en respuesta a2,4-D en 1 o las 2

concentraciones anal¡zadas (entre 30 y 90%), mientras que otras 3líneas (8, 9 y 10) se

reprimió (entre un 30 y 50%) , lo que corresponde al comportamiento esperado (según

lo observado para el gen psy2 en zanahorias silvestres tratadas con esta hormona,

Figura 26). La línea 7 presentó un comportamiento dual, reprimiéndose a 10 uM (un

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

En las líneas transgén¡cas para el promotor mín¡mo de psy2 (Figura 33) se

observó una tendenc¡a similar, aunque más cercana a mostrar una reducción en la

expresión de gfp. En las líneas 1 y 2 ex¡ste una clara represión del gen reportero en las

dos concentraciones utilizadas, de entre un 20 y un 55%, m¡entras que en la línea 5 se

observa la misma tendencia, aunque no se presentan diferencias s¡gn¡f¡cativas con



respecto al control. Las lineas 3 y 4 presentan un comportamiento dual, induciéndose

la expresión de gfp en una concentrac¡ón (entre un 20 y un 4oo/o) y reprimiéndose en la

otra (un 30%).

Para ilustrar estos resultados de manera más clara, en la figura 34 se ¡lustran

las expresiones promedio de paú y gfp de diferentes llneas. En la flgura 34A se

grafica el promedio de las 7 líneas transgénicas para el promotor parcial de psy2, no

observándose camb¡os con respecto al control, debido a la diversidad de respuestas

entre las líneas analizadas. sin embargo, al analizar por separado las líneas levemente

inducidas de las repr¡midas, se ve una homogeneidad en cada uno de los grupos (no

mostrados). Esto implica la neces¡dad de analizar más líneas para descartar posibles

efectos de la zona de inserción y poder obtener una conclusión más clara. En la figura

348 se grafica el promedio de expres¡ón de gfp en las líneas 1, 2 y S, transgénicas

para el promotor mÍnimo de psy2 (las lÍneas 3 y 4 se excluyeron por presentar un

comportam¡ento dual), donde es posible observar una represión de la expresión de gfp

en las dos concentraciones usadas (de aproximadamente un 3S%).

De lo anterior es posible concluir que el promotor mínimo de psy2 se reprime en

presencia de 2,4-D, mientras que el promotor parcial no presenta una tendencia clara.

Esto podría relacionarse con el gran número de elementos de respuesta a auxina

presentes en el promotor mínimo de psy2 (Figura 11C, Tabla t).
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Figura 32: Niveles de expreslón de parc y gfp en plantas de tabaco transgén¡cas para el
promotor parc¡al de psy2 tratadas con 2,4-D. A-G: LÍneas 1, 2 y 6 a 10. Cada valor
corresponde al promed¡o de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normal¡zados con
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significativas entre cada valor y el control (tratamiento s¡n hormona) delerm¡nadas por un test de
T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01 , 
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Figura 33: Niveles de expresión de parC y gfp en plantas de tabaco transgénicas para el
promotor mín¡mo de psy2 tratadas con 2,4-D. A-E: Líneas 'f a 5. Cada valor corresponde al
promedio de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respeclo a la
expresión de l8S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
sign¡f¡cativas entre cada valor y el control (tratam¡ento 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: Nive¡es promedio de expres¡ón de parc y gfp en plantas de tabaco
transgénicas para el promotor parcial y mínimo de psy2 tratadas con 2,4-D. A:
Promed¡o de las 7 ¡lneas transformadas con el prómotor parcial de psy2 B:
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calibrados frente a su control (tratamiento s¡n hormona). Asteriscos indican
diferencias significativas entre cada valor y el control (tratam¡ento 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 expresión de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras del promotor parcial de lcybl

Considerando que el gen /cybl presentó una inducc¡ón mediada por ABA en

plántulas de zanahoria silvestres (Fig. 264), se evaluó el efecto de esta hormona en la

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

Luego de la síntesis de los cDNAs correspond¡entes, su cal¡dad se evaluó

mediante PCR del gen constitut¡vo l8S (Figura 35).

pM1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 C- PM

F¡gura 35: Ampl¡f¡cac¡ón del gen ,8S a partir de cDNAs de hojas de tabacos
transgén¡cos para el promotor parc¡al de lcybl tratadas con ABA. 1 a 12: cDNAs del

tratam¡ento control, ABA 50, 100 y 200 uM en las ¡íneas 2, 4 y 11. 13-15: cDNAs del

tratam¡ento control, ABA 50 y 200 uM en la llnea 12. 16-19: cDNAs del tratamiento control,
ABA 50, 100 y 200 uM en la lÍnea 13. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso

molecular.

AI ¡gual que para el promotor parc¡al de psy2 (Figura 304), en este caso se

observó una inducción del gen control osmof,n (entre 1,7 y 63 veces) en las 5líneas

independientes evaluadas, indicando que el tratamiento hormonal se realizó

correctamente. En 4 de las 5 líneas evaluadas se observó a su vez una ¡nducc¡ón del

gen reportero gfp (entre 1,4 y 24 veces), lo cual indica que el promotor de lcybl es

inducible por ABA, al igual que el promotor parcial de psy2. Esta respuesta se observa

más claramente al graficar el promedio de los niveles de expresión de osmotin y gfp de

las 4 líneas inducidas (Figura 37), los cuales presentan la misma curva de inducción,

que ocurre de manera dosis dependiente.
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Figura 36: Niveles de expresión de osmotin y gfp en plantas de tabaco transgén¡cae para el
promotor parcial de lcybl fialadas con ABA. A-E: Líneas 2, 4, 11, 12 y 13. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técn¡cas. Todos los valores fueron normalizados con
respecto a la expresión de l8S 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<0,00'l .
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Figura 37: Niveles de expres¡ón promedio de osmotin y gfp en plantas de tabaco
transgénicas para el promotor parc¡al de lcybl tratadas con ABA. Los valores
corresponden al promedio de la expresión del gen osmotin y gfp en las 4líneas de
tabaco transgénicas para PPlcybl que presentaron una inducción del gen reportero gfp
en presenc¡a de ABA. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la
expresión de l85 y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determ¡nadas 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 expresión de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y mínimos de lcybl

De manera análoga y considerando la inducc¡ón que presentó el gen lcybl en

respuesta a GA3 en las plántulas silvestres de zanahoria, se evaluó si los promotores

parciales y mlnimos de este gen eran capaces de ser inducidos por esta hormona en

plantas de tabaco transgénicas.

Primeramente, se verificó la calidad y uniformidad del CDNA sintet¡zado a partir

de las muestras fol¡ares de los tabacos transgénicos (T0) tratados con dos

concentraciones de GA3 mediante la ampl¡ficac¡ón del gen l8S, como se ilustra en la

figura 38.

APM 1.2 3 4 5 6 7I910 1.'1 '12 13 14 PM C-

PM

Figura 38: Ampl¡ficac¡ón del gen l8S a part¡r de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para el promotor parcial y mín¡mo de lcybl tratadas con GA3. A: Plantas de tabaco

transformadas con el promotor parcial de lcybl y taladaE con GA3. 1-2: línea 4 del promotor
parcial de lcybl l¡alada con GA3 50 uM y control; 3-14: líneas 5, 7 y 10 del promotor parcial de

lcybl fialadas con GA3 50 y 100 uM, y control. B: Plantas de tabaco transformadas con el

promotor mfnimo de /cybl, tratadas con GA3. 1 a 15: líneas 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 tratam¡entos de ABA y 2,4-D, en este caso

no fue posible encontrar un gen control propio de tabaco que se indujera o reprim¡era

C-15
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en respuesta a GA3. Sin embargo, afortunadamente la respuesta de las plantas

presentó una tendencia relativamente clara.

En la figura 39 se observa que las líneas 5 y 7 de las plantas de tabaco

transgénicas para el promotor parcial de /cyb I presentan una repres¡ón s¡gnif¡cativa de

la expres¡ón de gfp en presencia de GA3 (de 600/o y 2Oo/o, respectivamente), y ¡a línea 4

presenta una tendencia similar. La línea 10, en cambio, fue la única que presentó una

tendenc¡a opuesta, al inducirse la expresión de gfp tras los tratam¡entos con 50 y 100

uM de GA3 ( 30oA y 95ok, respectivamente).

En las plantas transgénicas para el promotor mínimo de lcybl (Figura 40) se

observó prácticamente la misma respuesta, caracter¡zada por la represión de gfp en las

líneas 1, 2,4 y 7, en I o ambas concentraciones evaluadas. La línea 6 muestra la

misma tendencia de represión y solo la línea 3 se comportó de manera opuesta,

observándose la inducción de gfp en GA3 100 uM.

Para observar más claramente estas respuestas, en la figura 41 se graficó el

promed¡o de la expresión de gfp en las plantas portadoras del promotor parcial y

mínimo de lcybl tatadas con GA3. Se excluyeron de este análisis las líneas 10 del

promotor parcial y la línea 3 del promotor mín¡mo, que fueron las únicas que

presentaron una tendencia contrar¡a a la mayoría de las plantas analizadas (al inducir

la expresión de gfp en presencia de la hormona).

De esta figura es posible concluir que tanto el promotor parc¡al como el mínimo

de lcybl se reprimen levemente en presencia de GA3 (30% aproximadamente), lo que

contrasta con la inducc¡ón del gen lcybl observada en las zanahor¡as silvestres.
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Considerando el anális¡s de los motivos regulatorios encontrados

bioinformáticamente (Tabra l), no se esperaba una respuesta der promotor parciar ni der

mínimo de rcybl en presencia de GA3, ya que ros mot¡vos de respuesta a gibererinas

se encuentran río arriba de ambos promotores. La leve represión observada tanto en

plantas portadoras del promotor parcial como del mínimo en presencia de GA3 da

indicios de la presencia der argún eremento represor en e[os, que no fue identificado

computacionalmente.
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F¡gura 39: Niveles de expresión de gfp en prantas de tabaco transgén¡cas para er promotor
parcial de lcybl tratada$ con GA3. A-D: LÍneas 4, s,7 y r0. cada varor corresponde ar promedio
de 2 réplicas técn¡cas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresión de lgs y
calibrados frente a su control. N/R: no realizado. Aster¡scos indican diferenc¡as signif¡cativas 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<O,OO1.
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F¡gura 40: Niveles de expresión de grfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor
mínimo de lcybl tratadas con GA3. A-F: Líneas 1 a 4, 6 y 7. Cada valor corresponde al promedio
de 2 réplicas técnicas. Todos los valores fueron normalizados con respecto a la expresión de 78S y
calibrados frente a su control. Asteriscos indican diferencias signif¡cativas entre cada valor y el control
(fatamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<O,OS; **:

p<0,0'l; *- p<0,00'l.
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Figura 41: N¡veles de expresión promedio de gfp en plantas de tabaco transgénlcas para el
promotor parcial y mínimo de ,cyól tratadas con GA3. A: Promedio de la expresión de gfp en las
lfneas 4, 5 y 7 transgén¡cas para el promotor parcial de /cyól; B: Promedio de la expresión de gfp en
las líneas 1,2, 4,6 y 7 transgén¡cas para el promotor minimo de /cybl. Todos los valores fueron
normalizados con respecto a la expresión de l8S y calibrados frente a su control (tratamiento sin
hormona). Asteriscos ¡ndican diferencias sign¡f¡cat¡vas 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 lnducción por luz de la expresión de gfp en plantas de tabaco transgénicas

portadoras de los promotores parciales y mínimos de psy2 y tcybl

Como último estímulo a analizar se escogió la luz, debido al elevado número de

elementos de respuesta a éste, presentes en los promotores de los genes psy2 y lcybl

(Figura 1 1A, Tabla l).

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

l8S, indicativo de la calidad y uniformidad de los cDNAs s¡ntetizados.

A PM1 2 34567 8 910 11 72 1,3 1,4 75 76 17 18 19 20 21 22 23 24

Figuru 42i Ampl¡f¡cac¡ón del gen l8S a partir de cDNAs de hojas de tabacos transgénicos
para el promotor parcial y mínimo de psyz y lcybl ¡nducidos por luz. A: Plantas de tabaco
transformadas con el promotor parcial y mínimo de psy2, en oscuridad y luzi 1a7 y 13 a 19:
líneas 1, 2, 6, 7, 8, 9, y l0 del promotor parcial de psy2 en oscuridad y luz, respectivamente, I a
12 y 20 a 24 líneas 1, 2, 3, 4 y 5 del promotor mínimo de psy2 en oscuridad y luz,

respecl¡vamente.; B: Plantas de tabaco transformadas con el promotor parcial y el mínimo de
lcybl,enoscuridadyluz;1a3yOa8: líneas4,5y 10 del promotor parcial de lcybl, en
oscur¡dad y luz, respect¡vamente; 4-5 y 9-10: líneas 3 y 7 del promotor mínimo de lcyb1, en
oscur¡dad y luz, respectlvamente. Fragmento esperado: 196 pb. PM: marcador de peso

molecular.

En la figura 43 se observa la inducción mediada por luz del gen gapB

(normalmente inducido por este estímulo en tabaco (Shih y Goodman, 1988), en las 7

líneas de tabaco transgénicas para el promoior parcial de psy2 (Fig. 43A) y en 5 líneas

del promotor mínimo de psy2 (F¡9. 43B), corroborándose que el tratamiento de
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inducción por luz aplicado (secc¡ón 2.8) fue efectivo. En la figura 43C es posible

observar la inducción por luz del gen reportero gfp en 4 de las 7 líneas de PPpsy2

analizadas (líneas 1, 6, 7 y 10). Si bien estas presentaron d¡st¡ntos niveles de inducc¡ón

(entre 0,3 y 6,5 veces), estos se correlacionan con los niveles de inducc¡ón del gen

control gapB para las distintas líneas. Esta tendencia de inducción se observa más

claramente al graficar el promedio de expresión de gapB y gfp en las 4 líneas ¡nduc¡das

(Fig. 43E). Por el contrar¡o, no se observa una tendenc¡a clara para las líneas

transgénicas para el promotor mínimo de psy2, de las cuales algunas se inducen y

otras se reprimen (Fig.  3D), lo cual se ve reflejado más claramente al graficar el

promedio de expresión de todas estas lineas, donde los niveles de gapB aumentan

pero los de gfp permanecen inalterables (Fig. a3F), indicando que el promotor mínimo

de psy2 no responde a luz.

De manera análoga, en la figura 44 se observa la inducción por luz de las

plantas transgénicas para los promotores parciales y mín¡mos de lcyb1. Nuevamente

se observa la inducción del gen gapB en todas las líneas evaluadas. Las 4 líneas

transgén¡cas para el promotor parcial de /cybl presentaron una inducción de gfp, con

niveles variables entre 2 y 10 veces (Fig. aaC), que se correlacionan con los niveles de

inducción de gapB en cada linea (Fig. aaA). De igual manera, las 3líneas del promotor

mínimo de /cyb I presentaron una inducción de gfp de entre 1,7 y 48 veces (Fig. aaD),

aunque en este caso no hay una correlación directa entre los niveles de expresión de

gfp y de gapB en las líneas evaluadas (Fig. 44 B y D). En las figuras 44 E y F se

observa el promedio de los niveles de expresión de gapB y gfp en las líneas del

promotor parcial de lcybl y del mínimo, respect¡vamente, corroborándose la inducción

por luz de ambos promotores.



De Io anter¡or se concluye que los promotores parciales de psy2 y tcyb1, y el

promotor mfnimo de lcybl, 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: N¡veles de expresión de gfp en plantas de tabaco transgénicas para el promotor
parc¡al y mínimo de psy2 luego de un tratam¡ento de inducc¡ón por luz. A y C: Expresión del
gen control gapB y de gfp en 7 líneas transgénicas independientes paru PPpsy2. E: expresión
promedio de gapB y gfp de las 7 líneas transgénicas independientes para PPpsyz. B y D: Expresión
del gen control gapB y de gfp en 5 líneas transgénicas ¡ndependientes para Pmpsy2. F: expresión
promedio de gapB y gfp de las 5 líneas transgénicas independ¡entes para Pmpsy2 Cada valor
corresponde al promedio de 2 répl¡cas técn¡cas. Todos los valores fueron normalizados con respecto
a la expresión de l8S y calibrados frente a su control. Asteriscos indican diferencias significativas
enlre cada valor y el control (tratamiento sin hormona) determinadas por un test de T de dos colas,
no pareado.': p<0,05; **: p<0,0'l; .* p<0,001. 
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Figura ¿r4: Niveres de expres¡ón de grfp en prantas de tabaco transgén¡cas para er promotor
parcial y mínimo de rcybl ruego de un tratamiento de ¡nducción por ruz. A y c: Expresión der
gen control gapB y de gfp en 4 líneas transgénicas independientes para pplcybl. E: expresión
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del gen contror gapB y de gfp en 3 líneas transgénicas ¡ndependientes para pmrcybl. F: expresión
promedio de gapB y gfp de las 3 líneas transgénicas ¡ndependientes para pmicybl. Cada valor
corresponde al promedio de 2 réplicas técn¡cas. Todos los valores fueron normalizados con respecto
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DISCUSIÓN

4.'t ldentificac¡ón de las reg¡ones promotoras de lcybl y psy2

El primer objetivo de este trabajo consistió en la identificación de las reg¡ones

promotoras de los genes psy2 y lcyb1, obteniendo para cada gen, un promotor de 769

y de 1850 pb, respectivamente. Estos promotores fueron obten¡dos a part¡r de una

amplificación por Genomewalker en el caso del de psy2 y por medio de 2

amplificaciones sucesivas en el caso del promotor de /cybl. La confirmación de que las

secuencias obtenidas mediante la técnica de GenomeWalker corresponden

efectivamente a las regiones promotoras de psy2 y lcybl viene dada por la presencia

de una secuencia nucleotídica contenida entre el adaptador del GenomeWalker en su

extremo 5'y el partidor en ant¡sentido diseñado dentro de la región 5'NTR, específica

de cada gen, además de un cierto número de pares de bases de la región S'NTR río

arriba del partidor antisentido (Figura 7; sección 2.4.7). La presencia del partidor en

antisentido y las bases conocidas río arriba de este confirman que la secuencia

obtenida conesponde efect¡vamente a la región promotora de cada gen, ya que la

región S'NTR de los genes corresponde a una especie de "huella digital" de estos, con

un porcentaje de identidad con otras secuencias menor al 500/0. Por ejemplo, para los

genes parálogos psyl y psy2 de zanahoria, la identidad de sus regiones s'NTR es de

un 24,7o/o y la de sus regiones 3'NTR de un 35%. En el caso del promotor de lcybl,

este se obtuvo mediante dos amplificaciones sucesrvas por GenomeWalker. La

segunda de estas se llevó a cabo utilizando un partidor en antisent¡do diseñado dentro

de Ia pr¡mera reg¡ón promotora identificada, por lo que en este caso la identidad de la

segunda secuenc¡a obtenida se corrobora por la presencia del segundo part¡dor



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 Arab¡dops¡s 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 abiótico poseen promotores de 1 ,6 kb

en promedio (Kristiansson y col., 2009). Por otra parte, el tamaño de los promotores se

correlaciona también d¡rectamente con el número de estímulos a los cuales responde

determ¡nado gen en C.e/egans, D.melanogaster y A. thalrana (Nelson y col., 2004;

Walther y col., 2007). Además, promotores que poseen una caja TATA son de mayor

tamaño y responden a un mayor número de estímulos que los que carecen de ella

(Walther y col., 2007).

Considerando lo anterior, el promotor parcial clonado de lcybl (1.05'l pb) sería

de un buen tamaño, m¡entras que el promotor parc¡al de psyz (769 pb) se encontraría

levemente por debajo del promedio. S¡n embargo, ambos fueron capaces de dirigir la

expres¡ón del gen reportero g/p y de responder a diversos estfmulos, particularmente a

ABA y luz.

El promotor total ¡dentif¡cad o pa? lcybl se obtuvo a partir de dos

amplificaciones sucesivas mediante Genome Walker (sección 2.4.7, Figuras 78 y 9).

Para psy2 solo fue posible obtener un fragmento de 769 pb a part¡r de la primera

amplificación. No se obtuvo un fragmento de mayor tamaño pos¡blemente porque el

fragmento de promotor de psy2 rfo arriba del identificado fue digerido por las enzimas

ut¡lizadas para generar las 4 b¡bl¡otecas de digestión (BD, secc¡ón 2.4.7), o debido a
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que no se lograron establecer las cond¡ciones de pCR adecuadas para su

amplificación o b¡en, a que la región de la cromatina donde se encuentra es de diflcil

acceso para la DNA polimerasa o de alto contenido de las bases G-C, lo que dificulta

su amplif¡cación (GenomeWalkerTM, Universal Kit, User Manual). Actualmente, se está

intentando obtener esa reg¡ón medlante una técnica alternat¡va, denominada pCR

inverso.

Por otra parte, si bien se logró identificar un fragmento promotor de 1.850 pb

para lcybl , este no se logró amplificar desde el DNA genómico de zanahoria, luego de

numerosos intentos. Mediante anál¡sis de secuencia constatamos que el promotor

completo corresponde efectivamente al promotor de lcybl de D. carota ya que el

promotor parcial de lcybl , el cual sí se logró amplificar desde DNA genómico,

comienza dentro de la segunda región del promotor de lcybl (más rio arriba) (secc¡ón

2.4.7 , Figura l0). La dificultad para amplificar el promotor completo identiflcado podría

deberse a que se encuentra en una zona de alta compactac¡ón de la cromatina. E¡

porcentaje de G-C muy alto (sobre 60%) también dif¡culta las amplificaciones, sin

embargo, el % de G-C de esta región es de 48%, por lo que este efecto podría

descartarse, deb¡do a que se probaron diferentes condiciones de PCR. A futuro se

intentará amplificar este promotor ut¡lizando un set de partidores río abajo del diseñado

actualmente (PPlcybl F, Tabla V), y med¡ante PCR inverso.
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4.2 Los promotores de los genes lcybl y psy2 de D. carota presentan varios

elementos de respuesta a luz, fltohormonas y estrés

Tras la ident¡f¡cación de las regiones promotoras, estas fueron evaluadas

bio¡nformáticamenle para identificar los motivos regulator¡os presentes en ellas. Para

tal fin, existe una amplia gama de programas bioinformáticos, siendo el más conocido

el programa PLACE. Sin embargo, este programa no realiza ningún tipo de f¡ltro de las

secuencias encontradas y por lo tanto es más probable que arroje resultados poco

precisos. Por esta razón, se decidió utilizar el programa Motifscanner (sección 2.5), el

cual identifica las regiones regulator¡as presentes en dos o más genes co-expresados o

co-regulados (Aerts y col., 2003). Los genes psy2 y lcybl de D. carota se co-expresan

durante el desarrollo de la níz modif¡cada (F¡gura 3), lo cual los hace adecuados para

este tipo de análisis.

La presencia de un gran número de elementos de respuesta a luz encontrados

dentro de los promotores de los genes psy2 y lcybl de zanahoria (Tabla l, Figura 1 1A),

puede relacionarse con la importanc¡a de los carotenoides tanto en la captación de luz

durante la fotosíntesis como en la disipación del exceso de la energía lumfnica

mediante el ciclo de las xantóf¡las (Niyogi, 1999; Demmig-Adams y col., 1996; Pogson

y col., 2006; Demmig-Adams y Adams, 2006; Dall'Osto y col., 2010), lo que implicaría

una respuesta de estos genes frente a este estímulo. Apoyando lo anterior, nosotros

observamos que los genes psy2 y lcybl se expresan en las hojas de zanahoria

normalmente expuestas a este estímulo (Figura 3) y que la luz modula su expresión en

la raÍ2, induciéndo su expresión en raíces de plantas jóvenes (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
tt4



carotenogénicos son inducidos por la luz durante la de-etiolación de plántulas. Por

ejemplo, la expresión del gen de la IPP isomerasa es inducido durante la transición de

etioplastos de malz a cloroplastos por exposic¡ón a la luz (Albrecht y Sandmann, 1994),

al igual que la expres¡ón del gen psy durante la de-etiolación de plántulas de

Arab¡dops¡s, mediante la participación de fitocromo (von Lintig y col., 1997; Welsch y

col., 2000; Rodríguez- Villalón, 2009 a y b; Toledo-Ortiz y col., 2010; Pizarro y Stange

2009). La expresión de los genes carotenogénicos es inducida durante el estrés

lumínico y por diferentes tipos de luz (Hirschberg, 2001; Rossel y col.,2002', Welsch y

col., 2008; L¡ y col., 2008), favoreciéndose la síntes¡s de xantófilas de la rama B, de

vital importancia para la disipación del exceso de energía lumínica. Por otra parte, y

probablemente debido a la importancia de los carotenoides en el proceso fotosintético,

se ha reportado que el gen psy, el pr¡nc¡pal gen responsable de la activación de la ruta

carotenogénica, se co-expresa con varios genes asociados a la fotosíntes¡s, tales

como los genes de la plastoqu¡nona, el comple¡o de la NAD(P)H deshidrogenasa, la

tiorredoxina, la plastocianina y la ferredoxina, así como con proteínas estructurales de

los fotosistemas I y ll (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 además como regulador general tanto de la rula

carotenogén¡ca como de genes asociados a procesos fotos¡ntét¡cos, ya que está

presente en los promotores de los genes carotenogénicos dxs y psy de A. thaliana y

pds de tomate (Solanum lycopersicum) y maiz (Zea mays), así como en los genes cab

(que codif¡can para la proteína de unión a clorof¡la a/b) de mostaza (Sinapis alba) y



Arabidopsis thaliana y en los genes pc (que codifican para la plastocianina) de

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

Por otra parte, las cajas G (G-box) han sido reportadas como importantes

mediadoras de la inducción por luz (Ha y An, 1988; Donald y Cashmore, 1990; Puente

y col., 1996). En el promotor del gen psy de Arabidopsis, se concluyó 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 consenso CTCGAG) eran

responsables de la respuesta del promotor a d¡ferentes 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 lcybl (l abla l, sección 3.2), podrían estar involucradas en la

inducción por luz de estos genes en las hojas de la zanahoria, naturalmente expuestas

a este estímulo, y serían probablemente inactivos en la raiz modificada de ésta.

Otros elementos ¡mportantes encontrados en ambos promotores corresponden

a elementos enhancer (caja CMT) y cajas TATA putativas (Tabla l), los cuales se

encuentran en gran número en los dos promotores en estud¡o.

En las plantas, los elementos enhancer pueden ser func¡onales en regiones

proximales de los promotores o bien en zonas más alejadas (Sieburth y Meyerovitz,

1997; Clark y col., 2006). lncluso, se ha reportado que elementos enhancer por si

mismos son capaces de activar la transcripción de un determinado gen, incluso

estando ubicados a 3kb del promotor mÍnimo (Singer y col., 201'1). La caja CAAT es un

elemento enhancer activador de varios promotores de animales y plantas (Maity y de

Crombrugghe, 1998) y podría dar cuenta de la elevada expres¡ón del gen lcybl

pr¡ncipalmente, tanto en las hojas como en la raiz de la zanahoria (Figura 3).



De los elementos de respuesta a estrés abiótico encontrados en el promotor de

lcyb1, los elementos DRE y MBS parecen interesantes, debido a que responden a

deshidratacíón y sequía, respect¡vamente (Tabla l). La escasez de agua ha sido

demostrada como capaz de inducir la expresión del gen psy3 en maíz y arroz (L¡ y col.,

2008; Welsch y col., 2008) mediante la ¡nducc¡ón de la sintesis de ABA, hormona

reconocida por su acción en la defensa frente a la falta de agua (Swarup y col., 2002).

Además, se ha demostrado que el elemento DRE puede actuar como un elemento

acoplador a un elemento ABRE, formando un módulo funcional de respuesta frente a la

deshidratación med¡ada por ABA, como ha sido previamente descrito para el promotor

del gen rd29A de AraórUopsis fhalrana (Narusaka y col., 2003). Sin embargo, no fue

posible evaluar la funcionalidad de estos elementos durante este trabajo, ya que se

encuentran río arriba del promotor parcial de lcyb1.

En la zanahoria, la expresión de los genes carotenogénicos, especialmente

lcybl y psy2, se ve aumentada durante el desarrollo de las rafces modificadas en

oscuridad, en coniunto con un aumento en los niveles de carotenoides, especialmente

B-caroteno (Figuras 2 y 3). Por esta razón, es de esperar que ex¡stan estímulos

act¡vadores de los promotores de los genes psy2 y lcybl en la raíz modificada

relac¡onados específicamente con el desarrollo y la inducción de la expresión génica en

oscuridad y/o raíces. Estos elementos pueden tener que ver con diversas

f¡tohormonas, dada la influencia de éstas en el desarrollo de diversos órganos

vegetales (Kende y Zeevaart, 1997; Kuppusamy col., 2009). Con respecto a ¡o anter¡or,

se sabe por ejemplo que la hormona ABA es capaz de inducir la expresión del gen psy

exclusivamente en las raíces de Arabidopsis, a través de la act¡vac¡ón del factor de

transcripción ABl3, lo cual implica a su vez una mayor síntes¡s de ABA (Rodríguez-
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Villalón, en preparación). De manera análoga, la expresión del gen psy3 de arroz y

maíz se ve aumentada por la presencia de ABA, especialmente en la raíces de estas

plantas (Welsch y col., 2008; Li y col., 2008), lo que ind¡caría que el ABA estaría

relacionado con la activac¡ón de la ruta carotenogénica en las raíces de las plantas, en

respuesta a estrés abiótico y/o como un mecanismo de retro-alimentación posit¡va.

Con respecto a los elementos regulatorios de respuesta a hormonas presentes

en los promotores de psy2 y lcybl,la mayor parte de ellos conespondió a motivos de

respuesta a ABA. Dentro de ellos, se encontraron 4 elementos ABRE en el promotor

parcial de lcybl, de los cuales 3 se encuentran dentro del promotor mínimo, y 3 en el

promotor parcial de psy2, dos de los cuales están inclu¡dos en el promotor mínlmo.

Además, se ident¡ficó un elemento acoplador CE3 dentro del promotor parcial de lcybl

(Figura 10, Tabla l). Los elementos ABRE por si mismos generalmente son

insufic¡entes para confer¡r respuesta a ABA, y deben estar asociados con otros ABRE o

bien con un elemento acoplador para ser funcionales (Marcotte y col., 't989; Shen y

Ho, 't995; Shen y col., 1996; Hobo y col., 1999).

Los elementos ABRE son reconoc¡dos en plantas por los factores de

transcr¡pción de la familia b-zip (Guiltinan y col., 1990; Uno y col., 2000; Yamaguch¡-

Shinozaki y Sh¡nozaki, 2005), de entre los cuales los más reconocidos son ABl3, ABl4

y ABl5. El ABA induce la expresión del factor ABl5 (Brocard y col., 2002) y ABl3,

aunque solo en la raÍz de Arabrdopsls thaliana (Brady y col., 2003), el cual a su vez es

capaz de inducir la expresión de ABl5 (Sóderman y col., 2000). Lo anter¡or indica que

estos factores de transcripción actúan en conjunto para mediar los efectos del ABA en

var¡os procesos fis¡ológicos, tales como la dormanc¡a de las semillas, ram¡ficación de la

raiz y diferenciación de plastidios (Brocard y col., 2002; Rohde y col., 2000) y podrían



estar activando los promotores de los genes carotenogénicos psy2 y lcybl de

zanahoria, para aumentar por ejemplo los niveles de los carotenoides precursores del

ABA. Lo anterior ya se demostró para el factor ABl3, el cual es capaz de inducir la

expresión def gen psy de A rabidopsis thaliana (Rodríguez-Villalón, en preparación).

Otros elementos regulatorios de respuesta a hormonas presentes en los

promotores de psy2y lcybl coresponden a los motivos de respuesta a auxina (Iabla l,

Figura 11). La relación de las auxinas con la expresión de los genes carotenogénicos

ha sido demostrada al observar el aumento de la expresión del gen nced, responsable

de la síntesis de ABA, por efecto de la auxina lAA (Kraft y col., 2007). Sin embargo, no

existen más reportes de Ia regulación de otros genes carotenogénicos mediada por

esta hormona.

Finalmente, se encontraron elementos de respuesta a giberelinas en ambos

promotores (4 en cada uno). No ex¡sten reportes a la fecha que indiquen un efecto de

las g¡berelinas sobre la expresión de los genes carotenogén¡cos. Sin embargo,

rec¡entemente se reportó la presencia de elementos de respuesta a giberelinas en los

promotores de los genes psyl y psy2 de melón (ein y col., 2011), lo que sienta las

bases para un estudio más profundo de la funcionalídad de estos elementos dentro de

los promotores de los genes psy2 y lcybl de zanahoria.

Una posible func¡ón de las giberelinas en la ruta carotenogénica deriva de su

regulación cruzada con la señalización mediada por luz en la promoción de la

fotomorfogénesis (Alabadí y col., 2008; de Lucas y col., 2008; Feng y cot., 200g).

Durante la de-etiolación, los niveles de giberelinas disminuyen, lo cual inhibe la unión

de los factores represores de transcripción plF a los elementos G-box en diversos



genes inducidos por luz, perm¡tiendo su act¡vac¡ón y el desarrollo fotomorfogénico

(Kuppusamy y col., 2009). Además, recientemente se reportó que los factores de

transcripción PlF, especialmente PlFl, reprimen en oscuridad la expresión 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 psy2 y

lcybl de D. carota serlan capaces de responder a una serie de estímulos, lo cual es

congruente con la importancia biológica de los carotenoides, y el rol clave de estos

genes dentro de la ruta carotenogénica.

El análisis b¡oinformát¡co es una primera aproximación, pero no siempre predice

con asertividad lo que ocurre in vivo. Por ejemplo, en el promotor del gen Dc3 (gen

inducible por estrés abiótico) de zanahoria se identificaron 5 elementos ABRE

mediante análisis bioinformático, sin embargo, ninguno de ellos resultó ser funcional.

En cambio, los autores identificaron un nuevo elemento de secuencia TCGTGT,

responsable de la inducción med¡ada por ABA en este promotor (Chung y col., 2005).

Este elemento se encuentra tamb¡én dentro del promotor identificado en este trabajo

para el gen lcybl de zanahoria, en la posición -.l.Sl6 con respecto al ATG. Lo anterior

evidencia la necesidad de correlacionar la funcionalidad de los elementos predichos

computacionalmente con la regulación de los genes rn ylyo.

4.3 Los promotores parciales y mínimos de tcybl y psy2 son funcionales en

plantas de tabaco transformadas transitoriamente

La verificaclón de la actividad de los promotores parciales y mínimos de psy2 y

lcybl en hojas de tabaco y en frutos de tomate y pimentón (sección 3.4, Figura i6)
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indica que estos promotores son capaces de activarse en d¡ferentes órganos, en

particular, órganos ricos en cloroplastos (hojas de tabaco) y órganos con cromoplastos

(frutos de tomate y pimentón). Esto se correlaciona con el hecho de que tanto el gen

psy2 como el gen lcybl son expresados en las hojas (ricas en cloroplastos) y en la raíz

modificada de zanahoria (Figura 3), cuyas élulas contienen cromoplastos y da un

indic¡o de la diversidad de estímulos que podrían estar activando estos promotores.

Medrante este ensayo se pudo determ¡nar cualitativamente la presencia del

transcrito de grfp mediante qRT y de la proteína GFP evidenciado por la fluorescencia

de esta proteína en epidermis de tabaco. Sin embargo, no fue posible cuantificar las

diferencias en la expresión de los distintos promotores (parciales y mín¡mos) debido a

que los niveles de expresión del gen reportero dependen de la cantidad de élulas

efectivamente transformadas, lo que hace que una cuantificación de los n¡veles de

mensajero sea poco precisa en un ensayo de expresión transitoria.

4.4 Los promotores parciales y mínimos de lcybl y psy2 son funcionales en

plantas de tabaco transformadas establemente

Los promotores parciales y |os mlnimos de psy2 y lcybl fueron capaces de

dirigir la expresión de gfp en las hojas de las plantas de tabaco transgén¡cas (Figuras

23 y 24). Sumado al resultado obtenido en las transformac¡ones trans¡torias, lo anterior

confirma la identidad de estas secuencias como regiones regulator¡as funcionales en

diversos sistemas heterólogos (hojas de tabaco y frutos de tomate y pimentón).

Además indica que estas reg¡ones contendrfan elementos activadores de la

fanscr¡pción en su secuencia que serÍan reconocidos por factores de fanscripción

relativamente universales, que estarían presentes tanto en tabaco como en frutos de



tomate y pimentón. Esto sugiere una posible proyección biotecnológica 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 necesar¡os para

su activación, la expresión de gfp bajo la dirección de los promotores en tabaco

permitió definir diferenc¡as en la act¡v¡dad basal de los promotores parciales y mín¡mos,

así como en su respuesta a diversos estímulos.

De esta manera, fue posible determinar que el promotor parcial de psy2 posee

mayor actividad (reflejada en una mayor expresión del gen reportero gfp) que el

promotor mín¡mo de psy2 (30o/o, Figura 23). Si bien esta diferencia es significativa, no

es tan elevada, lo que indicaría que el promotor mínimo del gen psy2 es capaz de

activar eficientemente la expresión de un gen rÍo abajo en hojas, sugiriendo además

que los elementos regulatorios presentes dentro del promotor parcial, pero ausentes en

el mÍnimo, aumentarían de manera leve la expresión basal del gen reportero en tej¡do

fotosintético. Esto se concluye tras la observación del promedio de expres¡ón del gen

gfp entre las líneas más homogéneas entre sf (Figura 238). Sin embargo, dentro de las

7 lfneas transgénicas para el promotor parcial de psy2 analizadas, dos de ellas (Líneas

I y 9) presentaron una expresión basal de gfp del doble de los niveles de expresión de

las demás líneas (Figura 23A), lo que podría sugerir que en estas plantas ocurrió una

incers¡ón de dos copias de la construcción portadora del promotor parc¡al de psy2

d¡rigiendo la expresión de gfp. Lo mismo puede concluirse para la línea 3 de las plantas

transgénicas para el promotor mín¡mo de psy2 (Figura 23A). Para resolver esta

h¡pótesis, debería llevarse a cabo un Southern b/of y def¡n¡r el número de copias del

transgen en la líneas transgénicas de tabaco. Las diferencias de expresión observadas



pueden deberse también al entorno genómico en el cual se insertaron las

construcc¡ones, lo cual puede ocasionar un aumento o disminución en la actividad de

los promotores en el caso de que existan elementos enhancer o represores,

respect¡vamente, en la vecindad de estos.

Contrar¡amente, en el caso de las plantas transgén¡cas para el promotor de

lcyb1, se observó una gran diferencia entre los niveles de expresión de gfp basales al

comparar el promotor parcial con el mín¡mo (expresión 20 veces mayor en el promotor

parcial, Figura 248). De ¡gual manera, para este análisis se utilizaron las p¡antas con

niveles de expresión más sim¡lares. En el caso de las plantas transgén¡cas para el

promotor mínimo de lcybl , la expresión basal de gfp presentó una elevada variabilidad

(Figura 24A), obten¡éndose en 3 de las 6 plantas anal¡zadas una expresión baja de gfp,

en otra planta una expresión intermedia y menor a la de las plantas transgénicas para

el promotor parcial y en dos plantas niveles de expresión de grfp sim¡lares, e incluso

mayores, que los obtenidos para las plantas portadoras del promotor parcial de lcyb1.

La gran variabilidad observada en este caso puede explicarse por que todas las líneas

transgénicas corresponden a la generación T0, de eventos de transformación

independientes entre sí, y que pud¡eron verse afectados por el entorno genómico en el

que se insertaron las construcciones de promotor::gfp.

Las diferencias en la expresión basal observadas entre las diferentes líneas

transgén¡cas para los dist¡ntos promotores de psy2 y lcybl pueden deberse a la

influencia de d¡versos factores. Por ejemplo, elementos enhancer situados cerca a ellos

podrían ser capaces de activar aún más la transcr¡pción del gen reportero (Kellum y

Elgin, 1998). Otra variable es Ia configurac¡ón y met¡lac¡ón de la cromatina de la zona
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donde se inserten, lo cual puede favorecer o no la transcr¡pción de los genes (Gelvin y

Kim, 2007).

De este análisis, a diferencia de lo observado para las plantas transgénicas

portadoras de los promotores parciales y mln¡mos de psy2, es posible conclu¡r que los

elementos regulatorios situados dentro del promotor parcial de /cyb I y ausentes del

mín¡mo, tendrían una función ;mportante en aumentar la activación de la expresión

génica. De los 7 elementos enhancer p¡esentes en el promotor parc¡al de lcyb1, solo 3

de ellos se encuentran dentro del promotor mínimo, al igual que 2 de los 5 elementos

G-box presentes en é1. Considerando que la alta act¡vidad del promotor parcial de lcybl

se observó en órganos foliares, es muy probable que la ¡nducción por luz sea un factor

importante en determinar la fueza de este promotor.

Es importante destacar que las plantas portadoras del promotor parcial de lcybl

presentaron los mayores niveles de expresión 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 síntesis de caroteno¡des en hojas de tabaco lo

que se correlaciona con lo observado en zanahorias silvestres (Figura 3). Es

importante estudiar más detalladamente la expresión de este promotor, especialmente

en la raíz modificada de zanahoria (en oscuridad), con el fin de evaluar si también

posee una alta actividad en órganos desarrollados en oscuridad y/o portadores de

cromoplastos, lo que lo convertiría en una herramienta biotecnológica importante para

la expresión de genes en plantas, principalmente en las raíces.
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4,5 Los genes lcybl y psy2 responden a tratam¡entos con f¡tohormonas en

plántulas de zanahoria silvestres

Con el fin de correlacionar los elementos regulatorios encontrados

bioinformáticamente en los promotores de psy2 y lcybl, con la respuesta in vivo, se

evaluó la expresión de ambos genes en zanahorias silvestres en respuesta a las

fitohormonas ABA, auxina y ácido giberélico. Los genes psy2 y lcybl resultaron ser

regulados diferencialmenie por las hormonas analizadas, lo cual nos permit¡ó priorizar

los tratamientos hormonales a analiza¡ en las plantas de tabaco fansgénicas

lransformadas con los promotores parciales y mínimos de ambos genes (sección 3.7).

El diseño exper¡mental consideró el tratamiento de plántulas de zanahoria de

entre 16 y 19 días 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 plántulas jóvenes, resultó ser una aproximación válida y

suficientemente consistente para evaluar cambios en la expresión de estos genes

frente a las tres hormonas analizadas. Con el fin de correlacionar la influencia de estas

hormonas con la acumulación de carotenoides en la zanahoria, es importante ¡ealizar a

futuro un análisis similar considerando por separado las hojas y la rafz modificada de la

zanahoria, en diferentes estados de desarrollo.

En los tratamientos con ABA, la expresión del gen psy2 resultó ser altamente

inducida por esta hormona (casi 6 veces con respecto al control sin hormona, Figura

26A), mientras que su gen parálogo, psy1, fue reprimido levemente por la misma,

demostrando que el mismo estímulo es capaz de modular respuestas diferenciales, e

incluso antagónicas, entre ambos genes parálogos. Es interesante hacer notar que el



gen psy2 en D.carota se expresa mayor¡tariamente en hojas de plántulas de 4

semanas, m¡entras que el gen psyl lo hace en hojas de plantas maduras (Figura 3;

Fuentes, 2009), lo cual apoya el resultado de una regulación diferencial de ambos

genes. Por otra parte, tanto el gen lcybl como el gen lcyb2 presentaron una inducción

en su expresión en presencia de ABA, s¡endo esta mayor para el gen lcyb1.

La inducción de ambos genes, en particular psy2, respalda los reportes de que

el ABA es capaz de inducir este gen en Arabidopsis, maíz y arroz (Rodríguez-Villalón,

en preparación; Welsch y col., 2008; Li y col., 2008), además de indicar de manera

directa que los elementos de respuesta a ABA encontrados en los promotores de los

genes psy2 y lcybl de zanahoria, o bien otros elementos nuevos, serían funcionales en

su respuesta a ABA.

La inducción por ABA de este gen en plántulas de zanahoria podrfa estar

relacionada con la activación de esta ruta con el fin de asegurar los niveles de

caroteno¡des necesarios para el proceso fotosintético en las hojas de estas plántulas o

b¡en con un mecanismo de retro-al¡mentación positiva en respuesta a estrés ab¡ót¡co.

Para determinar efectivamente la influenc¡a de la inducción por ABA del gen psyJ es

necesario evaluar la respuesta de este gen frente a esta hormona en plantas adultas

de zanahoria, y particularmente en la raíz modificada, con el fin de determinar si es que

existe una inducción de esta ruta por ABA que pudiera relacionarse con los altos

niveles de caroteno¡des acumulados en ella. La información disponible actualmente

daría un indicio de que efectivamente ocurriría una rehoalimentación positiva de esta

ruta mediada por esta hormona, ya que las raíces de las plantas se encuentran

normalmente expuestas a diferentes tipos de estrés abiótico, como la sequía y la falta

de agua. Tales estímulos son capaces de inducir la síntesis de ABA en las raíces de



mafz 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 inducción de los genes de la licopeno p-ciclasa 1 y 2 corresponden al

primer reporte de la inducción de genes /cyb mediada por ABA, y al igual que para el

gen psy2, podría tener correlación con la regulación de la respuesta de las plántulas de

zanahor¡a frente a sequía o desh¡dratación.

Por otra parte, la auxina s¡ntética 2,4-D produjo un efecto contrario al ABA,

reprimiendo en un 50% la expres¡ón del gen psy2, s¡n afectar la expresión de lcybl ni

de lcyb2 (Figura 268). Esto sugiere que los elementos de respuesta a auxinas

encontrados en el promotor del gen psy2 serían funcionales y estarían gatillando la

represión de este gen en plántulas de zanahoria, mientras que los elementos

encontrados en el promotor de lcybl no serían funcionales, o bien serían reconocidos

por factores de transcripción ausentes en plantas de zanahoria en el estadfo de

desarrollo evaluado.

Hasta la fecha solo se habÍa reportado la inducción de los genes

carotenogénicos nced (Guo y col., 2009) y ccdT y ccdS (Hayward y col., 2009)

mediada por auxinas, por lo que este resultado const¡tuye el primer reporte de la

regulación mediada por esta hormona sobre la expresión del gen ps¡ Sin embargo, es

necesario realizar más estudios para determ¡nar la implicancia b¡ológica de la represión

de este gen por auxinas, principalmente considerando que esta hormona activa los

genes directamente involucrados en la síntesis de las hormonas ABA (nced) y las

estrigolactonas (ccd7 y ccdS). Hasta el momento, se ha reportado que las auxinas y el
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ABA actúan de forma antagónica, como lo visto en este caso para Ia expres¡ón del gen

psy2 de zanahoria, en los procesos de apertura de estomas y en la formac¡ón de las

raíces laterales (Swarup y col.,2002),lo que podría deberse a una regulación cruzada

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

Por su parte, el ácido giberélico (GA3) fue capaz de inducir la expres¡ón del gen

psyl, sin afectar la expresión del gen psy2, demostrando una vez más la regulación

d¡ferenc¡al de ambos genes parálogos. Además, esta hormona provocó un aumento

leve, aunque signif¡cativo, en la expresión del gen lcybl (de aproximadamente un 50%,

Figura 26C), mientras que los niveles de expresión del gen lcyb2 permanecieron

inalterados Lo anterior da indicios de que los elementos regulatorios de respuesta a

giberelinas identificados en el promotor del gen lcybl (Tabla l, Figura I 1) serían

funcionales, mientras que los presentes en el promotor de psy2 no serían func¡onales,

estarían siendo bloqueados por reguladores negativos o estarlan ausentes los factores

positivos que los reconocen en el estado de desarrollo de plántula.

4.6 Los promotores parciales de psy2 y lcybl se inducen por ABA en plantas de
tabaco transgén¡cas

Del análisis de 7 lfneas de tabaco fansgénicas para el promotor parc¡al de psy2

y de 5 para el promotor mínimo de psy2, fue posible concluir que el promotor parcial de

psy2, pero no así el mínimo, es capaz de ser inducido por ABA. En 6 de las 7 líneas del

promotor parcial de psy2 que fueron evaluadas, se observó una inducc¡ón de la

expresión de gfp en una o más de las concentraciones evaluadas, y particularmente en

el caso de las líneas 2, 7, I y g, los niveles de expresión de gfp presentaron

práct¡camente la misma curva de inducción (respuesta en las diferentes

concentraciones de ABA) que el gen control de la inducción, osmofrn (Figuras 28 y 30).



En cambio, en el promotor mÍnimo de este gen no se observó una correlación clara en

un número suficiente de líneas, aún cuando el gen osmofin se indujo en todas ellas,

excepto en la lÍnea 1 (Figura 29), corroborando que el tratamiento hormonal fue

adecuado.

De manera similar, en 4 de las 5 líneas transgénicas para el promotor parcial de

lcybl se observó una inducción del gen reportero gfp, así como del gen control osmofln

(Figura 36), lo cual se ve reflejado más claramente al graficar el promedio de expresión

de ambos genes en las 4 líneas inducidas (Figura 37), donde se observa la misma

curva de inducc¡ón, dosis depend¡ente en este caso, tanto para el gen control como

para el reportero. Lo anterior confirma que el promotor parcial de lcybl es capaz de ser

inducido por ABA.

En el promotor de psy2 se encontraron 3 elementos de respuesta a ABA, todos

similares al elemento ABRE (Tabla l). Los ABRE 1 y 2 se encuentran muy próximos

entre sí, mientras que el tercero se encuentra más cercano al ATG (Figura 11).

Además, 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 encontró el elemento proximal del "box B" de B. napus, 30 pares de

bases más abajo del elemento ABRE 2. Ambos elementos (ABRE 2 y la parte proximal

del box B) podrían constituir un módulo 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 mínimo 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 mínimo, u otro(s) elemento(s) presente solo en el
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promotor parcial o total de psy2 (no identificado bioinformáticamente), jugarfa(n) un rol

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

En el promotor parcial de /cybl ex¡sten S elementos putativos de respuesta a

ABA (Figura 1 1, Tabla l). Estos elementos, o bien otros no identificados

bioinformáticamente, podrían conferir inducibilidad por ABA al promotor parcial de

lcyb1. Es ¡mportante analizar el efecto de esta hormona en el promotor mínimo de

lcybl (que contiene 3 de los 5 elementos de respuesta a ABA presentes en el promotor

parcial de lcybl, Tabla l) con el fin de intentar acotar la región del promotor o los

elementos funcionales en él responsables de la respuesta a ABA.

La inducción del promotor parcial de psy2, así como del promotor parcial de

lcybl, en plantas de tabaco transgénicas tratadas con ABA se correlaciona

directamente con la inducción de ambos genes en zanahorias s¡lvestres incubadas con

la misma hormona (Figura 26A) e indica que tal inducción sería consecuencia de la

activac¡ón de los promotores de psy2 y lcybi mediada por ABA.

La inducción por ABA del promotor de lcybl 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 inducción del promotor del

gen psy2 mediada por ABA se correlaciona con lo observado para los promotores de

los genes psy3 de maíz y arroz (Li y col., 2008; Welsch y col., 2009) y para el gen psy

de Arabidopsis fhaliana (Rodríguez-Villalón, en preparac¡ón). En el caso de los genes

psy3 de arrcz y maíz, esta inducción se observó principalmente en la raíz de esas

plantas y se asoció a un mecanismo de retro-alimentación positiva de la ruta

carotenogénica con el fin de asegurar una gran cantidad de precursores para la



síntesis de ABA, hormona mediadora de respuestas frente a estrés ab¡ót¡co (Welsch y

col., 2008; Li y col., 2008). De esta forma, los genes psy3 de mafz y arroz serían claves

en Ia síntesis de carotenoldes en las raíces de ambas plantas en respuesta a estrés

abiót¡co (sequÍa y salinidad).

En nuestro caso, la inducción de los genes psy2 y tcybl mediada por ABA se

observó en plántulas completas de zanahoria, así como la inducción de sus promotores

se observó en las hojas de las plantas de tabaco transgén¡cas. por esta razón no es

posible aún asociar la inducc¡ón de uno o ambos promotores mediada por ABA a un

aumento preferencial de la síntesis de carotenoides en la raíz modificada de la

zanahoria. Para tal f¡n, a futuro se evaluará la inducción por ABA de los promotores de

psy2 y lcyb1, reflejada en una aumento de la expres¡ón del gen reportero gfp, en las

raíces modificadas y en las hojas de las plantas de zanahor¡a transgénicas para ambas

construcciones.

4.7 El promotor mín¡mo 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, aún cuando el gen control pa¡c presentó una inducción clara y dosis-

depend¡ente en todas las plantas, comprobando la efect¡v¡dad del tratamiento aplicado

(Figura 32). Esto se debió a que dentro de las plantas analizadas se observó una gran

variabilidad de respuesta, que podría deberse al efecto de la zona de inserción de las

construcciones dentro del genoma de tabaco. También puede explicarse porque cada

evento de inserción 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 sug¡ere gue el promotor parcial de psy2 no responde frente a

la auxina sintét¡ca 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 líneas de tabaco transgénicas para el promotor mínimo de

psy2 se observó una tendencia más clara de represión de la expresión de gfp en

presencia de 2,4-D (Figura 34). Esto se correlaciona con la represión del gen psy2 en

plántulas de zanahoria silvestres tratadas con esta auxina sintética (Figura 268),

determinando nuevamente un mecanismo de represión 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 mínimo (labla l,

Figura 11), dando luces de que podrÍan estar relacionados con la represión del

promotor mínimo de psy2. Sin embargo, el promotor mínimo está incluido dentro del

parcial, lo que sugiere la presencra de otros elementos regulatorios entre las bases -

769 y -421 , que podrían bloquear la respuesta a aux¡na en el promotor parcial de psy2.

Si bien se ha reportado que las auxinas son capaces de induc¡r genes de la ruta

carotenogénica involucrados en la síntesis de ABA y estrigolactonas (serción 4.5), este

es el pr¡mer reporte donde se indica que esta hormona reprime el promotor de un gen

carotenogénico.

4.8 Los promotores parciales y mínimos de lcybl se reprimen por GA3 en
plantas de tabaco transgénicas

El análisis bioinformático del promotor del gen /cyb I indica que los 4 mot¡vos de

respuesta a g¡berelinas encontrados se encuentran dentro del promotor total
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identificado de lcyb1, pero ausentes en el promotor parcial y el mínimo (Tabla l, Figura

'1'l). Por esta razón, no se esperaba una inducción de estos promotores de lcybl en

respuesta a GA3. De acuerdo a lo esperado, no se observó una inducción clara ni

general¡zada de la expresión de gfp n¡ en las plantas de tabaco transgénicas para el

promotor parcial de lcybl (exceplo para la lfnea 10) ni en las transgénicas para el

mínimo (excepto en la línea 3, Figuras 39 y a0). por el contrario, se observó una leve,

pero significativa, represión de gfp al graficar el promedio de la expresión de este gen

en las líneas del promotor parcial y del mín¡mo (Figura 4l ). Este resultado fue

inesperado y podría atribuirse a la presencia de algrÍn elemento regulatorio reprimible

por giberelinas presente en los promotores parciales y mínimos de tcyb1.

Sin embargo, es probable tamb¡én que la respuesta de estos promotores frente

a esta hormona sea diferente en zanahoria, ya que el tabaco es un sistema heterólogo

y no necesariamente cuenta con los factores de transcripción que regulan

efect¡vamente estos promotores.

Por otra parte, ex¡ste un único reporte previo de la presencia de elementos de

respuesta a giberelinas en los promotores de los genes psyl y psy2 de melón (ein y

col., 201 1). Los elementos encontrados en ellos son los mot¡vos GARE y Box p,

presentes también en el promotor de lcybl (Tabla l). Sin embargo, no se ha

determinado la funcionalidad de éstos en la regulac¡ón de la ruta carotenogénica.

considerando que tanto los carotenoides como las giberelinas comparten el precursor

GGPP (Meier y col., 2011), no sería de extrañar que existiera algún mecanismo de

regulación cruzada entre ambas rutas, por lo que sería importante evaluar la

funcionalidad de estos motivos en zanahoria.

133



4.9 Los promotores parc¡ales de psy2 y lcybl y el mínimo de lcybl son
¡nduc¡bles por luz en ptantas de tabaco transgénicas

Finalmente, se decid¡ó evaluar si los promotores de los genes psy2 y tcybl eran

capaces de responder a un estímulo lumínico en las plantas de tabaco transgénicas.

La luz blanca (400-700 nm) ha sido reportada como capaz de inducir al doble la

expresión del gen psy de Anbidopsis fhalrana (Welsch y col., 2000; Welsch y col.,

2003). En el caso del promotor del gen psy de Arabidopsis, la luz azul ocasionó el

mayor aumento de expresión del gen reportero, indicando la activación de éste

mediado por criptocromo (Welsch y col., 2003). S¡n embargo, previamente se había

demostrado que este promotor es capaz de ser regulado por luz blanca y roja, vfa

fitocromo (von L¡ntig y col., 1997). Por etlo, para este estudio, decidimos utilizar luz

blanca, que contiene ambos tipos de luz.

La efectividad del tratamiento de inducción por luz aplicado se verificó mediante

Ia expresión del gen control gapB, que se ¡nduce en respuesta al estímulo lumínico en

tabaco (Shih y Goodman, 1988). La ¡nducción de este gen en todas las lÍneas de

tabaco transgénicas analizadas (F¡guras 43 y 44) nos ¡ndica que el tratamiento de

inducción por luz aplicado resultó correcto.

En 4 de las 7 líneas transgén¡cas para el promotor parcial de psy2 se observó

una inducción del gen reportero gfp, pero en cantidades muy variables (enhe 0,3 y 6,s

veces, Figura 43C). Dado que la mayor parte de las líneas presentó algún grado de

inducción, concluimos que este promotor sería inducible por este estímulo en plantas

de tabaco transgénicas. Además, las líneas que presentaron la mayor inducción del

gen control gapB son las mismas que presentaron la mayor inducción de gfp (Figura 43

A y C), apoyando la conclusión anterior. Por el contrario, no fue posible observar una



tendencia clara para el promotor mínimo de psy2 (Figura 43D) y al graficar el promedio

de la expresión de gfp de las 5lineas anal¡zadas no se obseryan camb¡os (Figura 43F),

por lo que el promotor minimo de psy2 no sería ¡nduclble por luz en tabaco. Sin

embargo, es importante evaluar la respuesta de este promotor en plantas de

zanahoria, considerando que la dos líneas donde se observó la mayor inducción del

gen gapB (líneas 1 y 2, Figura 438) son las únicas líneas que presentaron una

inducción del gen reportero grfp.

En el caso del promotor de lcybl, en todas las líneas transgénicas para el

promotor parcial y el mínimo evaluadas se observó una inducción significativa de la

expresión del gen reportero gfp mediada por luz (Figura aa C y D),lo cual se observó

también al graficar el promedio de la expres¡ón de gapB y gfp de todas las líneas

(Figura 44 E y F). Esto nos permite concluir que tanto el promotor parcial como el

mín¡mo de lcybl serían inducibles por luz en plantas de tabaco transgénicas. En este

caso se observó también que la línea 5 del promotor p arcial de lcybl presentó la mayor

inducción de gapB y gfp, apoyando la conclusión anterior (Figura 44 A y C).

Los d¡ferentes niveles de inducción del gen gapB y gfp entre las distintas líneas

transgén¡cas para una misma construcción podrían deberse a que no todas las plantas

recibieron la misma cantidad de luz. La correlac¡ón observada entre los niveles de

inducción del gen gapB y de gfp en líneas transgénicas para el promotor parciat y

mínimo de psy2 (Figura 43 A y C, y B y D) y parciat de tcybl (Figuru44AyC) apoya

esta hipótesis.

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

diferentes genes carotenogénicos, especialmente psy, así como para genes



relacionados al proceso fotosintético (Welsch y col., 2003; von Lintig y col., 1997;

Welsch y col., 2000; Rodríguez- Villalón, 2009 a y b; Totedo-Ortiz y col., 20i0) y tendría

relación con la activación 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 mod¡ficada de zanahoria, desarrollada en oscuridad. Para evaluar lo anterior,

es necesario determ¡nar las diferencias de expres¡ón del gen reportero entre raíces 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 número y distribu¡dos

homogéneamente dentro del promotor de psy2 y de lcybl (Figura l1 , Tabla l). Dado

que el mayor número de elementos de respuesta a luz encontrados son del tipo G-Box

(sección 4.2), es probable que estos sean responsables de la activación por luz de los

promolores de psy2 y lcybl .
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CONCLUSIONES

Las princ¡pales conclus¡ones obtenidas de este trabajo son las siguientes:

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

psy2 (769 pb) y lcybl (f .051pb) de zanahoria mediante GenomeWalker.

2. Los promotores de psy2 y lcybl de D.carota descritos en este trabajo son los

primeros promotores de genes carotenogén¡cos ¡dent¡f¡cados y caracter¡zados

en esta planta.

3. Los promotores de los genes psy2 y lcybl de zanaho¡ia 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 mín¡mos de ambos genes fueron capaces de dirigir

la expresión del gen reportero gfp en diversos modelos (hojas de tabaco y

frutos de tomate y pimentón) transformados transitoriamente, así como en

plantas de tabaco transgén¡cas estables.

5. Al anal¡zar la expresión basal de gfp, se determinó que la act¡v¡dad del promotor

parcial de psy2 es levemente superior a la del promotor mínimo de psy2 (300/o),

mientras que la del promotor parcial de lcybl es 20 veces la observada para el

promotor mín¡mo.
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7.

Ef gen psy2 de D.carota se induce por ABA y se reprime pot 2,4-D en plántulas

de zanahoria, mientras que el gen lcybl se induce levemente por ABA y GA3

en plántulas de zanahoria.

En plantas transgénicas de tabaco, el promotor parcial del gen psy2 se induce

por ABA, demostrando que la inducción del gen psy2 en plántulas de zanahoria

es consecuencia directa de la activación de su promotor.

En plantas transgén¡cas de tabaco, el promotor mín¡mo del gen psy2 se reprime

pot 2,+D, demostrando que la represión del gen psy2 en plántulas de

zanahoria es consecuencia directa de la repres¡ón de su promotor.

9. Los promotores parciales y mínimos de lcybl se repr¡men por GA3 en plantas

transgénicas de tabaco. Esto sugiere la presencia de elementos regulatorios

dentro del promotor mínimo de lcybl capaces de reprimir su expresión que no

fueron identificados en el análisis bioinformático.

'10. Los promotores parciales de psy2 y lcyb1, asi como el promotor mfnimo de este

últ¡mo, son inducibles por luz en plantas transgénicas de tabaco. Esto se

correlaciona con la importancia biológica de los carotenoides en las hojas de las

plantas.

1 1. Los resultados expuestos conf¡rman la h¡pótesis planteada en este trabajo, que

indica que las regiones promotoras de los genes psy2 y lcybl de Daucus carota

L. poseen elementos regulatorios en cis relac¡onados con la activación génica

mediada por luz y fitohormonas.

8.
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ANEXO

Tabla ll: Resistencia a antibiótico de los vectores usados en este trabajo
Vector Gen de res¡stencia

en bacter¡as
Antibiótico al que

resiste en bacterias
Gen de

res¡stencia en
plantas

Ant¡biót¡co al
que res¡ste
en plantas

pCR"8 spn" espectinomicina No tiene No aplica

pMDCI'l I nptll kanamicina hptll h¡gromicina

pCAMBIA
1302

nptll kanamicina hptll higromicina

Tabla lll: Medios de cultivo de plantas de zanahoria (D.c.) y tabaco (/V.f.)

Medio Higromicina
(mg/L)

2,4-D
(mg/L) IBA (mg/L) BAP (ms/L) Cefotaxime

(ms/L)

Dc.l 2 1 300

Dc.ll 4 U,5 150-300

Dc.lll b 150-300

Nt.t 10 1 300

Nt.il lc 150-300

Nt.ilt tc 150-300

151



Tabla lV: Programas de PCR utilizados en este trabajo
1: RT-PCR

Paso I

Paso 2

N' de c¡clos

70'Cl 5 min.

25"C/ 5 min.

1

42'Cl 60 min.

70"C/ 15 min.

1

2: PCR convencional

Paso 1

Paso 2

Paso 3

N' de ciclos

94'C/ 3-5 min. 94'C/ 45 seg.

T'H/45 seg.

72'Cl30seg-2 min

33-36

72'Cl8 min.

11

3: PCR de colon¡as

94"C/ 1 min.

T'A,/45 seg.

72'Cl30seg-2 min.

72"C18 min.

Paso 3

N' de ciclos 55 1

4: GWI

95'C/ 3 m¡n. 95'C/ 25 seg.

72'C TDY 3
min.

95'C/ 25 seg.

66,8"C/ 3 min.

72"C1 10 min.

752

1

Paso 2



Paso 3

No de ciclos 1 7 135

5: GW2

Paso 1

Paso 2

Paso 3

N" de
ciclos

95"C/ 3 min.

1

95"C/ 25 seg.

72'C TD'/ 3 min.

7

95'Ci 25 seg.

65"C/ 25 seg.

72'Cl 2m¡n. y 25
seg.

32

72"C1 10 min.

1

6: qPCR

Paso 1

Paso 2

Paso 3

N" de c¡clos

95'C/ 3 min.

1

95'C/10 seg.

60'C/ 20 seg.

40

95'C/l min.

60'C/ 30 seg.

95'C/ 30 seg.

1
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Tabla V: Part¡dores util¡zados durante este trabajo

Nombre Secuenc¡a (5'-3')
T'

d¡soc¡ación,
TD fC)

Tamaño
(pb) Descr¡pc¡ón

785 F
TTGATTACGTCCCTG
CCCTTT

52-60 196

Gen housekeeping. Utilizado
para verificar la calidad del
CDNA y DNA y como gen

normal¡zador. TD f ragmento:
ÓJUI8S R

ACAATGATCCTTCCG
CAGGT

ubiq F GCTCGAGGACGGCA
GAAC

53-60 121

Gen housekeeping. Utilizado
para ver¡ficar la calidad del

oDNA y como gen
normalizador. TD fragmento:

84'C.
ubiq R

CTTGGGCTTGGTGT
AGGTCTTC

AP1
GTAATACGACTCACT
ATAGGGC

ql q NA
Partidor de unión al adaptador

en Genomewalker primario

AP2
ACTATAGGGCACGC
GTGGT

57,8 NA
Partidor de un¡ón al adaptador

en Genomewalker anidado

PCPl
AGAAACCCGACCTA
CCACGGCTTGCTCC
TT

67,8 NA
Part¡dor para el control posit¡vo

en el PCR pr¡mario de
Genomewalker

PCPz CCCTTTCCTCGCAGA
GGTTTTCTCTCCAGC 65,6 NA

Partidor para el control positivo
en el PCR an¡dado de

Genomewalker

GWllcybl GCAAGAGGGATTGG
AGGTAGATACAGA

59,2 NA
Partidor primar¡o para

GenomeWalker de /cyól

GWlpsy2 TAACCTCCTTTGGTT
TGTCTTTTTCCGGCG oé,¿ NA

Partidor primario para
Genomewalker de psy2

GW2lcybl AGGTGTAAGCTGCA
CTCACTTGAAACA 60,8 NA

Partidor anidado para
GenomeWalker de /cyb7

GW2psy2
GCTTATTTGGGAATT
GGGATTCAATGGGT 60,6 NA

Partidor anidado para
Genomewalker de psy2

GWz.2lcyb
1

TAATTGCGTTGCGCT
CACTGCCCGCTTT

66,5 NA
Partidor anidado para el

segundo Genomewalker de
lcybl

PPlcybl F
CGTATTACCGCCTTT
GAGTGAG 1.057

Partidor para amplificar el
promotor parcial de lcybl.En
combinación con PC lcybl R.
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PPpsy2 F
CAGMAAAACCCÁvAA
AAGAAATGTG 3¿,2 769

Partidor para amplif¡car el
promotor parcial de psy2. En
comb¡nac¡ón con PC psy2 R.

Pmlcybl F
GCCTGATAGTCACCT
GTTCGTTGC

aoo 504
Partidor para amplificar el

promotor mínimo de lcyb1. En
comb¡nación con PC lcybl R.

Pmpsy2 F
GCGTTGGTTGTTTG
GATTTTGAA

421
Partidor para ampl¡ficar el

promotor mÍnimo de psy2. En
combinación con PC psy2 R.

PC lcybl R
GGATCCTATATCTCC
AAAAACAAAATCTG NA

Partidor antisentido para
amplif¡car el promotor de /cyb I

PC psy2 R
GCTGGAGTTAGTGC
TACCCAATAAAC 57,5 NA

Partidor ant¡sent¡do para
ampl¡f¡car el promotor de psy2

GFP F .1
TGGGCACAAATTTTC
TGTCAGTGGA

52-60

Gen reportero para analizar los
promotores en las plantas

transgén¡cas. TD fragmento:
85,3"CGFP R.1

GTCTCTCTTTTCGTT
GGGATCTTTCGAA

GFP R.2
CAGGTMTGGTTGTC
TGG

50,1 NA
Partidor antisentido de gfp

para PCR direccionales de las
plantas transgénicas

GFP F ,1
CMCTTCMGACCC
GCCACAACAT 60 116

Partidor de gfp que con GFP
R.2 amplif¡ca gfp en plantas

transformadas
trans¡toriamente.

Hptll F
TTTGTGTACGCCCG

ACAGT
52-58 235 Gen de resistencia a

higromicina.
Hptll R AAGACCTGCCTGAA

ACCGA
qlcyblF" TGAGTGCAGCTTACA

CCTACTTGATTA 50-58 161
Gen carotenogénico lcybl de

D. carota. TD fragmento: 75 'Cqlcybl R* AACTGCAGAAGATAT
TGGAGA

qlcybz F CAAGTAGATTCCTCT
GTGTCCAT

57-60 84
Gen carotenogénico lcyb2 de

D. carota. TD fragmento: 73 'Cqlcyb2 R
TTACATGATTGCCCA

GAAAGACTC

qpsy2 F* GCTAATAAACTTCCG
TGGGTGTTC 112 Gen carotenogénico psy2 de

D. carota. TD fragmento: 75"Cqpsy2 R- GCTGGAGTTAGTGC
TACCC

qpsyl F AGTCGATGGAGCAT
TACCATMTTC

OE
Gen carotenogénico psyl de
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qpsyl R CTAATGGGTTACAGA
GGGTTGTGTTA

D. carota. TD fragmento: 72"C

qDcarg-1 F
GGGGTTACAGATTG
TGACCGMGAGAA

57-60 132
Gen Dcarg-1 de D. carota.
lnducible por auxinas. TD

fragmento:78"CqDcarg-1 R
TGATAGGCAAGCAA
GGCGGCTGATMT

qNt
osmotin F

CTTCCTCCTTGCCTT
GGTGACTTATACT

57-60 165
Gen osmof,n de N. tabacum.

lnducible por ABA. TD
fragmento: 84'CqNt

osmotin R
CGTGCCATTTTAGTA
CCTCGTGGTGCAT

qNt parc F
GCCCCTAGTTTGCTC
CCTTCTGATCCTT

57-60 127
Gen parC de N. tabacum.
lnducible por auxinas. TD

fragmento:79'C
qNt parc R CCTCCTGCTCTTCTC

CTTTTGTTGCCCAT

qNt gapB F
GGTCGTGGCTTGGT
ACGATAACGA

57-60 121
Gen gapB de M tabacum.

lnduc¡ble por luz. TD
fragmento:80'CqNt gapB

D
CATCCAATGGGATCT
CCACTTCCTG

NA: No aplica
TD: Temperatura de denaturación calculada con BioMath Calculators
(http://www.promega.com/techserv/tools/biomath/calcl 1 .htm#melt_results)
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