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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos lipidicos sintetizados en cromoplastos y cloroplastos
de frutos, flores y érganos fotosintéticos de plantas. Los genes carotenogénicos se expresan en
organos verdes y durante la maduracién de frutos son. inducidos preferentemente a nivel
transcripcional en presencia de luz. A diferencia de otros modelos, la sintesis de B-caroteno en
la raiz de Daucus carota L. (zanahoria) ocurre en oscuridad. Plantas de D. carota acumulan
grandes cantidades del carotenoide B-caroteno en la raiz modificada. Sin embargo, no existen
estudios sobre la regulacion de la sintesis de carotenocides en esta planta.

La sintesis de B-caroteno, el principal carotenocide producido en la raiz modificada de
zanahoria, esta a cargo de las enzimas IFl, GGPP, PSY, FDS, Z-CDS y LCYB. En la base de
datos (NCBI) se encuentra publicada la secuencia completa del gen DQ192190 que codifica
para licopeno § ciclasa {LCYB), enzima que se encuenira directamente involucrada en la
sintesis de B-caroteno. Ademas, existe una secuencia parcial de cDNA que codifica para una
enzima con actividad LCYB vy recienternente se pub]icaror-z dos secuencias parciales de otros
c¢DNAs de LCYB a partir de fruto de D. carofa. Nuestro grupo esté interesadoe en estudiar la
funcion del gen lcyb DQ192190 medianie silenciamien‘fo génico posttranscripcional (SGPT).
Para comenzar a dilucidar la regulacion de la sintesis de carotenoides en D. carofa, en este
seminario de titulo se construyeron los vectores binarios derivados del vector pBIN19 con un
constructo compuesto por el promotor doble 35SCaMV, un fragmento conservado de los genes
leyb y el terminador CaMV para gatillar el SGPT de la posible familia génica que codifica para
LCYB en D. cargta. Se obtuvieron construcciones que poseen el fragmento de Icyb (494 pb) en
sentido (35Sd/lcybS/TCaMV) y en antisentido (35Sd/lcybAS/TCaMV) respecto al promotor
355CaMV. Ademas, se cbtuvo una construccidn que tiene-el cassette de Icyb en antisentido y
en duplicado {(35Sd/lcybAS/TCaMV//358d/lcybASITCaMV). Las construcciones generadas
permitiran  Inictar el esfudio  funclonal del gen [lcyb DQ192190 en

D. carota.




ABSTRACT

Carotenoids are lipidic. pigments synthesized in chromoplasts and chloroplasts of fruits,
flowers and photosynthetic organs of plants. Carotenogenic gene expression in green organs
and during fruit ripening is induced by light, especially at the transcriptional level. Unlike most
organisms, the B-carotene is synthesized and accumulated in the modified root of Daucus carota
L. (carrot) in darkness. Up to day the effect of the light in the regulation of the synthesis of
carotenoids in this plant has not been studied.

The B-carotene, the main carotenoid that accumulates in the modified roct of carrot, is
produced by the enzymes IPl, GGPP, PSY, PDS, Z-CDS and LCYB. The complete sequence of
the gene DQ192190 that codifies for lycopene B cyclase {LCYB) is published in the data base
(NCBI), where also three partial sequences of others LCYB cDNAs from fruit of D. carota have
been published. The lycopene B cyclase (LCYB) enzyme is directly involved in the B-carotene
synthesis and our group is interested to study the function of the gene lcyb DQ192190 by means
of post-transcriptional gene silencing (PTGS). To begin the study about the regulation of the
carotenoid synthesis in D. carofa, three binary vectors derived from pBIN19 were designed to
trigger PTGS of LCYB genes in this plant. The constructs are composed by a double 35SCaMV
promoter; a 494 bp conserved fragment, present in all genes with LCYB.activity and the CaMV
terminator. The constructs obtained in this work carried the fragment of lcyb gene in sense
{353d/lcybSITCaMV) or in antisense (35Sd/lcybAS/T CaMV) crientation respect to 35SCaMV
promoter. Additionally, we obtained a construction with the antisense cassette cloned in
duplicate in pBIN19 vector {35Sd/lcybAS/T CaMVIlS5SdIIcybAS/T CaMV). The constructions

generated will allow us to initiate the functional study of leyb DQ192190 gene in D.carota plants.




1.- INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos isoprencides ampliamente distribuidos en la
naturaleza, responsables de [a mayoria de los colores amarillos y rojos en flores y frutos (Fraser
y Bramley, 2004). Se dividen en carotenos y xantofilas. Los carotenos son cadenas lipidicas de
40 carbonos con enlaces insaturados conjugados que pueden presentar extremos ciclicos. Las
xantofilas son derivados de los carotenos que poseen atomos de oxigeno en sus anillos
terminales. Los carotenocides son sintetizados por plantas, algas, levaduras, bacterias
fotosintéticas y algunas bacterias no fotosintéticas. En plantas son precursores de [a hormona
acido abscisico, participan en la fotosintesis y en procesos de fotoproteccion. Ademés, actian
como antioxidantes protegiendo las moléculas de DNA, proteinas y lipidos de especies
reactivas del oxigeno. Se ha postulado que dentro de los efectos dafinos provocados por el
dafio oxidativo en células animales y que son contrarrestados por los carotenocides, se
encuentran la activacion y progresion de enfermedades cronicas, entre ellas céncer,
enfermedades cardiovasculares y dafio visual {Mordi, 1993; Bartley y Scolnik, 1995; Snodderly,
1885, Mayne, 1996; Niyvogy K. 1999, Fraser y Bramfey, 2004; Tapiero vy cols., 2004,
Tanumihardjo y Yang, 2005). Por otra parte, algunos carotenoides como o-caroteno y [B-
caroteno, son precursores de moléculas importantes paré la fisiclogia animal como son el acido
retinoico y la vitamina A (Krinsky y cols., 1994; Schwartz y cols., 2003).

La sintesis de carotenoides en plantas superiores se realiza en los plastidios. Comienza
con la formacion de una molécula de 5 carbonos: el isopentenil pirofosfato (IPP). Esta molécula
es generada a fravés de dos rutas, la via del acido mevalonico (MVA) v la via MVA-
independiente. La molécula de IPP isomeriza a dimetilalil pirofosfato (DMAPF) mediante la
accién de la enzima [PP isomerasa (IPI) (Figura 1). Posteriormente, tres moléculas de IPP son
condensadas con una molécula de DMAPP por la geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS),

para generar una molécula de 20 carbonos, el geranilgeranil pirofosfato (GGPF) (Fig 1). En la
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Figura 1. Ruta de sintesis de carotenoides en plantas.

Fl isopentenil pirofosfato (IPP) precursor de la ruta de carofenogénesis, se sintetiza por dos
vias: La ruta independiente de écido mevalénico que involucra la participacion de la enzima 1-
deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) y la ruta del dcido mevalbnico en la que participa la
enzima 3-hidroxi-3-metilgiutaril CoA reductasa (HMGR). Una vez formado el IPP y su isémero el
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), por la accién de la enzima isopentenil pirofosfato isomerasa
{IP1), éstos son condensados para formar el geranilgeranil pirofosfato (GGPP), reaccion que es
catalizada por la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS). Luego, dos moléculas de
GGPP son utilizadas para formar fitoeno mediante la accién de la enzima fitoeno sintasa (PSY).
El fitoeno sufre desaturaciones a cargo de las enzimas fitoeno desaturasa {PDS) y §-caroteno
desaturasa (z-CDS) para formar licopeno. El licopeno puede ser ciclado por las enzimas
licopeno B ciclasa {LCYR) y licopeno & ciclasa (LCYe) para generar 8-caroteno o a-caroteno.
Luego estas moléculas pueden ser hidroxiladas por enzimas como CBHx y CeHx para dar
origen a zeaxantina y luteina. A partir de zeaxantina se sintetiza violaxantina por [a accion de la
enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP). La violaxantina daréa origen al acido abscisico.




siguiente etapa dos moléculas de GGPP reaccionan cola a cola para formar fitoeno (Fig 1),
reaccion que es catalizada por Ja enzima fitoeno sintasa (PSY). Luego, esta molécula de 40
carbonos es blanco de una serle de desaturaciones para dar crigen al licopeno. Estas
desaturaciones son catalizadas por dos enzimas, primero la fitoeno desaturasa que da origen a
un intermediario el ¢-caroteno (Fig 1) y luego sobre este intermediario actua la §-caroteno
desaturasa (z-CDS) generando licopeno. Posteriormente, el licopeno es transformado en dos
moléculas biciclicas B-caroteno y a-caroteno. El primero s; produce a partir de la ciclacion de
ambos extremos de la molécula de licopeno por accién de la licopeno B ciclasa (LCYB). El
a-caroteno se produce por la ciclacion de un extremo dell licopeno por la accién de la licopeno £
ciclasa (LCYE) y el ofro anillo es formado por la LCYB. El B-caroteno sintetizado es utilizado
como sustrato de la enzima caroteno B-hidroxilasa (CBHx) para producir zeaxantina, molécula
precursora para la sintesis de acido abscisico (ABA). Mientras que la hidroxilacién del a-
caroteno producira la luteina a través de la accion de la enzima CBHx y e-caroteno hidroxilasa
{CeHx) (Fig. 1).

Los genes carotenogénicos se encuentran codificados en el nlcleo y su regulacion ha
sido motivo de estudio hace varias décadas, especialmente en procesos de maduracion de
frutos, en el desarrollo de la coloracion en flores y la transicion de etioplastos a cloropastos
dependiente de la luz {(Rémer et al., 2005). En modelos de maduracion de frutos y de fransicion
de etioplasto a cromoplastos dependiente de la luz se ha observado una regulacién positiva de
la luz sobre la biosintesis de carotencides, la cual acliva preferentemente la expresion
transcripcional de los genes carotenogénicos (Schofield y Paliyath, 2008; Simkin vy cols., 2003;
Woitsch y Rémer, 2003).

En la maduracion del fruto de tomate, se observa un aumento de la concentracion de
carotencides entre 10 y 14 veces, alcanzando 3.454 pg/g de carotenoides de peso fresco
{Fraser y cols., 1994; Fraser y Bramley, 2004). En tomate, se ha descrito que los genes psyi y

psy2 codifican para la fitoeno sintasa. El primero es expresado en tejido no fotosintético, como




es el fruto de fomate, mientras que psy2 solo es expresado en tejido fotosintético (Bartley y
Scolnik, 1993). Por otra parte, en A thaliana existen 8 genes que codifican para la enzima
GGPPS. Se ha descrito que GGPPS1 se expresa de manera ubicua, GGPPS2 y GGPPS54 en
flores y GGPPS3 en raiz (Okada y cols., 2000; Zhu y cols., 1997).

Durante el proceso de maduracion de tomate, se observa un aumento de los transcrifos
de los genes dxs, pds y psy1, al mismo tiempo que disminuye la expresion icyb y Icye {Fraser y
cols., 1994; Pecker y cols., 1996; Ronen y cols., 1999; Lois y cols., 2000). Estos cambios en la
expresién génica regulan la acumulacion de licopeno en el fruto de tomate. En el afio 2001,
Hirschberg identificé dos genes que codifican para licopeno B ciclasa en tomate, los que llama
cycB y leyB. El primero, participa en la biosintesis de carotenoides en cromoplastos y el
segundo en cloroplastos presente en oérganos fotosintéticos. En Capsicum annuum, €l gen de
lcyP se expresa de manera constitutiva durante el desarrollo del fruto (Hugueney y cols., 1995).
En esta especie la biosintesis de carotenoides se detiene en oscuridad debido principalmente al
bajo nivel de mensajero de psy y pds; y en menor grado por los genes de la z-cds ¥ leyb (Simkin
y cols., 2003). La via de sintesis de carotenoides, también es regulada por inhibicion por
producto final. Al inhibir la ciclacion del licopeno en tomate se observa un aumento la expresion
de pds y psy {Giuliano y cols., 1993; Corona y cols., 1996).

En hojas de tomate y de Arabidopsis thallana se ha reportado que al pasar de un
tratamiento de baja intensidad luminica a un tratamiento de alta intensidad luminica, se
aumenta 5 veces la expresién de Icyb {Hirshberg, 2001). Ademas, en Arabidopsis thaliana
durante el proceso de de-etiolacion aumenta |a expresion de psy, gen de copia tnica, mientras
que la expresién de los genes ggpps y pds se mantienen constantes (von Lintig y cols., 1997;
Welsch y cols, 2000). Esto nos indica que para la activacion de ia sintesis de carotenoides en la
de-stiolacién en A. thaliana es necesaria la activacion trr_;mscripcional del gen psy. Estudios del
promotor del gen psy indican que este gen se encuentra activo a niveles basales en oscuridad,
y es activado por sobre estos niveles en tratamientos con diferentes tipos de luz (Welsch y cols.,

2003). En Nicotiana tabacum se ha observado que al exponer plantas etioladas a luz roja, azul y




blanca aumenta la expresion de los genes carotenogénicos, asi, psy presenta un aumento
dependiente de Iuz roja, indicando un control por fitocromo (Woitsh y Rémer, 2003; von Lintig y
cols., 1997). Por ofra parte, la expresion de licopeno B ciclasa, B-caroteno hidroxilasa y
violaxantina de-epoxidase es inducida en presencia de luz roja (Woitsh y Rdmer, 2003). Esta
regulacion positiva de la produccidon de carotenoides y de expresién de los genes
carotenogénicos también ha sido observada en otros organismos fotosintéticos como algas. Un
ejemplo de esto se observa en el alga Chlamydomonas reinhardtif en el cual los genes psy y
pds presentan una rapida induccion en respuesta a la luz, debido a la activacion transcripcional
de estos genes (Bohne y Linden, 2002). En el alga, Haematococcus pluvialis se ha visto que
altas intensidades de luz provocan un incremento transitorio del mRNA de psy, pds y de la
hidroxilasa de los carotenoides, seguido de una leve acumulacién de la xantofila llamada
astaxantina (Steinbrenner y Linden, 2003; Steinbrenner y Linden, 2001).

A pesar de los grandes avances en cuanto a la regulacion de la expresion de genes
carotenogénicos en plantas y en microorganismos, no se ha determinado el tipo de regulacion
que existe en modelos de plantas que tengan una alta produccién de carotencides en ausencia
de luz, como es la raiz modificada o de reserva de zanahoria (Daucus carota). La raiz de
zanahoria es una excelente fuente de carotenoides alcanzando a acumular 11 mg de
carotenoides por gramo de tejido fresco. El 77% de los ‘carotenoides totales corresponde a
B-carotena, el principal carotenoide en la raiz modificada de zanahoria (Fraser y Bramley,
2004). Actualmente, en la base de datos (NCBI) se encuentran los cDNAs de la mayoria de los
genes carotenogénicos de D. carota: 4 secuencias de cDNAs que codifican para la actividad
enzimatica LCYB, tres secuencias de cDNA para PSY y CBHx, 2 cDNAs para Z-CDS y GGPP y
solo 1 secuencia de cDNA para IPI, PDS, LCYE y ZEP (Fonseca, 2000; Just y cols., 2006). De
las 4 secuencias de cDNA de LCYB una de ellas DQ192190 (Icyb2) corresponde al (inico cDNA
completo de lcyb descrito hasta la fecha y no existen estudios de expresion de este gen durante
la sintesis de PB-caroteno en D. carota. Los otros cDNAs, lcyb3 (AM181169) y lcyb4

(AM181188), son secuencias parciales obtenidas recientemente a partir de fruto de D .carota, y




lcyb1 (AF208531) que poseen un 94%, 98% y 95% de identidad con el gen lcyb DQ192190,
respectivamente.

En resumen, en frutos y érganos fotosintéticos la mayoria de los genes carotenogénicos
son activados transcripcionalmente por luz, se ha observado que en plantas como tomate y A.
thaliana existe mas de un gen carotenogénico que codifica para una misma actividad enzimatica
y que ademas se expresan de manera organo especifica. Por otro lado, D. carota sintetiza §-
caroteno en organos fotosintéticos (hojas) y en la raiz modificada bajo condiciones de luz y
oscuridad, respectivamente. Ademas, se ha reportado la presencia de 4 secuencias de cDNA
para LCYB, 2 de ellas obtenidas a partir de frutos zanahoria. Es por ello que nosotros creemos
gue las secuencias descritas para [cyb pueden corresponder a genes diferentes que podrian
expresarse mayoritariamente en hojas o ralces (expresidon 6rgano especifica). Para abordar
esta pregunta evaluaremos el rol del gen lcyb (DQ192180) en [a sintesis de B-caroteno en hojas
y raices utilizando la técnica de silenclamiento génico post-transcripcional (SGPT)} del gen lcyb
DQ192190 en D. carofa. En la presente memoria de investigacion se construyeron vectores
binarios que permitiran la transformacién de plantas con el constructo generado mediante
Agrobacterium tumefaciens. Asi, utilizando estos vectore‘s se insertara en el genoma de plantas
de D. carota los constructos que contienen un fragmento conservado de los genes que codifican
para la enzima LCYB controlado bajo el promotor constitutive fuerte 35SCaMV. Este vector
permitira transformar plantas de D. carota y silenciar todos los posibles genes Icyb que se
encuentran en la planta de zanahoria. Los resultados obtenidos mediante el SGPT de los genes
leyb seran utilizados como control del silenciamiento y comparados con los resultados de SGPT
especifico del gen DQ192190. Esto permitiré validar los resultados del estudio funcional del gen

DQ192190 de lcyb.




1.1.- Objetivo -

“Construccion de vectores para silenciamiento génico post-transcripcional (SGTF) de los genes

que codifican para licopeno B ciclasa de D. carota”.

1.2.- Objetivos especificos
1. Amplificacion y clonacién de un fragmento conservado de los genes que codifican para LCYB

a partir de cDNA de Daucus carofa.

2. Construccién del vector binario para silenciar post-transcripcionalmente los genes que

codifican para LCYB en Daucus carota.




2.- MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Material Bioldgico.
- Escherichia coli cepa DH5a:
F, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endA1, hsdR17(rk,
mk*), phoA, supE44, X, thi-1, gyrA96, relA1
- Agrobacteriun tumefaciens cepa GV3101;
C58, plasmido Ti curado, Gen®, Rif*.
2.1.2. Medios de Cultivo.
- Medio LB: 2% triptona; 0,8% NaCl.

- Medio LB-agar: 2% triptona; 0,8% NaCl, 1,6% agar.

2.1.3. Reactivos.
Todos los reactivos utilizados son de calidad para biologia molecular y/o calidad para
analisis obtenidos de Merck, Sigma-Aldrich, US Biological, Phyto Technology Laboratoies,

Promega, Axygen, Omega Bio-tek, Fermentas, New England Biolabs e Invitrogen.
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2.2. METODOS.

2.2.1. Preparacién de Escherichia coli, cepa DH5a competentes con CaCl;.

Se inoculo 100 pL de DH5a en 3 mL de medio LB y se incubd a 37°C con agitacion toda
la noche (16 horas). Se tomé 750 jiL del cultivo de noche y se inoculé 100 mL de LB, se
mantuve a 37°C con agitacion hasta que alcanzé una D.O.e0= 0,4 - 0,5. Luegpo, se centrifugé a
3.000 g durante 10 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y el precipitado de células se
resuspendié rapida y suavemente en 50 mL de CaCl; 0,1 M estéril y frio. Se centrifugd a 2.000
g por 5 minutos a 4°C. Se elimino el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 10 mL de
CaCl, 0,1 M estéril y frio. Se incubdé 30 minutos a 4°C. Posteriormente, se centrifugd por 5
minutos a 2.000 g a 4°C y e! precipitado se resuspendié en 2 mL de CaCl; 0,1 M estéril y frio,
eliminando previamente el sobrenadante. Una vez resuspendidas, las células quedan listan
para ser utilizadas o guardadas en glicero! 30% de glicerol a -80°C en allcuotas de 200 pL.

Todo el procedimiento se debe realizar manteniendo la esterilidad.

2.2.2. Transformacién de Escherichia coli DH5a competentes.

Se descongeld una alicuota de 200 pL de E. colf DH5a competentes, preparadas segin
2.2.1 y se agregé aproximadamente 50 ng del vector de interés. Se mantuvo en hielo por 45
minutos. Luego se le dié un golpe térmico de 42°C durante 1,5 minuto y pusd en hielo por 1
minuto. Se agregé 1 mL de LB y se dejo 1 hora en agitacion a 37°C. Luego de este tiempo se
plaqgued en LB-agar con el antibiético adecuado para la seleccién de las colonias
transformadas. Las placas se Incubaron a 37°C por toda la noche. Para la seleccion de los
clones transformados con el vector pGEM-T easy o PUCpSS se suplementé el medio LB-agar

con 100 mg/L de ampicilina y para el vector pBIN19 se suplementé con 50 mg/L de kanamicina.
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2.2.3. Preparacion de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 competente.

Se inoculd A. fumefaciens de la cepa GV3101 en 5 mL de LB rifampicina 10 mg/L para
la seleccion cromosomal y gentamicina 50 mg/L para seleccionar el plasmido Ti. Se incub¢ a
28°C toda la noche con agitacion. Luego, se inoculd 4 mL del cultivo de A. fumefaciens en 100
mL de LB, con la misma concentracion de antibidticos, y se incubd a 28°C con agitacion hasta
una D.O.g0= 0,5. Luego, se incubd en hielo por 10 minutos. Se centrifugd a 3.000 g por 20
minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante con cuidado y el precipitado fue resuspendido en 1
mL de CaCl; 20 mM estéril y frio. Se hicieron alicuotas de 100 uL y se congelaron

inmediatamente en nitrégeno liquido. Las alicuotas se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

2.2.4. Transformacién de Agrobacterium tumefaciens.

Se descongelé en hielo una alicuota de 100 ulL de células de A. tumefaciens
competentes, preparadas segin 2.2.3. Se agregd 500 ng del vector binario y se congelo en
nitrégeno liquido por 5 minutos, Luego se dejé descongelar a temperatura ambiente por 15
minutos. Se agregé 1 mL de LB y se incubd a 28°C toda la noche con agitacion. Posteriormente,
se plaqued 50 pL del cultivo en un medio de LB-agar con antibioticos (rifampicina 1£) mg/L,
gentamicina 50 mg/L. Para seleccionar el vector binario se utiliza kanamicina 50 mg/l) y se
incubé a 28°C durante 40 horas. Las colonias fransformantes se analizaron mediante PCR

(2.2.12.2).

2.2.5. Extraccién de RNA de tejido vegetal.

Para la extraccién de RNA de hojas de tabaco y de raiz de Daucus carota se utilizo el
reactivo RNA-Solv Reagent de Omega Bio-tek siguiendo las indicaciones del productor. Luego,
el RNA se visualizé en un gel de agarosa-formaldehido. Se realiz6 todo el procedimiento en

hielo para evitar la denaturacion del RNA.
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2.2.6. Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido.

El RNA extraido fue separado en un ge! de agarosa al 1%, formaldehido al 3% ¥y
amortiguador MOPS al 1X. Para preparar el gel se disolvio [a agarosa en agua con calor hasta
que quedé una solucién homogénea. Luego se agrego la cantidad adecuada de buffer MOPS al
5X (200 mM de MOPS, CHsCOONa 50 mM y EDTA 5 mM, a un pH de 7,0) para obtener en el
gel una concentracién de 1X de este amortiguador. Posteriormente, se agregd bajo campana el
formaldehido. La muestra de extraccion de RNA se disolvié en un volumen final de 20 a 30 pL
de buffer de carga que esta compuesto de Buffer MOPS a una concentracion 1X, formamida
50%, formaldehido 2,2%, ficoll 400 2,5%, azul de Bromofenol y 0,3 ug/uL de BrEt. Esta mezcia
de RNA vy buffer de carga fue denaturada a 65°C por 15 minutos. Todas las soluciones se
hicieron con agua libre de RNAsa, tratadas con Dietil pirocarbonato (0,01% DEPC en agitacion
a 37°C por lo menos durante 4 horas, luego de esto se autoclava a 120°C por 30 minutos}. La
electroforesis se realizé a un voltaje entre 60 — 70 V, hasta que el frente de corrida avance
aproximadamente 6 cm. Luego, se iluminé el gel con fuz UV en un transiluminador (Syngene) y
la imagen fue capturada con el programa Gene Snap de Syngene. La concentracion relativa se

determind mediante e! programa Gene Tools de Syngene.

2.2.7. Amplificacién de un fragmento de icyb mediante RT-PCR.

2.2.7.1. Transcripcion Reversa.

Mediante este procedimiento se obtiene el cDNA de simple hebra que es
complementario a los RNA mensajeros de la muestra utilizada. Para esto, el RNA obtenido
(2.2.5) se sometié a tratamiento con DNAsa |. Se tomé 2 g de RNA vy se adiciond 50 unidades
de DNAsa | libre de RNAsa (Fermentas), buffer de DNAsa | 1X (10 mM Tris-HCI pH 7.5; 2,5 mM
MgCl,, 0,4 mM CaCly), 1 pL de inhibidor de RNAsa (New England Biolabs), correspondiente a
40 unidades de enzima. Esto se completé con agua DEPC hasta un volumen total de 10 pL.

Luego, se incubd a 37 °C por 20 minutos. Para inactivar ia DNAsa | se agregd 1 UL de EDTA 25
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mM en agua DEPC. Después de este fratamiento el RNA es utilizado directamente en la
sintesis de la hebra complementaria.

Se utilizd 1a mitad del volumen del RNA tratado con DNAsa [ (5,5 L), correspondiente a

1ug de RNA, se agregd 1 uL de oligo AP (BTTTTTTTTTITTTTTITTTTTAGCTTCG3') 10 pM en
un volumen final de 12 pL, completados con agua DEPC. Esta solucién fue puesta en el
termociclador a 70°C durante 5 minutos. Pasado este tiempo se puso en hielo por 2 minutos y
se agregé 7 |UL de una mezcla que contiene 4 L de buffer 5X de la enzima, 1 pl de dNTP 10
mM disueltos en agua DEPC y 2 pl de agua DEPC. La mezcla se mantuvo 2 minutos a 25°C y
se agregd 1 L de enzima ImProm-H™ Reverse Transcriptase (Promega). Posteriormente, se
mantuvo a 42°C por 55 minutos y se detuvo la reaccion a 70°C durante 10 minutos. En paralelo

se realizd un control de la reaccion al que no se agrego enzima {S/RT).

2.2.7.2, Disefio de partidores.

Se disefiaron partidores 5'LeybEco y 3'LeybEce (Tabla 1) que amplifican un fragmento
de 494 pb que esta presente en los cuatro cDNA que codifican para al actividad LCYB de D.
carota mencionadas (DQ192190, AM181168, AM181169 y AF208531). En los extremos 5’ de
cada partidor se agrego la secuencia del sitio de restriccién de la enzima EcoRl. El tamafio
esperado de la secuencia amplificada es de 494 pb. Este fragmento posee una baja identidad

nuclectidica (menor al 20%) con otros genes de Daucus carota.

2.2.7.3. RT-PCR de un fragmento del gen lcyb.

Los cDNAs obtenidos, segln lo descrito en 2.2.7.1 se amplificaron mediante PCR con el
par de partidores LycbEco, utilizando 2 pl. del cDNA como templado. El programa de
amplificacion comienza can una denaturacion inicial a 95°C por 4 minutos. Luego, se realizaron
35 ciclos en los que se repitié una etapa de denaturacion a 95°C por 50 segundos, una
temperatura de unién de 54°C por 50 segundos y por Ultimo una temperatura de elongacién de

72°C por 1 minuto. La reaccion continllo con una extension final a 72°C por 8 minutos y
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concluyd manteniendo las muestras a 4°C. Cada reaccién contenia buffer 1X correspondiente a
la Tag polimerasa utilizada, 1 uL de MgCl, 50 mM, 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 0,5 pL de cada
partidor a 10 uM y 0,2 L de enzima, en un volumen total de 25 pL. Ademas, se realizé la
reaccion de PCR al control de [a reaccion de transcripcion reversa sin enzima (S/RT) (2.2.5) y

un control negativo de la reaccién de PCR sin templado (C-).

Tabla 1: Secuencia de Partidores utilizados.
Se presentan las secuencias de los partidores utilizados, con su respectiva temperatura de
fusién (Tm), el nombre de origen del gen y el tamafio del fragmento amplificado.

Tm Gen Tamario
Partidor Secuencia (°C) Amplificado
{pb)
5'LeybEco | B’GAATTCTATGGTGTTITGGGTGGATGGAS 62 | Todos los 494
genes de
FLeybEco | 9'GAATTCAGGAATGTAGGGATTTTAACTGS' | 60 LCYB de
D. carota
5" Actina 5'CACACTTTCTACAATGAGCT3 56 | Actina de 695 pb
3’ Actina 5GCAGTGATCTCTTTGCTCATS' 58 A.
thaliana

2.2.8. Minipreparacién de DNA plasmidial de E. coli.

El clon de interés se cultivé durante la noche en 5 ml LB con el antibidtico de seleccion
y se dejé crecer a 37 °C con agitacién. Se centrifugd todo el cultive por 1 minuto a 14.000 rpm,
se elimind el sobrenadante. Se resuspendio el precipitado en 50 pL de LB. Una vez
resuspendido el precipitado se agregd 300 pL de solucién TENS (Tris 10 mM a pH 7,5, EDTA
1mM, NaOH 0,1 M, SDS 0,5% p/fv) y se agitd en vortex por 5§ segundos. Se adicion6 150 uL de
acetato de sodio 3M a pH 5,2 y se homogenizd vigorosamente por 5 segundos. Luego se
centrifug6 a 14.000 rpm por 2 minutos y se recuperd el sobrenadante, teniendo la precaucién de
no tomar parte del precipitado. El sobrenadante fue puesto en un nuevo tubo eppendorf al que

se le adicionaron 800 WL de etanol absoluto frio y se invirtio 5 veces. El DNA se precipité por
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centrifugacion durante 2 minutos a 14,000 rpm y se elimind el sobrenadante. El precipitado fue
lavado 2 veces agregando 500 pL. de etancl 80% y cenfrifugando a 14.000 rpm por 2 minutos.
El precipitado fue secado a temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente, fue resuspendido
en 30 pl de agua destilada estéril. Se agregaron 4 pL de ribonucleasa A (20 yg/ml) y se incubd

a 37 °C por 20 minutos. El DNA plasmidial purificado fue utilizado para analisis de PCR.

2.2.9. Minipreparacion de DNA plasmidial por Kit comercial.

El DNA plasmidial utilizado para las digestiones enzimdticas, transformaciones y
secuenciaciones fue purificado por el Kit Axyprep™ Extracction Miniprep de Axygen. Los clones
positivos fueron secuenciados en Macrogen Co. (USA), donde se realizé un ciclo terminador
BigDyeTM, luego el producto de la reaccién se precipitd y secuencié usando el secuenciador

automatico 3730x1.

2.2.10. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Los DNAs se visualizaron en geles de agarosa al 1% en buffer TAE al 1X (Tris-base 40
mM, acido acético glacial 19 mM, EDTA 1 mM)} y 3 pg/L de bromuro de etidio (BrEt). Se utilizo
TAE 1X como buffer de corrida y el gel fue sometido a e!_ectroforesis a 80 V por 20 min. Las
bandas de DNA son visualizadas por la fluorescencia emitida por el BrEt, que se intercala en la
molécula de DNA, al ser expuesta a la luz UV de un tran;-‘.iluminador. La imagen es folografiada
utilizando el equipo Dark Room Multigenius Syngene y un transiluminador Syngene mediante el
programa Gene Snap de Syngene y la fluorescencia es cuantificada por el programa Gene
Tools de Syngene. La concentracion y famafio de la muesira de DNA fue determinada mediante

un estandar de DNA .
2.2.11. Clonacidn del fragmento lcyb en el vector pGEM-T easy.

El producto de RT-PCR de Icyb {2.2.7) fue clonado en el vector pGEM-T easy del kit

pC-iEM-TTM Easy Vector System (Promega), siguiendo las indicaciones de! productor. Para ello
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se tomaron 5 pL del buffer de la T4 DNA ligasa 5X, 0,5 pL de vector pGEM-T easy
(correspondiente a 25 ng de vector), 2 pL de una dilucién 2:5 del producto de RT-PCR en un
volumen final de 10 uL con agua destilada estéril libre de nucleasa. La ligacién se mantuvo por
3 horas a temperatura ambiente. Luego, el medio de ligacién fue transformado a células DH5a
competentes, segtn lo descrito en 2.2.5. Las colonias obtenidas se analizaron mediante el

método descrito en 2.2.12.1. Los clones positivos fueron guardados a -80°C hasta su utilizacion.
2.2.12. Determinacién de clones de DH5u transformados.

2.2.12.1. Analisis Rapido de Colonias.

Se prepar6 un cultivo saturado incubado a 37°C por 16 horas de cada clon en LB con el
antibiotico de seleccion correspondiente.. De este de cultivo se tomaron 150 pl., se centrifugd
por 3 minutos y se eliminé el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido con 40 pt de Buffer
de Extraccion (Sacarosa 6%, Azul de Bromo Fenol 0,1%). Bajo campana se agregd 14 pl de
Fenol: Cloroformo (1:1) y se agité en vortex por 10 segundos. Luego, se centrifugé por 3
minutos a 12.000 rpm. Se tomé entre 10 UL y 15 pL del sobrenadante y se cargd en un gel de
agarosa al 1%. Como control negativo se cargd una alicuota del vector sin inserto, de manera
de diferenciar de acuerdo a la migracién en el gel los plasmidos con inserto respecto al que no
posee inserto.. Este andlisis es Gtil para plasmidos de tamafio pequefio (3.000 - 5.000 pb) e
insertos mayores a 400 pb, pues cuando son plasmidos de gran tamafio es dificil observar la
diferencia de tamafio en cuanto a la migracion en el gel. Este resultado fue validado por PCR o
digestion enzimatica. Este procedimiento fue utilizado para_e[ andlisis de clones fransformantes

de pGEMT/lcyb y PUCpSS/icyb.
2,2.12.2. Andlisis por PCR.

A DNA plasmidial purificado segln lo descrito en 2.2.8 de los clones candidatos

obtenidos segiin 2.2.12.1. se les hizo un PCR bajo las condiciones descritas en 2.2.7.3. Se
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utilizaron aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial como templado. El producto de la

amplificacion fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X.

2.2.12.3. Analisis por digestion enzimatica.

La digestion enzimatica se realizé en un volumen total de 20 pL con 250 ng de DNA
plasmidial purificado por kit (2.2.9.), 1 pL de enzima (10 unidades/uL), buffer 1X de la enzima
correspondiente. En el caso del DNA de pGEMT/lcyb [a digestion se realizé con EcoRI
(Fermentas) durante 30 minutos; el DNA de PUCpSS/icyb {ambas arientaciones) se digirio con
EcoRI también por 30 minutos; y por tltimo el DNA de pBIN19/L fue digerido duranie 4 horas

con la enzima Hindlll (Invifrogen).

2.2.13. Construccién del vector PUCpSS-leyb.

El fragmento de 494 pb del gen lcyb se clond en el vector PUCPSS en el sitio de
restriccion EcoRl (Figura 8) para fusionarlo al promotor doble 35SCaMV. Por ello se preparo
DNA plasmidial del vector pGEM-T/lcyb mediante el kit Pure Yield Plasmid Midiprep Systemn
(Promega). Posteriormente, el DNA es digerido con EcoRl (Fermentas) de tal modo de obtener
suficiente inserto para ser clonado en el vector PUCpSS. Para cada digestion se utilizé 2 pg de
DNA plasmidial pPGEMT/lcyb, 10 unidades de enzima y buffer EcoR! 1X en un volumen total de
20 pL. Se incubd a 37°C por una hora. De esta forma se liberd un fragmento de 494 pb, el cual
fue purificado del gel de agarosa al 1% con el sistema Wizard SV gel and PCR Clean-Up
System (Promega).

Por ofra parte, el vector PUCpSS de 3.585 pb fue purificado con el kit Pure Yield
Plasmid Midiprep System (Promega), digerido con EcoR! (Fermentas) y desfosforilado con la
enzima CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) (Fermentas). Para la digestion, se utilizaron
2 pg del vector PUCPSS, 10 unidades de EcoR! y buffer EcoRl 1X en un volumen total de 20
pL. La mezcla se mantuvo por 4 horas a 37 °C para obtener una digestion completa. Luego, la

enzima fue inactivada a 85°C por 20 minutos, segln las indicaciones del productor. Para la
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defosforilacion se agregd 2 unidades de enzima CIAP al medio de digestién y buffer CIAP 1X en
un volumen total de 100 pL. Se incubd a 37 °C por 1 hora y luego se inactivé la enzima CIAP a
85°C por 15 minutos. Para obtener el vector digerido y defosforilado se realizé una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se purifico la banda de interés con el sistema
Wizard SV gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Luego, se realizé la ligacién utilizando una relacién de inserto y vector de 30:1, con 400
unidades T4 DNA ligasa (New England Biolabs) en un volumen de 12 pL. Esta reaccién se
mantuvo a 16°C por 24 horas. Luego, se transformé el medio de ligacion E. coli DH5a
competentes tal como fue descrito en 2.2.2. Algunas de las colonias transformantes
seleccionadas en medio LB-agarfampicilina se analizaron mediante el método descrito en
2.2.12 y posteriormente fueron secuenciadas en Macrogen, Co {USA). De esta forma se
determiné la orientacién del fragmento lcyp en el contexto del promotor. Se seleccionaron dos
clones de PUCpPSS-lcyb uno en sentido (PUCpSS/lcybS) y otro en antisentido

(PUCpSS/icybAS). Estos clones fueron guardados a -80°C hasta su utilizacién.

2.2.14. Construccién de los vectores pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD.

Aproximadamente 2 pg de los clones seleccionados PUCpSS/icybS y PUCPSS/IcybAS
se digierieron con la enzima Hindill (Invitrogen), para purificar los constructos
35Sd/lcybS/TCaMV y 35Sd/lcybAS/TCaMV. El DNA plasmidial de los clones se digirié con 10
unidades de Hindlll {Invitrogen), el buffer correspondiente a una concentracion 1X en un
volumen final de 30 pL y se incubé a 37 °C por 3 horas, liberandose un fragmento de 1.396 pb.
Este fragmento estad compuesto por el promotor doble 358CaMV (692 pb) el fragmento ligado
de lcyB (494 pb) en sentido o en antisentido y el terminador 35SCaMV (210 pb) (Figura 8). Este
fragmento fue purificado de un gel de agarosa 1% medianté el uso de Wizard SV gel System de
Promega y ligado al vector binario pBIN19 de 11.777 pb.

En paralelo se tomo 2 pg del vector binario pélN‘[Q purificado con el Kit Axyprepm

Extraction Miniprep (Axygen) y se digiri6 utilizando 10 unidades de la enzima de restriccion
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Hindlll (Invitrogen), 1X del buffer correspondiente a la enzima en un volumen total de 30 uL. Se
incub6 por 4 horas a 37 °C hasta su completa digestion. Luego, la enzima fue inactivada a 65 °C
por 20 minutos. Posteriormente, el plasmido diger]do'se desfosforild con la enzima CIAP
(Fermentas) tal como se procedio con el vector PUCpSS en 2.2.13.

Para la ligacion se utilizé una relacién de inserto y vector de 30:1, con 400 unidades T4
DNA ligasa (New England Biolabs) en un volumen de 12 L. Esta reaccion se mantuvo a 16 °C
por 24 horas y se transformé E. coli DH5a competentes tal como fue descrito en 2.2.2. Las
colonias seleccionadas en el LB-agar/kanamicina se analizaron mediante el método descrito en
2.2.12. Luego de este analisis los clones positivos fueron secuenciados en Macrogen,Co (USA)
obteniendo los vectores binarios con los constructos de interés: pBIN19/35Sd/lcybS/TCaMV
(PBIN19/L-S), pBIN19/35Sd/lcybAS/TCaMV (pBIN19/L-AS) y pBIN19/355d/lcybASD/TCaMV
(PBIN19/L-ASD) que posee el cassette doble 35Sd/lcybAS/TcaMV (figura 10). Los clones
fueron guardados a -80°C hasta su utilizacion.

El DNA plasmidial de estos clones fue purificado segin lo descrito en 2.2.9 para la
transformacion a Agrobacterium tumafaciens (descrito en 2.2.4). De esta forma se obtuvieron

los vectores binarios con los constructos de interés en A. tumefaciens GV3101.
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3.- RESULTADOS

3.1. Amplificacién de un fragmento conservado de lcyb a partir de cDNA de Daucus
carofa.

Para la amplificacién del fragmento de 494pb de Icyb se utilizaron el par de partidores
especificos LeybEco (Tabla 1). Se purificé RNA de D. carota silvestre tal como fue descrito en
2.2.5. Luego, al RNA se le realizé una transcripcion reversa (RT), obteniendo los cDNAs de
simple hebra complementarios a los RNA mensajeros de la muestra utilizada (2.2.7.1). Con los
cDNAs y los partidores LcybEco se realizd un RT-PCR, lo que permitié amplificar

especificamente el fragmento de 494 pb del gen Icyb (Figura 2).

PM SIRT RT C-

1000 ph
750 pb

500 pb 494 pb

Figura 2. RT-PCR del fragmento de lcyb de Daucus carofa.
Electroforesis de DNA en gel de agarosa al 1%. RT: amplificacion del fragmento de IcyB de D.
carota. Se indica el tamaio correspondiente. S/RT: control de transcripcién reversa sin

adicionar enzima. C-; Reaccion de PCR sin templado. PM: Marcador de peso molecular.

3.2, Clonacion del fragmento amplificado de 494 pb de lcyb en el vector pGEM-T e;asy.

El fragmento de 494 pb de icyb de D. carota amplificado por RT-PCR fue clonado en €l
vector pGEM-T easy (2.2.11), como se muestra en la figura 3. El vector pGEM-T sasy es un
vector lineal que tiene en el extremo terminal de cada hebra una Timina. El producto de PCR
generado por la enzima Tagq polimerasa deja en el extrema terminal una Adenina. Esto permite

que el fragmento y el vector pGEM-T easy sean ligados en sus extremos cohesivos.
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Producto RT-PCR (494 pb) pGEM-T easy (3.015 pb)
A - T
Tk 1, + [Camp™T |
Fragmento conservado del
gen lcyb Hngaclon
o AR
| pGEM-Tleyb |
.| (3.509 pb)
feak ; m“” ) feottn

Figura 3. Esquema de clonamiento del fragmento Icyb en el vector pGEMT easy.

El fragmento de 494 pb de Icyb de D. carota amplificado por RT-PCR fue ligado al vector
pGEM-T easy para generar el vector pGEM-T/Icyb. AMPR: Resistencia a ampicilina.

Los plasmidios de las células transformadas resistentes a ampicilina se analizaron
mediante un andlisis rapido de colonias (2.2.12.1.). Este ensayo permite diferenciar los
plasmidos recombinantes respecto a los que no poseen inserto de acuerdo a la migracién en un
gel de agarosa al 1%. Como control se utiliza un vector sin inserto y su migracién se compara
con la migracién de los clones analizados (Figura 4). Si el vector migra menos implica que tiene
un mayor tamafio, por lo tanto, podria tener clonado el fragmento de interés. En la figura 4
observamos que los clones 1 y 2 migran menos que el plasmido control, por lo tanto, estos
clones, pGEM-T/Icyb 1 y pGEM-T/Icyb 2, probablemente tienen clonado el fragmento de Icyb en
el vector pGEM-T easy. El clon 3 no muestra una diferencia detectable en la migracién en el gel
respecto a C, por lo que no fue utilizado en los andlisis posteriores. Estos resultados fueron

corroborados por andlisis posteriores de PCR y digestion enzimatica.
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Figura 4. Analisis rapido de colonias de [a transformacién con pGEM-T/Icyb.

Electroforesis de DNA en gel de agarosa al 1% del analisis répido de 3 colonias transformantes
seleccionadas en ampicilina. C: muestra controf que corresponde al plasmido pGEM-T easy sin
inserto. En 1, 2 y 3 se muestra [a migracién de los plasmidos de los clones 1, 2 y 3,
respectivamente. Se observan dos bandas de mayor migracion correspondiente al RNA.

El DNA plasmidial de los clones 1 y 2 fue extrafdo segln lo descrito en 2.2.8. Estos
DNAs se analizaron mediante PCR (2.2.12.2.) con los partidores LcybEco (Tabla 1) obteniendo
la amplificacidn del fragmento de 494 pb en los clones pGEM-T/lcyb 1 y pGEM-T/leyb 2 (Figura
5). Esto indica que los clones pGEM-T/lcyb 1 y pGEM-TIlc-yb 2 tienen clonado el fragmento de

494 pb de lcyb en el vector pGEM-T.

PM_ 1 2 C.

RN
600ph | o .
s00pb || il -
400ph |' g, * 434 pb

Figura 5. PCR de DNs plasmidial de los clones pGEM-T/icyb 1y 2.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificados a partir de DNA
plasmidial de clones pGEM-T/lcyb 1 (1) y pGEM-T/lcyb 2 (2). Ambos clones ampilifican el
fragmento esperado de 494 pb de lcyb de D. carofa. C-; Reaccién de PCR sin templado. PM:
Marcador de peso molecular de 100 pb. '
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Posteriormente, se purifico el DNA plasmidial de estos clones mediante la utilizacion de
un kit comercial (2.2.9) para verificar la presencia del fragmento clonado por digestion con la
enzima EcoR/. Ademas, este procedimiento nos permite determinar que en el procedimiento de
clonacién no se han perdido los sitios de restriccion EcoR/ necesarios para continuar con la
clonacién del fragmento de 494 pb en los vectores PUCpSS y pBIN19 para obtener los
constructos para el silenciamiento post-transcripcional de todos los genes de lcyb. Luego de la
digestién, ambos vectores liberan el fragmento de 494 pb de lcyb de D. carota, por lo tanto

ambos clones poseen el fragmento de 494 pb clonado en el vector pPGEM-T (Figura 6).

PM 1 D1 2 D2

3.000ph
2000 pb
1500 ph

1.000pb

500 pb

Figura 6. Digestién enzimética con EcoRI de los clones pGEM-T/lcyb 1 y 2.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del DNA plasmidial de los clones pGEM-T/leyb 1y 2
digeridos con EcoRl. Carriles. 1 y 2: plasmidos de clones pGEM-T/lcyb 1 y 2 sin degirir,
respectivamente, Carriles D1 y D2: Plasmidos de clones pGEM-T/lcyb 1 y 2 digeridos con
EcoRl, respectivamente. La digestion de ambos plasmidos libera el fragmento de 494 pb del

gen lcyp clonado en el vector pGEM-T easy. PM: Marcador de peso molecular de 1 Kb.

El DNA plasmidial purificado por kit de los clones pGEM-T/lcyb 1 y pGEM-T/lcyb 2 fue
secuenciado demostrando la presencia del fragmento Icyb. El fragmento clonado presenta una
identidad nucleotidica de 96% respecto al cDNA del ge}l licopeno B ciclasa DQ192190 de D.
carota de la subespecie sativus (Figura 7). Esta diferencia en la identidad nucleotidica se debe
a que en esta tesis se utilizo la variedad Nantes para la obtencion del fragmento de 494 pb de

lcyb. Sin embargo, esta diferencia no afectara el SGPT de todos los genes de Icyb ya que la
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regién amplificada es 100% idéntica a los genes de loyp d ela variedad nantes y ademas se ha
descrito que se obtiene un SGPT eficiente utilizando fragmentos con identidad nucleotidica igual
o superior al 88% (Burton y cols., 2000, lngelbrecﬁt y cols., 1999; Mueller y cols, 1995; Shweizer
y cals., 2000). Por lo tanto, se puede utilizar cualquiera de estos dos clones para continuar con

la sintesis de los vectores para SGTP de todos los genes [cyp en D. carota variedad Nantes..

gh1PO152196.11 Deucus caropta suhsp. sativus putative lycopene beta cyclese {LCYB)
rlHA, complete cds ‘
Length=2022

Score = 678 bits {367), Expect
Identities = 393/406 (36%}, Gaps
Strand=Flus/Minus

0.0
07406 (0%)

Query 13 GTAGGGATTTTACTGTTTCTTTCTITCAATTCTGTATIGCCATTAAGATGECAATCTCTC 72

PPV DO T L LR L gLt
Sbjet 1273 GTAGGGATTTTACTGTITCTITCTTTTARTTCTGTATTGLCATTAAGATGGEAATCTCTE 1214

Query 73 CRATCCATGAAAATCATCTTATTTACATCAAMAGGATGTTCTTCTACTTCTGCCACTATT 132

PELEREDO TR R e e e LR et
$hict. 1213 CAGTCCATGAAAATCATCTTATTTACATCAARAGGATGTTCTTCTALTICTGCCACTATT 1154

Query 133  CCATAAGCTACTTGGTATCCTGGATTATATGGCTIGTCATATTGAAL GAGACATCTTGAR 192

FEOTCO PR e e e el L ELErl it
Shict 1153 CCATAAGCTACTTGGTATCCTGGATTATATGGCTIGTEGTATIGAACAAGACATCTTGAR 1094

Query 193 ARACCAGTTGCATCAAGAACTACAGCAGCTTGAATGGTCACACCATCATTGCATATCRAT 252

PELDY TESTDROY DOV E e LR T e ety Ll
$bjct 1093 AARCCGGTTGCATCAAGAACTACAGCAGCTTCAATGRTCACACCATCATCACATATCAAT 1034

uary 253  ARAGATITGGCT TCCTCGTGTACAACTTTTACAACCTTAGCCTGATGAASTTIAACTCCA 312
CO T VIt e e e e p e e e e
Shict 1033 AGGGATTTAGCITECTCGTGTACAACTTTTACAACCTTAGCCTGATGARATTTARLTCCA 974

Query 313  TIGGATATGCACTICTGUATCATTTTTGATTTAAGCTGCTTCCTGTTAALCETT CCGTAC 372

PO RV LR TR DN EVEE TR L L L
Sbijct 973  TTTGATATGCACTTCTGCATCATTTITAGATTTAAGCTGCTICCTGTTAACCLTTCCATAC 914

Query 373  GETCTTCCGAGCTCTTTGLTTGTCTGGTCATCAATGTARACARTTG 418

CULELCE T I R D R TR LT
Shict 913  GETCTICCGAGCTETITGGTTGTICTGGTCATCAATGTARACARTIG 868

Figura 7. Analisis de la secuencia del vector pGENM-T/lcyb 2.

Se realizé un alineamiento (BLAST) de la secuencia obtenida de la secuenciacion del DNA
plasmidial del clon pGEM-T/lcyb2 utilizando un partidor especifico para el promotor SP6 que se
encuentra en el vector pGEM-T rio arriba del sitio de clonacién. Query: secuencia del clon
pGEMT/lcyb 2. Shjct: secuencia de! cDNA completo de lcyb DQ192190 de D. carofa sbsp

safivus.
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3.3. Construccién del vector binario para silenciar post-transcripcionalmente los genes
de lcyb en Daucus carota.
3.3.1. Construccién del vector PUCpSS/icyb.

Para la construccién del vector para el silenciamiento de los genes Icyp, el fragmento de
494 pb clonado en el vector pGEM-T easy (3.2.) fue clonado en el vector PUCpSS para la
obtencion del constructo de expresion (Figura 8). Este constructo de expresion consta del
promotor doble 35S del virus del mosaico de la coliflor, el fragmento de 494 pb en sentido o

antisentido y el terminador Nos del gen de nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens.

_ ol M.-."" rired 11
pa— ' ]
.| pGEM-TAcyb | PUCpSS
(3.509 pb) ﬁ 3,585 pb Pagss
FeoR Icyb 494 pb Fzam - — ~EcoRl
J—- Digestion EcoRl
ol
EcoRl _EcoRl EcoRl. v EcoRl

PUCPSS Lineal

Hindill

Amp

| 4 €5
PUCpSSTychS

SR PS4
]
| 4

Mindln b eor
TCalMV
Eoo Ri

Figura 8. Esquema de clonamiento del fragmento Icyb en el vector PUCpSS.
El fragmento de 494 pb de Icyb de D. carota clonado en pGEM-T fue digerido con EcoR! al igual
que el vector de destino y posteriormente ligados, obteniendo el vector PUCpSS/icyb.
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El vector pGEM-T/lcyb2 fue digerido con EcoR/, segin lo descrito en 2.2.13,,
liberandose un fragmento de 494 pb de lcyb de D. carota' que fue purificado del gel de agarosa.
Por otra parte, el vector PUCpSS (4.079 pb) que confiere resistencia al antibidtico ampicilina y
que posee al promotor doble 35SCaMV (35Sd, 692 pb) del virus del mosaico de la coliflor y el
terminador 358CaMV {TCaMV, 210 pb) tambien del virus del mosaico de la coliflor flanqueando
al sitio de multiple clonamiento (SMC), como se muestra en la Figura 8. En el SMC esta
presente el sitio de restriccién EcoR/ que fue elegido para clonar el inserto. Posteriormente, fue
defosforilado con la enzima CIAP para evitar la recircularizacién y purificado de gel de agarosa
(2.2.13).

Posteriormente, el fragmento de 494 pb de Icyb fue ligado al vector PUCpSS en una
proporcion de inserto y vector de 30:1. De esta forma-se obtuvo el vector PUCpSS/lcyb de
4.079 pb que tiene el constructo de 1.396 pb compuesto por el promotor doble 355CaMV, el
fragmento lcyb (494 pb) y el terminador CaMV (35Sd/flcyb/TCaMV). Células DH5a fueron
transformadas con el vector PUCpSS/lcyb. Se analizaron 20 clones mediante analisis rapido de
colonias segtin lo descrito en (2.2.12.1.) dando positivos 13 de estos clones. Los 13 clones que
dieron positivos se analizaron por PCR para verificar la presencia del fragmento lcyb clonado.
En todos ellos se obtuvo el amplificado de 494 pb correspondiente al fragmento Icyb (dato no
mostrado). Luego se hizo un analisis de restriccion a los vectores de los clones con la enzima
EcoRl (Figura 9) para verificar que los vectores tenian insertado el fragmento lcyb.

Ademas, se digirid el DNA plasmidial de los clones PUCpSS8/icyb analizados con la
enzima de restriccion Hindll, observando que los vectorés liberaban el constructo de expresion
35Sd/lcyb/TCaMV de 1.396 pb (Figura 10). Los andlisis realizados permitieron concluir que el
fragmento de lcyb fue clonado en el vector PUCPSS ya que los 13 clones liberaran el fragmento
lcyb en la digestion con EcoR! y el constructo de expresion de 1.396 pb en la digestion con

Hindill.
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PM PUCpSSllcyh

1000ph
29800ph |
1500 ph

1.080nb

500 ph

Figura 9. Digestion de los vectores PUCpSS/lcyb con EcoRI.
Electroforesis del DNA plasmidial de 2 clones PUCpSS/icyb digeridos con EcoRf en gel de

agarosa al 1%. En ambos se libera la banda de 494 pb del fragmento de icyb de D. carota y una
banda de mayor tamaiio correspondiente al vector PUCpSS lineal. PM: Marcador de peso

molecular.

PN PUCpSSHicyb
Resto
3.000%h B detvec;gt
2.000 pb Constructo
+——— ds
1500 ph 1.306 ph

1,000 ph

Figura 10. Digestion de los vectores PUCpSS/icyb con Hindlll.
Electroforesis del DNA plasmidial de 4 clones PUCpSS/icyb digeridos con Hindill en gel de

agarosa al 1%. La banda de 1.396 pb corresponde al constructo que posee el inserto. La banda

superior corresponde al resto del vector (2.683 pb). PM: Marcador de peso molecular de 1 kb.

El fragmento leyb se puede integrar al sitio de multiple clonamientodel vector pUCpSS
en orlentacion sentido o antisentido. La orientacion que adopte respecto al promotor 353d
determina si el fragmento clonado se transcribird en sentido o antisentido. Para determinar la

orientacion del inserto los clones PUCpSS/cyb fueron secuenciados utilizando un partidor

especifico para el promotor pM13 que se encuenira rio arriba del promotor 358d (Figura 11).
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Como resultado de los analisis de la secuencia se determind que se obtuvieron 7 clones en

orientacion sentido y 6 clones en orientacién antisentido respecto al promotor 35Sd.

A A b
pM13| 358d > ----»
v’

TCaMV
B |
—» cyb AS
pM13 358d'\, «--- |[TCaMV

Figura 11. Esquema del constructo de expresion 35Sd/lcyb/TCaMV.

Constructo de expresion del fragmento Icyb en orientacion sentido (A) y antisentido (B). La

flecha negra indica el partidor especifico del promotor pM13. La flecha discontinua indica la

orientacion del fragmento clonado respecto al promotor 355d.

Se selecciond un clon transformado con el vector PUCpSS con el fragmento en sentido

y otro en antisentido, los que han sido llamados PUCpSS/lcybS y PUCpSS/icybAS,

respectivamente. Estos vectores fueron digeridos con Hindlll para purificar los constructos en

sentido (35Sd/IlcybS/TCaMV) y en antisentido (35Sd/lcybAS/TCaMV) (Figura 12) para clonarlos

en el vector binario pBIN19.
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Figura 12. Vectores PUCpSS, PUCpSS/LcybS y PUCpSS/LcybAS.
Esquema del vector PUCpSS (3.585 pb). AmpR, resistencia a Ampicilina. SMC, sitio de

multiple clonamiento. 35Sd, promotor doble 35SCaMV de 692 pb, TCaMV: terminador de 210
pb. PUCpSS/LcybS y PUCpSS/LcybAS vectores recombiantes que tienen el transgen en

sentido y antisentido, respectivamente.

3.3.2. Construccion de los vectores binarios pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS vy
pBIN19/L-ASD para SGPT de los genes que codifican para LCYB de D. carota.

Los vectores binarios poseen el transgen que se desea incorporar en la planta
delimitado por los bordes derecho (LB) e izquierdo (LR). La bacteria A. tumefaciens se encarga
de reconocer estos bordes e insertar al azar esta region de DNA en el genoma de la planta..

El constructo 35Sd/IlcybS/TCaMV y 35Sd/lcybAS/TCaMV fueron clonados en el

vector binario pBIN19 (Figura 13) que sera utilizado para transformar y expresar el fragmento de
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494 pb de icyb en plantas. Los vectores PUCpSS/lcybS y PUCpSS/lcybAS fueron digeridos
con Hindil para liberar el constructe 35Sd/leybS/TCaMV y 35Sd/lcybAS/TCaMV.
Posteriormente, fueron purificados de gel y clonados por separado en el sitio restriccion Hindllf
del sitio de multiple clonamiento de! vector binario pBIN1S {11.777 pb, Figura 9), tal como fue
descrito en 2.2.14. Para verificar la presencia de plasmidos recombinantes se determino la
presencia del fragmento de 494 pb de lcyb de D. carota mediante un analisis de PCR a los
DNAs plasmidiales de 7 clones pBIN19/L-S (poseen el constructo pBIN19/35Sd/lcybS/TCaMV)
y a 13 clones pBIN19/L-AS {poseen el constructo pBIN19/35Sd/lcybASITCaMV) (Figura 13).

Los 7 clones transformados con pBIN19/L-S tenian el fragmento lcyb vy en
consecuencia, el constructo 358d/leybS/TCalMV (Figura 14A). Por otra parte, de los 13 clones
transformados con pBIN19/L-AS, 10 clones amplificaron e! fragmento lcyb, por lo tanto, tienen
el constructo 353d/lcybAS/TCaMV (Figura 14B).

Se seleccioné un clon que posee el vecior pBIN19/L-S y dos clones con el vector
pBIN19/L-AS para digerirlos con Hindill. De esta digestién se obiuvo que el clon con el vecior
pBIN19/L-S libera un fragmento de 1.396 pb que corresponde al constructo 35Sd/IcybS/TCaMV
clonado (Figura 15). Por otra parte, uno de los clones {AS) con el vector pBIN19/L-AS libera el
constructo 355d/leybAS/TCaMV de 1.396 pb, mientras que el otro clon libera un fragmento de
este tamafio y otro de aproxidamente 2.800 pb que corresponde posiblemente a una digestion
parcial. Esto nos indica que en el vector de este Ulitmo clon se insertaron dos constructos
35S3d/lcybAS/TCaMV. A este vector lo lamaremos pBIN19/L-ASD. La presencia e identidad de

los constructos fue verificada por secuenciacién.
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Figura 13. Esquema del constructo 35d/lcyb/TCaMV en el vector binario pBIN19.

El constructo de expresion se obtuvo mediante digestion con Hindlll del vector
PUCPpSS/Icyb para luego ser ligado en el sitio de multiple clonamiento vector binario pBIN19
generando el vector binario pBIN19/Icyb.
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A pm PBIN191L-S c-

B PM pBIN19/L-AS
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400 pb
300 pb

Figura 14. PCR de clones transformados con pBIN19/L-S o pBIN19/L-AS.

Electroforesis de la amplificacion por PCR del fragmento 494 pb de lcyb en gel de agarosa al
1%. Se utilizé como templado el DNA plasmidial de 7 clones pBIN19/L-S (A) y 4 clones
pBIN19/L-AS (B). La flecha indica el fragmento de 494 pb de lcyb de D. carota. C-: Reaccién de
PCR sin templado. PM: Marcador de peso molecular.

PM s AS AsD

pBING
10.000 pls *~ lineat
5000 pb
34080 ph
2500 pb 2.792pb
2,000 pb

Constructo
1500 ph e (i@ pRpresion

: 1396 pb

Figura 15. Digestién de los vectores pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD con la
enzima de restriccion Hindlll.

Electroforesis de DNA plasmidial de clones pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN1%/L-ASD
digeridos con Hindill. S: pBIN19/L-S. AS: pBIN19/L-AS. ASD: pBIN19/L-ASD. Banda 11.777
pb, vector pBIN19 lineal (Sin inserto). PM: Marcador de peso molecular de 1 kb.
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En resumen, se obtuvieron tres vectores que seran utilizados para el silenciamiento
génico post-transcripcional (SGPT) de todos los genes Icyb que codifican para la actividad
LCYB: pBIN19/L-S que posee el constructo P35Sd/lcybS/TCaMV, pBIN19/L-AS que tiene el
constructo P35Sd/IcybAS/TCaMV y por ultimo un vector con 2

constructos 35Sd/lcybAS/TCaMV llamado pBIN19/L-ASD (Figura 16).

_RB Ty 6 , Re
S, '/'.. 5
oot |/ o | o oo

pBIN1OLS PBINIOL-AS | |ue 'Y PRISINLASD

13473pb 13473pb ™ {3 s6opb "

? : W 4 R 4 'rcam; ¥
* ’IWL "':"" Tm Hina e /fassd 4 o Hindill %-‘fxsd g e

Mind ! _Ie-y-b-s —_— g loyb-AS

Figura 16. Esquema vectores binario pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS, pBIN19/L-ASD.

pBIN19/L-S, que tiene el constructo 35Sd/lcybS/TCaMV, pBIN19/L-AS que posee constructo
35Sd/IlcybAS/TCaMV vy pBIN19/L-ASD con dos construcciones en antisentido
35Sd/lcybAS/TCaMV. 35Sd, promotor doble 35SCaMV (692 pb). TCaMV, terminador CaMV
(210 pb).

3.4 Tranformacién de Agrobacterium tumefaciens con los vectores de SGPT de Icyb
totales.

Se transformaron células competentes de A. tumefaciens cepa GV3101 con los
vectores para SGPT de todos los genes Icyb: pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD por
separado, de acuerdo a los descrito en 2.2.4. Se eligieron algunos de los clones obtenidos para
analizarlos mediante PCR de colonia (Figura 17). Para cada transformacion con los vectores de
SGTP se obtuvieron clones que amplificaron el fragmento de 494 pb de Icyb, por lo tanto estos
clones tienen el vector para SGPT con el cual fueron transformados. Este resultado indica que

ya se cuenta con los clones de A. tumefaciens transformados con los vectores pBIN19/L-S,
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pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD aptos para transformar N. fabacum y D. carofa, donde se

evaluard el silenciamiento post-transcripcional de los genes que codifiquen para LCYB.

PM C- s AS ASD

700ph

600 nh
500 pb
400 ph

Figura 17. PCR de colonia a partir de clones de A. tumefacienas fransformados con los

vectores para SGPT pBIN19/L-S, pBIN12/L-AS y pBIN19/L-ASD.

Electroforesis de la amplificacion por PCR del fragmenio 494 pb de lcyb en gel de agarosa al
1%. Se utiliz6 como templado colonias de clones pBIN19/L-S (8), clones pBIN19/L-AS (AS) y
pBIN19/L-ASD (ASD) de A. tumefaciens. C-: Reaccién de PCR sin templado. PM: Marcador de

peso malecular,
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4.- DISCUSION

La construccion de los vectores pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD
obtenidos en este seminario de titulo se enmarca dentro del estudio funcional del gen
DQ192190 que codifica para la enzima licopeno P ciclasa de D. carota (zanahoria). Este trabajo
es parte de una nueva linea de investigacion que comprende el estudio de la regulacion de los
genes carotenogénicos de D. carota en distintos estados del desarrollo y en presencia o
ausencia de luz. D. carota es un organismo gue presenta una alta produccion de carotenocides
en la raiz modificada, en especial de B-caroteno. Los carotenoides son sintetizados no sélo en
|a raiz modificada de zanahoria, sino también en los érganos fotosintéticos de ésta. De acuerdo
a los antecedentes reportados sobre el proceso de de-etiolacion de A. thaliana, los carotenocides
requieren de luz para ser sintetizados en las hojas (Welsch y cols., 2003) y en frutos (Fraser y
cols., 1994; von Lintig y cols., 1997). Sin embargo, la sintesis de carotenoides en ia raiz
modificada de esta planta ocurre en oscuridad. Siendo D. carota un modelo de estudio
novedoso, serfa interesante dilucidar 1a manera por la cual se regula la expresion de los genes
carotenogénicos en los distintos érganos de D. carota y el efecto que podria tener la luz en este
procesa. Por ello, deseamos determinar si son los mismos genes carotenogénicos que cumplen
la funcién en ambos érganos o si la funcion de ellos es especifica para uno de los érganos (raiz
u organo fotosintetico), como ha sido reportado en ot;‘os modelos. Para comenzar esta
investigacion hemos decidido utilizar la técnica de silenciamiento génico post-ranscripcional
(SGPT) para determinar el rol funcional del gen DQ1921§0 que codifica para licopeno B ciclasa,
enzima que esta directamente relacionada con la sintesis de B-caroteno, el principal carotenoide
producido en la rafz de zanahoria. Al comenzar este seminario de titulo contabamos con la
secuencia parcial de lcyb (AF208531, 497 pb) proveniente de raiz de D. carofa y dos
secuencias parciales obtenidas de frutos de D. carofa, AM181169 (345 pb), AM181168 (319
pb). En enero de este afio se publicé la secuencia completa del cDNA de Icyb obtenida de raiz

de D. carota subespecie sativus con el nimero de acceso DQ192190 la cual tiene un 98%, 93%
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y 95% de identidad con las secuencias descritas previamente.. Es posible que estas secuencias
parciales formen parte de otro gen que codifique para LCYB o,sean parte de la secuencia de un
tnico gen lcyb presente en D. carota, el cual podria ser el gen DQ192190. Debido a que la
informacién entregada por la base de datos no indicaba la fuente precisa de la subespecie de
zanahoria de la cual fueron identificadas las secuencias parciales, podriamos sugerir que [a
diferencia en identidad de las secuencias parciales respecto a DQ192190 se debe a que
provienen de una diferente fuente genética. Para dilucidar si en D. carota existe mas de un gen
que codifica para LCYB, nos propusimos silenciar todos los genes que codifican para LCYB
mediante los vectores generados en este seminario de titulo y comparar los resultados respecto
al fenotipo y resultados generados silenciando especificamente el gen Ilcyb DQ192190
utilizando la regién 5’ 0 3' NTR,,

El SGPT es un proceso utilizado como herramienta para el estudio funcional de genes
endogenos a traves de la pérdida de funcion del gen blanco. Por lo tanto, se puede obtener la
informacion sobre e! rol bioldgico del gen en estudio baséndose en los resultados que se
observan al disminuir la expresién del gen de interés (knock down). El SGPT es un mecanismo
molecular que consiste en la degradacién especifica de una poblacién de RNAs homélogos.
Esto fue observado por primera vez al introducir una copia extra del gen endogeno de chalcona
sintasa (transgen) bajo un promotor fuerte (35SCaMV) en el genoma de petunias (Napoli y
cols., 1990). El resultado obtenido fue que los RNAs del transgen y el enddgeno fueron
degradados. A este proceso se le llamé co-supresién (Vaucheret y cols., 2001). La co-supresion
es uno de los mecanismos que gatillan eficientemente el SGPT. Se basa en la presencia de una
copia tnica del transgen en sentido y con una alta tasa de transcripcion. Existe evidencia que la
eficiencia de la induccion del silenciamiento depende de |la cantidad de RNA producido que
sobrepasa un nivel umbral activando la accion de una RNA polimerasa dependiente de RNA
(RpRd) que sintetiza la hebra complementaria al mRNA endogeno, lo que permite la formacion
de un RNA de doble hebra {dsRNA} {van Blockland y cols, 1994; Tang v cols., 2003). Es asi

como transgenes con promotores fuertes gatillan con una mayor eficiencia el SGPT (Que et al,
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1997) y aiin mas sl la planta es homocigota para el transgen (de Carvalho y coals., 1992).
También es posible silenciar post-transcripcionalmente un gen si el transcrito producido es
incorrectamente procesado generando un RNA aberrante (abRNA) (Baulcombe, 1998). Oiro
tipo de mecanismo de SGPT se fundamenta en la defensa de plantas frente a virus. Se ha
observado que durante la infeccién de plantas con virus RNA (+) de hebra simple (ssRNA) se
genera una hebra complementaria a su RNA la cual forma un dsRNA intermediario con el RNA
(+) molde durante la replicacién, que provoca la activacion del silenciamiento del RNA viral
(Lu y cals., 2003). Utilizando los mecanismos naturales de defensa de las plantas frente a virus,
se han desarrollado diversas estraiegias para estudiar in vivo el rol que cumplen genes
endégenos en plantas modelo. Una de estas estrategias consiste en transformar plantas con un
constructo que posee el transgen en antisentido respecto e:t promotor que lo controla, el cual al
transcribirse generara un mRNA complementario al gen blanco del silenciamiento, con el cual
hibridara formando el dsRNA que Inicla el SGPT, Otra es;trategia se basa en la construccion de
un cassette de 2 copias del transgen puestas como invertidos repetidos separados por un intrén
y controladas bajo un sélo promotor. Se propone que la transcripcion de estos repetidos
invertidos genera un RNA de doble hebra en horquilla que gatilla eficientemente el SGPT, atn
con muy bajas cantidades de RNA de doble hebra {(Hamilton y cols., 1998).

El silenciamiento génico es gatillado de manera localizada y estocastica, propagandose
sistémicamente mediante sefiales que son fransmitidas a toda la planta, Los dsRNAs
intermediarios son clivados por la accién de una RNAsa de tipo Ill llamada Dicer generando
pequefias moléculas de 21-23 nucledtidos de dsRNA que poseen 2 nucledtidos sin aparear en
los extremos 3’ de cada hebra, llamado RNA interferente (SIRNA) corto y otras de 24-26
nucleétidos con las mismas caracteristicas, llamado siRNA largo (Susi y cols., 2004; Tang y
cols., 2003). El siRNA corto participa en el SGPT local, mientras que el siRNA largo esta

involucrado en el SGPT sistémico. El siRNA largo es el principal candidato para molécula sefial

que transmite SGPT a toda la planta a través de los plasmodesmos (via simplastica) o a través

38




de sistema vascular de la planta, imitando el movimiento de particulas virales (Hamilton y cols.,
2002; Voinnet y cols., 1998).

Los veciores binarios construidos pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD seran
utilizados para transformar D. carofa y silenciar post-transcripcionalmente los genes que
codifican para LCYB. La transformacién se. realizara mediante la infeccién de D. carota con
A. tumefaciens GV3101 transformada con cada uno de los vectores binarios construidos. La
insercion del constructo de interés en el genoma de la planta se realiza al azar mediante
recombinacion “ilegitima” (Gheysen y cols., 1991). El DNA que se transfiere esta determinado ¥
delimitado por la presencia de los bordes derecho e izquierdo (RB y LB) del vector binario.
Estos bordes en el vector binario pBIN1¢ utilizado en este trabajo, estan flanqueando el
constructo clonado (35Sd/lcybS/TCaMV, 35SdlcybAS/TCamMV 0
355d/lcybAS/TCaMV//355d/lcybAS/TCaMV) y el gen de resistencia a kanamicina {nptll) que
esta bajo el control del promotor NOS y terminador NOS (ambos provenientes del gen de la
nopalina sintasa). Nuestros constructos tienen al transgen (fragmenio de 494 pb) bhajo un
promotor constitutivo fuerte como es el promotor 35SCaMV del virus del mosaico de la colifior
(358) en duplicado (35Sd). Este promotor consta de 692 p.b que corresponden a un fragmento
de 418 pb del promotor 35SCaMV al cual se le ha fusionado al extremo 5’ un fragmento de 274
pb que corresponde a la repeticién de la region 5’ dei mismo promotor. Esta caracteristica
permite al 35Sd ser un promotor méas fuerte que el promotor 358CaMV, siendo este ltimo es
entre 10 y 40 veces mas fuerte que el promotor de la nopalina sintasa de A. tumefaciens
(Rogers y cols., 1985). Por caracteristica el transgen tendra una alta tasa de transcripcion, lo
que aumentara las probabilidades de generar las lineas transformantes que presenten SGPT
especifico de los genes lcyb. Mediante las secuenciaciones realizadas no se pudo determinar la
disposicion de los dos constructos 35Sd/lcybAS/TCaMV en el vector pBIN19/L-ASD. Sin
embargo, ia orientacién de los constructos en el vector PBIN19/L-ASD no modifica la

orientacién en que el fragmento de 494 pb sera transcrito, pues la direccionalidad de la
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transcripcidn estd dada por su disposici6n respecto al promotor 358CaMV y ésta fue
determinada previamente por la secuenciacion de los vectores PUCpSS/icyb.

Ef silenciamiento que se generara tiene como blanco todos los genes que codifiquen
para LCYB en este organismo. Esto se basa en el hecht que el transgen (494 pb) proviene de
fa region codificante del gen de lcyb DQ192190 y que, ademas, posee una alta homologia con
las ofras 3 secuencias parciales para Icyb: AM181168 (98% de identidad nucleotidica),
AM181169 (94% identidad nucleotidica) y AF208531 (95% identidad nucleotidica). Esta alta
identidad nucleotidica que presenta con los genes Icyb de D. carota descritos y la alta identidad
nucleotidica que presenta con otros genes de LCYB de ofras especies vegetales (entre 79 — 97
% de identidad) nos hace suponer que el fragmento clonado fendra una alta identidad
nucleotidica con otros posibles genes que codifiquen para LCYB en D. carota. Por lo tanto este
fragmento serfa suficiente para silenciar post-transcripcionalmente los genes de lcyb en
zanahoria. Se ha descrito que secuencias de transgenes con una identidad entre 88-100% al
gen enddgeno son capaces de iniciar SGPT, mientras que secuencias con 81% de identidad o
menos no gatillan el SGPT (Burton y cols., 2000, Ingelbrecht y cols., 1999; Mueller y cols, 1995;
Shweizer y cols., 2000). Ademas, el fragmento de 494 pb sera suficiente para iniciar el SGPT,
ya que ha sido descrito que 59 pb son suficientes para iniciar el SGPT. Sin embargo,
transgenes de 500 pb presentan un SGPT marcadamente mas fuerte y eficlentes que
transgenes de 149 pb y aln mas que trangenes de 59 pb (Thomas y cols., 2001). De esta
manera al transformar D. carofa con nuestros vectores se silenciaria la los genes Icyb en toda la
planta. Por lo tanto, la sintesis de B-caroteno, a-caroteno y'e! resto de los carotenoides como la
zeaxantina y ia violaxantina (Figura 1), se verian disminuidas en toda la planta, dependiendo del
porcentaje de silenciamiento que presnete el gen loyb en cada linea transgénica. En lineas con
una alta tasa de SGPT se espera ol:;servar la acumulacién de licopeno en hojas y en la raiz
modificada de zanahoria, mientras que plantas en las cuales existe una expresién basal de feyb

esperamos observar mayor acumulacion de a-caroteno y luteina respecto de B-caroteno (Figura

1). La eficiencia del silenciamiento de los genes lcyb sera observada visualmente por la
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aparicion de tonalidad rojiza en la raiz medificada, color caracteristico del carotenoide licopeno
o amarilla debido a la acumulacién de a-caroteno y luteina, Ademas, [as lineas transgénicas
seran analizadas molecularmente mediante estudios de expresion de los genes
carotenogénicos. El SGPT de los genes que codifican para LCYB afectara directamente al ciclo
de las xantofilas que participa en la fotoproteccion de las células vegetales mediante un proceso
de disipacion térmica de energia por accion de la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE)
{Figura 1) (Revisado en Niyogi, 1999). Este proceso permite la fuga del exceso de energia
luminica absorbida disminuyendo la produccion de especies reactivas del oxigeno que provocan
dario oxidativo en el aparato fotosintetico (Asada, 1994; Foyer y Harbinson, 1994.). Esperamos
que la expresion basal de los genes que se encuentran silenciados no afecte la biosintesis de
estas xantofilas y evitar asi la acumulacion de especies reaciivas de oxigeno que causarian un
grave dario fote-oxidativo a los fotosistemas. Otra consecuencia de este silenciamiento es que
se podria disminuir la sintesis del &cido abscisico (ABA). Ef ABA participa en muchos procesos
de la planta como el desarrollo de semillas, en la regulacién de apertura estomética y en Ila
respuesta a estrés abiotico y biotico (Mauch-Mani, 2005). Es por ello que seleccionaremos
lineas fransgénicas que presenten un porcentaje de SGPT de los genes de lcyb que nos
permitan determinar el rol del gen DQ192190 pero qu;e no presenten alieraciones en el
desarrollo normal de las plantas.

La tasa de SGPT dependera de la construccién'utilizada para inducir el silenciamiento
de lcyb. En el caso de |a transformacion con el vector pBIN19/L-S que inserta el consfructo con
el transgen en sentido respecto al promotor 35Sd, se podria observar SGPT si se sobrepasa el
nivel umbral o generar un abRNA los que permiten que la RpRd sintetize la hebra
complementaria del RNA para la formacion del dsRNA necesario para la iniciacion del SGPT.
En el caso de la transfarmacian cen el vector pBIN19/L-AS, en el cual el cassette de expresion
tiene al transgen en antisentido respecto al promotor 355d que determina su transcripcion, se
facilitard el encuentro de los mRNA endégeno (en sentido) y el RNA antisentido para la

formacion del dsRNA, sin la necesidad de [a accidn de la RpRd. Asi ei dsRNA formado podrifa
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activar el SGPT. Por este motivo esperariamos que las lineas de D. carota generadas a partir
de la transformacién con el vector binaric pBIN19/L-AS muestre un mayor SGPT que las
obtenidas de la transformacion de plantas con el vector. pBINT9/L-S. De manera similar el
vector pBIN19/L-ASD que tiene dos casseftes 35Sd/lcybAS/TCaMV transcribiria e} doble de
mRNA que las lineas transgénicas obtenidas de la transformacion con pBIN19/L-AS que solo
tienen insertado una copia de 35Sd/lcybAS/TCaMV. Por esta razén esperamos que se genere
un SGPT de los genes leyb con mayor eficlencia al observado en la transformaci6n con el
vector pBIN19/L-AS y mayor adn a las lineas transformadas con pBIN19/L-S.

Existen otras estrategias para obtener SGPT en plantas. Una de ellas se basa en la
insercion de dos constructos de expresion uno con el transgen en sentido y otro en antisentido.
Esto fue realizado por Waterhouse (1998) quien obtuvo que el SGPT es mas eficiente al
transformar con un vector que posee un constructo que porta el transgen en sentido junto a ofro
constructo que porta el transgen en antisentido al comparario con el SGPT producido en plantas
transformadas con el constructo con el transgen en sentido o con el constructo con el transgen
en antisentido por separado. Sin embargo, esperamos'que la tasa de silenciamiento de las
plantas transformadas con los vectores pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD sea lo suficientemente
eficiente como para evidenciar el efecto de SGPT de los genes de Icyb. Actualmente, contamos
con ofra estrategia mas eficiente para generar vectores de SGPT. Esta se basa en la utilizacién
del vector pHELLSGATE v el sistema de recombinacion Gateway. Con este sistema se realiza
una reaccion de PCR para amplificar el fragmento del gen blanco a silenciar y mediante
recombinacion es posible obtener el vector pHELLSGATE con dos copias del fragmento del
gen, una en sentido y otra en antisentido, separados por un-intrén y flangueados por el promotor
355CaMV y el terminador OCS (Helliwell y Waterhouse, 2003) Esta estrategia la estamos
utilizando para silenciar el gen DQ192190 de LCYB de D. carota. El fragmento que se utilizara
corresponde a la region 5’ NTR del gen DQ192190 debido a la baja homologla que presentan

los genes en las regiones NTR (Elorza y cols, 2004).
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Los vectores obtenidos (pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD) inducirén el
silenciamiento post-transcripcional de todos ios genes lcyb y permitiran comparar los resultados
del SGPT del gen DQ192190. Debido a que la insercion del transgen en el proceso de
transformacion es al azar, obtendremos distintas lineas cuyo indice de SGPT sera influenciado
por la tasa de transcripcion dada por el contexto genético en el cual fue insertado el cassette en
el genoma de |a planta. Para que los resultados entre el SGPT del gen DQ192190 y el de todos
los genes Icyb sea comparable, tomarémos lineas en las cuales el porcentaje de silenciamiento
sea el mismo.

Existen varios posibles resultados que se pued-en obtener a partir del SGPT de
DQ192190 en D. carota. Uno se ellos puede ser que en las lineas transformadas el fenotipo del
silenciamiento sea igual al fenotipo silvestre a pesar de: que la expresion del gen DQ192190
disminuya. En este caso, es importante validar que este fenotipo se debe a gue el gen
DQ192190 es redundante, es decir, que su funcién sea suplida por ofros genes lcyb. Este
hecho s6lo lo podremos asegurar si realizamos el SGPT de todos los genes endogénos leyb y
se observe el fenotipo de una planta que tenga silenciada a los genes gque codifiquen para
LCYB y por Io tanto no presente actividad LCYB en toda la planta. Otro caso dque se puede
obtener es que el fenotipo de la planta que tiene silenciado el gen DQ192190 sea el mismo que
el fenotipo que presente la planta que tenga silenciada todos los genes lcyb. También podria
ocurrir que el fenotipo cambie en algtin 6rgano y, por lo tanto, el gen tendria una funcién organo
especifico y no redundante. Este fenotipo deberia ser similar al que muestra el silenclamiento
de todos los genes lcyb en ese determinado érgano.

De acuerdo a lo descrito en la literatura el vector derivado de pHELLSGATE generaria
un silenciamiento mas efieciente que nuestros vectores derivados de pBIN19. En este contexto
seria interesante comparar la eficiencia del SGPT de los vectores derivados del vector pBIN19
para el silenciamiento de todos los genes que codifican para LCYB generados en esta tesis y el
vector que se construird con el sistema pHELLSGATE Gateway para el SGPT especifico de

DQ192180. Para lograr esto se deberian analizar aproximadamente unas 20 lineas
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transgenicas producidas de la transformacion con cada uno de los vectores construides en esta
tesis (pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L-ASD) vy el obtenido mediante el sistema
PHELLSGATE Gateway para el gen DQ192190. Se deberfa evaluar mediante analisis
estadlsticos si existen diferencias significativas en cuanto al porcentaje de silenciamiento post-
transcripcional del DQ192190 entre el sistema que usa pBIN19 y el sistema pHELLSGATE.

Si los resultados de la investigacion del SGPT del gen DQ192190 indican que este gen
es organo especifico permitirian centrar las investigaciones en el promotor del gen de lcyb
DQ192190 para comprender la regulacidén de la expresion de este gen. En este sentido habria
que obtener dicho promotor, y analizar si en él se encuentran elementos regulatorios en cis
conocidos. Ademas, seria interesante realizar estudios de delecién del promotor de tal manera
de definir regiones activadoras y represoras de la transcripcion del gen en dicho érgano de D.
carota. Si el gen es especifico de érganos fotosintéticos esperariamos encontrar en su promotor
cajas asociadas a luz como Z-box, motivo G1 y G2 (Yadav, 2002; von Lintig, 1997). Si el gen es
especifico de raiz, deberia presentar cajas regulatorias que no han sido descritas, como
posibles cajas asociadas a oscuridad o la presencia de cajas asociadas al desarrollo, pues
hemos observado que la sintesis de carotenoides en la raiz modificada de zanahoria esta
asociada su desarrollo y crecimiento. Siguiendo con este ultimo caso, el descubrimiento de un
promotor especifico de rafz modificada abre un campo para el estudio y aplicacion de este
promotor en otros organismos. Un ejemplo de esto podria ser insertar en D. carota un gen de
importancia comercial cuya expresién sea necesaria en la raiz modificada bajo el dominio de
este promotor especifico. Este promotor también podria ser utilizado para expresar genes que
confieran resistencia a patégenos del género Pythium (como Pythium sulcatum, Pythium
sylvaticum) que afectan drésticamente el cultivo de zanahoria en Chile y el mundo (Martinez y

cols., 2005).
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5.- CONCLUSION

Para el silenciamento génico post-transcripcional de los genes lcyb de
D. carota se seleccionéd un fragmento de 494 pb conservado (iransgen) del gen de lcyb
DQ192190 que tiene una alta identidad nucleotidica con las secuencias parciales de Icyh de D,
carota y con los genes de Icyb de otras planias que estan anotadas en la base de datos NCEI.
Este fragmento fue clonado en el vector PUCpSS para obtener los cassette de expresion
358d/leybS/TCaMV que expresard al ftransgen en sentido, 35Sd/lcybAS/TCaMV que
franscribira el transgen en antisentido y 35Sd/lcybASD/TCaMV que posee dos constructos
358d/lcybAS/TCaMV. Cada uno de los cassettes fue clonado en el vector binario pBIN19
generando los vectores binarios pBIN19/L-S, pBIN19/L-AS y pBIN19/L.-ASD, respectivamente.
A. tumefaciens fue transformada con estos vectores. Actualmente [a expresién del transgen
esta siendo evaluada en Nicotiana tabacum para transformar posteriormente, D. carota e inducir

el silenciamiento génico post-transcripcional de la posible familia génica de Icyb en esta planta.
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