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RESUMEN
Los carotenoides son compuestos isoprenoides con un elevado poder antioxidante,
sintetizados en los plastidios de organismos fotosintéticos como las plantas, algunas
bacterias y hongos. Entre ellos, el B-caroteno es un componente esencial en la dieta
humana, al ser el principal precursor de la Vitamina A (retinol), cuya deficiencia genera
graves problemas de ceguera. Debido a sus beneficios en la salud humana, nosofros
proponemos desarrollar una nueva variedad de manzana capaz de sintefizar pro-
Vitamina A. En este trabajo, se usaron herramientas bioinforméaticas para optimizar el
gen fitoeno sintasa 2 (psy2) de Daucus carota, enzima que cataliza el primer paso y el
clave en la ruta de sintesis del B-caroteno; asi como el gen rio abajo en la ruta, fitoeno
desaturasa (crtl) de Xanthophyllomyces dendrorhous, fusionado a un péptido de transito
(pf). La expresion fue dirigida por el promotor especifico de fruto del gen de la
poligalacturonasa de tomate (pPG). Estas secuencias fueron utilizadas para sintetizar Jas
construcciones pPG::psy2::nos y pPG::pt::crtl::nos, las cuales fueron utilizadas para
generar dos vectores binarios propios, los cuales fueron transformados transitoriamente
en frutos de tomate y manzana mediante Agroinfiltracion. A través de analisis de RT-
PCR de estos tejidos, demostramos exitosamente la funcionalidad transcripcional de las
construcciones. Adicionalmente, mediante fusiones C-terminales a GFP de PSY2 y
PT::CRTI, fuimos capaces de comprobar la localizacion plastidial de ambas proteinas en
tomate. Estos resultados demuestran la funcionalidad de las construcciones y sugieren
fuertemente el uso de estos vectores con libertad de operar para aumentar ¢l contenido

de carotenoides en frutos, a traves de ingenieria metaboélica de plantas.
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ABSTRACT

Carotenoids are isoprenoid compounds with high antioxidant properties, synthesized in
plastids of photosynthetic organisms like plants, some bacteria and fungus. Between
them, B-carotene is an essential component in the human diet, because it is the main
precursor of Vitamin A (retinol), which deficiency leads to severe blindness. Due to
their benefits on human health, we proposed to develop a new apple variety able to
synthesize pro-Vitamin A. In this work, we used bioinformatics tools to optimize the
phytoene synthase 2 (psy2) gene of Daucus carota, enzyme that catalyzes the first and
key step in the B-carotene pathway; as well the downstream phytoene desaturase (crtl)
gene of Xanthophyllomyces dendrorhous, fused to a chloroplast transit peptide (pf). The
expression was directed by the fruit-specific promoter of tomato polygalacturonase gene
(pPG). These sequences were used to synthesized the cassettes pPG::psyZ2::nos and
PPG::pt::crtl: :nos, which were utilized to generate two self-made binary vectors that
were transiently transformed in tomato and apple fruits by Agroinfiltration. Through
RT-PCR analysis of these tissues, we successfully proved the transcriptional
functionality of the cassettes. Additionally, by PSY2 and CRTI GFP C-terminal fusions
we were able to check the plastidial localization of both proteins in tomato. These results
demonstrate the functionality of the cassettes and strongly suggest the use of these
freedom to operate vectors to raise the carotenoid content in fruits, through plant

metabolic engineering.
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1. INTRODUCCION

1.1. Situacién pais — Exportacién de Manzanpas en Chile

La industria fruticola chilena ha sufrido un importante desarrolio en los dltimos
affos, alcanzando un volumen de 2,45 M. de Ton. en exportaciones de fruta fresca
(Enero-Octubre del 2011), aportado entre 1 al 1,5% del PIB del pais (Mina, 2011a).

Esto ha logrado posicionar a Chile como una potencia agroalimentaria a nivel
mundial, lider en las exportaciones desde el hemisferio Sur. El principal destino de
exportacién de fruta fresca chilena es Estados Unidos, seguido de Holanda (la puerta de
entrada al mercado Europeo) y del mercado asidtico (Hong Kong, Taiwan, China y
Corea del Sur) (Mina, 2011a).

Dentro de las exportaciones de fruta fresca, las manzanas ocupan el segundo
Iugar, siendo el segundo mayor generador de divisas de la industria fruticola chilena,
alcanzando las 788.407 Ton. en el periodo Enero-Octubre del 2011. Esto significo
ingresos de M. $US 601,278; donde la variedad Fuji genero M. $US 63,13 de éstos
(Mina, 2011a).

En el afio 2010 China lider6 las exportaciones de manzanas con una participacion
de 14,2%, seguida de Chile con un 11,4%, lo que sittia a nuestro pais como el segundo
mayor exportador mundial de manzanas en este afio (Mina, 2011b).

Dentro de la superficie nacional plantada con manzanos, los manzanos rojos
representan cerca del 80%, registrindose a Royal Gala, Fuji, Red Chief y Scarlett como

las principales variedades. Las variedades Fuji Raku Raku y Fuji son las variedades




rojas que muestran un mayor crecimiento porcentual en el 2010 (15% y 60%
respectivamente), donde la variedad Fuji ocupa el tercer lugar de todas las variedades de
manzanas plantadas en superficie (3.497 ha) (Mina, 2011b).

La superficie plantada de manzanas se ha mantenido estable durante la década
2000-2010, sin embargo la produccién se ha visto duplicada, con una tasa de
crecimiento anual superior al 7%. De forma similar, el volumen de exportaciones ha
aumentado mas del doble, registrando una tasa de crecimiento anual del 8%. El valor de
las manzanas exportadas se ha triplicado durante la década, anmentando desde US$ 202
millones en el afio 2000 a US$ 624 millones en 2010, con una tasa de crecimiento anual
del 12% (Mina, 2011a).

Para mantener este liderazgo v poder competir con los eficientes productores a
nivel mundial, se requieren programas de desarrollo cientifico-tecnologicos que
permitan generar nuevas variedades de manzano, con el fin de abarcar nuevos mercados
o potenciar los ya existentes. Junto con esto, se ha observado una creciente motivacion
por generar nuevos alimentos funcionales que mejoren la calidad de vida y la salud de
las personas. Dentro de estos, el uso de antioxidantes es una excelente estrategia, pues
eliminan los ra(iicales libres de oxigeno que contribuyen al envejecimiento celular.
Debido a esta oportunidad, en el proyecto Fondef dirigido por la Dra. Claudia Stange,
del que forma parte este seminario de titulo, se ha planteado la obtencién de una nueva
variedad de manzanas Fuji capaz de sintetizar pro-vitamina A y antioxidanies mediante
ingenieria metabélica, dado que el contenido original de carotenoides en la manzana es

muy bajo (<2,5 pg/g FW) (Ampomah-Dwamena y col, 2012).




1.2. Mejoramiento de las variedades frutales en Chile

Los principales objetivos del mejoramiento de las variedades frutales en Chile
han intentado mejorar la calidad, aspectos nufricionales, procesos de post-cosecha,
resistencia a patogenos y al estrés abiotico. La mayoria de las nuevas variedades se han
obtenido a través del fitomejoramiento tradicional, basado en la adquisicion de nuevas
caracteristicas mediante cruces naturales y seleccion de los individuos. Ultimamente, se
han incorporado las estrategias de Ingenieria genética para el mejoramiento de
variedades frutales.

El proceso de fitomejoramiento es una técnica laboriosa con resultados a largo
plazo. En cambio la ingenieria genética permite transferir genes de una forma mas
rapida y mas direccionada, donde las tecnologias recombinantes actuales permiten
transferir material genético de diversas especies vegetales asi como de especies no
relacionadas, como los microorganismos (Fraser & Bramley, 2004). El marco
regulatorio chileno permite la propagacion y la exportacion de semillas de OGM, asi
como la investigacion cientifica de dichos organismos modificados.

En esta linea de investigacion en Chile se han desarrollado proyectos de
transformacion  genética de  vides (Medina, 2011) (Rosales, 2011)

(http://www.biofrutales.cl); de citricos (Arce, 2011); de ciruelo

(http://www.biofrutales.cl) y de manzanos (Handford, 2011). El actual proyecto se
enmarca en esta misma linea de modificacion genética de manera tal de otorgar valores

nutricionales y antioxidantes a manzanas Fuji, para elevar su contenido de carotenoides.




1.3. Caracteristicas de los carotenoides, funcién y biosintesis

Los carotenoides son compuestos isoprencides altamente antioxidantes,
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos como las plantas y las algas, algunas
bacterias y hongos no fotosintéticos (Naik y col, 2003).

Los carotenoides poseen un esqueleto hidrocarbonado lineal compuesto por
cuarenta dtomos de carbono, formado por la condensacién de ocho unidades de
isoprenos, el que incluye entre 3 y 15 enlaces conjugados dobles. Estos enlaces son
responsables del espectro caracteristico de absorcion de la luz del cromoéforo asi como
de sus propiedades fotoquimicas (Armstrong & Hearts, 1996; Naik y col, 2003).

En plantas, los carotenoides son sintetizados en los plastidios y son almacenados
en los cloroplastos de los érganos fotosintéticos (hojas), donde juegan un papel crucial
en la maquinaria fotosintética, participando en el ensamblaje de los fotosistemas y en la
captacién de la luz, absorbiendo en el rango espectral del azul (400-500 nm) y luego
transfiriendo esta energia a la clorofila a. Adicionalmente, cumplen un rol critico como
compuestos foto-protectores, neutralizando los radicales libres (singletes de oxigeno y
triplete excitado de clorofila) formados por el exceso de energia luminica en el
fotosistema II durante la fotosintesis, limitando asi el dafio en las membranas. (Howitt &
Pogson, 2006; Maass y col, 2009). También participan en la disipacion térmica debido al
exceso de energia luminica absorbida mediante el ciclo de las xantéfilas (Armstrong &
Hearts, 1996).

Por otro lado, los carotenoides son los pigmentos que otorgan los colores
amarillo, naranjo y rojo a las flores y los frutos, donde actilan como agentes visuales

atrayentes de polinizadores y animales distribuidores de semillas (Naik y col, 2003). En




estos Organos los carotenoides se acumulan en los cromoplastos, plastidios
especializados en acumular carotenoides, donde son secuestrados en estructuras
suborganelares (Maass y col, 2009). Es importante destacar que los carotenoides
también son precursores de importantes hormonas vegetales como el acido abscisico y
las estrigolactonas (Nambara & Marion-Poll, 2005; Klee, 2008).

Los animales son incapaces de sintetizar los carotenoides, por lo que dependen
de fuentes dietarias para adquirirlos y posteriormente, luego de un clivaje molecular y un
proceso reductor, transformarlos en retinoides, como retinal (pigmento visual), retinol
(vitamina A) y 4cido retinoico (controlador de la morfogénesis). El B-caroteno es un
compuesto esencial en la dieta humana al ser ¢l principal precursor de la Vitamina A
(retinol), Ia cual a su vez es requerida para la formacién de los dientes, los tejidos sanos,
la piel, las mucosas y en el correcto funcionamiento de la retina (Fraser & Bramley,
2004; Krinsky & Johnson 2005). La deficiencia en Vitamina A causa sintomas que van
desde la xeroftalmia hasta la ceguera total, la WHO estima que esta deficiencia afecta a
100 millones de nifios a nivel mundial, de los cuales 500.000 quedan ciegos cada afio
(Howitt & Pogson, 2006).

Ya que los carotenoides son fuertes antioxidantes que actiian neutralizando los
radicales libres de oxigeno que contribuyen al envejecimiento celular, su consumo, en
preferencia de P-caroteno, licopeno, luteina y zeaxantina, puede prevenir ciertas
enfermedades humanas como la degeneracion de la macula, algunos tipos de céncer y
las enfermedades coronarias cronicas (Mayne, 1996; Landrum & Bone, 2001; Krinsky &

Johnson, 2005).




Debido a la vital importancia que tienen los carotenoides en las plantas y en los
A animales, desde los afios 50-60 se han investigado intensivamente los genes que los
sintetizan y los factores que regulan su expresion. De hecho, se ha logrado clonar y
caracterizar la mayoria de los genes implicados en la ruta de biosintesis de los
carotenoides (Fraser & Bramley, 2004).

Como todos los isoprenoides, los carotenoides son sintetizados a partir de un
precursor comin de cinco carbonos el isopentenil pirofosfato (IPP). En plantas existen
dos vias que sintetizan estos precursores, la via del dcido mevalénico (MVA) enel
citosol y la ruta del metil-eritritol 4 fosfato (MEP). La dltima se localiza exclusivamente
en los plastidios y provee todos los precursores necesarios para la produccién de
carotenoides en los cloroplastos y los cromoplastos de las células vegetales (Rodriguez y
col, 2009). Antes de que comience la elongacion de la cadena, el IPP es isomerizado a
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), el cual se condensa con una molécula de IPP para dar
origen al compuesto de C10 geranil pirofosfato (Figura 1). La posterior adicion de dos
moléculas de IPP daran origen al compuesto de C20 geranil geranil pirofosfato (GGPP),
precursor comén a otras rutas de biosintesis (tocoferoles, giberelinas (GA), quinonas y
clorofilas) (Naik y col, 2003).

Posteriormente, en lo que comprende el primer paso especifico de la ruta de
sintesis de los carotenoides, dos moléculas de GGPP se condensan cola con cola para dar
origen al compuesto incoloro de C40, fitoeno (Figura 1) (Armstrong & Hearts, 1996).
Fsta reaccion esta catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) y representa el paso
limitante en Ia ruta de sintesis de carotenoides (Giuliano y col, 2008). A continuacion el

fitoeno sufre cuatro desaturaciones, que daran origen de forma secuencial a fitoflueno, z-




caroteno, neuroesporeno y licopeno. Estas desaturaciones introducen una serie de dobles
enlaces simétricos que constituyen el cromoéforo caracteristico de los carotenoides y
transforman el fitoeno incoloro en el compuesto de color rojo, licopeno (Naik y col,
2003; Howitt & Pogson, 2006). En plantas, estas desaturaciones estan catalizadas por las
enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y z-caroteno desaturasa (ZDS), Z-isomerasa (Z-1SO) y
caroteno isomerasa (CRT-ISO); mientras que en bacterias y levaduras existe una Unica
enzima fitoeno desaturasa (CRTI) capaz de introducir los cuatro dobles enlaces
requeridos (Beyer y col, 2002; Fraser & Bramley, 2004).

A confinuacién ocure la ciclacion del licopeno que representa un punto de
bifurcacion en la ruta de biosintesis. Por un lado de Ia ruta, la enzima licopeno B-ciclasa
(LCYP) afiade dos anillos B a ambos extremos de la molécula de licopeno, generando
el B-caroteno. Por el ofro lado, la enzima e-ciclasa (LCYe) afiade un anillo & en un
extremo de la molécula de licopeno formando el 3-caroteno, antes que un anillo B sea
afiadido en el otro extremo de la molécula por la LCYP, formando finalmente el o-
caroteno (Figura 1) (Howiit & Pogson 2006). Posteriormente, el a-caroteno y el B-
caroteno son oxidados enziméaticamente para dar origen a las xantéfilas, el a-caroteno es
hidroxilado a luteina, mientras que el p-caroteno es hidroxilado a zeaxantina, la cual por
posteriores epoxidaciones generard finalmente acido abscisico (ABA) (Figura 1)

(Schwartz y col, 1997).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides. Ilustracion de la ruta de sintesis de carotenoides desde la
formacion del precursor GGPP que da origen al primer carotenoide (fitoeno) hasta la hormona Acido
absicico. IPP: isopentenil pirofosfato, DMAPP: dimetilalilpirofosfato, GGPPS: geranilgeranilpirofosfato
sintasa, GGPP: geranilgeranilpirofosfato, PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa, ZDS: z-caroteno
desaturasa, Z-ISO y CRTISO: isomerasas de carotenoides; CRTI: fitoeno desaturasa bacteriano, LCYB:
licopeno P ciclasa, LCYE: licopeno  ciclasa, CpHx y CeHx: B vy ¢ hidroxilasas; VDE: violaxantina de-
epoxidasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa. Modificado de (Fuentes y col, 2012).

1.4. Manipulacién genética de la ruta de sintesis de los carotenoides
Las investigaciones en la ultima década se han enfocado en la
manipulacién del contenido de carotenoides en los cultivos, con el fin de mejorar su

valor nutricional para el consumo humano.




La enzima PSY se encuentra en un punto de bifurcacion ya que su substrato
(GGPP) es compartido con otras rutas esenciales, por ende su actividad dirige este
precursor de forma irreversible hacia la ruta de biosintesis de carotenoides (Naik y col,
2003), Por ejemplo, durante el proceso de maduracién del fruto del tomate los niveles de
carotenoides (principalmente licopeno y B-caroteno) aumentan de forma significativa, lo
que se correlaciona positivamente con un aumento considerable de la expresion de los
genes psy-1 y pds. Este aumento se relaciona directamente con un incremento en los
niveles de actividad enzimatica en los frutos, extrapolando la expresion génica a nivel
enzimatico (Fraser y col, 1994). Adicionalmente, el cilculo de los coeficientes de
control del flujo metabdlico en S. lycopersicum ha permitido probar que la enzima
PSY-1 ejerce el mayor control sobre el flujo en la ruta de biosintesis de los carotenoides
(Fraser y col, 2002). Debido a estos antecedentes muchos estndios de manipulacion
genética se han enfocado en potenciar la enzima PSY.

Uno de los primeros avances en esta area fue el desarrollo de plantas de tomate
sobre-productoras del gen endégeno psy-I (PSY especifica del fruto de tomate) de forma
constitutiva. Estas plantas exhibian efectos pleiotropicos negativos, tales como
enanismo, por el re-direccionamiento del flujo metabdlico de las GAs hacia la ruta de
sintesis de carotenoides, exhibfan elevados niveles de carotenoides en tejidos
normalmente carentes de ellos como raices y semillas, asi como una disminucion de los
carotenoides en el fruto del tomate debido a co-supresion (Fray y col, 1995). Para evitar
estos efectos, posteriormente se utilizé el promotor de la poligaracturonasa (PQG) para

obtener plantas de tomate que expresaran el gen bacteriano de la PSY (crtB) de forma




fruto especifica, lograndose entre 2 a 4 veces de aumento en los carotenoides totales
(Fraser y col, 2002).

Otro ejemplo es el caso de Arabidopsis thaliana, donde la expresion del gen psy
endégeno de forma constitutiva generd un aumento de 10 veces en el callo fotosintético
y de hasta 100 veces en la raiz (Maass y col, 2009). La expresion del mismo gen
enddgeno bajo un promotor especifico de semilla gener6 plantas transgénicas que
producen semillas mas oscuras con elevados niveles de todos los carotenoides y con un
aumento de 43 veces en el contenido de B-caroteno (Lindgren y col, 2003).

La sobre-expresion del gen psy ha tenido resultados tan espectaculares como en
el caso de la canola (Brassica napus), donde la transformacion solo del gen de la fitoeno
sintasa de Erwinia uredovora (crtB), bajo el control del promotor especifico de semilla,
resultd en embriones de color naranjo con semillas maduras que presentaron un aumernto
de 50 veces en los carotencides totales y de 240 veces en ¢l de B-caroteno (Shewmaker y
col, 1999).

La desaturaciéon del fitoeno es otro paso que se ha manipulado exitosamente,
lograndose obtener plantas de tomate que expresen el gen bacteriano de la fitoeno
desaturasa (crtl) de forma constitutiva, con resultados de hasta 3 veces de aumento en el
B-caroteno (Rémer y col, 2000).

Sin embargo, existen variedades vegetales donde ¢l aumento en la expresion
Yinicamente de uno de los genes de la ruta no es suficiente para elevar los niveles de
carotenoides. Este es el caso del arroz, donde fue necesaria la sobre-expresion en
conjunto de la enzima PSY y PDS para acumular B-caroteno, luteina y zeaxantina

(Beyer y col, 2002). La fuente de origen del gen psy ha demostrado ser importante en los
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niveles de acumulacion de los carotenoides obtenidos. El “golden rice 2 que sobre-
expresa el gen psy de Zea Mais acumula 23 veces mas carotenoides que el golden rice
original, que sobre-expresa el gen psy de la flor de narciso (Paine y col, 2005).

Algo similar sucede con el maiz donde la expresion en conjunto del gen psy! de
Z. mais y el gen crtl de Pantoea ananatis bajo un promotor especifico de endosperma,
generé un aumento de 142 veces en los carotenoides totales, en comparacion con la
sobre-expresién tinicamente del gen Zmpsyl que resulté en un aumento solo de 53 veces
(Zhu y col, 2008).

_ El trigo es otra especie vegetal donde fiie necesario expresar el gen psyl de Z.
mais bajo un promotor especifico de endosperma, en conjunto con el gen bacteriano de
1a fitoeno desaturasa (crtl) de E. uredovora bajo un promotor constitutivo, para lograr un
aumento de 10,8 veces en los carotenoides totales (Cong y col, 2009).

1.5. Organismes seleccionados como dadores de los genes carotenogénicos

Tanto el genotipo de la planta aceptora como el origen de los genes
carotenogénicos seleccionados han demostrado ser importantes en los niveles finales de
los carotenoides obtenidos. En el proyecto que se enmarca este Seminario de titulo, se
decidié obtener los genes carotenogénicos a partir de organismos que naturalmente
acumulan elevados niveles de carotenoides.

Uno de estos organismos corresponde a Daucus carota (zanahoria), nuestro
modelo de estudio, una de las especies vegetales que acumula de forma natural los
mayores niveles de B-caroteno en su raiz modificada crecida en oscuridad, llegando a
acumular 900 pg/g de peso seco a las doce semanas de desarrollo. Por otro lado, la

zanahoria también es capaz de acumular B-caroteno en sus hojas expuestas a luz,
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llegando a acumular 400 pg/g de peso seco a las 12 semanas de desarrollo (Pizarro,
2008).

Dada la gran importancia que tiene el gen fitoeno sintasa en el control del flujo
metabolico vy los excelentes resultados obtenidos de su expresién en diversos
organismos, se propuso utilizar el gen psy de D. carota, para aumentar el contenido de
carotenoides en manzanas Fuji, mediante ingenieria metabolica.

En la zanahoria, se han descrito dos genes pardlogos para la fitoeno sintasa,
denominados psyl y psy2, en un estudio previo realizado para determinar los patrones de
expresion de los genes carotenogénicos durante el desarrollo tanto en raiz como en hojas
de D. carota, se observé que la expresién del gen psy/ aumenta durante el desarrollo de
las hojas, mientas que su gen pardlogo psy2 disminnye. Por otra parte, durante el
desarrollo de la raiz en oscuridad el gen psy2 presenta un aumento levemente mayor
entre la cuarta y la décimo-segunda semana de desarrollo, en comparacién con el gen
psyl (Fuentes y cols, 2012). Estos resultados sugieren que el gen psy2 estaria
especializado en la sintesis de carotenoides en cromoplastos, haciéndolo un buen
candidato para ser usado en aplicaciones biotecnologicas en manzanas.

Por otro lado, la funcionalidad del gen psy2 de D. carota se demostré por
expresion heteréloga en Nicotiana tabacum. En estas plantas la expresion de este gen
logré aumentar los niveles de carotenoides en cuatro de las siete lineas analizadas,
generando un aumento de un 63% en los carotenoides tofales y de un 56% en el B-
caroteno. Por el contrario, la sobreexpresién del gen psy! solo logro elevar los niveles de

carotenoides y de B-caroteno en un 24% y un 21%, respectivamente (Acevedo, 2011).
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Estos resultados validarian ia utilizacion del gen heterdlogo psy2 de D. carota como
herramienta biotecnolégica.

El otro organismo seleccionado, corresponde a la levadura basidiomycete
Xanthophyllomyces dendrorhous, levadura capaz de acumular hasta 0,5% de su peso
seco en astaxantina, cetocarotenoide derivado del B-caroteno. La astaxantina es un
pigmento de color rojo que otorga el color caracteristico a algunas aves (flamingo),
crusticeos (camarén) y peces como el salmon y la trucha. Estos animales son incapaces
de sintetizar este pigmento pero lo acumulan en grandes cantidades a través de la dieta.
La astaxantina es un fuerte antioxidante, se ha visto que confribuye a la satud de los ojos
y la piel y estd implicada en la prevencion de la diabetes, tiene actividad anti-
cancerigena e anti-inflamatoria y aumenta la respuesta inmune (Schroeder & Johnson,
1993; Higuera y col, 2006; Zhu y col, 2009, Rodriguez-Saiz y col, 2010).

En X. dendrorhous la astaxantina es sintetizada a través de la ruta del 4cido
mevalénico (MVA) a partir del IPP, precursor comiin de todos los isoprenoides descritos
anteriormente. Para el desarrollo de manzanas con mayor contenido de carotenoides,
hemos decidido utilizar el gen crt! proveniente de la levadura X. dendrorhous (Figura 1),
dado que en plantas las desaturaciones del fitoeno estin catalizadas por al menos dos
enzimas. La funcionalidad del gen cr#] se demostrd por mutagénesis sitio dirigida
usando el método del doble recombinante con el constructo de higromicina. Se observo
que la delecion del gen crt en la cepa homocigota ocasiona un fenotipo completamente
albino (Niklitschek y col, 2008).

El producto génico del gen crtf debera ser destinado a plastidios en la manzana,

para lograr esto se utilizara el péptido de transito de la subunidad pequefia de la Ribulosa
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Bifosfato Carboxilasa (RUBISCO) de arveja (pf). La funcionalidad de este péptido de
destinacién fue demostrada previamente por inmuno-localizacién con particulas de oro
del producto génico del gen crtl de Erwinia uredovora observandose la localizacién de
la proteina preferentemente en los tilacoides de plantas transgénicas de tabaco (Misawa
y col, 1993).

1.6. Expresién de carotenoides de forma fruto especifica

Como se menciond en la seccién 1.3 la expresion constitutiva de los genes
carotenogénicos claves en la ruta de sintesis, lleva muchas veces a efectos pleiotropicos
negativos, debido al re-direccionamiento del IPP hacia Ia sintesis de carotenoides en
desmedro de ofros metabolitos y hormonas. Es por esto que en ¢l proyecto en el que se
enmarca este Seminario de titulo se utilizar4 un promotor tejido especifico, tal como ha
sido utilizado por ofros autores para elevar exitosamente el contenido de carotenoides en
las semillas de Arabidopsis (Lindgren y col, 2003), endosperma de arroz (Beyer y col,
2002), tubérculos de papa (Diretto y col, 2007), semillas de canola (Shewmaker y col,
1999) y frutos de tomate (Fraser y col, 2002).

El proceso de maduracién de los frutos conlleva una serie de cambios
estructurales, bioquimicos y fisiolégicos. Muchos de estos cambios se deben a nuevas
actividades enzimaticas resultantes del cambio en la expresién génica (Mansson y col,
1985). Uno de ellos es el gen de la poligalacturonasa (PG) de tomate, hidrolasa
responsable de la degradacion de poliuronidas o pectinas de la pared celular (DellaPenna
y col, 1986). La poligalacturonasa se acumula durante la maduracion del fruto y se ha
demostrado que este aumento se debe a una activacion transcripcional del gen durante la

maduracion (Sheehy y col, 1987; DellaPenna y col, 1989).
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Estudios previos han demostrado que la regién comprendida entre Ja base -la-
806 es suficiente para dirigir la expresién fruto maduro especifica del gen reportero B-
glucuronidasa (GUS) a todo el pericarpo del tomate (Montgomery y col, 1993). Este
fragmento del promotor fue aislado de la variedad nativa de tomate (Solanum
Iycopersicum L. chilense) y evaluado funcionalmente en nuestro laboratorio,
comprobando que es capaz de inducir Ia expresion de la proteina GFP en tomate y de
inducir la expresion del gen de la sorbitol deshidrogenasa de M. domestica, cuantificada
mediante RT-PCR en frutos de tomate y duraznos (Aguayo, 2010). Por ello, hemos
seleccionado este fragmento del promotor de PG (pPG) para dirigir la expresion de los
genes carotenogénicos al pericarpo de frutos de manzana.

Considerando los antecedentes expuestos se disefiard y construird un vector
propio en el cual se clonaran los genes psy2 de D.carotay crtl de X. dendrorhous bajo el
promotor fruto-especifico de la poligalacturonosa. Con ellos se espera aumentar el

contenido de B-caroteno y carotenoides totales en el pericarpo de la manzana.
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Generar y analizar funcionalmente los vectores binarios que expresen de forma fruto

especifi

plantas.

ca los genes carotenogénicos psy2 de D. carota 'y cril de X. dendrorhous en

1.7.2. Objetivos especificos

1.

Generar un nuevo vector binario (pCP) que contenga el marcador de seleccién
bar y un sitio de multiple clonamiento.

Obtener las construcciones génicas pCP:psy2, para la expresion del gen psy2 de
D. carota y pCP:psy:crtl, para la expresion del gen psy2 de D. carota’y crtlde X.

dendrorhous.

Evaluar la funcionalidad transcripcional de las construcciones, mediante analisis

moleculares de frutos de Solanum Iycopersicum y Malus domestica |

transformados transitoriamente.

Determinar la localizacién subcelular de las proteinas PSY2 de D. carota y

PT::CRTI de X dendrorhous, mediante fusiones a GFP y anz’ilisisi

bioinformaticos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales .
2.1.1. Material Bioldgico
* Obtencién de frutos de tomate para ensayos de expresion
Para los ensayos de expresion por agro-inyeccién, se adquirieron comercialmente frutos
de tomate hidropénicos inmaduros (Solanum lycopersicum), los que fueron
seleccionados por presentar un exocarpo verdoso/amarillo con una alta resistencia a la
presion.
x  Fscherichia coli cepa DH50
F-, ¢80lacZAM15, A(JacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’,mk"),
phoA, supEA4, X, thi-1, gyrA96, reldl.
* Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101
C38, plasmido TI curado, Gen®, Rif°.
2.1.2, Reactivos
Se utilizaron reactivos de alta calidad para biologia molecular y/o andlisis fabricados por
Fermentas, Promega, Invitrogen, Axygen, Merck, New England Biolabs y Phyto

Technology Laboratories.

2.2. Cultivos bacterianos y transformaciones
2.2.1. Obtencién de E.coli, cepa DH5a quimio-competentes.
Se inoculdé 100 uL de E.coli DH5a en 3 mL de medio LB liguido (1% triptona, 1%

extracto de levadura, 0,8 % NaCl) y se incub6 a 37°C con agitacidn (150-200 rpm) toda
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la noche (16 hrs.). Se tomé 1 mL de este cultivo y se inoculé 250 mL de SOB (2%
triptona, 0,5% extracto levadura, 0,0584% NaCl, 0,0186% KCI, 0,24% MgSO4, pH 7,5),
el que se incubd a 37°C con agitacién hasta una D.O.¢0 de 0,3. A continuacién, el
cultivo se centrifugd a 3.000 g por 10 min. a 4°C, se elimind el sobrenadante y el
precipitado de células se resuspendi6 suavemente en 20 mL de CCMB80 (10 mM KOAc
pH 7, 80 mM CaCl,, 20 mM MnCl,, 10 mM MgCl,, glicerol 10%, pH 6,4) estéril y frio,
posteriormente se unieron 40 mL de células resuspendidas en un solo tubo y se incubd
en hielo por 20 min.. Luego se centrifugd (2.000xg, 8 min., 4°C), se elimin6 el
sobrenadante y se resuspendieron las células suavemente en 10 mL de CCMB80. A
continuacién se unieron todas las células en un solo tubo y se midié 1a D.O.¢00 de una
mezcla de 200 pL de células y 800 pL de SOB, posteriormente se agregd medio
CCMBS0 hasta que se alcanz6 una D.O.g0 1-1,5. Finalmente se incub6 en hielo por 20
min. y las células se alicuotaron de 100 pL en tubos Eppendorf estériles y frios y se
guardaron a -80°C. Todo el procedimiento se realizé manteniendo la esterilidad.
2.2.2. Transformacion de E.coli, cepa DH5¢ quimio-competentes.

Una alicuota de E. coli quimiocompetente (seccién 2.2.1) se descongelé en hielo, se
mezcld con 50-100 ng del vector de interés y se incubé en hielo por 30 min. A
continuacion se les dio un golpe térmico a 42°C por 30 segundos, se traspasd
rapidamente a hielo y se incub6 por 2,5 min. Luego se agreg6 1 mL de LB liguido y se
incubd a 37°C en agitacién por 1 hora Finalmente se plaqued en LB sélido (mezcla
anterior suplementado con 1,5% de agar) suplementado con el antibidtico
correspondiente a una concentracion final de 100 mg/L y se incubd por 16 horas a 37°C

(Tabla 1).
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Tabla 1. Antibiéticos usados para la seleccion de los clones positivos de los vectores generados
en este seminario de titulo.

Vector Antibidtico de seleccién
pCP, pCP:pPG: :psy2::nos, Espectinomicina
pCP:pPG::psy2::nos-pPG:.pt: :cril: nos,
pUC57:pPG::psy2::nos, pUCST.pPG::pt::crtl.:nos Ampicilina
PCR8:pPG::psy2 s/t, PCR8:pPG::pt::crtl s/t Espectinomicina
pMDC107.pPG::psy2::gfp, pMDC107:pPG::pt::crtl::gfp Kanamicina

2.2.3. Obtencién de Agrobacterium tumefaciens, cepa GV3101 competente.
Se realizé un pre-inoculé en 5 mL de LB liquido suplementado con 50 mg/L de
gentamicina y 10 mg/L de rifampicina, crecido a 28°C en agitacion por 16 horas. Luego,
se verti los 5 mL de cultivo en 100 mL de LB liquido, manteniendo las condiciones de
cultivo y los antibidticos mencionados, hasta que se alcanzd una D.O.gp de 0,5. Se
incub6 en hielo por 10 min., se centrifugd (3000xg, 20 min,, 4°C), se elimind el
sobrenadante y el precipitado de células fue resuspendido suavemente en 1 mL de CaCl;
20 mM frio y estéril. Las células se alicuotaron de 100 pL en 30% de glicerol a -80°C.

2.2.4, Transformacion de A. ftumefaciens.
Una alicuota de la seccién 2.2.3 se descongel6 en hielo y se mezclé con 300-500 ng del
vector de interés. Luego se sometio a un golpe de frio sumergiéndola 5 min. en Ny para
posteriormente permitir su descongelamiento a temperatura ambiente por 15 min.. Se
agregd 1 mL de LB liquido y se incubd con agitacién a 28°C por 6 horas. Luego se
centrifugd (6000xg, 5 min,), se eliminé el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado
de células en 100 ul de LB liguido. Finalmente se plaqueé en LB solido suplementado
con rifampicina 10 mg/L,, gentamicina 50 mg/L y el antibiético de seleccion del vector

de interés (Tabla 1) y se incubé por 36-48 horas a 28°C.
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2.3. Métodos de Biologia Molecular
2.3.1. Extraccion de ADN plasmidial.
23.1.1. Métode de purificacién de ADN plasmidial mediante “kit”

comercial.

El clon de interés se incub6 en 5 mL de LB liquido suplementado con el antibidtico de

seleccion por 16 horas a 37°C en agitacién. Posteriormente se extrajo el ADN de

acuerdo a las instrucciones del fabricante, AxyPrepTM plasmid miniprep de Axygen j

Biosciences. El ADN plasmidial fue utilizado para digestiones enzimaticas que

posteriormente fueron purificadas y para recombinaciones.

2.3.1.2. Método de purificacién de ADN plasmidial mediante lisis alcalina.

Se tom61,5 mL de un cultivo de noche de E. coli transformadas con el vector de interés, .

se centrifugd (10.000xg, 1 minuto), se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el

precipitado en 50 pL de LB liquido. Luego se agrego 300 L de amortiguador TENS

(TRIS pH 7,5 10 mM, EDTA pH 8 1mM, NaOH 0,1 My SDS 0,5%) y se mezclo por

vortex por 2 segundos. A continuacion se agregé 150 pL de KAc (ph 4,7 3M), se mezclo

en vortex por 2 segundos y se centrifugd (2 min., 10.000xg). Se traspaso el sobrenadante

a un tubo limpio, se agregé 900 pL de etanol absoluto a temperatura ambiente y se

centrifugd (2 min., 10.000xg). Se descartd el sobrenadante y se lavo el precipitado dos

veces con etanol 75% frio. Finalmente se seco el ADN al aire y se resuspendié en 20 pL
de agua libre de nucleasas suplementado con RNAsas 10 pg/mL. Este ADN plasmidial |
fue utilizado para hacer digestiones enzimaticas para scleccionar las colonias 1

transformantes con el vector pCP.psy2 y PCP:psy2:cril.
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2.3.2. Cuantificacién y visualizacién del ADN mediante electroforesis.

Las muestras de ADN fueron visualizadas en geles de agarosa, de concentraciones
variables (1% a 1,5%) de acuerdo al tamafio del fragmento, preparados en TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM, &cido acético glacial 19 mM, EDTA 1mM), que también es el
tampén de corrida. Previo a cargar las muestras se les agreg6 tampon de carga (Azul de
bromofenol 0.25%, xilene cianol 0.25% y glicerol 80%) en razén 5:1. El gel fue
sometido a electroforesis a 90-100 mV por tiempos variables (40-60 min.). Se realizaron
electroforesis por 1,5 horas para separar y purificar fragmentos muy cercanos n su peso
molecular (pUC57:psy2 digerido con Spel, pUC57:cr] digerido con Xhol). Luego se
tifi6 el gel por 20 min, en Bromuro de etidio 1 mg/L y se visualizé con un irans-
iluminador UV (GeneGenius Classic de SynGene). Las imagenes proporcionadas fueron
evaluadas mediante Image J y la concentracién del ADN fue cuantificada de acuerdo al
estandar de peso molecular.

2.3.3. Purificacién banda de ADN desde geles de agaresa.

Los fragmentos de ADN del tamafio de interés fueron purificados. a partir de geles de
agarosa mediante el “kit” de purificacion de ADN desde geles Wizard® SV Gel and PCR

Clean Up System de Promega, segtn indicaciones del fabricante.
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2.3.4. Digestiones enzimiticas.

2.3.4.1. Digestiones enzimiticas para la obtencién de las construcciones
génicas.
Se realizaron diversas digestiones enzimaticas para obtener las construcciones génicas
descritas en 2.3.7, en este tipo de digestiones se utilizaron entre 800 ng a 1 ug de ADN
como templado, entre 10 a 20 unidades enzimiticas, amortiguador 1X de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y se incubd a 37°C por 16 hrs. Las digestiones dobles se
realizaron  de acuerdoc a  las  recomendaciones  del  fabricante
(http://www.thermoscientificbio.com).

2.3.4.2. Digestiones enzimdticas para verificar presencia y orientacién del

inserto.
Se realizaron diversas reacciones de digestion enzimética a los ADN plasmidiales de los
vectores pUCS57, pCR®8, pMDC107, pCP:psy2 y pCP:psy2:crtl. Se utilizaron 250 ng de
vector de interés, 5-10 unidades enzimaticas, amortiguador 1X correspondiente (segin
recomendaciones del fabricante) en un volumen final de 20 plL y se incubaron en un

bafio termoregulado a 37°C entre 4-16 horas. Detalle de enzimas utilizadas (Tabla 2.)

Tabla 2. Lista de enzimas de restriccién utilizadas para verificar la presencia y orientacion del
inserto en los vectores generados en este seminario de titulo.

Vector Enzimas de Restriccion
pCP Nhel-Spel/ Ndel-Xhol
pUCS57:pPG: :psy2::nos BamH]I
pUCST:pPG: :pt::cril::nos Kpnl
pCP.pPG: :psy2::nos Hindlll
pCP:pPG::psy2::nos-pPG::pt::crtl::nos BstEll
PCR8:pPG::psy2 s/t BstEIL
PCRS:pPG.:pt::crtl s/t Psil- Xbal
pMDC107:pPG: :psy2::gfp Neol-Hindlll
pMDCI107.pPG::pt::cril:: gfp Neol-EcoRV
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2.3.5. Diseiio de partidores

Los partidores fueron disefiados manualmente o utilizando el programa vector NTI y
CBS DProbeWiz  verificindose  mediante el  software OligoAnalizer
(htip://www.ididna.com) los porcentajes de GC, la temperatura de disociacién y
descartandose la presencia de homo y heterodimeros. La especificidad de los partidores
fue analizada mediante Blast (http://www.ncbinlm.nih.gov). Para amplificar el
fragmento pPG::pt::crtl 'y pPG::psy2 sin el codén de término, se disefiaron partidores
en antisentido que hibridaran hasta el codén previo de TGA, sin alterar el marco de
lectura. El disefio de los partidores para psy2 de D.carota utilizados en el RT-PCR
(2.3.6.3) se realiz6 en la regién 5” del gen, lugar donde existe la mayor divergencia en la
secuencia nucleotidicas con otras psy (psyl y psy2 de S. lycopersicum, psy2, 3 'y 11 de
Malus domestica). Se tomd la misma precaucién con los partidores especificos para el
gen cril de X. dendrorhous toméndose la regién central para el disefio. En la Tabla 3 se

ilustran las secuencias y las caracteristicas de los partidores.

‘Tabla 3. Partidores utilizados durante este seminario de titulo.

Nombre Secuencia (5°-3’) T°m (°C) | Tamaiio (ph) Descripeién
&rF’ AGTAGCGGATGCGTTGAAGC 62 Partidores  disciiados
para amplificar el gen
. 653 der de A thaliena
EgﬁJR CG’ACCAGGATGGGCACCAC 64 fusionado a egz-P en el
vector pB7TFWG2,
psy2  opt Partidores  disefiados
Jstop R” GGTCTTCAAGAAGGTGCTGC 62 para  amplificar el
2.124 promotor PG seguido
del 2 de D.c
PPGF’ GTACCATCACATAATTGAGACG 62 optisirada xin ol codén
de término.
2.719 Pattidores  disefiados
para  amplificar el
crtl opt. promotor PG seguido
s/stop R’ GAAAGCCAAAACTCCAACGC 60 del pt y del gen ord] de
X.d optimizado sin el
coddn de término,
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SMCF’ GTAAAACGACGGCCAG 50 e Partidoresiif dis?fisalt'ldocs
SMCR’ GTCATAGCTGTTTCCTG 50 B L vactor p‘égf ¢

psy2opt. R> | CTGCTGGTTCTAGCGGTIGGAG 70 Partidores _ dischiados
1090 para amplificar el gen

ps2opt. F° | CTTGGGAGGAAGCGAGTIGGAG 70 psy2 de De.
optimizado.
sv2 ont. R Se realizo wm RT-PCR
{’n; op CAATCCAACGGTTCCAGC 56 606 en conjunto con el
mo partidor de psy2 opt F'.
crtl opt, F’ ACAACAGTCAGCCGTGCCTC 64 Partit_ior disefiado para
1324 amplificar el pt de
erifopt. R* | TCCTTTCCCTCTGGAGCAGC 64 arveja fusionado al gen
crildeXd
apsy2 optR” | AACCATGCTGCTGTGAACTG 60 Partidor para ¢PCR
utilizado para
131 amplificar el extremo
apsy2 optF' | GGAGGAAGATTGGAGAAGGG 62 5'del ARNm del gen
psy2 optimizado de
D.c.
qertfopt. B | TGCTGAGAAGGTTCACGATG 60 Partidor para gPCR
utilizado para
120 amplificar la region
qertfoptR’ | GTGTCTGGTGCTIGGTCTGA 62 central del ARNm del
gen crt] optimizado de
Xd
188F TTGATTACGTCCCTGCCCTIT 62 . I(;cn ; housekeeping.
. 19 tilizado para verificar
I8SR ACAATGATCCTTCCGCAGGT 62 1a calidad del ADNe.
Partidor utilizado para
amplificar las
construcciones

cril::gfp
(2609)

g R’ TICGTTGGGATCTTTCGAAAGGGC 72 prierdglp " en
psy2:gpf conjunto con ertf opt,

F y psy2zgfp en
(1824) conjunio con psy2 opt.
¥,

2.3.6. Reacciones de PCR

2.3.6.1. PCR convencional
Se digiri6 el vector pUC57:psy2 con Spel y el vector pUC57:cril con Xhol (2.34.1), se
purificé la banda (2.3.3.) correspondiente a las construcciones sintetizadas (2.3.7.1-2) y
se usaron entre 3-5 ng como templado para la reaccion de PCR, donde se amplifico el
promotor PG seguido del gen psy2 de D. carota sin el codén de término (s/t) y el
promotor PG sez;;uido del péptido de transito y del gen cri de X. dendrorhous sit. Estas

reacciones de PCR se llevaron a cabo con 0,5 pL de “mix” Elongasa ADN polimerasa
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(Tavitrogen), 1X del tampon de B (MgCl>2 mM), dNTPs (Fermentas) 200 puM, 200 nM
de partidor en sentido, 200 nM de partidor en antisentido (Tabla 3) en un volumen final
de 25 pL.,

También se realizaron reacciones de PCR para verificar la presencia del inserto
utilizando ADN plasmidial de los vectores obtenidos como templado (3-5 ng). Ademids
para verificar la correcta sintesis de ADNc se realizaron reacciones de PCR
convencional amplificando genes ‘“housekeeping” (18S). Finalmente también se
amplificaron los genes psy2 D.carota y crtl de X. dendrorhous, usando los ADNc
obtenidos como templado, para verificar Ja funcionalidad transcripcional de los vectores
obtenidos. Todas estas reacciones de PCR se llevaron a cabo de la forma previamente
descrita, pero utilizando 1 U de Taq DNA polimerasa (Sigma), 1X del tampén dela Taq
DNA polimerasa (Sigma) y 1-2 uL de ADNc. En todas las reacciones de PCR se realizd
una reaccién de control negativo, carente de templado y cuando fue posible, una
reaccién de control positivo, utilizando un templado verificado previamente. En el caso
de los PCR para la verificacién de la correcta sintesis de ADNg, se incluyé un control
“sin RT”, el que consistio de una reaccion usando como femplado una cantidad
equivalente de ARN luego del tratamiento con DNasa L.

2.3.6.2. PCR de colonias.

Para verificar inicialmente la presencia del insertc en las colonias de E.coli o A
tumefaciens transformadas, se resuspendieron las colonias crecidas en las placas de LB
solido suplementadas con el antibidtico(s) de seleccién, en 10 pL de agua libre de

nucleasas. Se tomé 1 pL como templado para la reaccion de PCR y el resto se propagé
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en medio LB liquido suplementado con antibiético de seleccién. La reaccion se llevo a
cabo de acuerdo a lo descrito para la Taqg DNA polimerasa en el punto 2.3.6.1.

2.3.6.3. RT-PCR.

Para analizar la expresién de los genes de interés se realizo la sintesis de la hebra
complementaria del ARNm, utilizando al enzima de transcripcidn reversa RT-Impron H.
Luego de la extraccién de ARN (2.3.9) se trataron 2 pg de éste con una mezcla
compuesta por 1 U de DNasal, 1X amortiguador DNasal con MgCl,, 26 U de Inhibidor
de RNasa (Ribolock) y agua libre de nucleasas a un volumen final de 10 pL, durante 30
min. a 37°C. Posteriormente se detuvo la reaccion agregando 0,5 uL de EDTA 50 mM.
Luego, se tomaron 5,5 uL de esta mezcla y se incubaron con 1 uL de oligo AP 10 mM
(5’-CGCCACGCGTCGACTAGTAC TTTTTTTITTTTITITT -3°) por 5 min. a 70 °C
en el termociclador, luego se detuvo el programa, se incubaron los tubos en hielo y se
agregd 13,5 pL de la mezcla de RT (1 uL de RT Improm II (Promega), 20 U de
Inhibidor de RNasa (Ribolock, Fermentas), dNTPs 500 uM (Fermentas), MgCl; 3,125
mM, 5 uL de tampén 5X de RT Improm II 'y se continud con el programa RT-PCR.

Tabla 4. Programas de PCR utilizados en este seminario de titulo.
1: PCR convencional Taq polimerasa.

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 94°C/ 5 min. 94°C/ 30 seg. 72°C/10 min,
Paso 2 -- T°H/30 seg. --
Paso 3 -- 72°C/30seg-1 min --
N° de ciclos 1 32-35 1

T°H: SMC = 47°C, psy2 opt. F* con psy2 opt. R Interno = 59°C, gpsy2 opt. = 60°C, qort! opt. =62°C, 185 =
55°C. El tiempo de elongacion se calculd de acuerdo a VTag=1Kb/min y el largo del fragmento esperado.

2: PCR convencional Elongasa

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 94°C/ 5 min. 94°C/30seg. 72°C/10 min,
Pasp 2 - 58°C/30seg. —
Paso 3 - 68°C/ 3 min -
N° de ciclos 1 35 1

26




3: PCR de colonias

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Pasa 1 94°C/ 5 min. 94°C/ 30 seg. 72°C/10 min.
Paso 2 -~ T°Hf30 seg. --
Paso 3 - 72°C/{1-2:30 min --
NP de ciclos 1 32-35 1

T°H: dxr F’ con egfp R'= 58°C, psy2 opt. = 65°C, crl opt. = 64°C, psy2 opt. F'con gfp R*=67°C, crtl opt. F'
con gfp R’ =65°C. El tiempo de elongacion se calculd de acuerdo a VT =1Kb/min y el largo del fragmento

esperado (Tabla 3}.
4: RT-PCR
Segmento 1 Segmento 2
Paso 1 70°C/ 5 min. 42°C/ 60 min.
Paso 2 25°C/ 5 min. 70°C/ 15 min.
N° de ciclos 1 1

2.3.7. Construcciones génicas.
2.3.7.1. Diseiio bio-informatico: Construccién génica pPG::psy2::nos.

En orden de optimizar tiempo se disefio bio-informdticamente usando el programa
Vector NTI® de Invitrogen, una construccién génica que consta de 737 pb del promotor
PG de tomate seguido de 67 pb del extremo 5'no traducible del mismo gen (denominado
pPG) (gi.19295: :675-1479); la secuencia codificante del gen psy2 de D. carota (1.317
pb) (21.DQ192187.1:357-1673), que incluye su péptido de transito a cloroplasto y el
extremo 3 'no traducible del gen de la nopalina sintasa de A. tumefaciens (terminador nos
de 277 bp) (gi. 332144932:3044-3320). La construccion fue flanqueada por la enzima de
restriccion Spel, que no corta ninguna de las secuencias mencionadas y solo una vez en
el sitio multiple de clonamiento del vector de destinacién (pCP). Se realizé la
optimizacion del uso de codones para la secuencia del gen psy2 de D. carota, usando el
programa online OPTIMIZER -//genomes.urv.es) con ¢l método un codon-un

aminoécido, donde todos los codones que codifican el mismo aminoacido son

substituidos por el codén sinénimo usado con mayor frecuencia en el set de referencia
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(Puigbo y col, 2007). Como set de referencia se usé la tabla de Malus doméstica (Anexo

1) obtenida de (http://www.kazusa.or.ip). Para verificar el correcto marco de lectura de

Ja construccion asi como la homologia aminoacidica con la secuencia del gen psy2 de la
base de datos, se utilizé el programa Vector NTL. También se uso el programa de

prediccién de genes FGENESH 2.6, selecciondndose en éste el item “organismo plantas

dicotiledoneas” (http;//linux1.softberry.com).

2.3.7.2. Diseiio bio-informditice: Construccién génica pPG::pt::cril::nos.
Se utilizé el mismo fragmento del promotor PG descrito previamente, seguido de la
secuencia del péptido de trénsito a cloroplasto de la subunidad pequefia de la Rubisco
de arveja (171 pb) (ENAJCAA25390:1-171), Ia secuencia codificante del gen crdf de X.
dendrorhous (1.749 pb) (gi.68250374) y el terminador nos ya descrito. La construceién
se flanqueé por la enzima de restriccién Xaol, la cual corta s6lo una vez en SMC del
vector de destinacion (pCP), no corta ninguna de las secuencias mencionadas ni tampoco
al gen psy2 de D. carota. Se realizd la optimizacion de los codones de la secuencia del
gen crt] como se describié previamente y se comprobé el correcto marco de lectura asi

como la homologia aminoacidica mediante los mismos programas.

Ambas construcciones génicas fueronm sintetizadas por la empresa GenScript

(http://www genscript.com) v clonadas en el sitio de restriccion EcoRV del vector
pUCS57. Se realizaron anélisis de restriccion y secuenciaciones como control de calidad
por parte de la misma empresa. Los plasmidos liofilizados fueron resuspendidos de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y fueron utilizados para transformar E.coli

DHS5a como se describio en 2.2.2. Los clones positivos se seleccionaron de acuerdo a
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2.2.2, se verifico la presencia del inserto mediante PCR de colonias (2.3.6.2. Tabla 4.3),
Tuego se les extrajo ADN plasmidial (2.3.1.2.) y se realizaron digestiones enzimdticas de

acuerdo a 2.3.4.2. (Tabla 2).

2.3.7.3. Obtencién del vector pCP.
El vector binario pB7FWG2,0 que contiene el gen dxr de A. thaliana, fue digerido con
Xbal y Sacl, de acuerdo a 2.3.4.1. Esta digestion desprende un fragmento de 3.599 pb
(p358::dxr::gfp::t35S) y un fragmento de 7.854 pb, que contiene el borde derecho (RB),
la resistencia a Basta para la seleccitn en plantas (gen bar), el borde izquierdo (LB) y la
resistencia a Espectinomicina para la seleccién en bacterias (Fig. 2). La digestion se
visualizé en un gel de agarosa (2.3.2) y la banda de 7.854 pb fue purificada de acuerdo a
23 3. Paralelamente se sintetizaron dos oligos complementarios, que poseian los sitios
de restriccién que flanquean las construcciones génicas descritas en 2.3.7.1-2 (Spel y
Xnhol), se seleccionaron estas enzimas ya que no cortaban las construcciones ni la banda
de 7.854 pb purificada. Se afiadieron otras enzimas de restriccion (EcoRI, Apal, Pstl,
AvAL, EcoRV, BspEl, Ncol, Bglll), que no cortaban el vector digerido, para obtener un
tamafio cercano a 100 pb. También se disefiaron dos partidores (Tabla 3) que flanquean
todos los sitios de restricci6n, para futuras secuenciaciones. Toda esta construccion fue
flanqueada por los sitios de restriccion Xbal y Sacl (Fig2). Los dos oligos
complementarios fueron hibridados en un gradiente de temperatura en el termociclador
(T; 94°C, |1°C cada 10", Tt 10°C), luego se digiri6 con Sacl-Xbal (2.3.4.1.), se
visualiz en un gel de agarosa (2.3.2.) y se purifico la banda correspondiente a 141 pb

(2.3.3.). Para la ligacién se tomaron 42 ng del vector y 90 ng del sitio multiple de
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clonamiento (SMC), en una razén de 1:119, con 1,5 unidades de T4 ligasa (3U/l
Promega), amortiguador 1X, en un volumen final de 20 pL. Esta reaccion se mantuvo a
20°C por 16 horas y fue utilizada para transformar E.coli DH5a como se describid en
2.2.2. Los clones positivos se seleccionaron de acuerdo a 2.2.2, se les extrajo ADN
plasmidial (2.3.1.2.) a 10 colonias y se verifico la presencia del inserto mediante PCR

(2.3.6.1. Tabla 4) y mediante digestiones enzimaticas de acuerdo a 2342  (Tabla?2).
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Forward MCS {100.0%) Apat e \ Reverss MCS (100 0%)
xbai(s) )\ EcoRi(3n) - \ f Sactiazm
I-\‘ \ G { d
i |
SMC (141 pb)
j Forward MCS (100.0%)
Xeal (11438 oy
|Apei @8]
Bamey (114521 j

Smal (11449)|
m“ﬂﬁh
\
Xmal(11447) ——
i Ecomviey
LB Meoi 79
Sm/SpR Eall @5
Revenie MCS (100.0%)
Saci
pBTFWG2,0 dxr S e
xady 1 e Hing® (123
114¢7 bp .
: RB

Figura 2. Obtencién del vector pCP. Esquema del SMC disefiado (1), de la digestion con Xbal-Sacl del
vector pB7TFWG2-Atdxr (2) y del vector final obtenido luego de la ligacion (pCP) (1+2).
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2.3.7.4. Obtencion del vector pCP:psy2

El vector binario pCP (2.3.7.3.) fue digerido con la enzima de restriccion Spel de
acuerdo a 2.3.4.1., a continuacién se agregd 1 unidad de fosfatasa alcalina a la mezcla de
digestién y se incubd a 37°C por 1 hora, luego se inactivo la enzima a 65°C por 20 min.
y al agregar 2 pL EDTA 0,5 M pH=8. A continuacitn la digestion se visualiz6 en un gel
de agarosa (2.3.2) y la banda de 7.995 pb fiue purificada de acuerdo a 2.3.3.
Paralelamente el vector pUC57:pPG::psy2::nos (2.3.7.1) fue digerido con la misma
enzima en las mismas condiciones, se visualizé en un gel de agarosa (2.3.2) y la banda
correspondiente a 2.433 pb (pPG::psy2: :nos) fue purificada de acuerdo 2.3.3.

Para la ligacién se utilizd 100 ng del vector pCP y 240 ng del inserto pPG::psy2::nos, en
una razén de 1:7,7 con 1 unidad de T4 ligasa (Fermentas 5 w/ul), amortiguador 1X, en
un volumen final de 20 pL. Esta reaccién se mantuvo a 4°C por 16 horas y fue utilizada
para transformar E.coli DH5a como se describi6 en 2.2.2. Los clones positivos se
seleccionaron de acuerdo a 2.2.2, se les extrajo ADN plasmidial (2.3.1.2.) y se verifico
la presencia del inserto mediante digestiones enziméticas de acuerdo a 2,3.4.2. (Tabla 2).
Los vectores positivos fueron posteriormente incorporados a 4. tumefaciens (2.2.4) para

proceder con la transformacion vegetal.

2.3,7.5. Obtencién del vector pCP:psy2:cril.
El vector binario pCPpPG::psy2:inos (23.74.) fue digerido con la enzima de
restriccion Xhol de acuerdo a 2.3.4.1., a continuacion se agregd 1 unidad de fosfatasa
alcalina a la mezcla de digestion y se incubd a 37°C por 4 horas, luego se inactivo la

enzima a 80°C por 20 min., se visualizd en un gel de agarosa (2.3.2) y la banda de
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10.428 pb fue purificada de acuerdo a 2.3.3. Debido a multiples intentos fallidos, se
decidié re-desfosforilar el vector purificado por otras 6 horas, se inactivo la enzima a
80°C por 30 min., se visualizo en un gel de agarosa (2.3.2) y la banda de 10.428 pb fue
re-purificada de acuerdo a 2.3.3.

Paralelamente el vector pUC57:pPG::pt: :crtl::nos (2.3.7.2) fue digerido con la misma
enzima en las mismas condiciones, se visualizé en un gel de agarosa (2.3.2) y la banda
correspondiente a 3.020 pb (pPG::pt:: crtl: :nos) fue purificada de acuerdo 2.3.3.

Para la ligacién se utilizé 96 ng del vector y 168 ng del inserto (en una razén de 1:6,5)
- con 200 unidades cohesivas de T4 ligasa (NEB 400 uw/ul), amortiguador 1X, en un
volumen final de 10 pL. Esta reaccion se mantuvo a 4°C por 16 horas y fue utilizada
para transformar E.coli DH50 como se describi6 en 2.2.2. Los clones positivos se
seleccionaron de acuerdo a 2.2.2, se les extrajo ADN plasmidial (2.3.1.2.) y se verifico
la presencia del inserto mediante digestiones enziméticas de acuerdo a 2.3.4.2. (Tabla 2).
Los vectores positivos fueron posteriormente incorporados a A. tumefaciens (2.2.4) para

proceder con la transformacion vegetal.

2.3.7.6. Tecnologia Gateway®

2.3.7.6.1. Clonacidén de los fragmentos de interés en el vector de entrada

PCR®S
Para clonar las construcciones pPG::psy2 sit y pPG::pt::cril sit se utiliz el vector de
entrada pCR®8/GW/TOPO®, el que posee la enzima Topoisomerasa I unida
covalentemente a la secuencia CCCTT del vector, o que favorece la clonacion de los

productos de PCR que contienen una adenosina libre en el extremo 3’, como es ¢l caso
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de los obtenidos mediante Tag polimerasa. Adicionalmente, pCR™8 posee los sitios
attLl y atL?2 flanqueando el sitio de clonacién, lo que permite posteriormente el
traspaso de las secuencias clonadas a una amplia gama de vectores de destinacion,
mediante la tecnologia Gateway®. Esta tecnologia se basa en el mecanismo de
recombinacion sitio especifica del fago A, usando secuencias homdlogas tanto en el
vector de entrada (atfl) como en el vector de destinacién (a#B), las que son
recombinadas de forma especifica mediante la enzima LR clonasa (Invitrogen),
transformandose en a#B. El gen de interés debe estar en sentido con respecto al sitio
atiL1 en PCR®8 (Fig.3).
Para la reaccion de clonacién se utilizaron 2 pL (250-300 ng) del producto de PCR
pPG::psy2 sitérmino y pPG::pt::crtl sftérmino (2.3.6.1.), 25 ng del vector PCR8®, 0,5
uL de solucién salina (NaCl 1,2 M, MgCl; 0,06 M), en un volumen de 3 pL. Se incubd a
temperatura ambiente por 16 horas y se utilizé la mezcla para transformar E. coli D5
como se describié en 2.2.2. Los clones positivos se seleccionaron de acuerdo a 2.2.2, se
les extrajo ADN plasmidial (2.3.1.2.) y se verifico la presencia y orientacion del inserto
mediante digestiones enziméticas de acuerdo a 2.3.4.2. (Tabla 2).

2.3.7.6.2. Clonacién de los fragmentos de interés en el vector de destinacién

pMDC107: Recombinacién por tecnologia Gateway®
Para el andlsis de localizacién subcelular se eligié el vector de destinacién pMDCI107, el
cual posee los sitios affR1 y atfR2 flanqueando el gen de seleccion letal en E.coli cedb,
rio arriba del gen reportero gfp fusionado a una cola de histidina. Estas secuencias se

encuentran flanqueadas por los sitios LB y RB que delimitan la zona que se insertara en
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el genoma de las células vegetales, al ser transformadas mediante A. tumefaciens. Las
zonas de recombinacion atfR1 y atfR2, permiten remplazar el gen de seleccion ccdb por
los fragmentos previamente clonados entre los sitios atfL1 y atrL.2 del vector PCR™S,
generandose construcciones del tipo pPG::psy2::gfp y pPG::pt::cril: :gfp. Para la
reaccion de recombinacién se usaron 120-150 ng del vector PCR*8/pPG::psy2 o
PCR™8/pPG::pt:: crtl, 150 ng del vector pMDC107, 2 pL enzima LR Clonasa™ II y
tampon TE, pH: 8 hasta un volumen final 10 pL. Se incub6 la reaccion a 25°C por 16
horas, luego se agregé 1 pL de proteinasa K y se incub6 la mezcla a 37°C por 10 min. Se
utilizo la mezcla para transformar E.coli DH5a como se describi¢ en 2.2.2. Los clones
se seleccionaron de acuerdo a 2.2.2, se les extrajo ADN plasmidial (2.3.12.) y se
verifico la presencia y orientacion del inserto mediante digestiones enzimaticas de
acuerdo a 2.3.4.2. (Tabla 2). Los vectores positivos fueron posteriormente incorporados

a A. tumefaciens (2.2.4) para proceder con la transformacion vegetal.
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Figura 3. Mecanismo de recombinacién mediante la tecnologia Gateway. A: Mapa del vector de
entrada PCR8 (http://www.invitrogen.com). B: Mapa del vector de destinacion pMDC107
(http://www.arabidopsis.org). C: Esquema de la recombinacion homoéloga entre los sitios atfL del vector

de entrada y atB del vector de destinacion, dando origen al vector binario con el gen de interés.

2.3.8. Transformaciones transitorias de los frutos.

Para los ensayos de agroinfiltracion se seleccionaron frutos de Solanum lycopersicum
inmaduros que presentaban una coloracion verdosa/amarilla y un epicarpo resistente a la
presion. También se seleccionaron frutos de Malus domestica variedad Fuji, con una

coloracién amarilla, indicativo de una maduracion media. Todos los frutos fueron

adquiridos comercialmente.

Los clones de A. tumefaciens portadoras de los vectores pCP, pCP:psy2 y pCP:psy2:cril
fueron crecidos en 15 mL de LB lig. suplementados con los antibidticos de seleccion
(2.2.4.) a 28°C en agitacion, hasta alcanzar una D.O.600nm = 0,8. Luego se centrifugd (7'x
3.500 rpm), se eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en medio de
infiltracion MMA (0,5 X MS, 10 mM MES pH:5,6, 20 g/L de sacarosa, 200 M

acetosiringona). Esta mezcla se incub6 por 1 hora a T° ambiente en agitacion y se
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inyectaron 500 pL de esta solucion usando jeringas BD ultra-fine” 1I en frutos de tomate
y manzana, entre 6-8 regiones por fruto.

Se transformaron entre tres a cinco frutos por cada una de las construcciones analizadas.
Como control negativo se transformé con A. tumefaciens portadoras del vector pCP sin
inserto. Los frutos se mantuvieron a 22°C con un fotoperiodo de 16 hrs. luz, por 3-5

dias, luego del cual se les extrajo ARN (2.3.9).

2.3.9. Extracci6n, visnalizacién y cuantificacién del ARN de los frutos.
2.3.9.1. Extraccién del ARN de los frutos de tomate.

Se esterilizaron los morteros prendiendo etanol y se limpié bien las pipetas y los
utensilios (cucharén, pinzas) con etanol. Se utilizaron puntas y tubos recién autoclavados
durante todo el proceso. Se molieron 800 mg de mesocarpo de tomate agroinfiltrados
con nitrogéno liguido hasta obtener un polvo muy fino, luego se agregd 3 mL de
amortiguador de extraccion (0,2 M LiCl, 200 mM Tris-HC! pH:8, 20 mmM EDTA, 2%
SDS p/v) y 3 mL de Fenol basico pH:8 previamente pre-calentados a 65°,
posteriormente se agregd 2% v/v de p-mercaptoetanol sobre el tejido congelado. Se
recolecto el liquido descongelado en 4 tubos de 2 mL, s¢ mezcl6 en vortex por 1 min y
se incubd a 65°C por 30 min,, cuidando de homogenizar constantemente (vortex ¢/5
min.). Se agregé 400 uL de Cloroformo-Acohol Isoamilico (24:1), se agito por vortex y
se centrifugd (20°x12.000g a 4°C). Se recuperd la fase acuosa (750 L), se agregd 1
volumen de Cloroformo-Acohol Isoamilico y se repitié el paso anterior. Se extrajo la
fase acuosa (600 L) a un nuevo tubo de Eppendorf, se juntaron dos de las 4 réplicas, se

agregaron 0,25 volimenes de LiCl 10 M y se precipito a 4°C por toda la noche. Se
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centrifugd a (35'x12.000g a 4°C), se eliminé el sobrenadante y se resuspendi6 el
precipitado en 250 pl. de H,O DEPC. Luego se agregd un volumen de Cloroformo-
Acohol Iscamilico (24:1), se mezcld, se centrifugd (10°x14.000g a 4°C), se recupero la
fase acuosa (200 pL) a un nuevo tubo y se unieron las dos réplicas restantes, se
agregaron 2 volimenes de isopropanol (800 pL) y se dejé precipitar a -20°C por 60 min.
A continuacién se centrifugé (20°x14.000g a 4°C), se eliminé el sobrenadante y se 1avd
el precipitado con 1 mL EtOH 75% DEPC, se centrifugd (10'x14.000g a 4°C), se
eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 250 pL de H,O DEPC. Luego se agregd un
volumen de cloroformo, se mezcld y se centrifugd (5°x10.000g a 4°C), se rescaté el
sobrenadante, se agregaron 3 volumenes de EtOH absoluto y frio mas 0,1 volumenes de
NaAc 3M pH:4,8 frio y se dej6 precipitar a -80°C por 1 hora. A continuacién se
centrifugd (45x10.000g a 4°C), se eliminé el sobrenadante, se lavo el precipitado
nuevamente con EtOH 75% y se centrifugd (5'x10.000g a 4°C). Finalmente se elimind
¢l sobrenadante y se secé el precipitado a T° ambiente, para resuspenderlo en 15 pl. de
H,0 DEPC. Se almacené a -80°C hasta su uso. Protocolo basado en (Araya, 2011)
modificado de (Verwoerd y col, 1989).
2.3.9.2. Extraccién del ARN de los frutos de manzano

Utilizando un mortero, se molieron 4g de mesocarpo de manzana en presencia de
nitrogeno liquido y se agregaron 10 mL de amortiguador de extraccion (2% p/v CTAB,
2% p/v PVP40, EDTA 25 mM, NaCl 2M, Tris-HC] 100mM pH:8.0) precalentados a a
65°C, posteriormente se agregd 2% viv de B-mercaptoetanol sobre el tejido congelado.
Se recolecto el liguido descongelado en un tubo Falcon de 50 mL, se agit6 por 1 min. en

vortex y se incubd a 65°C por 30 min., cuidando de homogenizar constantemente
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(vortex ¢/5 min.). Luego se agregd un volumen de Cloroformo-Acchol Isoamilico frio
(24:1), se agité por vortex por 1 min, y se centrifugé (20'x12.000g a 4°C). Se recuperd
el sobrenadante, se traspasé a un nuevo tubo y se repitid el paso anterior. A
continuacién, se traspasé el sobrenadante a un tubo Falcon de 15 mL, se agregaron 0,25
volimenes de LiCl 10 M, se mezclé y se dejé precipitando a -20°C por toda la noche.
Luego se centrifugo (35’ x12000g a 4°C), se elimind el sobrenadante y se resuspendio el
precipitado en 500 pL de HO DEPC, transfiriéndose a un tubo Eppendorf. Se repitié el
lavado con Cloroformo-Acohol Isoamilico, se recupert la fase acuosa (450 pL) y se
agregd 1 mL EtOH 75% DEPC y se dej6 precipitar a -80°C durante 30 min.. Finalmente
se centrifugd (20'x14000g a 4°C), se eliminé el sobrenadante y se seco el precipitado a
temperatura ambiente, para resuspenderlo en 15 pk de H,O DEPC. Se almacen6 a -80°C
hasta su uso. Protocolo basado en (Meisel y col, 2005).

2.3.9.3. Visualizacién y Cuantificacién del ARN mediante geles de agarosa

denaturantes.
Se tomaron 0,5 gr. de agarosa en 36 mL de agua y se calentaron hasta disolver, luego se
enfrié hasta 60 °C y se agregd 5 mL de amortiguador de MOPS 10X (0.4 M MOPS
pH:7,0,1 M AcNay 0,01 MEDTA) y 9 mL de formaldehido 37% (12,3 M). Se mezclo,
se vertio el contenido en el molde y una vez seco se depositd en la camara de
electroforesis afiadiendo 250 mL de amortiguador de corrida MOPS 1X. Para preparar
las muestras se tomaron 2 L de ARN obtenido (2.3.9.1-2.) y 2 pL del amortiguador de
tincion de carga de formaldehido con BrEt, en una razon 1:1, se mezcld y se calentd a
65°C entre 5-10 min. Finalmente se cargd el gel y se corrié a voltaje constante de 75 mV

por 45 min, para posteriormente visualizarlo en el transiluminador UV (GeneGenius
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Classic de SynGene). Para verificar la integridad del ARN obtenido se fij6 en la
presencia de las bandas 285 y 185, El ARN fue cuantificado usando un
espectrofotémetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) (Aze), fijandose en que los indices

Azsonso ¥ Azeonso dieran dentro del rango (1,8a2y2a2.2 respectivamente).

2.4. Microscopia de epifluorescencia

Para determinar la correcta localizacion subcelular de las proteinas PSY2 y PT::CRTI, se
visualizé 1a fluorescencia de las proteinas fusionadas a GFP, para esto se agroinfiltraron
frutos de tomate con los vectores pMDC107:psy2::gfp y pMDCI07:pt::crtl::gfp
{(2.3.7.6.2). Se utilizé un vibratomo para realizar cortes muy finos (200-300 pm) del
tejido de fruto y se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX70)
utilizando una longitud de onda 460-490 nm (luz azul, requerida para excitar a GFP)
con un aumento de 200 veces (20X). Se utilizo el filtro U-N31001 para observar la
fluorescencia de GFP (verde) y eliminar la autofluorescencia de la clorofila, asi como un
filtro U-MNG?2 para observar la fluorescencia de la clorofila (fluorescencia roja). Como
control megativo se utilizaron muestras agoinfiltradas con pMDC107 sin inserto y
pCambial302:pPG::gfp. Los experimentos se realizaron {res veces, para
pMDC107:psy2::gfp y dos veces para pMDCI107.pz::cril::gfp, observandose 15-20

cortes cada vez, para cada vector.
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3. RESULTADOS

3.1. Obtencion del vector pCP

El vector pPB7FWG2.0-Atdxr se transformé en E.coli, seleccionandose las colonias con
espectinomicina (100 mg/L). La presencia del vector se ratifico mediante PCR de
colonias con los partidores especificos para el gen dxr de A. thaliana fusionado al gen
gfp (Tabla 3). Los resultados de la amplificacion se observan en el gel de electroforesis

con la banda esperada de 705 pb, para las cinco colonias analizadas (Fig. 4).

o 3 3 4 s C
o T D G

S00 WgSSS

Figura 4. PCR de colonias del vector pB7FWG2.0-Atdxr. Amplificacion de un fragmento del gen dxr
de A.thaliana fusionado en el extremo 3'al gen egfp a partir de colonias de E.coli portadoras del vector
pB7FWG 2.0-Atdxr. Control negativo: Mezcla de amplificacion sin templado (C-).

Luego, se digirio6 el ADNp de las colonias positivas con las enzimas Sacl y Xbal.
Mediante electroforesis se observaron las dos bandas esperadas de 7.868 pb (RB, bar,
LBy Sp¥) y 3.599 pb (p35S::Atdxr::gfp::t35S) (Fig. 5A). A continuacion, se purifico la

banda con el vector lineal de interés (7.868 pb), comprobandose su correcta purificacion

mediante electroforesis (Fig. 5B).

Xpal(11438)

Figura 5. Digestion Sacl- Xbal del vector pB7FWG2.0-dxr y purificacién del fragmento de interés.
A) Digestion con Sacl-Xbal del vector pB7TFWG2—dxr. B) Esquema de los fragmentos esperados de la
digestion con Sacl-Xbal del vector pB7FWG2-dxr. C) Purificacion de la banda de 7.868 pb
(RB::bar::LB-Sp").
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Paralelamente, se sintetizaron e hibridaron por un gradiente de temperatura dos oligos
complementarios de 141 pb (2.3.7.3), para generar un sitio multiple de clonamiento,
SMC que contiene los sitios: EcoRI, Apal, Psil, Spel, Xhol, Avrll, EcoRV, BspEl, Ncol,
Bglll, flanqueado por los sitios de restriccion Sacl y Xbal. Se digirié el SMC obtenido,
con las enzimas Sacl-Xbal y se observo la banda de 141 pb esperada por electroforesis
(Fig. 6A). Luego se purifico la banda de interés y se corrobor6 su adecuada purificacion

mediante electroforesis (Fig. 6B).

A) 1000w B)
250 8 2008

Figura 6. Digestién Sacl- Xbal del SMC y purificacién del fragmento de interés. A) Digestion con
Sacl-Xbal del SMC luego de la hibridacién de los dos oligos complementarios sintetizados. B)
Purificacion de la banda de 141 pb.

Para obtener el vector pCP, la banda correspondiente al vector pB7FWG 2.0-Atdxr
(7.854 pb) y el SMC (141 pb) purificados, se ligaron mediante T4 DNA-ligasa y se
clonaron en E. coli DH5a. Las colonias positivas se seleccionaron con el antibidtico de
seleccion correspondiente (Espectinomicina) y se comprobo la presencia del SMC en 9
de las 10 colonias analizadas mediante PCR, usando partidores especificos para el SMC

(Tabla 3) (Fig. 7).

Figura 7. PCR del SMC del vector pCP. Amplificacion del SMC usando partidores especificos que
flanquean los sitios de restriccién y ADNp de 10 colonias de E.coli transformadas con el vector de interés
resistentes a Sp. Control negativo: Mezcla de reaccion sin templado (C-).

Luego, se seleccionaron las colonias positivas 6, 8 y se comprobo la presencia de los
sitios de restriccion de interés (Spel y Xhol) mediante digestiones enzimaticas dobles

con Nhel-Spel (Fig. 8A) y Ndel-Xhol (Fig. 8B). En las dos colonias analizadas se
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obtuvieron los patrones de digestion esperados para la presencia del SMC, con tamatios

de (4.469-3.262-264) pb y (3.711-2.489-1795) pb respectivamente (Fig. 8 C).

A) pCP Vector sin SMC
4469 pb 4469 pb

Nhel SpR' ‘m__ BarR Nhel  Nhel s SpR _l’___ BarR  Nhel

3262 pb 3409 pb

— R Whel
Spel MO B N Nhel s 8818 Nhe!
26aph Nhel BarRmes Spel
B) pcP Vector sin SMC
3711pb . . 5389 pb
K0! B e e e ——— e
2489 pb 2489 pb
Nde| cmmm— = . — Ndel e e Nl
1795 pb
Ndel =l SRR LB ¢ BarR  mcs xhol
C) Nhel-Spel Ndel-Xhol Nhel-Spel Ndel-Xhol

col.6 col 6 col .8 col.8

Figura 8. Digestion del vector pCP con Nhel-Spel y Ndel-Xhol. A) Izquierda: Mapa del vector pCP
digerido con Nhel-Spel. Derecha: Mapa del vector sin el SMC, digerido con Nhel-Spel. B) 1zquierda:
Mapa del vector pCP digerido con Ndel-Xhol. Derecha: Mapa del vector sin el SMC digerido con Ndel-
Xhol. C) Gel de electroforesis donde se ilustra dos colonias digeridas con Nhel-Spel y Ndel-Xhol

3.2. Obtencion de las construcciones génicas pCP:psy2 y pCP:psy2:crtl

3.2.1. Diseiio bioinformaitico de las construcciones génicas pPG::psy2::nos y
pPG::pt:cril::nos

Mediante el programa Vector NTI se disefiaron dos construcciones, que poseen el
promotor del gen de la Poligalacturonasa de tomate (pPG), seguido del gen psy2 de
D.carota fusionado al terminador Nos o el péptido de transito a cloroplasto de la

subunidad pequeiia de la Rubisco de arveja fusionado al gen cril de X. dendrorhous,
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seguido del terminador Nos. Estas construcciones, fueron flanqueadas por las enzimas
Spel y Xhol, presentes en el vector pCP. En la figura 9 se muestran las construcciones

diseﬁadas 4 AsiS1 (2150)

A) Spel (10) pPG  AsiSI(825) : /Nm Spel(2431)

B) Xhol (10) Nos Xhol

pPG pt ertl

\ 3030 bp ——L
Figura 9. Construcciones génicas que permitirdn la expresion fruto especifica de los genes psy2 de
D.carota y crtl de X.dendrorhous. A) Tlustracién que muestra la construccion de 2.443 pb disefiada para
el gen psy2 de D.carota. B) Tlustracién que muestra la construccion de 3.030 pb disefiada para el gen cril
de X. dendrorhous. pPG: promotor de la poligalacturonasa de tomate, psy2: fitoeno sintasa 2 de D.carota,

pt: péptido de transito a cloroplasto de la subunidad pequefia de la Rubisco de arveja, crtl:fitoeno
desaturasa de X.dendrorhous, Nos: extremo 3 'UTR del gen nopalina sintasa de A. tumefaciens.

Las secuencias nucleotidicas del gen psy2 y del gen crtl, fueron optimizadas al uso de
codones de M. domestica mediante el programa Optimizer, por ejemplo el aminoacido
Gln (Q) en D. carota esta codificado por el codon CAA, mientras que en M. domestica
por el CAG. Para el gen psy2 (1.317 nucleétidos) se obtuvieron 1.011 igualdades, 168
transiciones y 138 transversiones. Por otro lado, para el gen crt/ (1.749 nucleotidos) se

obtuvieron 1.349 igualdades, 211 transiciones y 189 transversiones (Figura 10).
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Uso de codones en el gen psy2 optimizado
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Figura 10. Optimizacion de los codones para M. domestica de los genes psy2 de D. carota y crtl de X.
dendrorhous. A) Grafio de los codones usados en el gen psy2 de D. carota. B) Grafico de los codones
usados en el gen psy2 de D. carota optimizado. C) Grafico del uso de codones en el gen cril de
X.dendrorhous. D) Gréfico de los codones usados en el gen cril de X.dendrorhous optimizado. Los
codones estan agrupados de acuerdo al aminoéacido que codifican, en la leyenda se indica el codigo de
aminoacidos de una letra para cada color.
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A continuacién, se predijeron in silico los potenciales genes presentes en las
construcciones disefiadas, usando el programa FGENESH 2.6 y el genoma de A.
thaliana (dicotiledénea) como base de referencia. En ambas construcciones se encontrd
un tinico marco de lectura que correspondia al CDS del gen psy2 y del pt fusionado al
gen crtl, ademas se encontré un Gnico sitio de inicio de la transcripcion y de sefial de
poliadenilacion, en los lugares esperados (Fig. 11). Estos potenciales genes codificaban
para las dos proteinas descritas, lo que se verifico por alineamiento de los aminoacidos
entre la proteina predicha por el programa FGENESH y la proteina PSY2 de D. carota 'y

PT::CRTI de X. dendrorhous (Anexo 2y 3).

A) FGENESH 2.6 Prediction of potential genes in Dicot_arab genomic DNA
Seq name: pPG-psy2-nos (1bp - 2443bp, direct) 2443bp
Length of sequence: 2443
Number of predicted genes 1: in +chain 1, in -chain 0.
Number of predicted exons 1: in +chain 1, in -chain 0.
Positions of predicted genes and exons: Variant 1 from 1, Score:172.151843
Bcosi Mcpsi Wcpsi  MEcpse  ®PolA ¥ 1ss
v L 4
| P 1 I PP 1 P L Bassaloaaslosisl
721 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2188
1+ TS 721 -6.14
1 1 Cpso 828 2144 177.50 828 - 2144 1317
1. PolA 2188 1.06
B) FGENESH 2.6 Prediction of potential genes in Dicot_arab genomic DNA

Seq name; PT RBCS crtl optimizado (1bp - 3030bp, direct) 3030bp

Length of sequence: 3030

Number of predicted genes 1: in +chain 1, in -chain 0.

Number of predicted exons 1: in +chain 1, in -chain 0.

Positions of predicted genes and exons: Variant 1 from 1, Score:175.862564

®cosr M cDsi A cpsl Wicpso #PolA ¥ Tss

¥ e N | S . e e

| O O P [P T P TP TP U P O I TP P TP T TP P TP P |
721 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2775

1+ T88 721 -4.93
1+ 1 CbBo 820 - 2739 179.97 82¢ - 2738 1920
1+ Polk 2775 1.08

Figura 11. Prediccién de los potenciales genes presentes en las construcciones pPG::psy2::nos y
pPG:pt::ertl::nos. A) llustracion donde se observa el potencial gen codificado en la construceion
pPG::psy2::nos. B) Tlustracién donde se observa el potencial gen codificado en la construccion
pPG::pt::ertl::nos. CDSf: secuencia codificante comienza con el codén de inicio; CDSi: exon interno;
CDS1: gen termina con el codén de término; CDSo: gen contiene solamente el tinico exén codificante,
Sitio de inicio de la transcripcion (TSS), Sefial de poliadenilacion (PolA). Score: Log de la
probabilidad*10 del motivo.
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Finalmente, se sintetizaron ambas construcciones en GeneScript y se recibieron
clonadas en el vector pUC57. Se analizaron las secuencias de las construcciones
sintetizadas, donde se verifico la integridad de éstas y la perfecta correlacion de ellas
con las secuencias originales.

3.2.2. Obtencion del vector pCP:psy2

Se transformo la construccion pUCS7:pPG::psy2::nos en E.coli DHS5a, se selecciond
con ampicilina (100 mg/L) y se corroboré la presencia del inserto mediante PCR de
colonias con los partidores especificos para el gen psy2 de D. carota optimizado (Tabla
3). En todas las colonias analizadas se observo la presencia de la banda de interés de

1.090 pb (Fig. 12).
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Figura 12. PCR de colonias del gen psy2 de D. carota optimizado en pUCS7. Amplificacion del gen
psy2 optimizado a traves de un PCR de colonias de E.coli portadoras del vector pUCS7:pPG::psy2::nos.
Control negativo: Mezcla de reaccion sin templado (C-).

Luego, se realizaron ensayos de restriccion con la enzima BamHI en dos colonias
analizadas, donde se observaron las dos bandas del tamafio esperado: 3.629 y 1.524 pb,

lo que corrobora la presencia de la construccion pPG::psy2::nos (Fig. 13).

A) B -l l 2
BamHI 1o pb 33“88 g it
1500 SRS genmm—" - 3
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Figura 13. Digestion con BamHI del vector pUCS7:pPG::psy2::nos. A) Mapa de restriccion donde se
ilustran las dos bandas esperadas luego de la digestion con BamHI del vector pUC57 portador de la
construccion pPG:.psy2::nos. B) Gel de electroforesis del ADNp de dos colonias de E.coli transformadas
con el vector de interés y digeridas con BamHL
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Después de comprobar la presencia de la construccion de interés, se procedio a digerir
con Spel el vector pUC57:pPG::psy2::nos, donde se observaron las dos bandas
esperadas, una que comprendia la construcciéon de interés (2.433 pb) y otra que
correspondia al vector pUC57 (2.720 pb) (Fig. 14A). Se purific la banda de interés y se

visualizé en un gel de agarosa donde se comprobo su adecuada purificacion (Fig. 14B).
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Figura 14. Digestion del vector pUC57:pPG::psy2::nos con Spel y purificacién de la banda de
interés. A) Gel de electroforesis donde se observa el vector pUCS57:pPG::psy2::nos digerido con Spel. B)
Gel de electroforesis donde se observa la purificacion de la banda pPG::psy2::mos de 2.500 pb.

Paralelamente, el vector pCP (3.1.) se digiri6 con la enzima Spel. En la Fig. 15A se
observo una completa linearizacion de éste, con una banda de aproximadamente 7.854
pb. La banda de interés se purificé y se visualizé en un gel de agarosa, comprobandose

su completa purificacion (Fig. 15 B).
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Figura 15. Digestién y purificacién del vector pCP con Spel. A) Gel de electroforesis donde se observa
la digestién del vector pCP con Spel. B) Gel de electroforesis donde se observa la purificacién de la
banda de interés.
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Finalmente, la construccién pPG::psy2::nos digerida con Spel se ligd mediante T4-
ADN ligasa al vector pCP linearizado con Spel, se transform6 E.coli DH5a, se
selecciond con espectinomicina y se comprobo la presencia del inserto con digestiones
enzimaticas con la enzima HindIIl. En las tres colonias analizadas se observo el patron
de digestion correspondiente a la construccion clonada en el vector pCP con una banda

de 8.758 y 1.658 pb. (Fig. 16)
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Figura 16. Digestion del vector pCP:pPG::psy2::nos con HindIIL A) Mapa de restriccién del vector
pCP con la construccién pPG::psy2::nos clonada en sentido, digerido con HindIll. B) Mapa de
restriccion del vector pCP con la construccion pPG::psy2::nos clonada en antisentido, digerido con
HindIIL. C) Gel de electroforesis del ADNp de tres colonias de E.coli transformadas con el vector de
interés, digeridas con HindIll, que muestran la direccionalidad en sentido respecto al gen bar.

Finalmente, el vector binario pCP:pPG::psy2::nos (pCP:psy2) fue transformado en A.
tumefaciens por golpe de frio, se selecciond con espectinomicina (100 mg/L), mas
gentamicina (50 mg/L) y rifampicina (10 mg/L). Se corrobord la presencia del vector
por PCR de colonias con los partidores especificos para el gen psy2 de D. carota
optimizado (Tabla 3). En todas las colonias analizadas se observo la banda esperada de
1.090 pb. coll col2 col3 ocold colS colé coi7  C-
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Figura 17. PCR de colonias de Agrobacterium portadoras del vector pCP: psy2. Amplificacion del
gen psy2 optimizado a traves de un PCR de colonias de A.mumefaciens portadoras del vector pCP: psy2.
Como control positivo (C+) se usé6 ADNp y como control negativo (C-) la mezcla de reaccion sin
templado.
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3.2.3. Obtencion del vector pCP:psy2:crtl

Se transformé la construccion pUC57:pPG::pt.:crtl::nos en E.coli DH5aq, se selecciond
con ampicilina (100 mg/L) y se corroboré la presencia del inserto mediante PCR de
colonias con los partidores especificos para el pt fusionado al gen cril de X.dendrorhous
optimizado (Tabla 3), en 8 de las colonias analizadas se observo la presencia de la

banda esperada de 1.324 pb (Fig. 18).
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Figura 18. PCR de colonias del pf fusionado al gen cril de X. dendrorhous optimizado en pUCS7.
Amplificacion del pr fusionado al gen cri/ optimizado a traves de un PCR de colonias de E.coli
portadoras del vector pUCS7.pPG::pt::cril::nos. Control negativo (C-): mezcla de reaccion sin
templado.

A continuacion, se realizaron ensayos de restriccion con la enzima Kpnl en tres colonias
seleccionadas, en las cuales se observaron las dos bandas del tamafio esperado: 4054 y

1.688 pb, lo que corrobora la presencia de la construccion pPG::pt::crtl::nos (Fig. 19).
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Figura 19. Digestién con Kpnl del vector pUCS7:pPG::pt::crtl::nos. A) Mapa de restriccion donde se
ilustran las dos bandas esperadas luego de la digestion con Kpnl del vector pUC57 portador de la
construccion pPG..pt::cril::nos. B) Gel de electroforesis del ADNp de tres colonias de E.coli
transformadas con el vector de interés y digeridas con Kpnl.

Luego de comprobar la presencia de la construccion de interés, se procedio a digerir con

Xhol el vector pUCS7: pPG::pt::crtl::nos, donde se observaron las dos bandas
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esperadas, una que comprendia la construccion de interés (3.020 pb) y otra que
correspondia al vector pUC57 (2.720 pb) (Fig. 20A). Se purifico la banda de interés y se

visualizé en un gel de agarosa verificandose su correcta purificacion (Fig. 20B).
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Figura 20. Digestion del vector pUCS7:pPG::pt::crtl::nos con Xhol y purificacion de la banda de
interés. A) Gel de electroforesis donde se observa el vector pUCS7:pPG:.pt::cril::nos digerido con Xhol
B) Gel de electroforesis donde se observa la purificacién de la banda pPG:.pt::crtl:mos.

Paralelamente, el vector pCP:psy2 (3.2.1.) se digirio con la enzima Xhol. En la Fig. 21A
se puede observar una completa linearizacion de éste, apreciandose una banda de
aproximadamente 10.416 pb, la cual se purifico y se visualizé en un gel de agarosa,
comprobandose su completa integridad.
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Figura 21. Digestion y purificacion del vector pCP:psy2 con Xhol. A) Gel de electroforesis donde se
observa la digestion del vector pCPpsy2 con Xhol. B) Gel de electroforesis donde se observa la
purificacion de la banda de interés.
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La construccion pPG::pt::crtl nos digerido con Xhol se ligo en el vector pCP:psy2
digerido con Xhol, mediante T4-ADN ligasa, se transformo E.coli DH5q, se selecciono
con espectinomicina (100 mg/L) y se comprobo la presencia del inserto con digestiones
enzimaticas usando la enzima BstEII en las dos colonias obtenidas. En la colonia 1 se
observaron las bandas para la construccion clonada en antisentido respecto de la
construccion de psy2 (7.059-3.846-2.519 pb), mientras que en la colonia dos se
observaron las tres bandas esperadas para una clonacion en sentido respecto a la

orientacion de la construccion de psy2 (7.906-3.846-1.672 pb).
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Figura 22. Digestion del vector pCP:pPG::psy2::nos-pPG::pt::crtl::nos con BsfEIL. A) Mapa de
restriccién del vector pCP con la construccion pPG::pt::crtl::nos clonada en sentido de la construccion
psy2, digerido con Bs/EIL. B) Mapa de restriccion del vector pCP con la construccion pPG::pt::cril.:nos
clonada en antisentido, digerido con BstEIL C) Gel de electroforesis del ADNp de dos colonias de E.coli
transformadas con el vector de interés, digeridas con Bs/EIL
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Finalmente, el vector binario pCP:pPG::psy2::nos-pPG::pt::crtl::nos (pCP:psy2:cril)
fue transformado en A. tumefaciens por golpe de frio, se selecciond espectinomicina
(100 mg/L), mas gentamicina (50 mg/L) y rifampicina (10 mg/L). Se corrobd la
presencia del vector mediante PCR de colonias con los partidores especificos para el
gen crtl de X. dendrorhous optimizado (Tabla 3). En todas las colonias analizadas se

observo la banda esperada de 1.324 pb (Fig. 23)
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Figura 23. PCR de colonias de Agrobacterium portadoras del vector pCP:psy2:crtl. Carril 2 al 7 se
ilustra la amplificacién del gen cri optimizado a traves de un PCR de colonias de A.tumefaciens
portadoras del vector pCP:psy2:cril. Carril 8 y 9 se ilustra el control positivo (C+), que corresponde a
ADNp y el control negativo (C-), que corresponde a la mezcla de reaccion sin templado.

3.3. Anilisis de la funcionalidad transcripcional de los vectores pCP:psy2 y
pCP:psy2:crtl

Para comprobar la funcionalidad del vector pCP:psy2 se transformaron transitoriamente
frutos de tomate con A.tumefaciens portadoras de la construccién de interes, mediante
agroinfiltracién (seccion 2.3.8). Luego de 3-5 dias se extrajo ARN de los frutos
transformados y se sintetizo ADNc mediante RT-PCR. Se verifico la calidad del ADNc
obtenido mediante la amplificacion del gen ARN ribosomal /8S. Todas las muestras de
ADNe sintetizadas fueron de buena calidad y no presentaron contaminacién con ADN
genomico, pues se observo la amplificacion de la banda de 196 pb (/8S) en las muestras
de ADNC, la cual no se observo en las muestras con ARN previo al RT-PCR. Luego, se
realizé6 un PCR con los partidores especificos para el gen psy2 de D. carota optimizado
(Tabla 3). En las cinco muestras de ARN de tomate agroinfiltradas con el vector
pCP:psy2, se observo la banda de 606 pb del gen psy2 optimizado, de igual tamafio que
el control positivo (ADNp), la cual esta ausente en la muestra agroinfiltrada con el

vector sin inserto (Fig. 24) .
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B) Amplificacién del gen 185
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Figura 24. Amplificacién del gen psy2 y 18S a partir de muestras de ADNc obtenido de frutos de
tomate transformados transitoriamente con el vector PCPipsp2. A) Amplificacion del gen psy2
optimizado a partir de cADN sintetizado de cinco tomates distintos transformados transitoriamente con el
vector pCP;psy2. B) Amplificacién del gen I8 a partir de cADN sintetizado de los cinco tomates
transformados transitoriamente. Control positivo (C+) corresponde a ADNp, sin inserto (s/I) corresponde
a ADNgc sintetizado a partir de un tomate transformado transitoriamente con el vector pCP, control
negativo (C-) corresponde a la mezcla de reaccién sin templado, control sin RT (s/RT) corresponde a
ARN tratado con DNasa previo al RT-PCR.

Para comprobar la funcionalidad del vector pCPpsyZ:cril se transformaron
transitoriamente frutos de tomate y de manzana con A.tumefaciens transformadas con la
construccion de interés, mediante agroinfiltracion y se sigui6 el mismo procedimiento
descrito arriba. Todas las muestras de ADNc sintetizadas fueron de buena calidad y no
presentaron contaminacién con ADN gendmico, pues se observo la amplificacion de la
banda de 196 pb (18S) en las muestras de ADNc, lo cual no se observé en las muestras
con ARN previo al RT-PCR. En las tres muestras de ARN de tomate y de manzana
agroinfiltradas con el vector pCP:psy2:crtl, se observo la banda de 131 pb del gen psy2
optimizado y Ia banda de 120 pb del gen cr, ambas de igual tamafio que su control
positivo respectivo (ANDp). Se puede observar que segin lo esperado, las muestras
agoinfiltradas con el vector sin inserto (s/I) en el caso del tomate y en el caso de la

manzana en la muestra sin transformar no presentan estas bandas (Fig. 25).

53




TA T2 T3 C+ s C-

200

A)

>
120pb ertl —» 150

T sRT T2 aRT 3 sRT ol Ce C-

T T2 13

e§

Mz 1 Mz.2 Mz3 Ce sit c-

Figura 25. Amplificacion del gen psy2, crtl y 18S a partir de muestras de ADNc obtenido de frutos
de tomate y manzana transformados transitoriamente con el vector PCP:psy2:crtl. A) Amplificacion
del gen psy2, crtl y I8S a partir de cADN sintetizado de tres tomates distintos transformados
transitoriamente con el vector pCP;psy2:crtl. B) Amplificacion del gen psy2, cril y 18S a partir de cADN
sintetizado de tres manzanas distintas transformadas transitoriamente con el vector pCP:psy2:crtl. Control
positivo (C+) corresponde a ADNp; sin inserto (s/T) corresponde a ADN sintetizado a partir de un tomate
transformado transitoriamente con el vector pCP; sin transformar (s/t) corresponde a ADNc sintetizado a
partir de una manzana silvestre; control negativo (C-) corresponde a la mezcla de reaccion sin templado;
control sin RT (s/RT) corresponde a ARN tratado con DNasa previo al RT-PCR.

3.4. Determinacion de la localizacién subcelular de las proteinas PSY2 de D. carota
y PT::CRTI de X. dendrorhous

3.4.1. Localizacion de la proteina PSY2 de D. carota

Usando como templado ANDp del vector pUC57:pPG::psy2::nos, se amplifico el
promotor PG seguido del gen psy2 optimizado sin el codon de término (s/t) (partidores

Tabla 3). Se observo la banda esperada de 2.124 pb (Fig. 26).
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Figura 26. Amplificacion del promotor PG seguido del gen psy2 sin término. A) Esquema que ilustra
el sitio de hibridacién de los partidores utilizados para amplificar pPG::psy2 s/t. B) Gel de electroforesis
donde se ilustra la amplificacion del pPG::psy2 s/t, control negativo (C-) corresponde a la mezcla de
reaccion sin templado.

Se cloné el producto de PCR en el vector de entrada PCR8”, se seleccion6 con
espectinomicina (100 mg/L), verificandose la presencia y orientacion del inserto con
digestiones enzimdticas con la enzima BstEIl. En la primera colonia analizada se
observaron las bandas correspondientes al inserto clonado en sentido (3.894 y 1.047

pb), por lo que ésta fue seleccionada para la recombinacion (Fig. 27).

BstEll 3.894 pb BstEll

e = ol R
o e — =3 g==s

1.
BstEll BstEll 2500 pb Welime—
S e P e

col. 11 ool 13 col 15

B) paten 2.600pb BstEll S . —
2.341pb

BstEll | I | | BstEll

Figura 27. Digestion con BsfEIl del vector PCR8:pPG::psy2 s/t. A) Mapa de restriccion del vector
PCRS con el inserto pPG::psy2 s/t clonado en sentido. B) Mapa de restriccion del vector PCR8 con el
inserto clonado en antisentido. C) Gel de electroforesis donde se ilustra el ADNp de tres colonias de
E.coli transformadas con el vector de interés digeridas con Bs/EIL
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A continuacion se recombin6 el vector PCR8:pPG::psy2 s/t con el vector de destinacion
pMDC107, para realizar una fusion C-terminal a GFP, mediante LR clonasa. Se
selecciond con kanamicina (100 mg/L), verificandose la presencia y la correcta
orientacion del inserto mediante digestiones enzimaticas con las enzimas Ncol y
HindIll. En todas las colonias analizadas se observaron las dos bandas de 10.709 pb y
1.531 pb esperadas, para una recombinacion del inserto pPG::psy2 s/t en sentido al gen

gfp del vector pMDC107 (Fig. 28).
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Figura 28. Digestién con Ncol-HindIll del vector pMDC107:pPG::psy2::gfp. A) Mapa de restriccion
del vector pMDC107 con el inserto pPG::psy2 s/t en sentido al gen gfp. B) Mapa de restriccion del vector
pMDC107 con el inserto pPG.::psy2 s/t en antisentido al gen gfp. C) Gel de electroforesis de ANDp de
seis colonias de E.coli transformadas con el vector de interés digeridas con Neol-HindIIlL.

Finalmente, el vector de destinacion pMDC107:pPG::psy2::gfp fue transformado en A.
tumefaciens por golpe de frio, se selecciond kanamicina (100 mg/L), mas gentamicina
(50 mg/L) y rifampicina (10 mg/L). Se corrobord la presencia del vector mediante PCR
de colonias usando partidores especificos para el gen psy2 de D. carota fusionado al gen
gfp (Tabla 3). En seis colonias analizadas se observo la banda esperada de 1.824 pb

(Fig. 29).
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Figura 29. PCR de colonias de Agrobacterium portadoras del vector pMDC107:pPG::psy2::gfp.
Amplificacion del gen psy2 fusionado al gen gfp a traves de un PCR de colonias de A.tumefaciens
portadoras del vector pMDC107:pPG::psy2::gfp. El control negativo (C-) corresponde a la mezcla de
reaccion sin templado.

Se transformaron transitoriamente frutos de tomate con A. tumefaciens portadoras del
vector pMDCI107:pPG::psy2::gfp mediante agroinfiltracion. Luego de 4 dias se
cortaron unas capas celulares muy finas (200-300 pm) y se observaron por microscopia
de epifluorescencia. Como se puede observar en la figura 30A, el patron de
fluorescencia de GFP se localiza principalmente en los plastidios, lo que se puede
comprobar al hacer la sobreposicion de esta imagen con la fluorescencia propia de la
clorofila (30B), observandose una co-localizacion en amarillo (30C). Fluorescencia de
tal intensidad no se observo en cortes de frutos de tomates transformados con el vector
sin inserto (Fig. 30E). Esto sugiere que el patrén de fluorescencia observado en A es el
de la proteina de fusion PSY2::GFP, la cual se estaria destinando correctamente a los

plastidios.
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Figura 30. Microscopia de epifluorescencia de frutos de tomate transformados transitoriamente con
el vector pMDCI107:pPG::psy2::gfp. A) Fluorescencia de GFP de transformaciones con
pMDCI107:pPG::psy2::gfp, excitacion 465-495 nm (filtro U-N31001). B) Fluorescencia de clorofilas de
A, excitacion 515-555 nm (filtro U-MNG2). C) Sobreposicion de A y B, el color amarillo indica co-
localizacion. D) Campo claro de A-B. E) Control negativo: auto-fluorescencia verde de transformaciones
con pMDC107 sin inserto. F) Campo claro de E. Amplificacion 20X. n=3,
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De forma adicional se realizé un analisis in silico usando programas computacionales
disponibles en la web para determinar la localizacion subcelular de la proteina PSY2 de
D.carota en plantas. Como se observa en la Tabla 5, en todos los programas utilizados
se obtuvieron elevadas probabilidades de una localizacion cloroplastica, lo cual se

complementa y correlaciona con los resultados obtenidos mediante microscopia.

Tabla 5. Analisis bioinformatico de la localizacion subcelular de la proteina PSY2.

Software on-line Descripcion Resultados Detalles
WoLF- Localizacién subcelular de proteinas Cloroplasto | CL:6.0,CM:3.0,N:
PSORT eucariontes (plantas, animales, hongos) 2.0, MP:1.0,CT: 1.0

Y-loc Localizacion subcelular de proteinas Cloroplasto | 99.6% de probabilidad
eucariontes (plantas, animales, hongos)
SubcellProt Localizacion subcelular de proteinas de | Cloroplasto 85% de probabilidad
plantas :
EpiLoc Localizacion subcelular de proteinas Cloroplasto | CL:0.853;VC: 0.072;
eucariontes (plantas, animales, hongos) CM: 0.022; M: 0.019;

GA: 0.011; PX: 0.009;
ER: 0.006; EC: 0.004;
N: 0.003; MP:0.001

Plant-mPloc Localizacion subcelular de proteinas de | Cloroplasto -
' plantas
Localizacion subcelular de proteinas Cloroplasto -
BaceILO eucariontes (plantas, animales, hongos)

Leyenda: CL: cloroplasto; CM: citoplasma; CT: citoesqueleto, ER: Reticulo endoplasmico; EC:
extracelular; GA: Aparato de Golgi; M: Mitocondria;, MP: membrana plasmatica; N: nicleo; PX:
peroxisoma; VC: vacuola.
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3.4.2. Localizacion de la proteina PT::CRTL
Usando como templado ADNp del vector pUCS57.pPG::pt::crtl::nos se amplifico el
promotor PG seguido del péptido de transito a cloroplasto fusionado al gen crt/ sin el

codon de término (s/t) (partidores Tabla 3). Se observd la banda esperada de 2.719 pb

(Fig. 31).
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Figura 31. Amplificacion del promotor PG seguido del pf fusionado al gen cr#l sin término.
A) Esquema que ilustra el sitio de hibridacion de los partidores utilizados para amplificar pPG::pt::ert]
s/t. B) Gel de electroforesis donde se ilustra la amplificacion del pPG::pt::crtl s/t, control negativo (C-)
corresponde a la mezcla de reacciéon sin templado.

Se clond el producto de PCR en el vector de entrada PCR8", se selecciond con
espectinomicina, verificandose la presencia y orientacion del inserto con digestiones
enzimaticas utilizando las enzimas PsfI-Xhal. En la primera colonia analizada se
observaron las bandas correspondientes al inserto clonado en sentido (4.542 y 994 pb),

por lo que ésta fue seleccionada para la recombinacion (Fig. 32).
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Figura 32. Digestion con PsfI-Xbal del vector PCR8:pPG::pt::crtl s/t. A) Mapa de restriccion del
vector PCR8 con el inserto pPG::pt::cril s/t clonado en sentido. B) Mapa de restriccion del vector PCR8
con el inserto clonado en antisentido. C) Gel de electroforesis donde se ilustra el ADNp de dos colonias
de E.coli transformadas con el vector de interés digeridas con Psfl-Xbal.
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A continuacion se recombind el vector PCR8:pPG::pt::crtl s/t con el vector de
destinacién pMDCI107 mediante LR clonasa, se seleccioné con kanamicina (100 mg/L),
verificandose la presencia y la correcta orientacion del inserto mediante digestiones
enzimaticas con las enzimas Ncol y EcoRV. En todas las colonias analizadas se
observaron las bandas de 6.318-2.624-2.157-1.736 pb esperadas, para una

recombinacion del inserto pPG::pt::crtl s/t en sentido al gen gfp del vector pMDC107

(Fig. 33).
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Figura 33. Digestion con Ncol-EcoRV del vector pMDC107:pPG::pt::crtl::gfp. A) Mapa de
restriccion del vector pMDC107 con el inserto pPG::pt::cril s/t en sentido al gen gfp. B) Mapa de
restriccion del vector pMDC107 con el inserto en antisentido al gen gfp. C) Gel de electroforesis de
ANDp de seis colonias de E.coli transformadas con el vector de interés digeridas con Ncol-EcoRV.

Finalmente, el vector de destinacion pMDC107:pPG::pt::crtl::gfp fue transformado en

A. tumefaciens por golpe de frio, se seleccion6 con kanamicina (100 mg/L), mas
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gentamicina (50 mg/L) y rifampicina (10 mg/L). Se corroboré la presencia del vector
mediante PCR de colonias usando partidores especificos para el gen cril de X
dendrorhous fusionado al gen gfp (Tabla 3). En dos colonias analizadas se observo la

banda esperada de 2.609 pb (Fig.34).
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Figura 34. PCR de colonias de Agrobacterium portadoras del vector pMDC107:pPG::pt::crtl::gfp.
Carril 2 al 7 se ilustra la amplificacion del gen cr#/ fusionado al gen gfp a traves de un PCR de colonias de
A.tumefaciens portadoras del vector pMDC107:pPG::pt::crtl:.gfp. El control negativo (C-) corresponde a
la mezcla de reaccion sin templado.

Al igual que con la proteina PSY2::GFP, se transformaron transitoriamente frutos de
tomate con A. tumefaciens portadoras del vector pMDC107:pPG::pt::crtl:: gfp. Luego
de 4 dias se cortaron unas capas celulares muy finas y se observaron por microscopia de
epifluorescencia. Como se observa en la figura 35B, el patron de fluorescencia de GFP
se localiza principalmente en los plastidios, esto se comprueba sobreponiendo esta
imagen con la de fluorescencia de la clorofila (35A), donde se observa una co-
localizacion en color amarillo (35C). Fluorescencia de tal intensidad no se observa en
cortes de frutos de tomates transformados con el vector sin inserto (35F); pese a que en
este corte se observan claramente los plastidios al excitar a la clorofila (35E). Esto
sugiere que el patron de fluorescencia observado en B es el de la proteina de fusion
PT::CRTI::GFP, la cual se estaria destinando correctamente a los plastidios. Como
control negativo adicional, se transformaron frutos de tomates con el vector
pCAMBIA1302:pPG::gfp, donde se observo un patron de fluorescencia citoplasmatico

de GFP (35H).
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Figura 35. Microscopia de epifluorescencia de frutos de tomate transformados transitoriamente con
el vector pMDC107:pt::ccrel::gfp. A) Fluorescencia de la clorofila de transformaciones con
pMDC107.pPG: :pt::ertl::gfp, excitacion 515-555 nm (filtro U-MNG2). B) Fluorescencia de GFP de
transformaciones con pMDCI107:pPG::pt::crtl::gfp, excitacion 465-495 nm (filtro U-N31001). C)
Sobreposicion de A y B, el color amarillo indica co-localizacion. D) Campo claro de A-B. E)
Fluorescencia de la clorofila de transformaciones con pMDC107 sin inserto excitado con 515-555 nm. F)
Control negativo: auto-fluorescencia verde, transformaciones con pMDC107 sin inserto excitado con
465-495 nm. G) Campo claro E-F. H) Fluorescencia de GFP de transformaciones con
pCambial 302:pPG::gfp excitado con 465-495 nm. I) Campo Claro de H. Amplificacion 20X, n=2.

En este caso también se realizaron analisis in silico con los programas de prediccion de
localizacion subcelular de proteinas previamente mencionados. Como se observa en la

Tabla 6, en cinco de los seis programas utilizados se obtuvo una localizacion
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tinicamente cloroplastica, lo que refuerza los resultados obtenidos a traves de

microscopia.

Tabla 6. Analisis bioinformatico de la localizacién subcelular de la proteina PT::CRTL
Software on-line Resultados Detalles

Y-loc Localizacion subcelular de proteinas | Cloroplasto | 98.05% de probabilidad |
eucariontes (plantas, animales, hongos)
EpiLoc | Localizacion subcelular de proteinas Citoplasma- | CM: 0.267, CL: 0.232;
eucariontes (plantas, animales, hongos) | Cloroplasto M: 0.160;VC: 0.151;
PX:0.114; ER: 0.034;

N: 0.014; EC: 0.012;
GA: 0.011; MP:0.005

Descripcién

Localizacion subcelular de proteinas ' Cloroplasto

BaceILO eucariontes (plantas, animales, hongos)

Leyenda: CL: cloroplasto; CM: citoplasma, CT: citoesqueleto; ER: Reticulo endoplasmico; EC:
extracelular; GA: Aparato de Golgi; M: Mitocondria; MP: membrana plasmatica; N: nicleo; PX:
peroxisoma; VC: vacuola
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4. DISCUSION

Obtencién del Vector pCP con libertad de operar.

Al disefiar un proyecto aplicado que utilizara ingenieria metabolica como ¢&ste, se
debe tener precaucién con los derechos de propiedad intelectual bajo los cuales se
encuentran algunos de los fragmentos genéticos a utilizar. Debido a esto, se decidié
construir un nuevo vector de destinacion “freedom to operate”, el que contara con tres
sitios de restriccién especificos en el sitio multiple de clonamiento. Es importante
mencionar que los sitios de restriccion factibles a utilizar eran bastantes limitados pues
no debian cortar el promotor PG, el terminados Nos, el péptido de transito ni los tres
genes carotenogénicos que se van a utilizar en el vector triple (psy2, cril y lcyfl).
También debimos tener cuidado de no ufilizar un vector que confiriera resistencia a
algiin antibidtico en plantas.

Se decidi6 utilizar el marcador de seleccion bar, el cual confiere resistencia al
herbicida bialaphos en plantas. Este herbicida contiene dos residuos de L-alanina y un
residuo de fosfinotricina (PPT), anmalogo del glutamato. En plantas, peptidasas
intracelulares rompen el fripéptido liberando el PPT activo, el cual es un inhibidor de la
enzima glutamina sintasa, lo que lleva a la acumulacion de amonio y la inhibicién de Ia
fotosintesis. El gen bar de Streptomyces hygroscopicus codifica para una enzima que
acetila el PPT, el que otorga completa tolerancia al herbicida (Thompson y col, 1987).
Se consideré que tener un mecanismo de seleccién que pudiera ser rociado, como un

herbicida, seria favorable a la hora de seleccionar un elevado nimero de plantulas de

64




manzano. Por otro lado, las plantas transgénicas tolerantes al herbicida fosfinotricina ya
se encuentran en el mercado hace mas de 10 afios (http://archive.greenpeace.org).

Encontrar todas estas cualidades em un vector comercial con libertad de
operacién fue imposible, por lo que se eligié modificar el vector pB7FGW?2, el cual es
un vector Gateway® y como tal el esqueleto del que se constituye estd derivado del
vector pPZP200; ¢l cual contiene un origen de replicacién en E.coli y Agrobacterium
(ColE1 y pVSl1), un sitio pBR322bom que permite la movilizacién desde E.coli a
Agrobacterinm, los bordes del T-ADN derivados del plasmido pTiT37 y la resistencia a
Espectinomicina para la seleccion en bacterias (Hajdukiewicz y col, 1994). El vector
pB7FGW?2 posee ademas el gen bar que confiere resistencia a fosfinotricina en plantas
(Karimi y col, 2002). Debido a que eliminamos por digestiones enzimaticas los sitios de
recombinacion Gateway (atf) los cuales estan sometidos a proteccién intelectual y a que
nos quedamos béasicamente con el esqueleto del vector pPZP200 mas el marcador de
seleccién en plantas (bar), los cuales debido a su antigiiedad estarian libres de patentes
al momento de la transformacién de las manzanas, se estard trabajando con un vector
binario libre de operar.

Al esqueleto del vector binario le ligamos un Sitio de Miiltiple Clonamiento
disefiado por nosotros. Es importante mencionar, que clonar fragmentos pequefios como
era el SMC, en un vector binario de aproximadamente 8.000 pb, puede tener algunos
inconvenientes ya que los fragmentos pequefios digeridos se ligan entre si. Esto no
sucedi6 en este trabajo, como se puede comprobar por el PCR realizado (Fig. 7), donde
se observd una finica banda cercana a 141 pb, pese al extenso de tiempo extensidn que se

dio (30 seg.).
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Se deberan analizar los derechos de propiedad intelectual del péptido de transito
y del terminador nos al momento que se comience a transformar las plantas. La
secuencia del promotor PG fue obtenida en el laboratorio a partir de una variedad
chilena, por lo que estaria libre de derechos. Por otro lado, los genes carotenogénicos a
utilizar esté4n libres de proteccién intelectual, sin mencionar que optimizamos su
secuencia nucleotidica por lo que su secuencia difiere en gran parte a la presente en la

base de datos.

Optimizacién de los codones, sintesis y obtencién de las construcciones pCP:psy2,
pCP:psy2:cri.

El objetivo de este proyecto fue generar vectores que permitan elevar el
contenido de los carotenoides en los frutos, pero los niveles de una proteina en una
célula eucarionte dependen de una serie de factores que regulan desde la expresion
génica hasta la traduccién de la misma. Entre ellos tenemos el control de la transcripcion
(promotor, elementos regulatorios: activadores o represores); el procesamiento del ARN;
el transporte y localizacién del ARNm,; la traduccion y finalmente la degradacion del
ARNm.

Dentro del control de la traduccién la adaptacion del uso de codones del gen
transcrito al uso de codones del hospedero es un factor importante (Lithwick & Margalit,
2003). La degeneracién del codigo génico permite que miiltiples secuencias de acidos
nucleicos codifiquen la misma proteina. La frecuencia con la cual diferentes codones son
usados varfa ampliamente entre diferentes organismos ¢ incluso entre proteinas

expresadas a altos o bajos niveles dentro del mismo (Gouy & Gautier, 1982). Los genes
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altamente expresados en los genomas procariontes usan un pequefio subgrupo de
codones que son reconocidos por los ARNt méas abundantes (Tkemura, 1981). Si un gen
contiene codones que no son comunes para el hospedero o viene de un organismo que
usa un codigo genético no canénico, sus niveles de expresion no seran MAXIimos, por eso
la optimizacién del uso de codones para la expresion heterdloga de una proteina es uno
de los primeros pasos (Gustafsson y col, 2004).

Un ejemplo del cambio dramatico que genera la optimizacion de los codones es
1a expresion del gen original de control de insectos de Bacillus thuringiensis (cryl4) con
respecto del optimizado (21% de diferencia nucleotidica), en tomate y tabaco. La
modificacién genera un aumento drastico en los niveles de proteina en las plantas
transgénicas (100 veces en comparacion a la original), lo que causa un gran aumento en
la resistencia a los insectos en estas plantas (Perlak y col, 1991).

Durante la optimizacion, la secuencia de interés es cambiada de acuerdo al uso
preferencial de codones del organismo hospedero, lo ideal es utilizar una tabla que
contenga el promedio del uso de codones de genes ribosomales o de un grupo de genes
altamente expresados (Puigbo y col, 2007). En este caso se contaba con la tabla del uso
de codones de 567 ARNm del genoma de Malus domestica; la cual se consider6 una
poblacién suficiente (163.086 codones) para guiar en la preferencia del uso de codones,

o por lo menos para discriminar los codones inusuales (http://www kazusa.or jp).

Se realizéd un andlisis del uso del contenido de GC en los CDS de manzana,
donde se obtuvo un contenido de GC promedio a 47,98%, un poco superior al contenido
de GC promedio en los CDS de la zanahoria 45,6%; por lo que se decidi6 optimizar la

secuencia. Por otro lado el contenido de GC de X. dendrorhous es de 51.54%, superior al
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de manzana, por lo que se opt6 por optimizar el gen crd, principalmente por provenir de
un reino distinto.
Existen diferentes métodos para la optimizacién de los codones, en este trabajo
se eligié “un aminoacido-un codon” donde todos los codones que codifican para el
mismo aminoacido son substituidos por aquél usado preferentemente en el organismo de
referencia. Si bien este método puede generar ciertos desbalances en la traduccion
debido a una alteracién de la poblacion de ARNt, creemos que 2l usar un promotor
fruto-especifico en vez de uno constitutivo evitariamos producir este tipo de
inconveniente.
En la optimizacion del gen psy2 de D.carota muchos codones se conservaron,
pues los usados preferentemente en zanahoria eran los mismos que en manzana, sin
embargo existen casos como (Tyr-Thr-Ser-Gln-Asn-Ile-Phe-Glu) donde se invirtid
completamente la preferencia de los codones utilizados (Fig. 10B).
En la optimizacién del uso de codones del gen cril de X. dendrorhous también se
conservaron bastantes codones, pero de igual forma que con el gen psy2 una serie de
codones que codifican para ciertos aminoécidos (Tyr-Ile-Pro-Arg-Ser-Thr) sufrieron un
cambio total (Fig. 10D). Es interesante destacar que la mayoria de los aminoécidos que
sufrieron la optimizacion, se conservan en el gen psy2 y el gen crtl, pese a que
provienen de reinos distintos, lo cual demuestra la divergencia evolutiva entre la
manzana (Rosacea) y la zanahoria (Apiaceae).
La funcionalidad in silico de estas construcciones optimizadas se analizo
mediante el programa FGENESH que reconoce promotores y genes de plantas. Se eligi6

este programa ya que es el ms rapido y el mas exacto buscador de genes disponible. En
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el proyecto de secuenciacion del genoma del arroz fue descrito como el programa mas
exitoso (de 5 analizados) y fue usado para predecir el 87% de todos los genes (Yuy col,
2002). Este programa predijo solo un gen para ambas consfrucciones cuya secuencia
nucleotidica coincide a la perfeccion con el gen psy2 y pt::cril optimizados (Fig.11), lo
que nos permitié comprobar el correcto ensamblaje del promotor, el péptido de transito,
los genes y el terminador de la transcripcién.

Posteriormente, las secuencias diseiiadas fueron enviadas a sintetizar a la
empresa GenScript. La sintesis de estas construcciones nos permitio ahorrar bastante
tiempo experimental, y la secuenciacion de las mismas nos permitio verificar la perfecta
concordancia con las secuencias bioinformaticas originales.

Las construcciones en el vector pUC57 eran practicamente del mismo tamafio
que el propio \'rector, lo cual nos generd un inconveniente experimental. Debido a esto,
luego de realizar las digestiones se debieron separar las bandas que correspondian a las
construcciones en geles de agarosa largos, los cuales debieron ser corridos por 1:30 hrs.
o mas tiempo (Fig. 14 y 20). Otra alternativa habria sido digerir el vector pUC57 con la
enzima que liberaba las construcciones junto con una enzima que cortara el vector pero
no las construcciones, sin embargo no contdbamos con enzimas de estas caracteristicas.
Pese a estos inconvenientes se lograron purificar ambas construcciones y generar los

vectores pCP:psy2 y PCP:psy2:cril.
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Eleccién de los genes carotenogénicos y del promotor que aumentarin el contenido
de los carotenoides en los frutos.

Se decidié generar un vector solo con el gen psy y otro con los dos genes en
tandem, ya que como se menciono en la introduccién existen especies vegetales que sélo
requieren la amplificacion de la enzima PSY, la cual cataliza el paso limitante de la ruta,
para elevar el contenido de los carotenoides (Ej: canola) (Shewmaker y col, 1999);
mientras que otras especies necesitan la sobre-expresion del gen psy en conjunto con el
gen de la fitoeno desaturasa, enzima que cataliza el paso tio abajo en la ruta, para elevar
el contenido de estos metabolitos (Ej: arroz) (Beyer y col, 2002). Los genes que
necesitars la manzana para elevar el contenido de carotenoides en su pulpa son
impredecibles, pues cada organismo se comporta de forma distinta.

Es deseable que el organismo a modificar genéticamente posea genes endogenos
de Ia ruta de sintesis de los carotenoides y un perfil basal conocido de ellos (Fraser &
Bramley, 2004). Estudios realizados en el laboratorio demuestran que la manzana posee
los tres genes esenciales para la sintesis de B-caroteno (psy-pds-lcyp), los cuales son
transcritos en la pulpa, varian su expresion durante la maduracion de la fruta v generan
un perfil basal de carotenoides en ella (Cerda y col, 2012). Esto podria disminuir el
nimero de genes necesarios a introducir en la manzana, pues s¢ ha visto que la|
expresion heteréloga de los genes carotenogénicos claves en la ruta como lcyB de D.
carota generan un aumento en la expresion de los genes endogenos (psy y pds) en
tabaco, esta regulacion positiva de Ia ruta causa un gran incremento en los niveles de los

carotenoides (Moreno, 2012; Rosas, 2012).
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En A. thaliana se ha visto que la enzima PSY es responsable de la regulacion de
la tuta de biosintesis de los carotenoides, al generar un “feed-back”™ positivo sobre la
enzima DXS (1-desoxi-d-xilulosa-5-fosfato-sintasa), la cnal genera los precursores
necesarjos de la ruta de sintesis (Rodriguez y col, 2009). Este “feed-back” positivo
podria explicar por qué la activacién de los genes endégenos como psy, causaria tal
incremento en los niveles de carotenoides.

Otro ejemplo de un aumento en los carotenoides debido a la regulacion de la ruta
enddgena fue la introduccion del gen crl de E. uredovora en tomate bajo el control del
promotor 358, lo que resulté en un incremento de tres veces en los niveles de B-
caroteno, hasta 45% de los carotenoides totales. Este resultado era inesperado pues el
producto final de la actividad de la enzima CRTI es el licopeno, analisis de expresion
mostraron que los genes endogenos pds, zds y lcyp estaban aumentados, lo que
convertiria el licopeno en B-caroteno (Romer y col, 2000).

Al manipular una ruta metabdlica compleja como esta s necesario tener en
cuenta que la sintesis de B-caroteno es inducida por GGPP, un precursor esencial en
otras rutas metabdlicas que llevan a la sintesis de Vitamina E (a-tocoferol), 4cido
giberélico y clorofilas, .por lo que el re-direccionamiento de este precursor hacia la
sintesis de carotenoides puede disminuir estos otros compuestos, generandose efectos
fenotipicos no deseados (Fray y col, 1995; Sandmann, 2001). Esto puede ser evitado
direccionando las enzimas hacia tejidos cuyo metabolismo primario sea bajo, como

frutas y semillas, mediante promotores tejido-especifico (Naik y col, 2003).
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La eleccion del promotor es muy importante, pues sus propiedades controlaran la
dinamica, los niveles de expresion y la especificidad de tejido del gen de interés. En este
trabajo se eligié utilizar un fragmento de 806 pb del promotor especifico de fruto
maduro del gen de la poligalacturonasa (PG) de tomate, el cual es capaz de dirigir la
expresién de GUS en todo el pericarpo del fruto maduro (Montgomery y col, 1993).

Ya que la expresion del gen de Ja poligalacturonasa se incrementa durante la
maduracién del fruto, existe una correlacién cruda entre los niveles de la actividad
enzimatica de la PG v el grado de blandura de los mismos (DellaPenna y col, 1986;
Ahrens & Huber, 1990). Sin embargo, experimentos disefiados directamente para
dilucidar el papel de la poligalacturonasa en la maduracién, indican que la actividad de
la enzima por si sola, no es suficiente para lograr este grado de suavidad (Giovannoni y
col, 1989). Esta caracteristica se deberia a la accion concertada de varias enzimas
hidroliticas de la pared celular presentes en el fruto maduro, dentro de las cnales se
encuentra la poligalacturonasa (Schuch y col, 1991).

Otra caracteristica importante de este promotor es que no depende de etileno,
hormona vegetal importante en la maduracion de los frutos climatéricos como el tomate.
La exposicion de frutos inmaduros al etileno exégeno induce la expresion de genes de
maduracion de respuesta a etileno, pero no induce la expresién de PG (Lincoln y col,
1987). Esto es importante pues la manzana es un fruto no climatérico y su maduracién
no depende de la acumulacion de etileno (http://www .postharvest.com).

Estos antecedentes nos permitieron proponmer que el promotor de la PG
funcionaria de forma fruto maduro especifica en manzana. La principal diferencia en Ia

anatomia del tomate, un berry de pericarpo carnoso y la manzana, es que esta nitima es
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un pomo, un frufo accesorio donde el ovario central portador de la semilla esta rodeado
de un grueso hypanthium carnoso, el cual no es parte del pericarpo sino que se deriva de
1a fusion de los pétalos y los sépalos ( hitp://waynesword.palomar.edu).

Pese a las diferencias en la anatomia y en la dependencia de etileno para Ia
maduracién de los frutos, al igual que en el tomate, el gen de Ia poligalacturonasa
aumenta su expresién durante la maduracion de la manzana (Janssen y col, 2008). Se ha
caracterizado su promotor y se demostré que un fragmento de 1460 y 532 pb eran
suficientes para dirigir la expresion de GUS en forma fruto maduro especifica en los
tomates transgénicos (Atkinson y col, 1998). Estos antecedentes respaldan el uso del

promotor PG de tomate para la expresién fiuto especifica de genes carotenogénicos.

Evaluacién de Ia funcionalidad de los vectores pCP:psy2 y pCP:psy2:cril.

Los resultados experimentales demostraron que ambos vectores construidos son
transcripcionalmente activos en frutos de tomate, ya que mediante RT-PCR de los frutos
transformados transitoriamente con los vectores, se detectd tinicamente el transcrito del
gen psy2 (pCP:psy2) o en conjunto con el del gen crtl (pCP:psy2:crl) (Fig.24 y 25A).
También se demostré que el promotor PG es activo en manzana, pues utilizando el
vector doble (psy2-crt]) se transformaron transitoriamente frutos de manzano y se logro

detectar el transcrito de ambos genmes en la pulpa de la fruta (Fig. 25B y 26). En la

muestra namero tres de manzana se detecté tinicamente la presencia del transcrito del
gen crtl, no asi la del gen psy2, pese a que se usé el vector doble. Esto pudo deberse a
que la muestra de ARNm se debe haber degradado en el extremo 5° o la sintesis del

ADNe no fue completa, lo que impidio el alineamiento- de los partidores del gen psy2 de
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D. carota, Jos cuales hibridan en el extremo 5° de la secuencia codificante, mientras que
los partidores del gen crtl de X. dendrorhous hibridan mas cerca del extremo 3°. Sin
embargo, en las otras dos muestras se logré exitosamente amplificar ambos genes luego
de la Agroinfiltracién, lo cual indica la funcionalidad transcripcional de los genes y la
correcta construceién del vector generado. Es importante mencionar que al utilizar el
vector doble, se demuestra indirectamente la funcionalidad franscripcional del vector
pCP:psy2 en manzana, pues el primero se deriva de él.

Otro punto a destacar es que ¢l organismo a modificar genéticamente debe tener
estructuras especializadas capaces de incorporar moléculas altamente lipofilicas como
los carotenoides, los cuales se pueden acumular en todos los tipos de plastidios, excepto
en los proplastidios, esto incluye los cromoplastos (frutos y flores), amiloplastos
(plastidios ricos en almidon), elaioplastos (plastidios acumuladores de lipidos),
leucoplastos (plastidios incolores) y etioplastos (precursores en oscuridad de los
cloroplastos) (Naik y col, 2003; Howitt & Pogson, 2006).

La mayoria de las manzanas comerciales poseen una pulpa blanca con contenido
de carotenoides muy bajo (<2.5 pg/g FW), durante la madurez los carotenoides y la
clorofila estan restringidos a la células de la piel. En un estudio realizado en distintas
variedades genotipicas de manzanas, las cuales poseian colores de pulpa desde blanco a
amarillo, pudieron relacionar el cambio de color con un cambio en los niveles de
carotenoides y la expresion de varios genes carotenogénicos. También encontraron que
en las distintas variedades de manzanas de pulpa blanca existian plastidios capaces de
acumular carotenoides, por lo que la ausencia de los pigmentos en la pulpa se deberia a

una regulacién genética. Las enzimas Z-ISO y CRTISO se describieron como limitantes
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en la carotenogénesis de la manzana (Ampomah-Dwamena y col, 2012). Este
antecedente refuerza la idea de modificar la manzana genéticamente con la enzima CRTI
de X. dendrorhous, 1a cual cumple con todas las actividades enzimaticas que generan
licopeno (Fig. 1).

En este mismo topico los frutos de manzano acumulan elevadas cantidades de
almidén. La degradacion de éste a aziicares mas simples es un proceso caracteristico de
la maduracién, por lo que se utiliza cominmente un test de yodo para medir la
maduracion de los frutos y el periodo adecuado de cosecha (Cho & Gil, 2004). La
concentracion de almidén alcanza 120 mg/g FW cuando los frutos poseen 50 mm de
diametro, luego se mantiene constante y durante las dos tltimas semanas de maduracién
comienza su degradacion (http://www.actahort.org).

Los granulos de almidén se acumulan en plastidios especializados llamados
amiloplastos, los cuales se observaron llenos de granulos de almidon en el proceso de
rapido crecimiento de los frutos de manzano (Fuji) (Kirk & Tiliney-Bassett, 1978; Peng
& Zhang, 2000). Se ha visto que los carotenoides se acumulan en niveles substanciales
en los amiloplastos de maiz y que incluso estan presentes en los amiloplastos casi
blancos del trigo (Hentschel y col, 2002; Panfili y col, 2004). Esto sugiere, que los
amiloplastos presentes en la pulpa de la manzana son capaces de acumular los

carotenoides que se generaran luego de la manipulacion genética.

Evaluacién de Ia localizacién subcelular de las proteinas PSY2 y PT::CRTI
Debido a la importancia de la correcta localizacion plastidial de los carotenoides

y las enzimas carotenogénicas, se decidié determinar la localizacion subcelular de la

75




7

proteina PSY2 de D. carota optimizada y de la proteina CRTI de X. dendrorhous
optimizada fusionada al péptido de transito. Para cumplir este objetivo, se combinaron
técnicas moleculares y bioinformaticas.

Mediante técnicas de biologia molecular se amplifico el promotor PG seguido de
la secuencia codificante del gen psy2 de D. carota optimizado, o del péptido de transito
fusionado a la secuencia codificante del gen crtl de X. dendrorhous optimizado. Se
utilizé6 Elongasa® para la amplificacién debido a que es adecuada para amplificar
templados largos y por la actividad correcta (“proof reading”) 3'a 5’exonucleasa. Se
decidi6 amplificar el promotor seguido de los gemes, ya que esto nos permitira
comprobar la funcionalidad de las construcciones sintetizadas, en adicion a la correcta
localizaci6n de las proteinas. Se logré amplificar y clonar en sentido en PCR8® ambos
fragmentos, los que luego fueron recombinados en el vector pMDC107, donde el
fragmento de interés quedé con una fusion GFP C-terminal.

Para visualizar la fluorescencia de GFP se utilizd un microscopio de
epifluorescencia con un filiro U-N31001 para el haz azul, como se observa en la figura
36, éste posee un filtro de excitacién (BP) pasa banda de 465-495 nm, esto quiere decir
que sélo deja pasar luz de la longitud de onda indicada para excitar la muestra (GEP).
Luego posee un espejo dicroico (DM) (orientado en 45° al filtro de excitacion) cuya
funcién es dirigir la luz de excitacién (A menor) a la muestra, dejar pasar haces de luz
con longitudes de ondas mayores (505 nm) hacia el filtro barrera y reflejar cualquier haz|

de excitacién de vuelta a la limpara. Finalmente, posee un filtro barrera (BA) pasa
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banda entre 515-555 nm, por lo que bloqueara las emisiones hacia la izquierda (azul) y a

la derecha (amarillo-rojo) de estas longitudes de onda (http://test.chroma.com).

A)
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Figura 36. Diagrama de los filtros de fluorescencia utilizados en este trabajo. A) Filtro U-N31001
(haz azul) (http:/test.chroma.com). B) Filtro U-MNG (haz verde). BP: Filtro excitacion pasa banda; BA:
filtro barrera pasa banda; DM: espejo dicroico (http://www.olympusmicro.com)

Debido a que la longitud de onda de absorcion del GFP, el cual posee dos

maximos uno a 385 nm y otro 470 nm (http://www.cryst.bbk.ac.uk), también excita a la

clorofila a y b; al utilizar este filtro es posible separar la fluorescencia emitida del GFP
de la clorofila. Esto se debe a que el filtro barrera pasa banda, bloqueara cualquier

emision de fluorescencia proveniente de la clorofila; cuyo espectro de emision maximo

es 650 nm para la clorofila b (http://omlc.ogi.edu) y 670 nm para la clorofila a
(http://omlc.ogi.edu); dejando pasar sélo la fluorescencia proveniente del GFP (515-550

nm) que tiene un maximo a 509 nm y un hombro a 540 nm

(http://www.cryst.bbk.ac.uk).

El filtro UMNG permitira separar la emision de fluorescencia proveniente de la
clorofila y del GFP, pues posee un filtro barrera pasa alto, que permitird pasar la luz
emitida solo sobre los 590 nm, rango en el que emiten las clorofilas, pero bloqueara
cualquier emision verde proveniente del GFP (http://www.olympusmicro.com).

Es importante mencionar que el filtro U-N31001 excita al GFP en el pico menor

de sus dos maximos (470 nm), el cual es considerablemente menor al de 385 nm
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(http://www.cryst.bbk.ac.uk), por lo que esto influird en la intensidad de Ia fluorescencia

obtenida.

En la figura 30 se observa que la proteina PSY2 de D.carota fusionada en el
extremo C-terminal a GFP, para no enmascarar ¢l péptido de transito a cloroplasto
propio de la proteina, se destina correctamente a plastidios. El tamafio de estos organelos
que fluorescen es aproximadamente de 5 pum, lo que concuerda con lo registrado en la
literatura para plastidios (http://botanvdictionary org); asi como el elevado niimero
observado y la distribucion en el borde celular, pues la mayor parte de la célula vegetal
esta ocupada por la vacuola. Estd intensidad de fluorescencia no se observa en las
muestras transformadas con el vector sin inserto y concuerdan a la perfeccién con la
fluorescencia emitida por la clorofila. Es posible observar manchas de fluorescencia
difusas, los que corresponden a plastidios fluoresciendo en distintos planos, lo que se
comprobé moviendo el micrométrico, ya que son cortes de aproximadamente 200-300
pm.

Para el analisis in silico de la localizacion subcelular de la proteina PSY2 (Tabla
5) se decidi6 utilizar diferentes programas bioinforméticos, ya que los algoritmos varian
significativamente y asi se obtienen resultados mas confiables. En todos los programas
utilizados se obtuvo una localizacion cloroplastica, lo que refuerza los resultados
obtenidos in vivo en las microscopias.

Algo similar ocurrié con la proteina PT::CRTI de X. dendrorhous donde se puede
observar en la figura 35 que las fusién C-terminal con GFP, dirige a la proteina a los
plastidios, observandose nn patrén de fluorescencia en el borde de las células en

miultiples organelos de aproximadamente 5 pm, lo que concuerda con el tamafio y el
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nimero esperado. Aqui existe un “background” un poco mayor, pero se debe a que el
corte quedé un poco mas grueso, por ende hay mas planos de plastidios que fluorescen.
De todas formas, se nota una gran diferencia con el control negativo, donde se observan
los plastidios por la fluorescencia de la clorofila pero no asi con el haz azul. Se realizo
un control negativo adicional para comparar la fluorescencia de GFP sin péptido de
transito, donde se observa un patrén citoplasmatico y no nuclear, pues el micleo en estas
células es muy dificil de observar debido a los multiples planos celulares.

El andlisis in silico (Tabla 5) entregd una localizacion cloroplastica para cinco de
los seis programas ufilizados, pero el programa Epi-Loc arrojé un puntaje levemente
superior para la localizacion citoplasmatica. Esta leve diferencia (13%) no es altamente
significativa y se explica pues el algoritmo utilizado por este programa afribuye la
localizacion de acuerdo a la de los tres mejores homoélogos, método Homoloc

(hitp://epiloc.cs.queensu.ca). Debido a que la mayor parte de los aminodcidos de la

proteina PT::CRTI, son parte de una proteina citoplasmatica de levadura (CRTI), es
esperable que el resultado al utilizar los mejores fres homdlogos (probablemente
bacterianos) arrojen una localizacion citoplasmatica.

Los programa Wolf e Y-loc son mucho mas confiables en este sentido pues
analizan motivos presentes en la proteina templado y el nimero de veces que estos
motivos estan presentes en las proteinas cloroplasticas, citoplasmaticas, mucleares,
mitocondriales, del reticulo, de la via secretoria, entre otros. Estos programas predijeron
una localizacion cloroplastica para la proteina en cuestion. En especial el programa Y-
loc indica que la secuencia aminoacidica posee un motivo GO tipico de cloroplastos,

26% de la proteinas de éste lo presentan y sélo el 1% de las del nicleo y las mitocondria
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lo exhiben. Por otro lado posee un extremo N-terminal apenas negativo, 62% de las
proteinas del cloroplasto presentan esta caracteristica y s6lo un 5% de las del citoplasma
la exhiben (http:/abi.inf.uni-tuebingen.de).

Estos resultados junto con la de los otros tres programas utilizados apoyan la
localizacion cloroplastica y refuerzan los resultados obtenidos in vive con las
microscopias de fluorescencia,

Es importante destacar que en la ingenieria metabdlica de plantas, se suelen
utilizar genes con una baja homologia de secuencias nucleotidicas, en orden de eliminar
el riesgo de co-supresion debido al silenciamiento génico. El gen psy2 de D. carota
presenta un 77,6% de homologia con las secuencias nucleotidicas de las tres PSY
descritas en Malus domestica (Cerda y col, 2012). Por otro lado el gen crt/ presenta una
homologia mucho menor (40,0%), al provenir de una levadura como X. dendrorhous.
Ambos genes estan por debajo del porcentaje necesario para generar un silenciamiento,
lo que fortalece su uso para aumentar ¢l contenido de carotenoides en manzana.

Si bien los resultados obtenidos en este seminario verifican la funcionalidad
transcripcional de los vectores disefiados asi como la correcta sintesis y localizacion de
las proteinas PSY2 y PT::CRTI, la funcionalidad de las enzimas codificadas por las
secuencias optimizadas para M. domestica deben ser analizadas mediante

transformaciones estables de frutos y andlisis del contenido de carotenoides.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas en este seminario de titulo son las siguientes:

Se disefié y generd un vector binario propio (pCP), libre de operar, el cual posee
dentro de los bordes LB y RB un sitio multiple de clonamiento, Ia resistencia a

espectinomicina en bacterias y el marcador de seleccion bar en plantas.

Usando herramientas bio-informdticas se logré optimizar las secuencias
codificantes de los genes psy2 de D. carota y crtl de X.dendrorhous al uso de
codones de Malus domestica. Estas secuencias fueron usadas para generar
constricciones que serviran para elevar el contenido de carotenoides de forma
fruto-especifica en manzanas, cuya funcionalidad se demostté bio-
informaticamente.

Analisis moleculares de RT-PCR de frutos de tomate y manzana transformados
transitoriamente con los vectores de interés, permitiecron demostrar la
funcionalidad transcripcional de los vectores pCPpsy2 y pCPipsy2:cril;
verificando de esta forma la funcionalidad del promotor PG de tomate en
manzana y el correcto disefio bio-informatico de las construcciones.

Mediante microscopias de epifluorescencia, se logré comprobar la correcta
destinacion de las proteinas PSY2 y PT::CRTI a los plastidios de frutos de
tomate transformados transitoriamente, paso clave para aumentar la sintesis de
carotenoides en frutos. Ademds, esto permitié indirectamente verificar la

funcionalidad traduccional de las consirucciones disefiadas.
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Proyecciones:

= Como proyecciones, s¢ plantea el uso de estos vectores para transformar
establemente S. lycopersicum y analizar el contenido de carotenoides de los
frutos, en orden de verificar la funcionalidad enzimatica in planta de las
proteinas PSY2 y PT::CRTI, cuya secuencia codificante fue optimizada a Malus
domestica.

= Finalmente, los vectores obtenidos en este seminario de titulo se utilizarin para
transformar establemente manzanas, cuyo protocolo de transformacién genética
ya fue estandarizado, con el fin de aumentar el contenido de carotenoides en su

pulpa, de forma fruto-especifica.
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ANEXOS

UUU 18.3( 2978) UCU 16.1( 2627) UAU 12.9( 2096) UGU 7.3( 1183)
UUC 19.6( 3200) UCC 15.4( 2508) UAC 22.1( 3603) UGC 10.7( 1747)
UUA 6.9( 1128) UCA 11.9( 1948) UAR 2.1( 349) UGA 0.9( 140)
UUG 22.0( 3589) UCG 6.8( 1107) UAG 0.5( 78) UGG 11.0( 1789)
CUU 20.8( 3400) CCU 14.4( 2343) CAU 12.0( 1952) CGU 4.3¢( 701)
CUC 20.4( 3329) CCC 11.0( 1795) CAC 12.8( 2086) CGC 4.7( 773)
CUA 5.6( 920) CCA 14.9( 2436) CAA 15.3( 2488) CGA 4.1( 6€76)
CUG 12.5( 2034) CCG 8.1( 1324) CAG 16.3( 2652) CGG 4.2( 693)
AUU 25.7( 4198) ACU 14.1( 2307) AAU 20.4( 3323) AGU 11.3( 1835)
AUC 24.7( 4032) ACC 19.3( 3155) AAC 26.0( 4246) AGC 16.1( 2627)
AUA 9.6( 1568) ACA 12.8( 2093) AAA 23.1( 3766) AGA 11.4( 1865)
AUG 21.5( 3511) ACG 5.5( 890) AAG 44.8( 7305) AGG 11.1( 1817)
GUU 22.7( 3707) GCU 25.2( 4106) GAU 30.2( 4923) GGU 20.6( 3366)
GUC 16.4( 2675) GCC 20.1( 3286) GAC 24.2( 3945) GGC 19.0( 3098)
GUA 6.7( 1085) GCA 19.0( 3096) GAA 30.8( 5019) GGA 22.2( 3626)
GUG 21.6( 3520) GCG 7.5( 1215) GAG 36.9( 6018) GGG 13.4( 2191)

Coding GC 47.97% 1st letter GC 51.80% 2nd letter GC 39.47% 3rd letter GC 52.63%

Anexo 1. Tabla del uso de codones de Malus domestica. Se ilustra la preferencia en el uso de

codones de 567 CDS. (http.//www.kazusa.or jp)
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psy2 D.c.-psy2 D.c. optimizado.apr

Translation of bPG-nsv2 ootimizado-nos
Translation of pPG-psy2-nos

Translation of bPG-psv2 ontimizado-nos
Translation of pPG-psy2-nos

Translation of bPG-psv2 optimizado-nos
Translation of pPG-psy2-nos (97)

Section 4
(145) 145 150 160 170 180 192
T e e
Translation of pPG-psy2-nos (145)
Section 5
(193) 193 10 240
Translation of bPG-psv2 optimizado-nas (193)
Translation of pPG-psy2-nos (193)
Section 6
(241) 241 50 60 0 288
Translation of nPG-psv2 ootimizada-nas (241)
Translation of pPG-psy2-nos (241)
Section 7
(280) 289
Translation of oPG-psv2 ontimizado-nos (289)
Translation of pPG-psy2-nos (289)
(337) 337_
Translation of bPG-nsv2 obtimizado-nos (337)

Translation of pPG-psy2-nos (337)

(385) 385 _
Translation of oPG-psv2 ootimizada-nas (385)
Translation of pPG-psy2-nos (385)

(433) 433439
Translation of bPG-psv2 ontimizado-nos (433) =
Translation of pPG-psy2-nos (433) -

Anexo 2. Alineamiento aminoacidico entre la proteina predicha por el programa FGENESH 2.6,
para la construccion pPG::psy2 optimizado::nos y la proteina PSY2 de D. carota traducida a
partir de la secuencia nucleotidica original.
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pt-crtl, PT- crtl optimizado.apr

ml 10
Translation of Pt ::ertl (1)
Translation of Pt::crt] optimizado (1)

(5353 6
Translation of Pt ::crt  (53)
Translation of Pt::crt] optimizado (53)

f105) 105 110

Translation of Pt ::crt (105)
Translation of Pt::crt! optimizado (105)

(157) 157
Translation of Pt ::ertl (157)
Translation of Pt::crtl optimizado (157)

(209) 209
Translation of Pt ::crtl (209)
Translation of Pt::crtl optimizado (209)

(261) 261
Translation of Pt ::crtl (261)
Translation of Pt::crt] optimizado (261)

(313) <
Translation of Pt ::crtT (313)
Translation of Pt::crtl optimizado (313)

Translation of Pt ::crtT (365)
Translation of Pt::crtl optimizado (365)

fangy 817
Translation of Pt ::crtl (417)
Translation of Pt::crt] optimizado (417)

(469)
Translation of Pt ::crtl (469)
Translation of Pt::crtl optimizado (469)

(521) 521
Translation of Pt ::crtl (521)
Translation of Pt::crtl optimizado (521)

(573) 573
Translation of Pt ::crtl (573)
Translation of Pt::crtI optimizado (573)

Section 13

(625) 625 640
Translation of Pt ::crtl (625) =
Translation of Pt::crt] optimizado (625) =

Anexo 3. Alineamiento aminoacidico entre la proteina predicha por el programa FGENESH 2.6,

para la construccién pPG::pt::crtl optimizado::nos y la proteina PT::CRTI de X, dendrorhous,
traducida a partir de la secuencia nucleotidica original.
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