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RESUMEN

Los carotencides son compuestos isoprenoides sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos y por algunas bacterias y hongos no fotosintéticos. En plantas, se
localizan en plastidios, participando en la captacién de luz durante la fotosintesis y
también en la prevencién del dafio oxidativo generado bajo condiciones de estrés
ambiental. Son precursores de importantes hormonas vegetales, como el &cido
abscisico (ABA) y estrigolactonas. El gen Psy, responsable de la sintesis de Ia enzima
fitoeno sintasa (PSY), que cataliza la primera reaccién propia de la ruta
carotenogénica, ha sido reportado como el gen clave en la regulacién de la biosintesis
de carotenoides en diversos modelos vegetales. Otro de los puntos clave en la ruta de
sintesis de carotenoides es la sintesis de B-caroteno a partir de licopeno, reaccion
catalizada por la enzima licopeno B-ciclasa (LCYB). En Daucus carofa (zanahoria),
nuestro modelo de estudio, se han descrito dos genes Psy (DcPsy1 y DcPsy2) ambos
caracterizados por mostrar una expresion diferencial en hojas y raiz, respectivamente,
durante el desarrollo, mientras que Lcyb posee dos genes paralogos (Leyb1 y Leyb2)
de los cuales LcybT participa en la sintesis de carotenoides en todos los tejidos de la
planta, a pesar de su expresion preferencial en hojas. Con el propodsito de dilucidar el
rol de los carotenoides en conferir tolerancia a condiciones de estrés salino y luminico,
desarrollamos el presente trabajo enfocado en analizar la participacién de los genes
DcPsy1 y Dcleyb? en la sintesis de carotenoides, clorofilas y en la tolerancia a
condiciones de estrés. La expresion heterdloga del gen Psy7 de D. carota (DcPsyT) en
N.tabacum, provoca un aumento de carotenocides y clorofilas, sin embargo este
aumento no se condice con los niveles de expresion relativos del gen como tampoco
es homogéneo en todas las lineas analizadas. En contraste, la expresion heterdloga

del gen Lcyb? de D.carofa (DcLcyb?) en N.tabacum, genera un aumento en el
xil




contenido de carotenoides totales y especificos, como también clorofilas en todas las
lineas analizadas, los cuales se condicen con los niveles de expresién del transgen y
de genes endogenos clave en la ruta de sintesis de carotenoides y clorofilas. La
evaluacion de la participacién de estos genes en conferir tolerancia a estrés salino y
alta intensidad luminica, parametros que fueron medidos evaluando la eficiencia del
PSIl y tolerancia a tratamientos de estrés salino agudo y crénico, indica que no se
observa una tendencia clara en el desarmrollo de una tolerancia a estrés salino en las
plantas transgenicas DcPsy1, mientras que el gen DcLcyb? muestra una respuesta
positiva frente a los estimulos de esfrés, confiriendo tolerancia en todas las lineas
analizadas. Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos que la
expresion de los genes DcPsy1 y Dcleyb1 fiene distintos efectos en la conferencia de
una tolerancia al estrés, dada por el efecto diferencial en la modulacién de la ruta de
sintesis de carotenoides y clorofilas, generado por estos genes, en las plantas de

tabaco transgénicas.
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ABSTRACT

Carotenoids are isoprenoids compounds which are synthetized in photosynthetic
organism and in some bacterias, fungi and algae. In plants, they are localized in
plastids, and participates in light harvesting during photosynthesis and in the prevention
of oxidative damage under abiotic stress conditions. They are precursors for abscisic
acid (ABA) and strigolactones. In animals, carotenoids act as a source of vitamin A and

as antioxidant molecules.

The phytoene synthase (PSY) enzyme, which catalyze the first committed step
in the pathway, has been reported as a key regulatory point in the pathway in many
plant models. Another key point is the synthesis of B-carotene from lycopene, a reaction
catalyzed by the enzyme lycopene B-cyclase (LCYB). In D. carota, our plant model, two
paralog genes for Psy (DcPsy1y DcPsy2) and Leyb (Del.cyb1 and Del.cyb2) have been
described. DcPsy1 y DcPsy2 present differential expression pattem during leaves and
root development, while DcLcyb1 participates in carotenoid biosynthesis in all tissues of
the plant despite its preferential expression in leaves. With the purpose to elucidate the
rol of DcPsy?1 and DeLeyb1 in abiotic stress tolerance, we analyzed in the present work,
the carotenoid and chlorophyll composition and abiotic stress tolerance in Nicofiana
tabacum plants that express DcPsy? and DclLeyb1 genes. DcPsy1 heterologous gene
expression in tobacco causes an increase in carotenoids and chlorophyils, however, it
is not consistent with the relative expression levels of the transgene. In contrast,
Dcleyb1 heterologous gene expression in tobacco causes an increase in the total and
specific carotenoid content as well in chlorophylis in ail transgenic lines tested, which
correlated with Dclcyb? gene expression and expression of endogenous key

carotenogenic genes. We did not observe a correlation in salt and light stress tolerance
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for DcPsy1 plants evaluated through photochemical efficiency of PSIl and salt tolerance
under acute and chronic salt stress treatment. On the other hand, DclLcyb? plants
presented a significant folerance response under the same stress treatments, in

accordance with the amount of carotenoids and DcLcyb? expression levels.

All these results suggest that the expression of DcPsy7 and Dcleyb? have
differential effects to confer an abiotic stress tolerance, given by the differential

accumulation of carotenoides and chlorophylls in tobacco transgenic plants.




1 INTRODUCCION

1.1 Estructura y funcién de los carotenoides

Los carotencides son una gran familia de pigmentos isoprenocides de naturaleza
lipofilica, sintetizados en plastidios de plantas, algas y cianobacterias. Poseen una
estructura quimica que consiste en ocho unidades isoprenoides unidas extremo con
extremo para formar un esqueleto hidrocarbonado de 40 carbonos que incluye un
sistema de dobles enlaces conjugados y grupos terminales lineales o ciclicos. Estas
caracteristicas determinan sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, como la
absorcion de luz y la generacién de color. Existen méas de 600 tipos de carotenoides,
los cuales pueden ser divididos en dos subgrupos: los carotenos, que poseen sdlo
atomos de carbono e hidrégeno y las xantofilas, las cuales constituyen los derivados
oxigenados de los carotenos (Hirschberg, 2001; Giorio y col., 2007; Walter y Strack,

2011).

En plantas, la sintesis de carotenoides ocurre al interior de los plastidios, tales
como cloroplastos y cromoplastos (Cunningham y Gantt, 1998), actuando como
estabilizadores de sus membranas, evitando asi la oxidacién de los lipidos que la
componen (Demigg-Adams y col; 1996). En los cloroplastos, se localizan en las
membranas tilacoidales, actuando como pigmentos accesorios durante la fotosintesis
en donde amplian la longitud de onda captada por la clorofila, absorbiendo luz de |a
regién azul y parte de la region verde del espectro
visible (450-570 nm), energia que es posteriormente transferida a las clorofilas
durante el proceso de la fotosintesis (Ritz y col., 2000; Koyamna y col., 2004; Dall'Osto y

col., 2006; Stange y Flores, 2012). Se acumulan especificamente en la grana y en &j
1




centro de reaccién del fotosistema Il (PS 1), donde participan en la cosecha de luz,
transfiriendo posteriormente la energia absorbida a las clorofilas durante el proceso de
la fotosintesis y constituyendo parte esencial de la maquinaria fotosintética,
ensamblando los fotosistemas. En las plantas, la uz destinada a impulsar el proceso
fotosintético es absorbida tanto por clorofilas y carotenoides, siendo ambos los
principales pigmentos de la fotosintesis. Estos se encuentran asociados a los
complejos pigmento-proteina en los fotosistemas. A pesar de que la clorofila es la
biomolécula cromofora que interviene de manera més directa en la absorcién y
conversion de la energia luminosa, los carotenoides se encueniran en equilibrio con
éstas, ampliando el espectro de absorcion, como también protegiendo los fotosistemas
del exceso de energia luminica mediante los mecanismos de disipacion de ésta en
forma de calor y fiuorescencia. (Howitt y Pogson, 20086; Ritz y col., 2000; Koyama y

col., 2004, Dall"Osto y col., 2006; Stange y Flores, 2011).

Los carotenoides cumplen una importante funcién como fotoprotectores,
previniendo el dafio oxidativo provocado por especies reactivas de oxigeno tales como
el singlete de oxigeno, el radical superdxido y el triplete excitado de clorofila, generado
en los centros de reaccién del PSII por un exceso de incidencia de luz, como también
disipando el exceso de ésta, absorbido por los pigmentos de ia antena, mediante el
ciclo de las xantéfilas (Britton, 1995; Demigg Adams y col., 1996: Cunningham y Gantt,
1998; Niyogi, 1999). Son precursores de apocarotencides como las hormonas
vegetales estrigolactonas y acido abscisico (ABA) (Walton DC y col., 1995; Zeevart y
col., 1998), siendo esta dltima una hormona fundamenta! para el desarrollo de ia
planta, ya que participa en procesos vitales de su fisiologia, tales como el crecimiento y

desarrollo, la dormancia de semillas, aperiura y cierre estomatico, germinacién y la
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adaptacion a distintos tipos de estrés ambiental, en especial la sequia y elevada
salinidad (Rock y Zeevart, 1991; Leung y Giraudat, 1998; Crozier y col., 2000;
Milborrow, 2001; Lindgren y col., 2003; Nambara y Mario Poll, 2005; Howitt y Pogson,

2008; Chen y col., 2008).

En raices, flores y frutos, los carotenoides son sintetizados por plastidios
modificados, llamados cromoplastos, siendo muy importantes para atraer polinizadores
y agentes de dispersion de semillas (Howitt y Pogson, 2006; Goodwin TW, 2012). En
animales, los carotenoides provienen del consumo de alimentos vegetales en la dieta y
cumplen funciones de precursores de metabolifos esenciales como la vitamina A
(Niyogi, 1999; Yeum y Russel, 2002), como también ejercen un rol antioxidante,
previniendo ciertos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y enfermedades

degenerativas (Collins 1999; Hadley y col., 2002; Bone y Landrum 201 0)

1.2 Laruta carotenogénica en plantas

Los carotencides derivan de procesos metabdlicos secundarios, los cuales
tienen lugar en los plastidios. La biosintesis de carotenoides comienza con la sintesis
del isopentil pirofosfato (IPP) y su isémero, dimetilalil pirofosfato (DMAPP), los cuales
provienen de la ruta del 2-C-metil-D-eritritol 4 fosfato (MEP) (Eisenreich y col., 2001;
Hunter, 2007, Rodriguez Concepcién, 2010). La condensacién de ires moléculas de
IPP con DMAPP es catalizada por la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa
(GGPPS) y da lugar al geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (Lichtenthaler, 1999; Bouvier y
col., 2005). Dos moléculas de GGPP se unen por sus exiremos por accién de la
enzima fitoeno sintasa (PSY), dando origen al fitoeno. Esta reaccién es considerada el
principal paso limitante en la ruta de biosintesis de carotenoides. E gen Psy,
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responsable de la sintesis de la enzima PSY que cataliza la primera reaccién propia de
la ruta carotenogénica, ha sido reportado como el gen clave en la regulacion de la
biosintesis en diversos modelos vegetales (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004;

Cazonelli y Pogson 2010).

El fitoeno, de caracteristica incolora, es desaturado e isomerizado para formar
licopeno (un carotenoide rojizo), por accidn de las enzimas fitoeno desaturasa (PDS),
¢-caroteno desaturasa (ZDS), 15-cis-{-caroteno isomerasa (ZISO) y la pro-licopeno
carotencide isomerasa (CRTISO). Luego, el licopeno sufre ciclaciones en ambos
extremos de su cadena, dando lugar a dos carotenoides de coloracion anaranjada: a-
caroteno, el cual presenta un anillo £ en un extremo y en el otro, un anillo B y cuya
sintesis es catalizada por las enzimas licopeno & ciclasa (LCYE) y licopeno B ciclasa
(LCYB) y B caroteno, con dos anillos B, uno en cada extremo de la molécula, y cuya
sintesis es catalizada tnicamente por la enzima LCYB. Este paso constituye el primer
punto de ramificacion en la ruta de biosintesis de carotenoides. El B caroteno, luego de
ser hidroxilado, produce zeaxantina, reaccién mediada por la enzima caroteno B
hidroxilasa (CHYB). Por otro lado, Ia hidroxilacién del a caroteno, la cual es mediada
por la enzima B y ¢ hidroxilasa (CHYB y CHYE), da lugar a la produccién de la luteina,
una xantofila de coloracién amarilla. Adicionalmente, la zeaxantina es epoxidada por la
enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP), formando violaxantina. Algunos carotenoides
pueden derivar en apocarotenoides, dando origen a las hormonas vegetales

estrigolactonas y ABA. (Walter y Strack, 2011)




1.3 Fitoeno sintasa y Licopeno B-ciclasa: las enzimas clave de la ruta
carotenogénica

El gen Psy es considerado un gen clave en la biosintesis de carotenoides, ya que
codifica para la enzima PSY, la cual cataiiza el paso limitante mas importante dentro de
esta ruta, condensando dos moléculas de GGPP para producir 15-cis fitoeno
(Cunningham y col., 1998, Shewmaker y col., 1999; Bramley 2002; Fraser y Bramley,
2004). Los genes Psy aumentan su nivel de transcrito frente a diversos estimulos y
condiciones de crecimiento como: fotoperiodo, ABA, etapas del desatrollo de 1a planta,
distintos tipos de estrés abidtico, entre otros factores (Bramiley, 2002; Howitt y Pogson,

20086; Tanaka y col., 2008)

En primera instancia, PSY fue purificada desde cromoplastos de Capsicum annuum
(Dogbo y col, 1988) y luego, por complementaciéon heterloga en bacterias, se
encontro una fitoeno sintasa funcional en frutos de tomate (Bartley y col., 1992) como
tambien un segundo gen Psy especifico para hojas en esta misma especie (Bartiey y
Scolnik 1993). En estos estudios se demostré que pueden estar asociadas a la
membrana del tilacoide en el cloroplastc o pueden comesponder a proteinas
localizadas en el estroma del mismo organelo (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramiey,

2004).

El gen Psy ha sido estudiado en diversas especies vegetales, tales como
Capsicum annuum (Romer y col., 1993), Arabidopsis thaliana (Scolnik y Bartley 1994),
Cucumis melo (Karvouni y col., 1995), Zea mays (Buckner y col., 1996: Aluru y col.,
2008), Brassica napus {(Shewmaker y col., 1999), Sofanum lycopersicum (Fraser y col.,

1994), Solanum tuberosum (Diretto y col., 2007) y Oryza safiva (Ye y col., 2000; Paine




y col, 2005) entre ofras especies. Arabidopsis thaliana posee solo un gen Psy,
mientras que zanahoria, tabaco, maiz y arroz poseen mas de una Psy (Scolnik y
Bartley 1994, Li y col., 2008, Welsch y col,, 2008, Clotault y col., 2008, Busch y col.,
2002). Los genes Psy de estas dos Ultimas indican que los paralogos del gen muestran
una funcion organo especifica, como también una induccién frente a distintos tipos de
estimulos exdgenos (Welsch y col., 2008). La abundancia génica se debe a eventos de
duplicacién y sub funcionalizacidn, los cuales se pueden deber a Ia evolucién de los

genes y enzimas PSY desde un prototipo ancestral de este gen.

La importancia del gen Psy en el control de la biosintesis de carotencides ha sido
demostrada al permitir un aumento en Ia produccién de carotenoides en flores y frutos
como es el caso del tomate, donde Psy7 codifica un isoforma cuya funcionalidad es
especifica en flores y frutos, mientras que Psy2 es el pardlogo, cuya funcidén es
predominante en tejidos fotosintéticos (Giuliano y col,, 1993) En citricos se ha
observado que los niveles de transcrito de Psy se ven correlacionados con un aumento
en los niveles de acumulacién de carotenoides (lkoma y col., 2001; Kato y col., 2004).
En maiz, Psy1 y Psy2 cumplen un rol fundamental en la acumulacién de carotenoides
en el endosperma y en la fotomorfogénesis en tejidos fotosintéticos, mientras que Psy3
esta asociada con la carotenogénesis en Ia raiz y es necesaria para la produccién de

ABA inducida por sequia y salinidad (Li y col., 2008 a y b).

La ciclacién del licopeno por las enzimas licopeno ciclasas (LCYE y LCYB)
marca un importante punto de ramificacion en la ruta metabdlica de los carotenoides.

Las enzimas tipo licopeno ciclasas presentan alrededor de 400 aminoacidos y un




peso molecular de aproximadamente 40 kDa. LCYE y LCYB muestran una alta
homologia en su secuencia aminoacidica y es muy probable que hayan evolucionado
desde un ancestro comun (Krubasik y Sandmann, 2000). Por un lado de ia
ramificacion, cataliza la formacion de § caroteno mediante la adhesién de anillos B en
ambos extremos de licopeno y también xantofilas, mientras que el otro brazo de su
ramificacion conlieva a la formacion de a caroteno y luteina. Alteraciones en su
regulacion o en ia actividad enzimatica afectan fuertemente la composicion de los
carotenoides en los distintos tejidos vegetales (Hirchsberg, 2001; Bramley, 2002;
Cunningham, 2002; Botella-Pavia & Rodriguez-Concepcién, 2006; Howitt y Pogson,

2006) lo cual convierte a Lcyb en otro gen clave de esta ruta.

En primera instancia, Lcyb fue identificada en cianobacterium (Cunningham y
col., 1993) y, desde entonces, ha sido caracterizada en diversas especies de plantas
como Arabidopsis thaliana (Lange y col., 2003), Oryza sativa (Fang y col., 2008) y
Zea mays (Singh y col., 2003; Bai y col.,, 2009) en donde LCYB es codificada por un
solo gen. En otras especies se han encontrado dos genes codificando para esta
enzima, los cuales muestran una expresién diferencial en tejidos fotosintéticos v no
fotosintéticos, como es el caso de Capsicum annuum (Hugueney y col., 1995), Carica
papaya (Skelton y col., 2008; Devitt y col, 2009; Blas y col., 2010), Citrus lanatus
(Bang y col., 2007), Croccus safivus (Ahrazem y col., 2009) y Solanum lycopersicum,
en donde Leyb y Cyc-B corresponden a las dos copias de este gen, las cuales
presentan distintas funcionalidades. Lcyb es activa en tejidos fotosintéticos, mientras
que Cyc-B es requerida en tejidos que presentan cromoplastos (Hirschberg, 2001).
Todas las enzimas LCYB identificadas a la fecha en plantas superiores poseen por

sobre un 75% de identidad de secuencia aminoacidica y poseen un sitio de unién al
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dinucledtido (FAD/NADH) y dos motivos conservados cardcterisitcos de este tipo de

enzimas (Hugueney y col., 1995).

Otros estudios han reportado que al sobre expresar genes Lcy de especies
como A. thaliana, S. lycopersicum y Salicormnia europea, se han observado resultados
positivos en cuanto a la sintesis de carotenoides en plantas transformadas. Por
ejemplo, tomates transgénicos en que se aumentd la expresién de Leyb de A
thaliana presentaron frutos naranjos con un aumento en los niveles totales de
carotenoides. También, al sobre expresar SiLcyb en tomate, los frutos presentaron
coloracion naranja, lo cual indica que existe una conversién del total de licopeno a B-
caroteno en estos frutos (Rosati y col., ,2000; Dharmapuri y col., 2002; D’Ambrosio y

col., 2003).

Tal es la importancia de esta enzima que deleciones en ¢! gen codificante para
LCYB generan plantas letales en caso de mutantes homocigotas y, para aquellas
mutantes heterocigotas, se observd pérdida en el contenido de carotenocides,
blanqueamiento de hojas, acumulacién de ROS, muerte celular, disminucion de ABA
¥, por consiguiente, menor tolerancia a estrés abiético (Conti y col., 2004; Dong y col,,

2007).

1.4 La ruta carotenogénica y su respuesta a estimulos exdégenos: la funcién de
Psyy Lcyb

Los carotenoides participan de procesos fisioldgicos muy importantes, dentro de
los cuales, protegen a la planta al disipar térmicamente el excese nocivo de energia
luminica, juegan un importante rol en la proteccion foto — oxidativa contra especies
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reactivas de oxigeno (EROS) y triplete excitado de clorofila, como también participan
en la respuesta a distintos tipos de esirés ambiental, desarrollo de flores y frutos, etc.
(Welsch y col., 2000; Bramley 2002; Li y col.,, 2008 a y b; Rodriguez Villalén y col.,
2009 a y b). El estrés abiético, como la salinidad, sequia y altas o bajas temperaturas,
son las principales causas de la pérdida en la productividad y distribucién de la mayoria
de los cultivos en el mundo (Graiphenberg y col., 2000; Yokoi y col., 2002; Bray y col,,
2000; Tuteja y col., 2007). Bajo condiciones de alta salinidad, el exceso de Na+
produce efectos perjudiciales en la planta, generando estrés osmético, toxicidad idnica
y estrés oxidativo, lo cual causa una reduccion en la tasa fotosintética y, por otro lado,
genera un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Kumar y

col., 2013)

Existen numerosas evidencias que indican que plantas transgénicas, gue
expresan genes relacionados con el desarrollo de tolerancia, pueden sobrevivir o
persistir bajo condiciones de estrés abidtico (Jaglo-Ottosen y col., 1998; Liu y col.,
1998; Kasuga y col., 1999; Haake y col., 2002; Kim y col., 2003 a y b; Mukhopadhyay y
col., 2004; Yang y col., 2008; Yoshida y col., 2010). Estudios recientes han demostrado
que el incremento en el nivel de carotencides, mediado por la ingenieria metabdlica de
plantas, aumenta la tolerancia en la respuesta a distintos tipos de estrés abidtico, tales
como salinidad, sequia y estrés oxidativo (Chen y col., 2011: Kim y col, 2012),
convirtiendo a esta ruta de biosintesis en una potencial herramienta para mejorar la

tolerancia a estrés en plantas de cultivo.

En plantas de Oryza safiva se reportd que un aumento en los niveles de
transcrito del gen OsPsy3 durante estrés hidrico se correlacionaba con una

disminucion en la acumulacion de carotenoides y un aumento en los niveles de ABA
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(Welsch y col., 2008). Asi como se indico previamente, en arroz y maiz, la expresion de
Psy1 y Psy2 es inducida por luz en érganos fotosintéticos, mientras que Psy3 es
inducido por estrés hidrico y ABA (Li y col., 2007, 2008; Welsch y col., 2008). Cidade y
col., (2012), realizaron estudios en plantas de tabaco las cuales transformaron con una
Psy fruto—especifica (CpPsy) de pomelo (Citrus paradisi Macf.). En comparacion con
las plantas silvestres (wf), las plantas transformadas mostraron un incremento
significativo en el largo de la raiz y biomasa bajo tratamientos de estrés osmético y
salino. La tolerancia al estrés en las plantas transgénicas fue potenciada, lo cual se
correlaciond con el incremento de los niveles de ABA endégeno vy la expresion de
genes de respuesta a estrés. Esto corrobora que PSY es una enzima clave en ia
regulacién de la sintesis de ABA y que la sobre - expresién de ofros genes Psy en
plantas puede proporcionar una funcion similar a la de Psy3 descrita en
monocotiledoneas, en relacién con la sintesis de ABA y tolerancia al estrés. Los
resultados del trabajo de Cidade y col., (2012), abren camino para el uso de CcPsy,
como también de otras Psy, como genes candidatos para incrementar la tolerancia al

estrés por sequia y salinidad en cultivos de interés comercial.

Por otro lado, estudios donde se expresé ectépicamente el gen licopeno B -
ciclasa de la especie haldfita Salicornia europaea (SeLcy), en A. thaliana, mostraron
que las plantas de Arabidopsis transgénicas experimentaban un potenciamiento en su
tolerancia al estrés oxidativo y salino, Io cual se vio reflejade en el rango de
sobrevivencia el cual resultd ser mayor que el contro! silvestre (wt) luego de un
tratamienio de Nacl 200 mM. Las mismas plantas mostraron una mejor tasa de
crecimiento como también mayor actividad del fotosistema y menor acumulacién de

perdxido de hidrégeno (H.0,). En cuanto a la acumulacién de pigmentos, plantas de A.
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thaliana transgénicas, sometidas a un tratamiento de 200mM NaCl, acumularon altos
contenidos de carotenoides comparado con el control silvestre, lo cual contribuye a la
proteccion del fotosistema bajo estrés salino y contrarresta el efecto negativo para el
crecimiento de la planta que podria ejercer la generacién de ROS. Por otro lado,
plantas de Nicotiana bentamiana fueron transformadas con los genes Selcy y Atlcy,
observandose que la transformacion con los genes Lcy incremento la tolerancia a NaCl

en tabaco (Chen y col., 2011).

1.5 Daucus carota como modelo de estudio

Zanahoria (Daucus carota), nuestro modelo de estudio, se caracteriza,
principalmente, por acumular grandes cantidades de carotenoides, en especial de a y
B-caroteno, durante el desarrollo en oscuridad de su raiz modificada, otorgandole su
coloracion caracteristica. Diversas especies deben su coloraciéon a la presencia de
carotenoides en sus flores, frutos y semillas (Walter y Strack, 2011; Hirschberg, 2001;
Fraser y Bramley, 2004; Tanaka y col., 2008), sin embargo, no es comun una alta
acumulacion de estos pigmentos en la raiz, como es el caso de algunas variedades de
D. carota (Rodriguez Concepcion y Stange, 2013). Sin embargo, la sintesis y
acumulacion de estos compuestos también se produce en sus hojas, que se
encuentran expuestas a la luz, por lo que la expresion de los genes carotenogénicos es
activada por luz en las hojas de D. carota, tal como ha sido descrito en otros modelos
vegetales (Von Lintig y col,, 1997; Romer y col., 2005). Actualmente, en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), estan anotadas las

secuencias de la mayoria de los genes que codificarian para las enzimas de la ruta de
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sintesis de los carotencides en D. carofa. Estas secuencias muestran una alta
homologia con la mayoria de los genes involucrados en la ruta de biosintesis de

carotenoides que han sido aislados.

En zanahoria se ha reportado que existen dos genes licopenc B ciclasa
(DcLeyb1 y Deleyb2) Ambos genes pertenecen a la misma familia génica, teniendo
Dclcyb2? un alto porcentaje de identidad aminoacidica con la licopeno B ciclasa de
tomate (SiLcyb) y con la capsantina capsorrubina de pimentdn (Just y col., 2007). El
gen Lcyb1 es expresado preferencialmente en hojas y raiz de almacenamiento durante
el desarrollo de la zanahoria (Fuentes y col., 2012) como también es el gen con mayor
aumento en su expresion durante el desarrollo de Daucus carofa (Fuentes y col.,
2012), comparado con otros genes de la ruta carotenogénica en zanahoria. Este
aumento alcanza niveles de 16,2 veces en las hojas y 12,4 veces en Ia raiz modificada
de una planta adulta (12 semanas de cultivo). Esto se correlaciona con el aumento de
los carotenoides totales durante el desarrollo de la raiz, y en especial del B-caroteno
(Fuentes y col., 2011). Por ofra parte, la evaluacién de la funcionalidad de este gen
mediante silenciamiento génico post transcripcional (Moreno y col., 2013), indico que
las lineas transgénicas que poseian este gen silenciado mostraron una disminucion
significativa de los niveles de carotenoides totales y B-caroteno tanto en hoja como en
la raiz modificada (60% y 40% respectivamente), lo cual es signo de la importancia de
este gen para la sintesis de carotenoides en ia planta completa de zanahoria. También
se evalué su funcionalidad por medio de experimentos de complementacién heterdloga
en un sistema bacteriano (Moreno y col., 2013), donde se encontré que el gen Leyb1
de D. carofa puede convertir el licopeno en B-caroteno, siendo mas eficiente que

Dclcyb2 el cual también es capaz de realizar esta conversion, pero presenta
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acumulacion del producto intermediario y- caroteno lo cual evidencia una mayor
eficiencia por parte del gen Lcyb1 de D. carota. Con el fin de evaluar la funcionalidad
de este gen in planta, se sobreexpresé en D. carota y se expreso en un sistema
heterélogo (N. tabacum) (Moreno 2012; Moreno y col, 2013), obteniéndose un
aumento considerable en el contenido de carotenoides totales y especificos, como
también una alteracién en la expresion de genes enddgenos clave de la ruta
carotenogenica, correlacionandose con los niveles de carotenoides observados,
especialmente B-caroteno (Moreno, 2012; Moreno y col., 2013). Dentro de las lineas de
tabaco obtenidas al utilizar el vector pPGWB2/DcLcyb1 se obtuvieron 3 lineas T, (L14,
L15, L16) que presentaron el mayor aumento de carotenoides totales y
especificamente de B-caroteno. Ademas, mostraron un aumento en tamafio y area
foliar, presencia adelantada de estructuras florales y mayor concentracion de clorofila,
como también mayor nivel de expresion del transgen (28, 43 y 296 veces con respecto

a la planta silvestre de tabaco).

Analisis fenotipicos y moleculares de la generacion T1 de estas lineas
transgénicas indicaron que poseen un incremento significativo del contenido de
carotenoides (B-caroteno y luteina), el cual correlaciona con una induccion de los
genes endogenos clave en la biosintesis de carotenoides. A su vez, se observé un
incremento en el contenido de clorofila lo que correlaciona positivamente con un
aumento en la eficiencia fotosintética y la expresion del gen codificante para la enzima
clorofila sintasa (CHL). Por otro lado, estas lineas poseen un mayor crecimiento
(vegetativo y reproductivo) y biomasa comparado con su control S/l, el cual puede
explicarse por la induccién de genes involucrados en la sintesis de giberelinas (NtCps y

NtKs) que explican el mayor contenido de GA4 (giberelina bioactiva) en las lineas
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evaluadas. Esto nos permite concluir que la expresion heteréloga de DcLcybt
promueve la induccién de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides,

clorofilas y giberelinas (Cerda, 2015).

De los dos genes Psy pardlogos presentes en zanahoria, el gen Psy2 podria
estar asociado a la carotenogénesis en la raiz modificada dado que presenta un
aumento ievemente mayor en su expresion entre la cuarta y doceava semana del
desarrollo de la raiz comparado con el gen Psy1, el cual estaria mas relacionado a la
carotenogénesis en las hojas maduras (Fuentes y col., 2012). Esta evidencia nos
permite sugerir una funcién diferencial de ambos genes durante el desarrollo de

D.carota (Fuentes, 2011).

En nuestro laboratorio, hemos determinado la funcionalidad del gen Psylde D.
carofa mediante complementacion heteréloga en E.coli (Carvajal, 2010). Una vez
realizado este estudio y comprobada la funcionalidad del gen, se utilizé un modelo
vegetal para determinar la funcionalidad de los genes Psy de zanahoria in planta. Se
utilizaron plantas de Nicotiana tabacum, las cuales expresaban los genes Psy2 y Psyt
de zanahoria. Los resuitados indicaron que existe una correlacién inversa entre los
niveles de carotenoides acumulados y los niveles de transcrito del gen Psyly Psy2. La
sobre expresién de DcPsy2 dio origen a dos lineas con un aumento significativo del
contenido de carotenoides (L3 y L6), las cuales al ser sometidas a un tratamiento de
250mM NaCl presentaron un 40% y 68% de sobrevivencia comparado con su control
Sfly un incremento en su peso fresco, lo cual indica que la sobre expresion de DcPsy2
genera una tolerancia al estrés salino. Por otro lado, la sobre-expresidn por sobre un
umbral de DcPsyT condujo a una disminucién significativa de los carotencides fotales

en aquellas lineas de tabaco con los mayores niveles de expresién detectados. Las
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lineas que presentaron un aumento en el contenido de carotenocides totales y B-
caroteno mostraron bajos niveles de expresion de DcPsy? (Acevedo, 2011). Sin
embargo, Ia expresion de ambos genes en tabaco, permitid evidenciar su funcion in

planta,

1.6 Hipdtesis

La expresién heterdloga de los genes Psy7 y Lcyb1 de Daucus carota en plantas de
tabaco confiere tolerancia a estrés salino y alta intensidad luminosa, lo cual se
correlaciona con un aumento en la cantidad de carotenocides y clorofilas dada por el

efecto modulador del transgen en estas rutas metabdlicas.

1.7 Obijetivo general

Evaluar el efecto que ejerce la expresion heteréloga de los genes Decleyb1 y
DcPsy1 en el contenido de carotenoides, clorofila, tolerancia a la salinidad y estrés

luminico en plantas de tabaco.

1.8 Obijetivos especificos

1) Cuantificar la expresién de los transgenes y el contenido de carotenoides y
clorofilas en las lineas T, de A. fabacum transformadas con DcPsy1y Dclcyb1

2) Determinar la modulacion de las rutas de sintesis de carotenoides y clorofila en
las lineas transgénicas de N. fabacum a través del anélisis de la expresion de

genes enddgenos
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3) Evaluar la eficiencia del fotosistema |l en las lineas DcPsy?1 y Dcleyb1, luego
de un tratamiento de alta intensidad luminica

4) Evaluar la tolerancia a esirés salino de las lineas DcPsy1 y Dclcyb1 de tabaco
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos de Biologia Molecular

Se emplearon los reactivos de la calidad adecuada respecto a las técnicas de
biologia celular y molecular desarrolladas. Estos productos fueron obtenidos de las
empresas y marcas registradas como Invitrogen, Fermentas, Promega, Axygen, New
England Biclabs, BioRad, Merck, PhytoTechnology Laboratories, Stratagene y Sigma-

Aldrich.

2.2 Material vegetal y condiciones de cultivo
Se utilizaron plantas de la generacién T de Nicofiana tabacum cultivar Xanthi

NN transformadas con la construccién pGWB2/DcLeyb? (Moreno, 2012) y con la
construccién pGWB2/DcPsy1 (Acevedo, 2011), ademas de plantas de tabaco silvestre
(wt), del mismo cultivar, como control para los experimentos. Estas plantas fueron
obtenidas de semillas de plantas de tabaco T, la cual fue caracterizada a nivel
molecular y bioquimico (Acevedo, 2011; Moreno, 2012} vy, posteriormente, se
recolectaron sus semillas T las cuales son el material vegetal con el cual se desarrolld

este trabajo.

En los frabajos previos se seleccionaron fres lineas transgénicas para la
construccion pGWB2/DelLeyb? (L14, L15, L16) y tres lineas transgénicas para la
construccion pGWB2/DcPsy? (L1B, L2A, L3B) mediante PCR para el transgen

(Acevedo 2011; Moreno 2012).

Semillas de tabaco, comespondientes a la generacion T4, de las lineas antes

mecionadas, fueron esterilizadas en 10 mL de hipoclorito de sodio (2,5%) durante 10
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minutos en agitacion y luego se realizaron 4 lavados consecutivos con agua destilada
estéril. Posteriormente, fueron sembradas in vitro en placas Petri que contenian 25 mL
de medio Murashige & Skoog sélido (MS 1%), (Murashige y Skoog,1962) y agar-agar
7% pH 5.8, utilizando como agente de seleccion de plantulas transgénicas el antibitico
kanamicina (100 mg/L). Paralelamente, se sembraron semillas silvestres (wi),
utilizando las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente, en ausencia del
antibidtico de seleccidn, las cuales se utilizaron como control para efectos de los
ensayos. Luego de ser sembradas, tanto las semillas wt como las correspondientes a
plantas transgénicas, fueron estratificadas, incubandolas durante 2 dias a 4°C para
sincronizar su germinacion, para posteriormente ser incubadas en una camara de
cultivo de 16 horas luz (Iradiancia 150 pmol de quanta m? s a 22°C y 50% de
humedad. Para los ensayos se utilizaron aquellas plantas resistentes al antibistico y
que genotipicamente correspondian a la poblacién hetero y homocigota para el
transgen. Luego de un mes, fueron ftraspasadas a una mezcla de
tierracturba:vermiculita (1:1:1) para ser crecidas a 22°C en condiciones de invemadero
con un fofoperiodo de 16 horas de luz (115 pmol de quanta m™ s%) y 8 horas de
oscuridad . Durante la primera semana de crecimiento, las plantas fueron cubiertas
para aclimatarlas a las nuevas condiciones ex vitro y fueron regadas dos veces a la
semana con la cantidad de agua necesaria, régimen de riego que se mantuvo durante

todo el crecimiento de las plantas.
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2.3 Métodos de Biologia Molecular
2.3.1 Extraccién y cuantificaciéon de acidos nucleicos

2.3.1.1 Extracciéon de ARN de plantas

Se colecto tejido de plantas de tabaco T, de tres meses, crecidas en
condiciones de invernadero (fotoperiodo de 16 horas de luz y 22°C), utilizando nueve
plantas por cada una de las lineas transgénicas analizadas y nueve plantas para el
control wt, organizandolas en triplicado biologico. Cada réplica biologica constaba de
un poo/ de hojas de tres plantas, con el fin de homogenizar los resultados,

considerando que se esta trabajando con plantas correspondientes a la generacion T;.

La extraccion de ARN vegetal se realiz6 utilizando el protocolo CTAB (Chang y
col., 1993) modificado. Aproximadamente 150 mg de tejido fueron pulverizados en
morteros estériles, en presencia de nitrégeno liquido. Luego, se agregé 1 mL de
tampon CTAB (cetil trimetilamonio bromuro al 2%, polivinipirrolidona al 2%, NaCI2M,
EDTA 25mM y Tris pH 8 100 mM) y 4 uL de B-mercaptoetanol y se traspaso el
homogenizado a un tubo Eppendorf de 2,0mL, se mezclé vigorosamente durante 15
segundos en vortex para posteriormente incubar la mezcla durante 10 min a 65°C. Se
agregd 1 mL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) frio y se agitd vigorosamente
durante 15 segundos, tras los cuales se centrifugé por 15 min a 12.000xg a 4°C. Se
rescato la fase acuosa en un nuevo tubo, cuidando no tomar parte de la fase organica,
y se agreg6é un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) frio equivalente al
volumen rescatado, mezclando vigorosamente para facilitar la homogenizacion. Se
centrifugd nuevamente durante 15 min a 12.000xg a 4°C. Una vez terminada la
centrifugacion, se rescato el sobrenadante y se precipité con 0,5 volumenes de LiCl frio

durante toda la noche a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 12.000xg durante 15
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minutos a 4°C y se lavo el precipitado obtenido con 1 mL de etanol frio 75% v/v en
agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). Se agitd suavemente y luego se
centrifugd a 7500xg por 5 min a 4°C. Finalmente, el ARN fue secado a temperatura

ambiente y resuspendido en 20 uL de agua tratada con DEPC.

La concentracion y pureza de las muestras fueron cuantificadas en un
espectrofotometro EPOCH™ (Gen5™ de BioTek) en donde se determinaron las
razones de absorbancia 260/280 y 260/230, indicativas de la pureza del ARN y su
concentracién. Con el fin de determinar la integridad de las muestras de ARN se
cargaron 1ug en un gel de agarosa y se realizé la electroforesis descrita en la seccién

2.3.2.

2.3.1.2Extraccion de ADN gendémico de plantas

La extraccion de ADN gendmico se llevé a cabo utilizando el método CTAB
(Doyle y Doyle, 1987). Aproximadamente 100 mg de tejido se molieron con nitrégeno
liquido en morteros estériles, libres de nucleasas. Se agregaron 700 uL de CTAB (cetil
trimetilamonio bromuro al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM y Tris pH 8 100 mM) y 5 uL de
B-Mercaptoetanol. EI homogenizado se incubé a 60°C durante 30 min, agitando
vigorosamente cada 5 minutos. Se agregé nuevamente 700 uL de CTAB y se incubo a
70°C por 15 min Posteriormente, se afiadieron 400 L de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) y se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min, separandose la fase acuosa de la fase
organica. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf estéril y se precipitd
el ADN con isopropanol frio por 30 min a -20°C para luego ser centrifugado a 13.000
rem por 10 min, obteniéndose el precipitado de DNA, el cual fue lavado con etanol 70%

(preparado con agua libre de nucleasas), secado a temperatura ambiente y
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resuspendido en 50 uL de agua libre de nucleasas. La concentracion y pureza del ADN
fue cuantificada mediante espectrofotémetro (EPOCH™) y su integridad se corroboro

con una electroforesis en gel de agarosa.

2.3.2 Electroforesis en geles de agarosa

La integridad de los acidos nucleicos extraidos fue verificada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 6 2 %, dependiendo del tamaio esperado de
las bandas. Se utilizé el tampén de corrida TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM),
utilizando un tampén de carga 6X para las muestras (0,25% azul de bromofenol, 0,25%
xilencianol, 15% glicerol) en la proporcion 5:1. Para la migracion electroforética se
utilizé entre 80 y 100 voltios (dependiendo del tamaro de la camara de electroforesis)
durante 45 min para separar moléculas de ADN y 70 voltios durante 40 minutos para
ARN. Posteriormente, los geles de agarosa fueron tenidos durante 20 minutos en una
soluciébn de Bromuro de Etidio 20 mg/L y se visualizaron bajo luz UV en el
®

transiluminador DarkRoom Multigenius Syngene® a través del programa Gene Snap

de Syngene®.

2.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR

2.3.3.1RT PCR

Para la obtencién de la hebra de ADNc, complementaria al ARNm, se realizo la
reaccion de transcripcion reversa (RT-PCR), utilizando la enzima RT — Improm ||
(Promega). Para la primera parte del protocolo, 2,5ug de ARN, cuya pureza e
integridad fue verificada previamente, se incubaron con 50 U de la enzima DNasa |

(Fermentas), 40 U de inhibidor de RNasa Ribolock (Fermentas) y tampén de la DNasa |
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1% (Fermentas) en un volumen final de reaccion de 20 ul., completando el volumen con
agua DEPC. La mezcla se incubd durante 40 minutos a 37°C en termociclador
(MyCycler™ de BIO RAD). Pasado el tiempo de incubacion, se detuvo la reaccion y se
agreg6 1puL de EDTA 50 mM, incubando las muestras durante 10 minutos a 85°C para
inactivar la enzima. Una vez finalizado el tratamiento con DNasa |, se realizé un PCR

convencional para corroborar la ausencia de ADN genémico en las muestras.

Para ia sintesis de ADNc, se tomaron 9,5 pL del ARN tratado con DNasa | y se

incubaron con 1,5 pL de oligo AP 10 mM (5-CGCCACGCGTCGACTAGTAC

TTTTTTTITTITTITTT -3 durante 5 minutos a 70°C (Tabla Il A) en termociclador. A
continuacion, se detuvo el programa y se incubaron las muestras durante 5 minutos en
hielo para luego agregar a cada muesira 9 UL de la mezcla que incluia la enzima
Transcriptasa Reversa (1 uL de RT Improm Il Promega), 40 U de Inhibidor de RNasa
(Ribolock, Fermentas), dNTPs 600 nM (Fermentas), MgCl. 6,6 mM (Promega), 4L de
tampon 5x de la RT Improm |l (Promega) y continuar con el programa de RT PCR que

especifica en la Tabla Il para obtener finalmente un volumen fina de 20 pL de ADNe.

2.3.3.2PCR convencional

Las reacciones de PCR convencional se |levaron a cabo en un volumen final de
25 pL, utilizando 1 U de Tag ADN Polimerasa (New England Biolabs), 1x del tampon
de la enzima Taq ADN Polimerasa (New England Biolabs), MgCl, (2 mM), dNTPS(0,2
mM), 0,2 uM de partidor en sentido o antisentido y 1 pL de templado (ADN, ADNc) o

agua libre de nucleasas en el caso del conirol negativo de [a reaccion.

Para la amplificacion de los fragmentos de interés en las plantas transgénicas,

se utilizaron los partidores para los genes DcPsy? y Dclcybi1, usando como control
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positivo de cada reacciéon ADN gendmico de plantas de Daucus carota y, como control
negativo, agua libre de nucleasas. La mezcla para llevar a cabo la reaccién fue la

descrita anteriormente y las condiciones de PCR se detallan en la Tabla [ {B).

Para la verificacidon de la sintesis de ADNc, se realizé la amplificacion del gen
normalizador 78S, utilizando como templado el ARN luego del tratamiento con la
enzima DNasa [, en donde se corroboré la ausencia de la banda esperada en todas las
muestras post tratamiento mediante electroforesis en gel de agarosa y la presencia de
la banda para el control positivo de la reaccion que, en este caso, correspondié a ADN
gendmico o ADNc de una linea de tabaco transgénica utilizada en este trabajo. Por
ofro lado, como control negativo se utilizé una muestra que paso6 por el tratamiento con
la enzima DNasa |, pero se agregd agua libre de nucleasas en lugar de ARN.
Posteriommente, luego de la sintesis de ADNc, se amplificd en mismo gen para
corroborar la presencia de la banda y asi verificar la correcta sintesis del ADNc,
utilizando como control positivo de la reaccién 1 uL de ADN gendémico o ADNc de una

planta de tabaco y, como control negative, 1 uL de agua libre de nucleasas.

Todos los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en geles
de agarosa. Las condiciones de PCR se describen en la Tabla Il, siendo la temperatura

de hibridacién especifica para cada par de partidores.

2.3.3.3PCR cuantitativo en Tiempo Real

Se llevaron a cabo experimentos de PCR cuantitativo en Tiempo Real para
cuantificar los niveles de expresién de los genes de interés en este trabajo (DcLcyb,
DcPsy1, 18S, NtPsyl, NiPsy2, NiLcyb1, NICh) con oligonuciedtidos que fueron

previamente disefiados y evaluados (Acevedo, 2013; Cerda, 2015) (Tabla I). Los
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experimentos se llevaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene), utilizando
la sonda fluorescente SYBRgreen (kit Brilliant Il Ultra — FastSYBR® Green QPCR Master
Mix- Stratagene). El volumen final de reaccidén fue de 20 L, conteniendo 10 uL de
Master Mix (TagADN polimerasa, dNTPs, MgCl, y SYBR green), 0,6 L del partidor en
sentido, 0,6 pL del partidor en antisentido (10 pM) 0,3 pL de una dilucién 1:500 de la
sonda pasiva ROX y fue llevado al volumen final con agua libre de nucleasas,
utilizando el programa q PCR, indicado en la Tabla Il {(C). Se utilizaron nueve plantas
transgénicas por linea, como también para el control wt, organizadas en tres réplicas
biolégicas. Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en triplicado biolégico y
duplicado técnico. La especificidad de reaccién para cada set de partidores fue
verificada por la presencia de una sola sefial en un grafico de fluorescencia v/s T° en la

curva de denaturacién del producto de PCR correspondiente.

Para efecto de los resultados, todas las cuantificaciones fueron relativizadas a
un calibrador, que corresponde a una condicion de minima expresion para el caso de
esta tesis. Por otro lado como gen nommalizador, cuya expresion es constante en
plantas (housekeeping), se utilizé el gen de 78S. Los caiculos de la expresion relativa

se llevaron a cabo segln Pfaffl (2001).

24




Tabla 1 Partidores utilizados en esta tesis

Nombre Secuencia (5'3’) TM°C Tamario producto (pb) Descripcién
Deleyb1 F TTGACCTTCCTTTGTATGACCCGTC 58,7 107 Fragmento del Gen
Leyb1de D. Carota
DelcybiR TCCTGCCTCAGAAACTTGTTGTGC 59,8
DcPsy1 F ATCGGTGTGGCGAAGTTIGT 57,4 140 Fragmento del Gen
Psyl de D. Carota
DePsy1R CAAGAGCCTTGGGCGTGATA 57.4
Nt18SF CTGAGAAACGGCTACCACATCCA 58,9 Gen ARN Ribosomal
170 188S. Utilizado como
Nt18SR CACCAGACTTGCCCTCCAATGG 60,4 normalizador
NitPsy1tF  GGAACCAAGCTAATGACCCCAGAGAGA 58,1
164 Fragmento del Gen
Psy! de N. tabacum
NtPsy1R GGCCGCCCACTGAAAATATCTICC 58,6
NtPsy2 F TCAGAGATGTTGGAGAAGATGC 58,4
130 Fragmento del Gen
Psy2 de N.tabacum
NtPsy2 R GCTTCAATCTCGTCCAATATCTTG 57,3
NIChlF ATCAAATATGGGTGCTTCTTICTTGGAGG 58,8
250 Fragmento del gen
Chi de N.tabacum
NIChIR ATTATGTCAGGTGTAAGGGTGCCGAACA 61,5
NiLcyb1F CCGTGTTAAATTCCACCACGCCAA 59,6
132 Fragmento del gen
Leyb1 de N. tabacum
Ntleyb1 R GAAGCCAGTTGCATCAAGCACCAC 99,8 Y
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Tabla 2 Programas de PCR utilizados en esta tesis

A. RT-CR
Segmento . - N* de
Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
70 5
1 25 5 1
42 60
70 15
B. PCR convencional
Segmento - N de
Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 94 3 min 1
94 455
2 57 455 30
68 45s
68 10 min 1
C. PCR Cuantitativo en Tiempo Real
N° de
Segmento -
g Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 95 3 min 1
a5 10
2 ® 40
60 20s
g5 1 min
3 60 30s
a5 30s 1
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2.4 Determinacion de la cantidad y composicién de carotenoides

241 Extraccion de carotenoides desde plantas de Nicotina tabacum

El tejido vegetal utilizado para la extraccion de pigmentos fue el mismo con el
que se [levo a cabo €l analisis molecular (Materiales y Métodos 2.3.1.1 y 2.3.3.3). Se
utilizaron 100 mg de tejido el cual se molid en un mortero en presencia de N; liquido y
se homogenizd con 4 mL de una solucién hexano/acetona/etancl (2:1:1) (v/v). El
homogenizado se recolectd y agitd vigorosamente durante dos minutos y se mantuvo
en hielo y oscuridad. Posteriormente, se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a 4°C. Los
carotenoides fueron recuperados de la fase superior, la cual fue traspasada a un tubo
eppendorf de 2 mL y fue secada en un rotor speed-vac® durante 40 min a temperatura
media. Una vez secas, las muestras fueron almacenadas a -80° C para su posterior

cuantificacion.

2.4.2 Cuantificacion de pigmentos totales mediante espectrofotometria

Las muestras, almacenadas a -80 °C, fueron resuspendidas en 2mlL de
acetona. Se midié la absorbancia a 474 nm (absorcién de carotenoides), 645/662 nm
(absorcion de clorofilas a y b) y 520/750 nm (valor que indica turbidez de Ia muestra).
Todas las mediciones se realizaron en una cubeta de cuarzo y se consideré un rango
entre 0,3 y 0,85 para las mediciones de absorbancia, diluyendo la muestra cuando fue
necesario. La concentraciéon de pigmentos fotales fue expresada en ug/g de peso
seco, utilizando el factor obtenido luego de someter 1g de tejido de hojas de tabaco a
60°C durante 24 horas (Lichtenthaler y Buschmann, 2001). Se calculd la concentracion

de carotenoides totales, utilizando ia siguiente formula:
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Volumen de resuspensién®(mlL) X Absorbancia(474) x 100
21 x Peso Seco (g)*

Pigmentos totales =

*El volumen de resuspension (V.R.) fue de 0,5 mL de una dilucién (d) 1:4 a partir de la solucion
inicial.

**Para calcular el peso seco, se multiplicé el peso fresco por un factor de conversion calculado
a partir del cuociente entre el peso después y antes de la deshidratacion de 3 muestras de
tejido para las distintas condiciones y/o estadios de desarrollo evaluados.

2.4.3 Determinaciéon de la composicion de carotenoides mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Se utilizé la técnica de HPLC en fase reversa (RP-HPLC) para determinar la
composicion y cantidad de los pigmentos presentes en las muestras obtenidas a partir
de la extraccion realizada. Del extracto, resuspendido en 1 mL de acetona (Merck®), se
utilizaron 20 pL para el analisis, el cual fue llevado a cabo en una columna MultoHigh
100 RP 18-5u (150x4,6 mm), usando como fase movil acetonitrilo/metanol/isopropanol
(85/10/5 v/v), con un flujo isocratico de 1,5 mL/min en un equipo de HPLC Shimadzu
modelo LC-10 AT con detector de arreglo de diodos. Los principales carotenoides

coloreados fueron detectados a 474 nm en conjunto con las clorofilas a y b.

La concentracidon de los principales compuestos carotenoides y clorofilas
presentes en las muestras fue determinada en funcion del analisis de los
cromatogramas, la concentracién de pigmentos totales por espectrofotometria (A474),
tiempos de retencion y espectros de absorcion, utilizando el programa computacional
LC-Solutions®, el cual determiné la cantidad de cada carotenoide como el area bajo la

curva de cada pico.
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2.5 Medicion de la actividad del PSII

La actividad del fotosistema Il fue medida en plantas de tabaco de tres meses
transformadas con los vectores PGWB2/DcPsy1 y PGWB2/Dclcyb1, las cuales fueron
sembradas en medio MS (pH=5,8, sin sacarosa, kan 100 mg/L) y plantas de tabaco wt
sembradas en las mismas condiciones de cultivo, pero en ausencia del antibidtico de
seleccion. Luego de un mes, fueron ftraspasadas a una mezcla de
tierra:turba:vermiculita (1:1:1) para ser crecidas en condiciones de invernadero
descritas anteriormente (Materiales y Métodos 2.2). Se realizaron mediciones de
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) en condiciones control (plantas sin
estrés luminico) y luego fueron sometidas a 20 minutos de estrés luminico (radiacion
solar directa). Posteriormente, se oscurecié durante 30 minutos la hoja en la que se
realizo la medicién utilizando pinzas foliares. Las mediciones fueron llevadas a cabo al
mediodia, en hojas de los nudos distales, de edad intermedia, que mostraban un
optimo desarrollo. La eficiencia fotoquimica maxima fue medida segun la siguiente

formula:

en donde la fluorescencia minima (Fo) fue medida aplicando un pulso de luz roja
modulada de baja intensidad (2 umoles m?s”) y la fluorescencia maxima (Fin;
aplicando un pulso de luz actinica saturante (3500 umoles m?s”). Todas las
mediciones fueron llevadas a cabo utilizando un fluorémetro Fms1 (Hansatech), equipo
facilitado por el Dr. Claudio Pastenes (Departamento de Produccion Agricola, Facultad

de Agronomia de la Universidad de Chile).
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2.6 Ensayo de peroxidacion lipidica

Para ilevar a cabo este objetivo, se cortaron discos de hoja de
aproximadamente 200 mg de plantas de tres meses transformadas con
pGWB2/DcPsy1 y pGWB2/DcLeyb1 y un control wt, eligiendo aquellas hojas de edad
intermedia. Los discos fueron inmersos en una solucién de 250 mM de NaCl y luego
fueron infiltrados al vacio durante 30 minutos. Posteriormente, se mantuvieron a
temperatura ambiente y se midié el contenido de malondialdehido (MDA) a los tres
dias de tratamiento (Chen y col., 2011). Se utilizé un nimero total de nueve plantas,
distribuidas en tres réplicas bioldgicas por linea tanto para plantas tratadas con NaCl
como plantas control (sin tratamiento). El tejido fue homogenizado con 4 mL de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% vy luego, las muestras fueron centrifugadas a 10000xg por
15 minutos. Posteriormente, se rescaté el sobrenadante Y se mezclo con 2 mL de TCA
20% y 2 mL de &cido Tiobarbitirico (TBA) 0,5%. Finalmente, el homogenizado fue
llevado a 95°C por un tiempo de 30 minutos y luego se enfrid sobre hielo. La
absorbancia del sobrenadante fue leida a 532 nm y 600 nm y la concentracion de
maionildialdehido (MDA) fue calculada utilizando la ecuacién de Beer Lamberts,

siendo el coeficiente de extincion molar 155 mMem .

2.7 Ensayo de Fuga Electrolitica

Con el fin de evaluar el grado de dafio en Ja membrana celular generado por el
estrés salino, las lineas transgénicas fueron sometidas a un tratamiento agudo con
NaCl 250 mM durante 12 y 24 horas. Para llevar a cabo este ensayo, se sembraron
semillas de tabaco wt y Ty de las lineas transgénicas pGWB2/DcPsy1 y

pGWB2/DclLeyb? en placas Petri que contenian medio MS 1% pH 5,8 sin sacarosa,
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agar-agar al 7% , kan 100 mg/L para las lineas transgénicas y en ausencia del
antibidtico de seleccién, para el caso de plantas wt. Se sembraron 75 semillas T1 por
linea en medio de seleccion. Luego de 17 dias en medio de seleccion, se
seleccionaron 30 plantulas de tabaco por presentar mayor vigor y crecimiento para
someterlas al tratamiento salino agudo. Las plantulas fueron lavadas en agua
desionizada a temperatura ambiente, para remover remanentes de agar e impurezas y
tratadas posteriormente por 12 horas en una solucién 250 mM NaCl, mas un control sin
NaCl por cada punto. Las mediciones fueron llevadas a cabo en tres réplicas biologicas
cada una de ellas compuesta por un pool de cinco plantulas por linea. Para dar mayor
robustez a los resultados, el experimento fue llevado a cabo en duplicado. Cumplidas
las horas del tratamiento, las plantulas fueron secadas en papel absorbente y lavadas
en agua desionizada para eliminar remanentes de sal. Luego, fueron secadas
nuevamente en papel absorbente para luego traspasarlas a vasos precipitados con 20
mL de agua desionizada, donde se midi® la conductividad eléctrica con un
conductimetro (Hanna Instruments) antes de traspasar las plantulas (conductividad
inicial C) y a los 0 y 40 minutos (conductividad final C), luego del traspaso.
Posteriormente, cada uno de los vasos precipitados fue autoclavado y se midid la
conductividad total (C,) cuando las muestras alcanzaron temperatura ambiente.

Finalmente, la fuga de electrolitos fue expresada segun la siguiente formula:

(ECf-ECI)

1
T
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2.8 Evaluacién de la tolerancia a estrés salino crénico de plantas
transformadas con el genDcPsyTy Dclcyb?1

Para evaluar la tolerancia a estrés salino crénico, se sembraron semillas de
tabaco fransformadas con pGWB2/DcPsyt1 y pGWB2/Dclcyb? en medioc MS (sin
sacarosa, kan 100 mg/L, pH= 5,8), y semillas de plantas wt en ias mismas condiciones,
pero en ausencia del antibidtico de seleccién, las cuales crecieron durante 13 dias.
Luego, aquellas plantulas de tabaco con al menos cuatro hojas y coloracién verde,
fueron traspasadas a un medio in vifro MS (sin sacarosa, pH= 5,8) el cual fue
suplementado con 250 mM NaCl y permanecieron en estas condiciones durante 16
dias. Paralelamente, se conté con el control respectivo para cada linea y plantas wt, el
cual crecié en las mismas condiciones que las plantulas sometidas al tratamiento
salino, pero en medio MS en ausencia del NaCl. Llegado el dia 16, se determind el

peso fresco de plantulas control y plantulas en tratamiento.

2.9 Andlisis estadisticos

Para procesar los datos de cada experimento se utilizé el programa GraphPad y
una prueba de t de Student de dos colas o test de analisis de varianza (ANDEVA) con
un post test de Tukey o Dunnet, segtin corespondid, conun p < 0.05, p < 0.01 y p <

0,001.
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3 RESULTADOS

3.1 Expresién relativa de los genes DcPsy? y DcLeyb1 y contenido de
carotenoides y clorofilas en las lineas T; de N. tabacum transgénicas

En primera instancia, se evalué la expresién relativa de los genes DcPsyT y
Deleyb1, en las lineas T, de N. fabacum para corroborar que expresaran el fransgen al
igual que las lineas parentales T, de donde provienen, obtenidas anteriormente en
nuestro laboratorio {(Acevedo, 2011; Moreno, 2012). Posteriormente, se prosiguié con
la evaluacién del contenido de carotencides y clorofilas a partir del mismo grupo de
lineas en estudio.

3.1.1 Evaluacién de la expresion de los genes DcPsy1 y DcLeyb? en las lineas
transgénicas de N. tabacum

Para evaluar la expresion del transgen Psy? y Lcyb? de D. carofa, se utilizaron
tres réplicas biologicas por linea, cada una compuesta por hojas de tres plantas
distintas para cada linea evaluada (lineas 1B, 2A y 3B transformadas con el vector
PGWB2/DcPsy? y las lineas L14, L15 y L16 transformadas con el vector
pGWB2/DclLeyb?) ademas del control, el cual comespondié a plantas de tabaco de
igual edad y crecidas bajo las mismas condiciones que las lineas de tabaco
transgénicas pGWB2/DcPsy? y pGWB2/Dclcyb?, las cuales no fueron transformadas
con el vector pGWB2. Las lineas transgénicas T, fueron seleccionadas por crecimiento
en medio de seleccidn in vitro en presencia de kanamicina (Materiales y Métodos 2.2)
y seleccionadas por su fenotipc mas vigoroso. Luego, nueve plantas por linea

transgeénica y control wt, fueron crecidas en condiciones de invemadero hasta ios tres
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meses, periodo en que se realizd la toma de muestras. Se extrajo ARN total de las
distintas réplicas biolbgicas y se evalué mediante la técnica de PCR en Tiempo Real Ia
expresion de ambos genes.

3.1.1.1Evaluacién de la expresién del gen PsyT de D. carofa en las lineas de
tabaco pGWB2/DcPsy1

Los resultados del experimento mostraron que DcPsy? se expresd de forma
diferencial entre las lineas 1B, 2A y 3B, en donde la linea 1B mostré una acumulacion
de transcritos que no fue significativa respecto al control wt, mientras que las lineas 2A
y 3B mostraron elevada acumulacion del transcrito para el transgen (Figura 1). Con
esta informacién se comprueba que todas las lineas T, de tabaco transformadas con la
construccion pGWB2/DcPsy1 expresan el gen Psy? de Daucus caroia de forma
diferencial, obteniendo niveles de expresion significativos para dos de las lineas ¥ no

significativo para una de ellas respecto al control wt.
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Figura 1. Niveles de expresion de DcPsy? en las lineas transgénicas de tabaco. Se
determinaron los niveles de expresion relativos del gen Psy7 de D. carota en tejido de hojas de
las lineas transgénicas 1B, 2A y 3B y control wt (plantas de 3 meses de edad). Cada valor
corresponde al promedio de 3 réplicas biolégicas y dos réplicas técnicas. Los valores de
expresion relativa fueron normalizados respecto al gen 78S y se utilizd como calibrador la linea
L1B la cual se defini6 como nivel 1 de expresion relativa. Los asteriscos indican diferencias
significativas de cada valor comparado con el control wt. Estas diferencias se determinaron por
un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, *** p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre.

3.1.1.2 Evaluacién de la expresién del gen Lcyb1 de D. carota en las lineas de
tabaco pGWB2/DcLcyb1

Los datos muestran que las tres lineas transgénicas de tabaco evaluadas,
portadoras de la construccion pGWB2/DcLcyb1, poseen niveles de expresion similares
y significativos respecto al control sin transformar wt (Figura 2). Se observa que la
linea 14 posee los niveles mas altos de acumulacién de transcritos de ARNm en
comparacion con el resto de las lineas, seguida por la linea 16 y, en ultimo lugar, la
linea 15. Con esta informacion se comprueba que todas las lineas de tabaco Ty
transformadas con la construccién pGWB2/DcLcyb1 expresan el gen Lcyb1 de Daucus

carota.
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Figura 2. Niveles de expresion de DcLcyb1 en las lineas transgénicas de tabaco. Se
determinaron los niveles de expresion relativos del gen Leyb1 de D. carota en tejido de hojas de
las lineas transgénicas 14, 15y 16 (plantas de 3 meses de edad). Cada valor corresponde al
promedio de 3 réplicas biol6gicas y dos réplicas técnicas. Los valores de expresion relativa
fueron normalizados respecto al gen 78s y se utiliz6 como calibrador la linea L15. Los
asteriscos indican diferencias significativas de cada valor comparado con el control wt. Estas
diferencias se determinaron por un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, * p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre.

3.1.2 Determinacién del contenido de carotenoides y clorofilas en las lineas
PGWB2/DcPsy1y pGWB2/DcLcyb1 de N. tabacum

Para determinar el contenido de carotenoides en las lineas transgénicas
PGWB2/DcPsy1y pGWB2/DcLcyb1, se realizd una extraccion de pigmentos de tejido
foliar a tres réplicas biolégicas, cada una de ellas compuesta por hojas de las mismas
tres plantas por linea usadas para los analisis de expresion cuantitativa (Materiales y
Métodos 2.4). Posteriormente, se cuantificaron carotenoides totales y clorofilas

mediante espectrofotometria y carotenoides especificos mediante RP-HPLC.
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3.1.2.1Determinacién del contenido de carotenoides y clorofilas en las lineas
pGWB2/DcPsy1

Los resultados indican que existe una acumulacion diferencial en cuanto al
contenido de carotenoides totales, B-caroteno y luteina en las lineas transgénicas para
pGWB2/DcPsy1 (Figura 3). Las lineas 1B y 3B muestran diferencias significativas en
cuanto a la cantidad de carotenoides totales al comparar con el controt wt, presentando
entre 24 y 2 veces de aumento, respectivamente. En contraste, la linea 2A no
muestra un cambio en el contenido fotal de estos pigmentos comparado con plantas
wt, como tampoco muestra diferencias significativas en cuanto al contenido de B-
caroteno y luteina. La linea 3B muestra un aumento de 2,6 veces en el contenido de B-
caroteno respecto al control sin transformar y no muestra variacion en el contenido de
luteina. Solo [a linea 1B incrementd su cantidad de B-caroteno (3,1 veces) y luteina
(1,8 veces) y, a su vez, es la linea con menor expresién del gen Psyt de D. carota,
mientras que la linea 2A posee los mayores niveles de acumulacién de transcritos de

éste, sugiriendo que existe una cormrelacién negativa entre estas variables.

Por otro lado, las fres lineas transgénicas analizadas mostraron diferencias
significativas en cuanto a la cantidad de clorofila total cuantificada respecto al control
wt (1,3 veces respecto a wi). Los valores de cuantificacion de este pigmento
alcanzaron un promedio de 1800 lg/g de peso seco, mientras que el control wt

presenta un promedio de 1400 pg/g de peso seco.
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Figura 3. Concentracion de pigmentos en las lineas transgénicas DcPsy1de N. tabacum.
Cuantificacion mediante espectrofotometria para el caso de carotenoides totales y HPLC para
pigmentos especificos (B-caroteno, luteina y clorofila) en las lineas 1B, 2A y 3B. (A)
Cuantificacion de carotenoides totales, (B) Cuantificacion de B-caroteno, (C) Cuantificacion de
Luteina, (D) Cuantificacion de clorofila (clorofila a y b). Los asteriscos indican diferencias
significativas de cada valor comparado con el control wt. Estas diferencias se determinaron por
un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 wt: planta
de tabaco silvestre.

3.1.2.2Determinacion del contenido de carotenoides y clorofilas en las lineas
pGWB2/DcLcyb1

Como se observa en la Figura 4, existe un incremento de aproximadamente el
doble en el contenido de carotenoides totales en las lineas 14, 15 y 16 al ser
comparadas con el control wt, alcanzando valores entre los 700 y 800 pg/g de peso
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seco. El analisis por RP-HPLC indicé que los pigmentos carotenoides especificos mas
abundantes fueron Iuteina y p-caroteno. Las tres lineas transgénicas para
pGWB2/DcLcyb1 mostraron diferencias significativas en cuanto a la acumulacion de
ambos pigmentos respecto al control wt, mostrando incrementos de 2,6 veces en B-
caroteno y 1,5 veces de luteina en promedio, respecto al wt, siendo la L16 aquella que

mas acumulé B-caroteno, mostrando un incremento de 3 veces respecto a wit.
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Figura 4. Concentracion de pigmentos en las lineas transgénicas DcLcyb1 de N. tabacum.
Cuantificacion mediante espectrofotometria en el caso de carotenoies totales y HPLC para
pigmentos especificos (B-caroteno, luteina y clorofila) en las lineas 14, 15 y 16. (A)
Cuantificacion de carotenoides totales, (B) Cuantificacion de B-caroteno, (C) Cuantificacion de
Luteina, (D) Cuantificacion de clorofila (clorofila a y b). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor comparado con el control wt. Estas diferencias se determinaron
por un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 wt:
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planta de tabaco siivestre.

Por otro lado, se cuantificé también la cantidad de clorofila presente en las
hojas debido a su estrecha relacién funcional con los carotenocides, observandose un
incremento de aproximadamente dos veces en todas las lineas evaluadas,

comparando con el control wt (Figura 4).

3.2 Evaluacion de la expresion de genes endégenos involucrados en la sintesis
de carotenoides y clorofilas

Considerando que se cuenta con dos lineas transgénicas (L1B, 12A) que
presentan una acumulacion diferencial de carotenocides en respuesta a la expresién del
transgen, se cuantificd la expresion de genes que han sido reportados como claves en
la ruta carotenogénica de las plantas (Psy?, Psy2 y Lcyb), para asi determinar posibles
alteraciones en la ruta enddgena de sintesis de carotencides en tabaco que pudieran
dar cuenta de estas distintas respuestas frente a la expresion del transgen. Este
analisis se basa en resultados previos de nuestro laboratorio que mostraron que la
sobreexpresion del gen DcLcyb? en D. carofa altera la expresion de los genes
endégenos Psy?, xPsy2 y Lcyb2 (Moreno y col., 2013). A su vez, ia expresién de este
mismo gen en la generacion Tp de las lineas fransgénicas de N. fabacum también
alteré la acumulacién de transcritos de los genes aqui evaluados (Moreno, 2012). En
cuanto al gen Psy de D. carofa, los antecedentes de nuestro laboratorio indican que
plantas de tabaco que expresaron constitutivamente el gen DcPsy2, mostraron una

reduccién en el nivel de transcritos tanto para NtPsy? como para NiPsy?2.
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Por otro iado, para responder el aumento en el contenido de clorofilas totales en
todas las lineas transgénicas evaluadas en este frabajo (Figura 3 y Figura 4) y
considerando la estrecha relacion funcional con los carotenoides, se incluyé en este
andlisis el gen codificante para la clorofila sintasa (Chl). Para la evaluacion de los
genes de interés, mediante qPCR, se utilizaron los partidores indicados en la Tabla |
(Materiales y Métodos). Para todos los genes se evalud la cantidad relativa de ARNm
para comparar su expresion entre el control wt, que carece del fransgen, y las lineas de
tabaco transgénicas pGWB2/Psy1y pGWB2/Lcyb1.
3.2.1 Evaluacién de la expresion relativa de genes endégenos involucrados en

la sintesis de carotenoides y clorofilas en plantas pGWB2/DcPsy? de N.
tabacum

Respecto a los genes carotenogénicos endogenos, se observa que existe una
mayor cantidad de transcrito en la linea 1B, para todos los genes evaluados, la cual es
significativa al comparar con el control wi. Respecto a la linea 2A, solo mosird una
acumulacion significativa de transcritos de los genes NiLcyb1 y NtChl al comparar con
el control wi, mostrando un incremento de 2,6 y 2 veces, respectivamente, mientras
que la linea 3B fue aquella que mostré menores niveles de expresioén relativa en todos

los genes enddgenos evaluados.

41




30+

& 0 wt
- I C L1B
= 20- 0 L2A
" @3 L3B
E £ 23 3

=

0 104

w

E JEDZJ.

E\‘- -

- 0 ﬁ & g

NtPsy1  NtPsy2  NtLcyb1  NIChl

Figura 5. Niveles de expresion de genes enddégenos de sintesis de carotenoides y
clorofilas en las lineas pGWB2/DcPsy1 de tabaco. Se observan los niveles de expresion
relativos de los genes enddgenos Psy1, Psy2, Lcyb1y Chl de tabaco en tejido de hojas de las
lineas transgénicas 1B, 2A y 3B (plantas de 3 meses de edad). Cada valor corresponde al
promedio de 3 réplicas biol6gicas, cada una compuesta de tres plantas y dos réplicas técnicas.
Los valores de expresion relativa fueron normalizados respecto al gen 78S y se utilizé como
calibrador aquella linea que poseia los menores niveles de expresion (L3B). Los asteriscos
indican diferencias significativas entre cada valor comparado con el control wt. Estas diferencias
se determinaron por un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, * p<0.05; ** p<0.01;
*** p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre.

3.2.2 Evaluacion de la expresion relativa de genes endégenos involucrados en
la sintesis de carotenoides y clorofilas en plantas pGWB2/DcLcyb1 de N.
tabacum

En el caso de las lineas 14, 15 y 16, se observa en la Figura 6 que existe una
tendencia generalizada al aumento en el nivel de transcritos de los genes endogenos
evaluados al ser comparados con el control sin transformar wt. Este aumento se
acentua en el caso de la linea15, mostrando un aumento de 3 veces en promedio para
los genes NitLcyb1, NtPsy1 y NtPsy2. En el caso del gen Nt{Chl, se observa una
tendencia al aumento homogéneo entre las tres lineas analizadas, la cual es

significativa al comparar con el control wt.
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Figura 6. Niveles de expresion de genes endbgenos de sintesis de carotenoides y
clorofilas en las lineas pGWB2/DcLcyb1 de tabaco. Se muestran los niveles de expresién
relativos de los genes endogenos NitPsy1, NtPsy2, NtLcyb1 y NtChi de tabaco en tejido de hojas
de las lineas transgénicas 14, 15 y 16 (plantas de 3 meses de edad). Cada valor corresponde al
promedio de 3 réplicas biologicas, y dos replicas técnicas. Los valores de expresion relativa
fueron normalizados respecto al gen 78S y se utilizé6 como calibrador el control wt, que poseia
los menores niveles de expresion. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada
valor comparado con el control wt. Estas diferencias se determinaron por un test ANDEVA de
una via y un post test de Dunnet, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 wi: planta de tabaco silvestre.

3.3 Medicion de la actividad del fotosistema Il en plantas pGWB2/DcPsy1 y
DcLcyb1 bajo alta intensidad luminica

Dado que se observé un mayor contenido de clorofila en las plantas
transgénicas como también una induccién del gen endégeno de la clorofila sintasa de
tabaco (NtChl), se evalud el efecto de la expresion de los transgenes DcPsy1y Delcy1
en los mecanismos de fotoproteccion. Para ello se midié la eficiencia del fotosistema II,
en funcion de la fluorescencia de la clorofila mediante el cociente F,/F,, tanto para las
lineas transgénicas pGWB2/DcPsy? (1B, 2A, 3B) como para las lineas
pGWB2/DcLcyb1 (14, 15, 16) y el control wt, en un grupo de 10 plantas de tres meses

para cada linea y control. La condicion basal, previa a la exposicion a la radiacion solar
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directa de alta intensidad luminica, indica que las plantas no presentan foteinhibicion ya
que el analisis muestra valores superiores a 0,8, los cuales son indicativos de un
estado optimo del PSII (Figura 7). Esta medicidn fue realizada para corroborar que los
resultados observados se debian Unicamente al tratamiento de estrés aplicado, que en
este caso fue estrés luminico, ya que estas plantas fueron crecidas bajo condiciones
de invernadero a menor intensidad luminica, por lo que una radiacién solar directa de
condiciones de campo debiese generar estrés en plantas crecidas bajo un flujo foténico
menor. Los resultados indicaron que, luego de 20 minutos de exposicién a radiacion
solar directa, todas las lineas transgénicas analizadas y el control wt experimentaron
una fotoinhibicion. Sin embargo, las lineas transgénicas presentaron una eficiencia
fotosintética mayor comparadas con el control silvestre (wt) (Figura 7), indicando un
mayor actividad del PSIl y menor fotoinhibicion de las plantas transgénicas
comparadas con el control sin transformar. Estos resultados manifiestan que, tanto las
lineas transgénicas para Dclcyb? como las lineas DcPsy1, presentaron una mayor
tolerancia al estrés aplicado, mientras que el control wi mostré valores de F.J/F,
menores, indicando mayor fotoinhibicidn, lo cual se traduce en un efecto negativo del
estrés en su eficiencia fotoquimica y una menor tolerancia al tratamiento luminico

aplicado.
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Figura 7. Medicion de la eficiencia del PSIl en lineas transgénicas. (A) F./F,, para lineas
pGWB2/DcPsy1 y el control wt (B) F./F, para lineas pGWB2/DcLcyb1y el control wt. Las
mediciones fueron realizadas previas al tratamiento de estrés luminico (control) y post
tratamiento de estrés luminico en plantas de 3 meses. Los asteriscos indican diferencias
significativas existentes entre cada linea con el control wt con tratamiento de estrés luminico.
Estas diferencias se determinaron por un test ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, ***
p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre, ns: no significativo.

3.4 Evaluacion de la tolerancia a estrés salino en las lineas pGWB2/DcPsy1 y
pGWB2/DcLcyb1 de tabaco

Una de las funciones de los carotenoides en las plantas esta relacionada con la
limpieza de EROS (Du y col., 2001), las cuales son producidas en plantas por efecto

del dafio generado por estrés salino, entre otros factores de estrés. Con el fin de
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dilucidar si un aumento en el contenido de carotenoides es capaz de conferir tolerancia
a estrés salino en las plantas de tabaco pGWB2/DcPsy? y pGWB2/DcLcyb1, se
llevaron a cabo experimentos para cuantificar el dafio producido por tratamientos de
estrés salino en las plantas de tabaco mediante la cuantificacién de malondialheido
(MDA), Fuga Electrolitica Relativa desde las membranas post tratamiento salino agudo
y ensayos de peso fresco post tratamiento salino crénico.

3.41 Ensayo de peroxidacién lipidica en plantas pGWB2/DcPsyT y
pGWB2/DcLcyb1 bajo estrés salino

La susceptibilidad a la peroxidacion lipidica de las membranas es otra medida
de tolerancia de plantas a esitrés ambiental/ abidtico y fue determinada mediante ia
cuantificacién del contenido de malondialdehido (MDA), iuego de un tratamiento de
estrés salino. Para ello discos de hoja de plantas de tabaco wt y de las lineas
transgénicas fueron inmersos en una solucion de 250 mM NaCl o en la condicion
control, sin NaCl (Materiales y Métodos 2.8). Como se muestra en la Figura 8A, no
hubo diferencias significativas en el contenido de MDA entre los discos de hoja wt y las
lineas transgénicas bajo condiciones de tratamiento control. Luego de la aplicacion del
tratamiento de estrés salino, la linea transgénica 1B mostrd un menor contenido de
MDA, el cual fue significativo comparado con el control wt luego de tres dias de
tratamiento y se condice con la mayor cantidad de carotenocides que muestra esta
linea, mientras que las lineas 2A y 3B muestran un mayor contenido de este
compuesto sin encontrarse diferencias significativas respecto al control sin transformar
wt. Por otro lado, en el caso de las lineas transgénicas pGWB2/Dclcyb1 14, 15 v 16,
(Figura 8B) todas ellas mostraron un menor contenido de MDA comparado con el

control wt luego de 3 dias de tratamiento en condiciones de estrés salino, datos que
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muestran una clara correlacion con el contenido de carotenoides totales y especificos

que presentan estas lineas.
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Figura 8. Medicion del contenido de MDA en lineas transgénicas. (A) Contenido de MDA
para lineas pGWB2/DcPsy1 y el control wt (B) Contenido de MDA para lineas pGWB2/DcLcyb1
y el control wt. Las mediciones fueron realizadas en discos de hoja de plantas de tabaco de 3
meses infiltrados con una solucién de 250 mM NaCl (condicién NaCl), luego de 3 dias de
tratamiento. La condicion control corresponde a discos de hoja sin tratamiento. Los asteriscos
indican diferencias significativas existentes entre cada linea con el control wt con tratamiento de
estrés salino (NaCl). Estas diferencias se determinaron por un test ANDEVA de una via y un
post test de Dunnet, * p<0.05. Control: sin tratamiento de estrés salino, NaCl: tratamiento de
estrés salino 250 mMNacCl, wt: planta de tabaco silvestre, ns: no significativo.
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3.4.2 Ensayo de fuga electrolitica en plantas pGWB2/DcPsy1 y DcLcyb1 bajo
estrés salino agudo

Para profundizar el anélisis de la tolerancia a estrés abidtico conferida por el
efecto de la acumulaciéon de pigmentos carotenoides, se realizé el ensayo de fuga
electrolitica para evaluar la respuesta de las lineas transgénicas estudiadas Iuego de
un estrés salino agudo en plantulas de tabaco T; de 17 dias. Este ensayo se llevé a
cabo en triplicado biolégico, donde cada réplica constaba de un poof de 5 piantas, para
cada linea y el control wt. La técnica se estandarizé utilizando el control wt y la linea
pGWB2/DcLcyb1 L16, realizando mediciones a las 3, 6, 9, 12, 24 y 48 hrs luego de un
tratamiento en NaCl 250 mM. Los datos fueron tomados a los 0, 10, 20, 30 y 40
minutos post traspaso desde el medio salino a vasos precipitados que contenian agua
desionizada (Materiales y Métodos 2.5). Luego de realizar esta estandarizacion, se
decidié considerar, para efectos de este trabajo, el tratamiento de Ias 12 horas en NaCl
250 mM y la medicién a los 40 minutos en agua desionizada, post traspaso de las
plantulas desde la solucidn salina, dado que se cbservaba la mayor diferencia entre

L16 y wt (Datos no mostrados).

Como se observa en la Figura 9, en condiciones control, no se observaron
diferencias significativas entre las lineas transgénicas evaluadas y el control wi,
indicando que los valores obtenidos de este experimento se deben al efecto del
tratamiento de estrés aplicado en estas plantulas. Por otro lado, tanto las lineas
pPGWB2/DcPsy1 como las lineas pGWB2/DcLcyb? mostraron un menor porcentaje de
pérdida de electrolitos que alcanza valores del 40% en promedio, poniendo en
evidencia que el estrés aplicado genera un efecto en las plantulas transgénicas, sin

embargo, esta pérdida de electrolitos es menor que la observada en plantulas wt, la
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cual alcanza un valor por sobre el 60% de fuga electrolitica. En el caso de las lineas
14, 15 y 16, existe una clara correlacion entre el contenido de carotenoides y los
resultados que muestra este experimento. Sin embargo, se observa que para las
plantas transformadas con el gen DcPsy1, el aumento en el nivel de carotenoides se
condice con una menor pérdida de electrolitos sélo en el caso de la linea 1B y 3B,
mientras que la lineas 2A muestra un porcentaje significativamente menor de pérdida

de electrolitos sin ser una linea que muestre un mayor contenido de carotenoides.

=2

0 o SRR Y

0 mM NaCl 250 mM NacCl

O owt

T ] L4
B3 L15

o, L16

0 S

0 mM NacCl 250 mM NaCl

Figura 9. Pérdida de electrolitos en lineas transgénicas. (A) Porcentaje de pérdida de
electrolitos para lineas pGWB2/DcPsy1 y el control wt (B) Porcentaje de pérdida de electrolitos
para lineas pGWB2/DcLcyb1 y el control wt. Los experimentos se llevaron a cabo en 3 réplicas
bioldgicas, cada una compuesta por un grupo de 5 plantulas de tabaco de 17 dias. El grafico
muestra la condicion control sin tratamiento y NaCl (tratamiento de estrés salino 250 mM NaCl
por 12 hrs). Los asteriscos indican diferencias significativas existentes entre cada linea con el
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control wi con tratamiento de estrés salino. Estas diferencias se determinaron por un test
ANDEVA de una via y un post test de Dunnet, * p<0.05; ** p<0.01 wi: planta de tabaco silvestre,
ns: no significativo.

3.4.3 Evaluacién de la tolerancia a estrés salino crénico de plantas
transformadas con el gen DcPsyT y DelLecyb1

Con el fin de profundizar y dar una respuesta a los resultados obtenidos en el
experimento anterior, en donde la mayoria de las lineas presentan una correlacion
entre su contenido de carotenocides y la tolerancia al tratamiento de estrés aplicado
salvo la linea 2A, se decidi6 evaluar la tolerancia a un estrés salino crénico en plantas
de tabaco T, de 17 dias. Las plantulas fueron sembradas en un total de 30 semillas por
linea y control sin transformar wt, y se crecieron durante 13 dias en condiciones in
vitro, en medio MS sin sacarosa y en presencia del antibidtico de seleccion kanamicina
en el caso de las plantulas transgénicas, mientras que el control wt fue cultivado en MS
sin sacarosa en ausencia del antibidtico. Al finalizar los 13 dias, un grupo de 15
plantulas, por linea y control wt, fue traspasado a un medio MS sin sacarosa,
suplementado con NaCl 250 mM (condicién llamada NaCl) y el grupo restante de 15
plantulas fue traspasado a un medio fresco MS sin sacarosa sin NaCl (control)
(Materiales y Métodos 2.6). Todas las plantas (tanto condicién control como NaCl),
fueron crecidas durante 16 dias en condiciones in vitro. Se determiné el peso fresco de
las plantulas T, de las lineas pGWB2/DcPsy1 1B, 2A, 3B y las lineas pGWB2/Dclcyb1
14, 15 y 16, ademas del control sin transformar (wt), al finalizar los 16 dias de

tratamiento.
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3.4.3.1Tolerancia a estrés salino crénico de plantas transformadas con el gen
DcPsy1

En condiciones normales de cuitivo, el peso fresco de plantulas wt control (sin
tratamiento salino) liegd a ser, en promedio, 17,74 mg luego de 29 dias de crecimiento
(Figura 10). Para la linea 2A control, este valor alcanzé un promedio de 36,63 mg,
diferencia que fue estadisticamente significativa. En las plantulas de las lineas L1B y
L3B control, este promedio llegd a los 34,19 mg y 45,78 mg, respectivamente,
mostrando diferencias estadisticamente significativas en cuanto al peso fresco de estas

dos lineas comparado con el control wt (Figura 12 Anexa).

Por ofro lado, luego de 16 dias de tratamiento con NaCl se observd que las
plantas wt experimentan una disminucion en su peso fresco, alcanzando un promedio
de 12,8 mg, el cual corresponde a un 28% de disminucién respecto a su condicién
control. Para el caso de las lineas transgénicas, este valor llega a 24,06 mg (L1B),
17,11 (L2A), y 31,09 mg (L3B), comespondiendo a un 30%, 53% y 32%,
respectivamente, indicando la susceptibilidad de las lineas transgénicas a un
tratamiento de estrés salino crénico. Tanto para las plantulas wt como para las lineas
1B, 2A y 3B, los datos indicaron que existen diferencias significativas entre la condicién
control y el tratamiento NaCl de cada una de ellas, indicando que el tratamiento de

estrés aplicado generé un efecto negativo en la biomasa de las plantulas.
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Figura 10. Determinacion del peso fresco de plantulas transgénicas sujetas a tratamiento
con Nacl in vitro. El peso fresco de las plantulas transgénicas T, de las lineas pGWB2/DcPsy1
fue determinado en pléntulas de 29 dias, luego de 16 dias de crecimiento en condicién control o
en condicion NaCl 250 mM. Se indica en porcentaje la disminucion en peso fresco para aquellas
lineas que asi lo experimentaron. Los asteriscos indican diferencias significativas comparando
cada control y su tratamiento. Estas diferencias se determinaron por un test de T de dos colas,
no pareado. **: p<0.01; *** p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre, ns: no significativo.

3.4.3.2Tolerancia a estrés salino crénico de plantas transformadas con el gen
DcLcyb1

En plantulas crecidas bajo condiciones control solo las plantulas
correspondientes a la L16 mostraron diferencias significativas en su preso fresco al
comparar con plantulas wt y las lineas 14 y 15, alcanzando un promedio de 48 mg en
la condicion control medida a los 29 dias (Figura 13 Anexa). En relacién al tratamiento
de estrés salino aplicado (condicién NaCl), tanto las plantulas wt como la L16
experimentaron una disminucion en su peso fresco, siendo ésta mas drastica en el
grupo de plantulas wt, las cuales experimentaron una disminucién del 64% en su peso
fresco producto del estrés salino aplicado (Figura 11). La linea 16, por su parte,

disminuy6 en un 33%. Cabe destacar que las lineas 14 y 15 mostraron un incremento

52




del 80 y 100% en su peso fresco, respectivamente, luego de ser sometidas a

condiciones de estrés salino con NaCl 250 mM.

33%
60 |_|"
100% 3 Control
o s T 3 NaCl

mg de peso fresco

— .
64% -
R ’_‘_K
v Figura 11.

Determinacion del peso fresco de plantulas transgénicas sujetas a tratamiento con NaCl
in vitro. El peso fresco de las plantulas transgénicas T, de las lineas pGWB2/DcLcyb1 fue
determinado en plantulas de 29 dias, luego de 16 dias de crecimiento en condicién control o en
NaCl 250 mM. Se indica en porcentaje la disminucion en peso fresco para aquellas lineas que
asi lo experimentaron. Los asteriscos indican diferencias significativas comparando cada
control y su tratamiento. Estas diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no
pareado.* p<0.05, ** p< 0,01*** p<0.001 wt: planta de tabaco silvestre, ns: no significativo.
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4 DISCUSION

4.1 Determinacién de la expresion de los genes DePsy7 y Del.cyb1 en plantas
transgénicas de N. fabacum y su participacion en la sintesis de
carotenoides

Con el fin de determinar el nivel de transcritos de los transgenes DcPsy? y
DclLcyb1, se evalud la expresion relativa de estos en las lineas Tide N. tabacum para
corroborar que expresaran el transgen, al igual que las lineas parentales T, de donde
provienen y asi luego establecer una relacién entre el nivel de transcritos de cada gen
y el contenido de carotenoides y clorofilas.

4.1.1 Las lineas transgénicas de N. fabacum que expresan el gen DcPsy1

presentan una expresion diferencial del transgen, como también una
acumulacioén diferencial de carotenoides.

Los resultados indicaron que el gen DcPsy? se expresd de forma diferencial
entre las lineas evaluadas, observandose que solo una linea acumulé un alto contenido
de trascritos del gen, mientras que otra mostré nivel intermedio v la linea L1B presentd
un bajo nivel de expresién relativa (Figura 1). Esto podria atribuirse al método de
transformacion utilizado, ya que mediante la transformacién con A. fumaraciens, la
insercion del transgen en el genoma vegetal ocurre de forma azarosa lo cual podria
conducir, en ciertos casos, a una insercién en regiones de heterocromatina con baja
tasa de transcripcion. Asi, la expresion de genes de interés puede atribuirse al lugar de

insercién en el genoma de la planta (Gelvin y col., 2007)

En cuanto al contenido de carotenoides, los resultades indican que existe una

acumulacién diferencial de carotenoides totales, B-caroteno y luteina en las lineas
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transgénicas para DcPsy?. Sélo la linea 1B, la que presenté el nivel mas bajo de
abundancia de transcrito, mosiré un incremento en su contenido de carotenoides
totales y especificos, mientras que la linea 3B experimentd un incremento en los
carotenoides totales y B-caroteno, pero solo mostrd una tendencia al aumento en
cuanto a la luteina. En contraste, la linea 2A, que fue aquelia que mostré la mayor
acumulacion de transcritos, mostré una inalteracidn en su contenido de carotenoides
totales y especificos. Estos resultados se condicen con lo reportado por otros autores
(Busch y col., 2002) en donde se obtuvo lineas transgénicas de N. fabacum que
experimentaron una reduccién significativa de algunos carotenoides totales a pesar de
mostrar una expresion aumentada del gen NiPsy71, como también otros estudios en el
modelo vegetal A. thaliana indican que la expresion constitutiva de AtPsy1 no conduce
a un aumento en el contenido de carotenoides en hojas (Mass y col., 2009).
Antecedentes previos de nuestro grupo de laboratorio indican que se observo la misma
tendencia en la generacién T, de donde provienen estas plantas, en donde se concluyo
que os niveles de carotenoides estan inversamente relacionados con los niveles de
transcrifo de este gen y que la sobre-expresién de DcPsy1 afectaria el desarrollo de las
plantas de tabaco (Acevedo, 2011). De acuerdo a lo anteriormente expuesto, pademos
concluir de lo observado en la linea 1B y la linea 2A que el nivel de acumulacién de
transcritos de DcPsy7 en plantas de tabaco se encuentra inversamente relacionado
con la cantidad de carotencides registrados, ya gue una menor acumulacion de
transcritos del transgen conllevé a un aumento en el contenido de carotenoides totales
como especificos, sin embargo, la mayor acumulacion de transcritos observada en Ia
L2A no generd un cambio en el contenido de estos pigmentos, manteniendo inalterado

los niveles. Estos resultados conirastan con lo observado en plantas de tabaco que
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expresan el gen DcPsy2, donde las lineas con mayores niveles de carotenoides totales
mostraron un alto nivel de expresion del fransgen (Acevedo, 2013).

4.1.2 La expresion del gen DclLcyb? causa un aumento en los niveles de
carotenoides en plantas de tabaco

Luego de corroborar que las lineas transgénicas 14, 15 y 16 expresaran el gen
Leyb1de D. carofa, se evaiué el contenido de carotenoides de cada linea, encontrando
que éstas presentaron un aumento significativo en carotenocides totales y especificos
(tanto B-carotenc como luteina) (Figura 2). En general, se observo que el efecto de la
expresion del gen DcLcybT condujo a un aumento en el nivel de carotencides de forma
homogénea entre las lineas analizadas, a pesar de observarse una tendencia mas
marcada al aumento en la L16, ésta fue significativa sélo al comparar el contenido de
B-caroteno con la linea 15. Estos resultados se condicen con antecedentes previos de
nuestro laboratorio, en donde el grupo de lineas transgénicas para pGWB2/DcLcyb1
mostrd una tendencia general al aumento en los niveles de carotenoides, lo cual se
correlaciond con los niveles de expresion del fransgen presentados por estas lineas en
la generacion T,. Estos resultados concuerdan con lo obtenido por otros autores,
donde la sobreexpresion de genes Lcyb y la combinacion de este gen con otros genes
carotenogenicos se ha correlacionado con un aumento del contenido de carotenoides

totales (Diretto y col., 2007; Ahn y col., 2012, Guo y col., 2012)

Los carotenoides, sintetizados en el cloroplasto, comparten precursores
comunes con otras rutas biosintéticas de compuestos isoprenoides cuya sintesis tiene
lugar en el mismo organelo. Entre ellas se encueniran las plastoguinonas (PQ), la

cadena de fitol de las clorofilas, filoquinonas, tocoferoles y el acido giberélico (GA)
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(Meier y col., 2011). Con el fin de determinar el efecto de la expresidon heteréloga de
los genes DcPsyt1 y Dcleyb? en el sistema vegetal N. fabacum y considerando
antecedentes previos que indican que la expresidn constitutiva de genes de D. carofa
en este modelo es capaz de modular la expresién de algunos genes carotenogénicos
enddgenos (Moreno, 2011), se procedid a analizar la expresion de genes enddégenos
claves en la sintesis de pigmentos carotenoides (NiPsy?, NtPsy2, NtLcyb?) y de

clorofila (NtChi).

En el caso de las plantas transformadas con el gen DcPsy1, se observd que
sélo la linea que acumuld mayor contenido de carotenoides (Figura 5) mostré una
clara tendencia al aumento en el nivel de transcritos de los genes carotenogénicos
endogenos analizados. A su vez, esta linea presentd los menores niveles de transcritos
del transgen, por lo que el aumentio en el contenido de carotencides totales y
especificos observado podria estar dado por la induccion de los genes
carotenogénicos enddgenos analizados y no por efecto Unico del transgen. Cabe
mencionar que este aumento en el nivel de transcritos de los genes enddgenos es
producto de una modulacion de la ruta de biosintesis de carotenoides dada por la
expresion constitutiva del gen Psy? de D. carota, lo cual se condice con reportes
previos de nuestro grupo de laboratorio (Moreno, 2011). Estos resultados contrastan
con lo observado en plantas de tabaco que expresan el gen DcPsy2 en donde las
lineas que presentaron mayor contenido de carotenoides mostraban una disminucion
significativa en la expresidén de los transcritos endégenos de Psy, demostrando la
funcionalidad de este transgen al ejercer un efecto directo en el aumento de
carotenoides a través de su expresion (Acevedo, 2013). Sumado a esto, las lineas

Psy2 con un mayor contenido de B-caroteno, presentaron niveles menores o
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inalterados del gen NiLcyb1, el cual tiene directa relacion en la sintesis de este
compuesto, indicando que la expresion constitutiva de DcPsy2 es suficiente para

aumentar el contenido de este pigmento (Acevedo, 2013).

Las plantas T, transformadas con el gen DcLcyb? mostraron una induccién de
los tres genes carotenogénicos enddgenos analizados (Figura 6), resultados que
confirman lo observado en la generaciéon T, y sugiere la existencia de un mecanismo
de regulacién positiva en los genes carotenogénicos NtPsy y NtLcyb mediada por la
expresion heterdloga de DcLeyb?. En todas las lineas analizadas (14, 15 Y 16), se
observo un aumento en el contenido de carotenoides totales y especificos (Figura 4),
lo cual podria ser explicado por el efecto directo del transgen y por una modulacion
transcripcional de genes carotenogénicos producida por éste, lo cual, en conjunto, lleva
a un incremento en el contenido de carotenoides totales y especificos.

4.2 Las lineas transgénicas de N. fabacum que expresan el gen DcPsy? y
DcLcyb1 poseen un incremento en el contenido de clorofila

Tomando en consideracién la estrecha coordinacion existente entre los niveles
de carotenoides y clorofila en el tejfido fotosintéticos, y ya que comparten al GGPP
como precursor comun, se evaiué el contenido de clorofila en las lineas transgénicas,
encontréndose un aumento en el contenido de clorofilas totales en todas las Iineas
analizadas (Figura 3 y 4). Esto podria estar dando cuenta de una coordinacion entre la
sintesis de ambos pigmentos, con el fin de asegurar el comrecto desarrolio de Ia planta
(Toledo- Ortiz y col., 2010). Cabe recordar que tanto la clorofila como los carotencides
cumplen un rol fundamental en el ensamblaje de los complejos captadores de luz y, por

separado, ambos pigmentos son participes del proceso de absorcién de energia
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luminica para derivar a la fotoquimica (clorofilas), como de la disipacion del exceso de
esta energia en forma de calor y emision de la fluorescencia, en el caso de los

carotenoides y clorofila, respectivamente.

Por otro lado, para responder el aumento en el contenido de clorofilas totales en
todas las lineas transgénicas evaluadas en este trabajo y considerando la estrecha
relacién funcional con los carotenoides, se incluyé en este andlisis el gen codificante
para la clorofila sintasa (Chl). Se observd un aurnento en el nivel de transcritos de este
gen para todas las lineas analizadas, dando cuenta de esta coordinacion en la sintesis
de ambos pigmentos. Estos resultados se condicen con lo reportado por nuestro grupo
de investigacion al sobre expresar el gen Icyb1 en tabaco (Moreno y col., 2013; Cerda,
2015).

4.3 Las lineas de tabaco que expresan el gen DcPsy? y DcLcyb? presentan un
aumento en la eficiencia del PSII

En plantas superiores, los carotenoides y las clorofilas estan unidas a proteinas
especificas, cumpliendo un rol estructural fundamental en el ensamblaje de los
complejos cosechadores de luz de los fotosistemas | y I (Hartel y Grimm 1998). Por
una parte, el B-caroteno se encuentra, principalmente, en los centros de reaccién de
ambos fotosistemas, mientras que las xantofilas, como luteina, se unen a los complejos
cosechadores de luz (Thayer y Bjérkman, 1992; Bassi y col.,1993; Ruban y col., 1994:
Lee y Thomber, 1995). Por este motivo, el aumento en el contenido de carotenoides
tanto en las lineas que expresan el gen DcPsy? como aquellas que expresan el gen

DcLcyb1, podria estar asociado a un aumento en el rendimiento fotosintético del PSII.
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En el proceso de la fotosintesis, parie de la energia absorbida es transferida
como energia de excitacidn y luego en el centro de reaccion es ufilizada para la
reaccion fotoquimica. El resto de la energia, la cual esta en exceso, es disipada
principalmente como calor y, en menor grado, es re-emitida como fluorescencia. Son
diversos los factores que afectan el funcionamiento de! PSII, lo cual generara cambios
en la fluorescencia de la clorofila, motivo por el cual el indice de Fv/Fm ha sido un
parametro tradicionalmente utilizado como indicador de estrés en plantas (Krause y

Weis, 1991; Larcher, 2003).

En las planias de tabaco en condicion control (sin estrés luminico) (Figura 7),
tos valores de Fv/Fm son fisiologicamente normales segin se ha reportado en otros
estudios (Krause, 1988; Krause y Weis, 1984, 1991; Rizza y col., 2001). Luego de
aplicar el tratamiento de estrés luminico, se observé una fotoinhibicién en todas las
lineas analizadas, sin embargo, estos valores no bajaron tan drasticamente como lo
hizo el control sin transformar wt. El fendmeno de la fotoinhibicién, el cual se traduce
en una alteracién de la actividad fotosintética gatillada por un exceso de luz, puede
dividirse en dos clases segun el tiempo de recuperacién de la planta para salir de este
estado. Una fotoinhibicién dindmica es aquella en que la planta es capaz de re
distribuir el exceso de energia mediante mecanismos de disipacion de ésta, en forma
de calor (ciclo de las xantofilas), mediante la reaccién de Mehler, fotorespiracion, entre
ofros. Esto indica que la planta se ve afectada por el exceso de energia luminica, pero
posee los mecanismos para trabajar en la fotoproteccion de su fotosistema y asi,
restablecer en cortos periodos de tiempo su equilibrio. Por otro lado, valores de Fv/Fm
bajos, indicarian que los mecanismos de fotoproteccién no fueron suficientes y estas

plantas necesitan de un periodo prolongado de recuperacion tras el tratamiento de
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estrés luminico, como también indica que existe un dafio del aparato fotosintético
(Osmond, 1994). En concordancia con lo anteriormente expuesto, se cbservé que
todas las lineas transgénicas mostraron valores de Fv/Fm significativamente mayores
al comparar con el control wt y éste, por su parte, mostré una fotoinhibicién de tipo
cronica, mientras que las lineas transgénicas muestran una fotoinhibicién de tipo

dinamica.

La energia luminica absorbida por la clorofila en las hojas es utilizada como
energia fotoquimica, desencadenando la fotosintesis. El exceso restante, es disipado
como calor o puede ser re-emitido como luz, lo cual se conoce como fluorescencia de
la clorofila. Estos procesos ccurren en competencia, por lo que el incremento en uno
de ellos resulta en la disminucion en el rendimiento de los otros dos. De acuerdo a los
resultados obtenidos y cormelacionando esta respuesta con el contenido de
carotenoides y clorofila, se sugiere que fodas las lineas analizadas presentan los
mecanismos suficientes para llevar a cabo la fotoproteccion de su aparato fotosintético
ya que al acumular mayor contenido de carotenoides totales y especificos (segun
corresponde), otros mecanismos de disipacion podrian estar siendo potenciados, como
también una mayor eficiencia en el uso de la energia luminica para los procesos
fotoquimicos. Cabe destacar que es necesario medir otros pardmetros, fotoquimicos y
no fotoquimicos, para dilucidar con mayor exactitud la respuesta que se observa en
las lineas analizadas frente al fratamiento de estrés aplicado. Sin embargo, los
resultados obtenidos nos aportan informacién valiosa para responder la hipotesis

planteada en este trabajo.
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4.4 Existe una relacién entre el contenido de carotenoides y la defensa contra
estrés oxidativo en las lineas transgénicas analizadas

El estrés salino es uno de los factores ambientales mas limitante en cuanto a la
productividad y distribucidn de los cultivos en el mundo (Tuteja, 2007). Este tipo de
estres genera efectos negativos en la planta, exponiéndola a estrés osmético, toxicidad
idnica y estrés oxidativo, lo cual conlleva a la produccién de especies reactivas de

oxigeno (Zhu, 2002).

La susceptibilidad a la lipoperoxidacion de membrana, fendémeno que se
presenta producto del dafio oxidativo en la membrana de las células expuestas a
estrés, fue determinada mediante el analisis del contenido de malondialdehido (MDA)
en piantas bajo un tratamiento de estrés salino (Materiales y Métodos 2.8). Las lineas
transgénicas portadoras del gen DcPsy? mosfraron una respuesta variable en cuanto
al contenido de MDA luego de un tratamiento de estrés (Figura 8). Sélo la linea 1B
mostré un menor contenido de este compuesto, lo cual se condice con su mayor
acumulacion de carotenoides. En el caso de las lineas que expresan el gen Dclcyb?,
tedas mostraron un menor contenido de MDA comparado con el control wt (Figura 8).
Los resultados indican que existe una relacién entre el contenido de carotencides y la
tolerancia a estrés oxidativo medida, indirectamente, mediante la formacion de MDA
como producto de la peroxidacion lipidica de las membranas celulares, indicando que
existe un mecanismo de eliminacidn del dafio oxidativo generado por el estrés salino
en las plantas fransgénicas que acumulan mayor contenido de carotenoides. Existen
evidencias que sugieren que Ia resistencia al estrés oxidativo puede estar en parte

relacionado con la tolerancia al estrés salino (Mittova y col., 2002; Badawi y col., 2004),
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mientras que los carotenocides pueden funcionar directamente como compuestos

antioxidantes, eliminando el exceso de EROS (Krinsky, 1989).

Una exposicion prolongada al estrés salino conlleva a la produccion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales son una fuente de reacciones téxicas para la
céluia, como lo son la peroxidacién lipidica, degradacién de proteinas y mutaciones en
el ADN (Price y Handry, 1991; Vinocur y Altman, 2005; Pitzschke y col., 2008). La
peroxidacion lipidica, en membranas celulares y de organelos, se produce cuando los
niveles de EROS alcanzan concentraciones sobre un umbral, afectando no solo el
funcionamiento normal de la célula, si no también agravando el estrés oxidativo
mediante la produccion de radicales derivados de los lipidos (Montillet y col., 2005). El
malondialdehido, resulta ser un indicador del dafio oxidativo y, en conjunto con la
estabilidad de las membranas, pueden ser utilizados para diferenciar entre tolerancia y
sensibilidad al estrés salino (Meloni col., 2003). Por este motivo resulta interesante lo
observado en las lineas transgénicas Dclcyb? las cuales muestran una respuesta
homogénea en cuanto a la tolerancia al estrés salino, siendo posible sugerir que la
mayor acumulacién de carofenoides totales y especificos en estas lineas conlleva a
una mejor respuesta de prevencion frente al dafio oxidativo, resultados que
concuerdan con lo reportado por Chen y col. (2011) en donde Ia expresién heterdloga
del gen Lcyb de la especie haldfita Salicomia europea en A. thaliana, confirid tolerancia
al estrés oxidativo inducida por estrés osmotico y salino, mostrando un menor

contenido de H,O» y MDA.

Los resultados obtenidos indican que la mayor eficiencia fotoquimica del PSIl y
el menor contenido de MDA, detectado en las plantas transgénicas sometidas a estrés

salino, estan directamente relacionados con el contenido de carotenocides, dado por
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efecto de la expresion del transgen, sobre todo Dclcyb?, y la modulacién que éste
ejerce en genes clave de la ruta de biosintesis de carotenoides y clorofilas,
respondiendo asi a la hipdtesis planteada en este trabajo.

4.5 Las lineas transgénicas muestran una menor fuga electrolitica luego de un

tratamiento de estrés salino agudo y menor pérdida de peso fresco luego
de un estrés salino cronico

Para profundizar y dar una respuesta més global en cuanto al escenario en que
las plantas fransgénicas toleran el estrés salino, como también para relacionar los
resultados aqui obtenidos con antecedentes previos de nuestro grupo de laboratorio,
se realizaron ensayos en plantulas de 17 dias y 1 mes de edad las cuales fueron

sujetas a tratamientos de estrés salino agudo y crénico, respectivamente.

Para evaluar la respuesta de las lineas transgénicas estudiadas luego de un
estrés salino agudo, plantulas de tabaco Ty de 17 dias fueron tratadas con NaCl 250
mM y, posteriormente, se realizaron mediciones de la fuga de iones desde sus
membranas celulares utilizando la técnica de Fuga Electrolitica Relativa (Materiales y
Métodos 2.5). Los resultados indican que existe un menor porcentaje de fuga de iones
en las plantas transgénicas, comparado con las plantas wt en todas las lineas
fransgénicas analizadas. Estos resultados se condicen con el contenido de
carotenoides en las lineas 14, 15 y 16, indicando que sus membranas experimentan un
menor dafio por efecto del estrés salino aplicado, lo cual se traduce en una menor
permeabilidad de éstas. Si bien es cierto, las plantas Psy? muestran una correlacién
evidente en el contenido de carotenoides y su porcentaje de fuga de electrolitos sélo en
el caso de la linea 1B y 3B, y no asi para la linea 2A, es importante recordar que la

medicion del contenido de carotenoides se realizé en plantas de 3 meses, mientras que
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estos experimentos se llevaron a cabo en plantulas de 17 dias, lo cual podria tener un
efecto adicional en los resultados obtenidos. Por ofro lado, el estrés aplicado fue de
tipo agudo, lo cual explica en parte que la L2A muestre resultados que la hacen
postular como una linea folerante, segin lo observado en este experimento como
también en Fv/Fm, en donde mostro valores de eficiencia similares a las lineas que
acumulan mayor contenido de carotencides. Estos resultados contrastan con lo
observado en la determinacién del contenido de MDA (tratamiento crénico), en el cual
se infiltrd la solucion salina y el material vegetal se incubd por tres dias en ésta,
mostrando que las lineas 2A y 3B acumularon un mayor contenido de este compuesto,
el cual corresponde a un producto final del estrés oxidativo. Es probable que ios
resultados observados en los experimentos en que se aplicé un estrés agudo (sea
salino o luminico) estén relacionados con una produccién de EROS que genera dafio
en el sistema vegetal, pero a su vez, actdan como estimulo para desencadenar la
cascada de respuestas asociadas a la proteccion y eliminacion de estos compuestos,
ya que se debe considerar que las plantas poseen mecanismos basales de respuesta a
estrés. Es decir, los resultados observados en estos experimentos podrian no tener
relacion con el aumento o no en el contenido de carotenoides, pués lo que se esta
observando es una respuesta basal de las plantas en estudio. Esta sefalizacién
depende de la existencia de un equilibrio entre la produccion de EROS y los
mecanismos de proteccion que poseen las plantas contra el estrés oxidativo (Gratao y
col., 2005). La lipoperoxidacion, tanto en membranas celulares como de organelos,
tiene lugar cuando los niveles de EROS alcanzados superan un umbral determinado,
afectando no solo el funcionamiento celular normal, sino que también agravando el
grado de estrés oxidativo mediante la produccion de radicales derivados de los lipidos,

como el MDA (Montillet y col., 2005). Asi, se sugiere que la respuesta observada en
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cuanto a la L2A se debe a que los tratamientos de estrés agudo, aplicado a plantas de
17 dias, generaron un estrés oxidativo que se manfuvo dentro de un umbral que
permitié a las plantas desencadenar una respuesta de eliminacién de EROS, mientras
que en pericdos mas prolongados (resultado de plantas de 3 meses), el estrés
aplicado sobrepasa este umbral y entonces se genera la respuesta diferencial frente al

estrés, dada por la mayor acumulacion de carotenoides en las lineas en estudio.

Continuando con ia evaluacion de la respuesta a estrés salino, plantulas de
tabaco de 13 dias fueron sometidas durante 16 dias a condiciones de estrés salino,
constituyendo asi una condicién crénica que posteriormente fue evaluada (Materiales
y Métodos 2.8). Los resultados indican que para las lineas DcPsy7 no existe una
correlacion entre el contenido de carotenoides y la respuesta frente al estrés de tipo
crénico, ya que tanto la L1B como la L3B, las cuales acumulan mayor cantidad de
carotenoides, muestran una pérdida en peso fresco mas drastica que la observada en
el control wt, al comparar la condicién contral con la condicidn bajo tratamiento NaCl
crénico. Por ofro lado, |a linea 2A experiment6 la pérdida en peso fresco mas drastica,
lo cual se correlaciona con su baja acumulacion de carotenoides. Estos resultados se
condicen con Io planteado anteriormente en cuanto a la duracién del estrés aplicado,
indicando que en periodos mas prologados, la linea 2A mostré susceptibilidad frente al
dario oxidativo generado por el estrés salino. Antecedentes previos de nuestro grupo
indican que plantulas de tabaco que expresan Psy2, de igual edad, sometidas al
mismo tratamiento, muestran una disminucion menos drastica en su peso fresco
comparado con plantulas wt bajo las mismas condiciones (Acevedo, 2013). Estos
antecedentes, en conjunto con la correlacion entre los niveles de transcritos y Ia

acumulacion de carotenoides totales y especificos, sugieren que el gen DcPsy2
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presenta una mayor funcionalidad en cuanto a aumentar el contenido de carotenocides
y la generacién de una tolerancia frente al estrés salino al compararlo con los

resultados obtenidos del analisis del gen DcPsy1 presentados en este trabajo.

En cuanto a las lineas transgénicas para el gen DcLcyb?, s6lo se observd una
disminucién en el peso fresco de la L16, sin embargo, ésta fue menos drastica que la
observada en plantas wt sometidas al mismo tratamiento, demostrando que por efecto
de la expresion del gen Dclcyb?, se produjo una mayor acumulacion de carotenoides
en esta linea lo cual se traduce en el desarrollo de un tolerancia al tratamiento de
estrés salino crénico aplicado. Interesantemente, las lineas 14 y 15 mostraron un
aumento en su peso fresco bajo condiciones de estrés salino, indicando que ademas
de tolerar esta condicién, su peso fresco presenta un incremento de un 80% en su
pesoc fresco para la L14 y un 100% para la L15. Se ha observado que plantas
transformadas con genes que codifican para osmoprotectores han experimentado un
aumento en su peso bajo condiciones de estrés salino, respuesta que esta dada por el
rol importante que cumplen los productos de estos genes en los mecanismos de
regulacion osmética bajo estrés salino (Karakas y col., 1997; Kavi y col., 1995; Zhuy
col., 1998). Si bien es cierto que los carotenoides cumplen una funcion antioxidante, la
acumulacion de EROS influye directamente en el crecimiento de las plantas ya que
puede generar un dario generalizado, en desmedro del equilibrio del funcionamiento de
la planta. Por este motivo, un aumento en el contenido de carotenoides, producto del
efecto global que genera la expresion del gen DcLcyb1, podria estar alterando otras
rutas metabdlicas, beneficiando la respuesta de tolerancia bajo condiciones de estrés

en estas plantas.
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Tomando en cuenta todos los resultados mostrados en este trabaijo,
proponemos que la expresion de los genes DcPsy? y Dclcyb1 tienen distintos efectos
en la conferencia de una tolerancia al estrés salino, dada por el efecto diferencial en la
acumulacion de carotenoides, generado por efecto de estos genes, en las plantas de

N. tabacum transgénicas.

Por un lado, el efecto del gen DcPsy? en la acumulacién de carotenoides
totales y especificos, no se condice con los niveles de expresion del transgen como
tampoco genera una respuesta clara frente al desarrollo de una tolerancia al estrés
salino. La mejor respuesta de F./F, puede ser respondida mayoritariamente por ei
aumento en clorofila que presentan todas las lineas, mas que por el aumento en
carotenoides. A pesar de mostrar una linea que podria sugerir que una baja expresion
del fransgen se traduce en una modulacién en el nivel de transcritos de genes
enddgenos clave de la ruta de biosintesis de carotenoides, generando un aumento en
el contenido de estos, la respuesta frente a condiciones de estrés salino crénicas, no
muestra el desarrolio de una tolerancia que se comelacione con el nivel de
carotenoides obtenido por efecto de la expresién del transgen. Sumado a esto, las
ofras dos lineas analizadas para este gen, indican que no existe una tendencia clara
que pueda explicar el efecto de la expresién de este gen en el incremento del
contenido de carotenoides y su posterior funcién como potenciador de la respuesta al

estras abidtico.

Reportes previos de otros grupos de investigacién indican que se ha atribuido el
desarrollo de la tolerancia a distintos tipos de esirés abidtico (entre ellos el esirés
salino) a genes Psy de distintas especies (Han y col., 2008; Li y col,, 2008 a y b;

Cidade y col., 2012). Los resultados de esta tesis en conjunto con otra de nuestro
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grupo de investigacion indican que en cuanto a los genes Psy de D. carofa, seria el
gen DcPsy2 y no DcPsy1, el que muestra un rol claro en promover el aumento en el
contenido de carotenoides y el desarrollo de una folerancia a estrés salino en plantas

de tabaco fransgénicas (Acevedo, 2013).

La expresion del gen DclLeyb? genera un incremento de carotenoides totales y
especificos, por efecto de si mismo y también debido al efectoc modulador en la
expresion de genes clave para la sintesis de carotencides. Antecedentes previos de
nuestro grupo indican que a expresién de Dclcyb7 en plantas de tabaco, genera una
induccion de los genes claves de la ruta de biosintesis de carotenoides, clorofilas y
giberelinas lo cual explica un incremento general de parametros de crecimiento
vegetativo y reproductivo de estas plantas (Moreno y col., enviado). Por otro lado, el
efecto de la expresion de este gen se ve materializado en el desarrollo de una
tolerancia al estrés abiético, principalmente, estrés salino y oxidativo, dado por un
aumento significativo en el contenido de carotenoides de estas plantas. Estos resultaos
indican que el gen Leyb7 de D. carofa es un excelente candidato para ser usado con
fines biotecnoldgicos en el desarrollo de piantas de cultivo tolerantes al estrés abidtico

mediante la manipulacién genética.
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5 CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas de este trabajo son:

. Las lineas de N. tabacum que expresan el gen DcPsy! muestran una
acumulacion diferencial de carotenoides totales y especificos el cual no se
correlaciona con los niveles de expresion del transgen y es variable entre las
lineas transgénicas analizadas

. Las lineas de N.tabacum que expresan el gen DcLcyb1 muestran un incremento
en el contenido de carotenoides totales y especificos por efecto de sf mismo y
tambien debido al efecto modulador del transgen en la expresion de genes
endogenos clave para la sintesis de carotenoides.

- Las lineas transgénicas DcPsy? y Dclcyb? muestran un incremento en el
contenido de clorofila lo que se correlaciona con un aumento en la expresion
del gen codificante para ia enzima clorofila sintasa (Chh y un aumento en la
eficiencia fotoquimica del fotosistema Il

. El gen DcPsy7 no confiere tolerancia a los tratamientos de estrés evaluados,
dada por la cantidad de carotenocides acumulada por efecto de la expresién del
transgen.

. Las lineas de N. fabacum que expresan el gen Dclcyb? muestran una
tolerancia al estrés salino y alta intensidad iuminosa, la cual podria estar dada
por el aumento en ia cantidad de carotenoides

- Finalmente, se concluye que Ia expresion heteréloga de ios genes Psy1y Leyb1
de Daucus carota confiere tolerancia a estrés salino, y menor susceptibilidad a

alta intensidad luminica lo cual se correlaciona con un aumento en la cantidad
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de carotenoides en las plantas de tabaco que expresan el gen DcLcyb? y no en

aquellas que expresan DcPsy1
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Figura Anexa 12 Determinacion del peso fresco de plantulas transgénicas cultivadas in
vitro. El peso fresco de las plantulas transgénicas T, de las lineas pPGWB2/DcPsy1 fue
determinado en plantulas de 29 dias de crecimiento en medio MS, condicién control. Los
asteriscos indican diferencias significativas comparando cada linea con plantas wt. Estas
diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no pareado. **: p<0.01; ** p<0.001,
wt: planta de tabaco silvestre, ns: no significativo.
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Figura Anexa 13 Determinacién del peso fresco de plantulas transgénicas cultivadas in
vitro. El peso fresco de las plantulas transgénicas T, de las lineas PGWB2/DcLeyb1 fue
determinado en plantulas de 29 dias de crecimiento en condicion control. Los asteriscos indican
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diferencias significativas comparando cada linea con plantas wt. Estas diferencias se
determinaron por un test de T de dos celas, no pareade. *™* p<0.001, Wi: planta de tabaco
silvestre, ns: no significativo
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