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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos sintetizados por las plantas, las algas, algunos hongos
y las bacterias. Estos cumplen funciones importantes tanto en las plantas como en los animales.
La zanahoria {Daucus carota), nuestro modelo de estudio, acumula altos niveles de.B-caroteno
tanto en las hojas como en la raiz modificada. Este pigmento es precursor de la vitamina A o
retinol, que es importante para la vision y el crecimiento 6seo.

En la zanahoria, se han reportado dos genes (fcyb? [GeneBank: DQ192190] y feyb?2 o
ces [GeneBank: DQ192191]) que codificarian para las enzimas licopeno B ciclasa, involucradas
en la ciclacién del licopeno para producir B-caroteno. En otros modelos también se han
reportado dos genes fcyb, con la expresién de cada gen asociada a un érgano en particular
(hojas, frutos o flores). En este seminario de titulo se utilizé Ia reaccién en cadena de [a
polimerasa en tiempo real para determinar la expresion de fcyb? y lcyb2 en las hojas y la raiz
modificada de zanahoria y la tecnologia Gateway® para generar un vector (PMDC32/AS-lcyb2)
gue -gatille el silenciamiento génico postranscripcional de leyb2 en las plantas de zanahoria
silvestres y transgénicas (silenciadas para Ieyb1), para determinar asi la funcién de Jeyb2 en D.-
carota. Se observo que los genes leyb de D. carota presentan una expresion diferencial en las
hofas y en la raiz modificada, fcyb? se expresa preferentemente en las hojas jovenes y adultas
y leyb2 en |a raiz modificada de las plantas adultas. Por otra parte, se demostré la funcionalidad
de la construccién pMDC32/AS-lcyb2 mediante |a transformacion transitoria de hojas de tabaco
Y se generaron lineas transgénicas de zanahoria transformadas establemente con esta
construccion que previamente habian sido silenciadas para fcyb1. Mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real se determiné que estas lineas presentan reducido los
niveles-de mensajero de /cyb2 en sus hojas ¥ un fenofipo caracterizado por un tamaio reducido,
clorosis en las hojas y baja viabilidad, lo que podria estar asociado a una alieracion en la ruta
de la sintesis de los carotenoides en estas plantas. Estos resultados sugieren que en estas
plantas esta operando el silenciamiento génico postranscripcional de foyb2 como se esperaba y

que /cyb2 seria requerido para la sintesis de los carotenoides en D. carota. Como proyecciones




se encuenfran generar lineas simples silenciadas para lcyb2 y mas lineas dobles silenciadas
para lcyb1 y fcyb2. En estas plantas se analizara el nivel de acumulacién del mensajero de
leyb2 y de otros genes carotenogénicos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real y el contenido y Ia composicién de los carotencides por cromatografia liquida de alta
resolucion, para determinar si tienen alguna alteracion en Ia ruta de biosintesis de carotenoides.

Este trabajo permitié comenzar el estudio del gen leyb2 y su participacion en la ruta de
biosintesis de los carotenoides y sus posibles regulaciones organoc-especificas en D. carofa. En
un futuro los conocimientos adquiridos permitiran dirigir la investigacion hacia puntos claves de
regulacion de esta ruta, para llegar a realizar mejoramientos genéticos en la zanahoria y en
otros modelos que poseen interesantes caracteristicas camerclales, nutricionales y fisioldgicas.

ABSTRACT

Carotenoids are pigments synthesized by plants, algae, some fungi and bacteria. They
have important roles in both plants and animals. The carrot (Daucus carota), our model| of study,
accumulate high levels of -carotene in both leaves and in the modified root. This carotenold is
the main precursor of vitamin A or retinol, which is needed for vision and bone growth.

In carrot, two genes have been reported (leyb1 [GeneBank: DQ1921 90] and fcyb2 or ccs
[GeneBank: DQ192191]) that could encode for enzymes with lycopene B cyclase activity, which
is involved in the cyclization of lycopene to produce B-carotene. In other models, two lcyb genes
have alsc been reported, in which their expression is associated with a particular organ {leaves,
fruits or flowers). In this work we use real time polymerase chain reaction to determine the
expression of lcyb? and fcyb2 in leaves and modified roots of carrot and the Gateway ®
technology to generate a vector (PMDC32/AS-Icyb2) to trigger posttranscriptional gene silencing
of leyb2 in wildtype and transgenic (that is foyb 7 silenced) carrots, to determine the role of feyb2
in D. carotfa. It was determined that the leyh genes of D. carota are differentially expressed in
leaves and modified root, lcyb1 is preferentially expressed in adult and young leaves while fcyb?2
is expressed preferentially in the modified root of adult plants. Moreover, we demonstrated the

functionality of the PMDC32/AS-lcyb2 construction by transient transformation of tobaco leaves




and.generated stable transformed carrot lines with this construction, carrots that were previously
silenced for lcyb1. By means of real time polymerase chain reaction we determined that these
lines have reduced levels of jcyb2 transcripts in their leaves and a phenotype characterized by a
small size, chlorosis in leaves and low viability, which could be assoclated with an alteration in
the carotenoid biosynthetic pathway in these plants. These results suggest that in these plants
the post-transcriptional gene silencing of leyb2 was aclivated as expected and that fcyb2 would
be required for the synthesls of carotenoids in D. carota. Projections of this research are to *
generate more transgenic silenced lines only for lcyb2 and more double silenced lines for feyb1
and leyb2. In these plants, the accumulation of feyb2 transcripts and other carotenogenic genes
by real time polymerase chain reaction will be analyzed, as well as.the content and composition
of carotenoids by means of high-performance liquid cromatography, to determine if the leyb2
and the double silenced plants have alterations in the carotenoids biosynthetic pathway.

This work permitted the beginning of the study of the lcyb2 gene to determine its
participation in the biosynthetic pathway of carotenoids and potential organ-specific regulation in
D. carota. In the future, the knowledge gained will allow us to direct the investigation towards key
points of regulation of this pathway, and to make genetic improvements in carrots and other

models that have interesting commercial, nutritional and-physiological characteristics.




1. INTRODUCCION

1.1 Los carotenoides: estructura, funcién y biosintesis.

Los carotenoides reciben su nombre por ser los principales pigmentos presentes. en la-
raiz de las zanahorias, D. carota (Zeb y Mehmood,. 2004). Son compuestos liposolubles
derivados del isopreno sintetizados de novo por [os organismos fotésintéticos como fas plantas,

) ”Ias algas y las bacterias y también por algunos hongos y bacterias no fotosintéticos (Hirschberg
y col., 1997). Su estructura basica es un tetraterpeno simétrico y lineal de 40C, llamado fitoeno,
formado a partir de 8 unidades de isopreno. Los carotenoides hidrocarbonados se llaman
carotenos y los que ademas en su estructura contienen oxigeno se llaman xantéfilas. Ambos,
pueden ser acicliclos, monociclicos o biciclicos y la ciclacién puede ocurrir en uno o ambos
extremos de la molécula formando anillos B- o anillos ¢- (Fraser y Bramley, 2004). El rasgo
caracteristico de los carotenoides es su cadena poliénica (sistema extenso de dobles enlaces

conjugados), que actlla como croméforg (Britton, 1995).

Los carotenoides cumplen roles esenciales tanto en las plantas como en los animales,
En las plantas, regulan las propiedades fisicas de las membranas celulares vegetales, de forma
similar a como lo hace el colesterol en las membranas animales (Gruszecki y Strzalka, 2005),
Se encuentran preferentemente en la membrana interna de los plastidios, en los cloroplastos se
acumulan en la grana y en el centro de reaccién del fotosistema Il asociado a los complejos
captadores de luz (Light harvesting complex, LHC) junto con la clorofila a y b (Demming-Adams
y col., 1996), donde acttan como pigmentos accesorios de la fotosintesis que absorben en las
longitudes de onda entre 400 y 500 nm (Briton, 1995), También actdan en la disipacion térmica
del exceso de energia luminica y generan un alto nivel de proteccion foto-oxidativa contra los
efectos del singlete del oxigeno, el radicai superoxido y del triplete excitado de la clorofila
generado en los centros de reaccion del fotosistema I producto de fa fotosintesis {Armstrong y

Hearts, 1996; Cunningham y Gantt, 1998; Telfer, 2005). Los carotenoides se acumulan en los




cromoplastos presentes en los frutos, petalos de las flores y algunas raices, otorgandoles
intensos colores (amarillos, naranjos y rojos) y atrayendo a los agentes polinizadores vy
dispersores de las semiillas (Naik y col, 2003; Corona y col, 1996; Masaya y col, 2004; Bramley,
2002; Bartley y Scolnik 1995), Ademas, estos pigmentos son precursores en-la.sintesis de Ia
hormona acido abscisico (ABA), que participa en procesos vitales para la -fisivlogia vegetal,
como el crecimiento vegetativo v Ia senescencia, la adaptacion a la sequia y salinidad y en
muchos procesos del desarrollo como. ia maduracion, la latencia y la germinacion de las
semillas (Chen y col., 2008; Zeevaart y Creelman, 1988; Mauch-Mani, 2005). También, son
precursores de diversos compuestos volatiles importantes para el aroma de las flores y los

frutos (Bouvier y col., 2003; Lewinschn y col;, 2005),

En los animales y humanos los carotencides también cumplen importantes funciones,
pero son incapaces de sintetizarlos y los obtienen de la dieta. Son precursores de Ios refinoides
como el retinal (principal pigmento visual), el retinol (vitamina A) y el acldo retinico (sustancia
gue controla la morfogénesis) (Naik y col., 2003). Et B-caroteno es el principal precursor de la
vitamina A, cuya deficiencia conduce a xeroftalmia, ceguera y muerte prematura (Bramley,
2002). Son potentes antioxidantes, propiedad que se debe basicamente a sus enlaces
conjugados, que les permiten absorber el exceso de energia de ofras moléculas v liberarla en
forma de calor. Asi, protegen a las células y tejidos de los efectos dafiinos de los radicales
libres de moléculas lipidicas y proteicas y de las especias reactivas del oxigeno (ROS) (Britton,
1885; Nelson y col, 2003). La ingesta de carotenoides puede contrarestar enfermedades
asociadas al dafio oxidativo en humanos tales como el cancer (Breimer, 1990; Tanaka y col.,
1985; Nishino, 1998; Jyonouchiy y col, 2000), las enfermedades coronarias (Mayne, 1996) y los

procesos degenerativos en la macula (Snodderly, 1995; Handelmann, 2001).

En las plantas la sintesis de los carotenoides ocurre en los plastidios (Figura 1)
Comienza con la formacion del isopentenil pirofosfato (IPP, molécula de 5C}) que puede ser

generado a través de dos rutas; una citosdlica, la ruta del acido mevalénico (MVA) vy una




plastidial, la ruta del 1-deaxy-D-xylulose-5-fosfato (DOXP) también llamada via independiente
del MVA. La ruta del MVA utiliza como- precursor al acetil-CoA y tiene al mevalonato como
primer intermediario para generar al IPP, responsable de la formacién de los esteroles,
sesquiterpenoides y triterpencides en el citosol (Bramley, 2002). La ruta independiente del MVA
utiliza como precursor al DOXP sintefizado por la condensacion del gliceraldehido-3 fosfato con
el piruvato y conduce a la formacisn de isoprencides plastidiales como los carotenoides, entre
otros (Lichtenthaler y col, 1997; Schwender y col, 1997; Bramley, 2002). Aungue estas rutas son
independientes existe una cooperacion entre ellas, dada por la tranferencia de IPP entre el
citesol y el plastidio (Laule y col, 2003). Luego, la molécula de IPP isomeriza a dimetilalil
pirofosfato (DMAPP) por .accién de la PP isomerasa (IPl) y 3 moléculas de PP son
condensadas con 1 molécula de DMAPP por la geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS) para
generar el geraniigeranil pirofosfato (GGPP, molécula de 20C). Por una unién “cola-cola” de 2
moléculas de GGPP, catalizada por la fitoeno sintasa (PSY), se sintetiza el fitoeno (40C). Este
sufre cuatro desaturaciones antes de convertirse en licopeno, pasando por fitoflueno, {-caroteno-
¥ neurosporeno. Las dos primeras desaturaciones las realiza ia fitoeno desaturasa (PDS) y las
dos ditimas la Z-caroteno desaturasa (ZDS). Luego, el licopeno es sustrato de Ia licopeno B
ciclasa (LCYB) que puede ciclar sus extremos ¥ generar anillos en configuracién .y de la
licopeno ¢ ciclasa (LCYE) que puede ciclar un extremo y generar un znillo en configuracion &.
Asi se obtienen dos carotenoides, el B-caroteno, carctencide biciclica que posee dos anillos B y
el a-caroteno, carotenoide biciclico que posee un anilio B y otro ¢. Los carotenoides sintetizados

hasta este punt.o se llaman carotenos y los que seran sintetizados posteriormente se llaman
xantdfilas. Lu;-_‘go, el a-caroteno es hidroxilado en su anillo B por la caroteno B-hidroxilasa
(CBHx) y en su anillo £ por la caroteno e-hidroxilasa (CeHx), para sintetizar luteina. Por ofra
parte el B-caroteno es hidroxilado por Ia B-caroteno hidroxilasa (CBHx) para producir zeaxantina
(Cunningham y Gantt, 1 998). La zeaxantina es epoxidada para dar anteraxantina y luego

violaxantina por accin de Ia zeaxantina epoxidasa (ZEP), reaccién que puede ser revertida por

la violaxantina de-epoxidasa (VDE). El equilibrio entre estas dos reacciones es llamado ciclo de




las xantdfilas y es el que regula el sistema de disipacién térmica en los cloroplastos (Niyogi,
1999). Sobre la violaxantina actta la neoxantina sintasa, generando neoxantina. La violaxantina
y la neoxantina son clivadas y transferidas al citosol donde son transformadas en moléculas de
ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005). La anteraxantina y la violaxantina en algunos modelos
vegetales, como el pimentén, son sustrato de la capsantina capsorrubina sintasa (CCS), que

genera capsantina y capsorrubina, respectivamente (Ha y col., 2007).
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Figura 1: Ruta de sintesis de los carotenoides en las plantas. Todos los isoprenocides derivan del
isopentenil pirofosfato (IPP) y de su isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP), sintetizados a través de dos
rutas independientes y compartimentalizadas. Una citosodlica, la ruta del acido mevalénico (MVA) y una
plastidial, la ruta del 1-deoxy-D-xylulose-5-fosfato (DOXP). En esta figura se muestra un esquema general
de la sintesis de los carotenoides en las plantas y las enzimas implicadas en cada etapa. IPI: isopentenil
pirofosfato isomerasa; GGPS: geranilgeranil pirofosfato sintasa; PSY: fitoeno sintasa; PDS: fitoeno
desaturasa; ZDS: §-caroteno desaturasa; LCYB: licopeno B-ciclasa; LCYE: licopeno ¢-ciclasa; ChHx:
caroteno B-hidroxilasa; CeHx: caroteno e-hidroxilasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa; VDE: violaxantina de-
epoxidasa; NXS: neoxantina sintasa; CCS: capsantina capsorrubina sintasa.




1.2 Regulacion de la via carotenogénica.

Los genes y las enzimas que participan en la biosintesis de los carotenoides se
conocen con bastante detalle. Sin-embargo, alin no se conocen todos los detalles sobre la
reguiacion pénica y metabdlica de esta via y es un ambito de investigacion que atn se
encuentra -em desarrollo. Se ha establecido que en los plastidios el contenido de los
carotenoides puede regularse principalmente en cuatro niveles: (1) la formacién de estructuras
capaces de almacenar/estabilizar los carotenoides, (2) Ia regulacion de la transcripeion de los
genes implicados en la biosintesis de los carotenoides, (3) la reguiacion post-transcripcional de
las enzimas implicadas en la biosintesis de los carotencides ¥, (4) el catabolismo de los

carotenoides (Fraser y Bramley 2004; Howitt y Pogson 2006)

En Ios cloroplastos practicamente. todos los carotenoides. se encuentran asociados a
proteinas unidas a las clorofilas, formando parte de los complejos de captacion y disipacion de
la energia lurinica, mientras que en los cromoplastes se encuentran inmersos en estructuras
lipoproteicas que pueden ser globulares, cristalinas, membranosas, fibrilares o tubulares
(Vishnevetsky v col., 1999). El mutante or de la coliflor es un claro ejemplo de la influencia de
las estructuras de almacenamiento en el contenido total de ios carotenoides. Las inflorescencias
del mutante son naranjas, debido a la aparicion de laminas que acumulan B-caroteno en ia
membrana.plastidial, mientras que las del parental son blancas por la ausencia de carotenoides
(Li y col, 2001), sin mostrar diferencias en los niveles de expresion de los genes

carotenogenicos en ambos genotipos (Liy col., 2008),

Estudios realizados en diversos vegetales sefialan que la forma principal de regulacion
de esta ruta es a nivel transcripcional (Bramley, 2002, Cunningham, 2002; Howitt vy Pogson
2008; Romer y Fraser, 2005; Tanaka y col., 2008; Taylor y Ramsay, 2005; Ronen y col., 1899),
determinando que el desarrollo, la maduracién de los érganos y la luz regulan fa trasncripcion
de los genes carotenogénicos. Se ha observado gue las plantas crecidas en condiciones

normatles (foto-periodo de 16 horas) que luego son expuestas a luz de alta intensidad aumentan




la transcripcion de los genes carotenogénicos como psy, pds, zds y leyb, mientras que si se
ponen en oscuridad, la expresién disminuye (Simkin y col, 2003). De manera similar, en las
hojas ds tabaco {Nicotiana tabacurm) expuestas a luz de mayor intensidad se observa un
aumento en la franscripcion de los genes carotenogénicos analizados (cShx, zep y vde)
(Woitsch y Rémer, 2003). Asociado a la maduracién de los frutos aumenta la biosintesis de los
carotenoides, aumentando la expresion de algunos genes y disminuyendo la expresion de otros
para. favorecer la acumulacion de un carotencide en particular, como ocurre en el tomate, la
naranja y el damasco (Pecker y col., 1996; Giuliano y col, 1993; Corona y col, 1996: Ronen y
col, 1999; Bramley, 2002; Kato y col, 2004; Redrigo v col, 2004; Kita y col, 2007). Por otra parte,
esta ruta también es regulada mediante retroalimentacion por inhibicion de los producios
finales. Par ejemplo la inhibicion de la ciclacion del licopeno en las hojas de tomate incrementa

la expresion de los genes pds y psyt (Bramlsy, 2002).

A nivel génico existe ofro punto de regulacion, dado por la presencia de mas de un gen
que codifica para una misma actividad enzimatica. Por ejemplo, en tomate se han descrito dos
genes que codifican para PSY: psy? que participa en fa biosintesis de los carotenoides en el
cromoplasto durante la maduracién del fruto Y psy2 cuya expresion predomina en el tejido
fotosintético; asociado a los. cloroplastos (Fraser y col, 1999, Fraser ¥ col, 1994). En maiz (Zea
mays) y arroz (Oryza sativa), se describieron recientemente tres genes psy. En ambas plantas,
psy1y psy2 son inducidos por la luz durante la de-etiolacion (fransicion de la plantas desde la
oscuridad a la luz);, mientras que el nivel de transcrito de psy3 es regulado en respuesta al
estrés abibtico (sequiay salinidad) y a ABA (Liy col., 2008; Welsch y col., 2008). En A.thaliana
(Tian y DellaPenna 2001), pimenton (Bouvier y col., 1998) y tomate (Hirschberg 2001) se han
identificado dos genes CBHx y en A.thaliana existen indicios de un tercer gen (Tian y col.,
2003). En tomate, uno de los genes CBHx (crfR-b1) tiene expresidn constitutiva en hojas,
mientras que el otro {criR-b2) es activado principalmente en las flores {Hirschberg, 2001;
Galpaz y col., 2006). En tomate también existen dos genes que codifican para la actividad

LCYB, enzima clave en la regulacién de la biosintesis de los carotenoides (Ronen y col., 1999;




Bramley, 2002), uno de ellos es Ieyb, asociado principalmente a la biosintesis de los
carotenoides en el tefido fotosintético y el otro es cych que presenta una expresion fruto
especifica (cromoplasto) durante la maduracion de este 6rgano (Ronen y col., 2000). En el
pimentén (Capsicum anuum) se han descrito .dos genes que codifican para enzimas con
actividad LCYB, estos son leyb y ccs {Hugueney y col., 1995). Este Gltimo codifica para una
proteina que ademas tiene la actividad capsantina capsorrubina sintasa (CCS), encargada de la
sintesis de capsantina y capsorrubina a partir de las xantéfilas anteraxantina y violaxantina,
respectivamente (Figura 1; Bouvier y col., 1994). Analisis de expresion muestran que loyb se
expresa preferentemente en las hojas y que ccs es transcrito principalmente durante la
maduracion de los frutos (Hugueney y col., 1995; Hugueney y col., 1986). Estos estudios
indican que en las plantas que poseen alto contenido de carotenoides en drganos abundantes
en cromoplastos, existe més de un gen que codifica para enzimas claves en la biosintesis de
los carotenoides como PSY y L.CYB, donde uno de ellos 8s especifico de cloraplastos y el ofro-

de cromoplastos.

Ei tercer nivel de regulacion de la sintesis de los carotenoides es la regulacién post-
transcripcional de las enzimas implicadas en este proceso. En los cromoplastos, las proteinas
PSY y PDS pueden encontrarse en forma inactiva solubilizadas en el estroma o en forma activa
unidas a la membrana, sugiriendo que el control del equilibrio entre las fracciones de proteina
libre/unida a la membrana es un mecanismo post-transcripcional capaz de regular la actividad
de estas enzimas {Schledz y col,, 1996: Al Babill y col., 1996; Bonk y col., 1997; Welsch y cal,
2000). Para PDS dicho mecanismo estaria asociado al estado redox de quinonas unidas a Ia

membrana (Bonk y col, 1987; Breitenbach y col., 2001).

El cuarto nivel de regulacién de la biosintesis de estos pigmentos, es el catabolismo de-
los carotenoides. Los apocarotenoides son productos de la ruptura de los -carofenoides y
algunos de ellos, como la B-ionona, son compuestos volatiles que influyen en el aroma de los

frutos (Camara y Bouvier 2004; Simkin y col., 2004a; Simkin y col., 2004b; Lewinschn y col.,




2005). La ruptura de los carotenoides es catalizada por una familia de enzimas denominadas
CCDs (Giuliano y col., 2003; Camara y Bouvier, 2004; Lewinsohn y col., 2005). Diferencias en la
expresion de los genes CCDs, podrian modificar la acumulacion tanto de sus sustratos como de
sus productos. Por ejemplo, en el crisantermo se ha identificado un gen CCD4a, cuya expresion
en los pétalos conduce a la degradacion de los carotencides sintetizados, presentando este
tefido un color blanco debido a la practica ausencia de Ios carotenoides. La delecion del gen
CCD4a del genoma del crisantemo o Ia supresién de su expresion mediante silenciamiento
genico post-transcripcional (SGPT), conduce a la acumulacion de los carotenoides y los pétalos

presentan un color amarillo (Chmiya y col., 2008).

Dentro de los puntos de regulacién descritos para la biosintesis de los carotenocides, es
importante destacar el punto de regulacion génica, en que existe mas de un gen que codifica

para una enzima carotenogénica, ya que fue el abordado en este seminario de titulo.

1.3 La zanahoria (Daucus carota) como modelo de estudio.

Daucus carota L., nuestro modelo de estudio de la sintesis de los carotenocides, es una
hortaliza miembro de Ia familia Apiaceae y es cultivada por su raiz comestible, que contiene
altos niveles de B-caroteno (9,7 mg/g de peso fresco, Fraser y Bramley, 2004), vitaminas B1 yC
y fibra dietética (Wally y col., 2007). A fravés de métodos tradicionales de cultivo, se han
desarrollado cultivares comerciales, buscanda mejorar el crecimiento, forma y color de la raiz
modificada vy los njveles de B-caroteno (Wally y col., 2008). Asi, se han seleccionado variedades
de color naranja (cgmo la variedad Nantes empleada en los experimentos de este seminario de
titulo), amarillas y rojas que sintetizan carotenoides en la ralz modificada y en el tefido
fotosintético; mientras que las silvestres son de raiz modificada blanca y sintetizan carotenoides

exclusivamente en el tejido fotosintético, al igual que ofras plantas (Just y col., 2007),

La carotenogénesis ha sido extensamente estudiada en los frutos y las flores, pero hay
poco conocimiento acerca de su reguiacion en drganos como las raices (Clotault y col., 2008).

En la zanahoria la sintesis de los carotenoides ocurre en sus hojas, que estén expuestas a la




luz, por Io que en este tejido la expresion de los genes carotenogénicos-podria ser activada por
la iuz, tal como en otras plantas. Pero, una particularidad de este modelo es que sintetiza altos
niveles de carotencides en su raiz modificada, en condiciones de oscuridad, lo que sugiere que
en ésta existiria una reguiacion distinta a las descritas actualmente, convirtiendo a la zanahoria

en un modelo muy interesante para el estudio de la carofencgénesis.

La zanahotia es una de las plantas modelo mas utilizada para la embricgénesis
somatica, por lo que se han establecido procedimienios experimentales simples y eficientes
para su realizacion (Shibukawa y col., 2009). Otfras metodologfas como su propagacin in vitro y
la transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens también se encuentran establecidas.
Asi, ha sido posible utilizar la transgénesis para aumentar la resistencia a los hongos y otras
enfermedades (Gilbert y col.,, 1996; Melchers y Stuiver, 2000; Takaichi y Oeda, 2000; Chen y
Punja, 2002; Jayaraj y Punja, 2007; Jayaraj y Punja, 2008}, generar plantas resistentes a los
herbicidas (Chen y Punja, 2002), para la aplicacion de [a ingenieria metabdlica en el disefio de
productos medicinales (Bouche y col.,2003, Marquet-Blouin y col., 2003; Kumar y col., 2004) y
nuevos compuestos antioxidantes (Jayaraj y col., 2008). Todo esto valida a D. carofa como un

modelo apto para el estudio y analisis de los genes de la ruta carotenogénica,

En la base de daios Genebank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/} se encuentran

depositadas secuencias de cDNA para la mayoria de los genes carotenogénicos de D. carota,
Se encuentran publicados fres cDNAs completos que codifican para CBHx, dos para PSY y
ZDS, y uno para PDS, CRTISO, LCYB, CCS, LCYE, ZEP y VDE (Just y col, 2007). Ademas, se
conoce la expresién de algunos genes carotenogénicos durante el desarrolio de la raiz de
zanahoria en variedades de disfintos colores (Clotault y col., 2008). También, se ha estudiado la
expresion de otros genes carotenogénicos en ias hojas y la raiz modificada de D. carofa var.
Nantes y el efecto de la Iu'z sobre la expresion de los genes, la morfologia y el desarrollo de la
raiz modificada (Stange y col., 2008). Sin embargo, hasta el momento no existe ningtin estudio

funcional acerca de los genes carctenogénicos en D. carofa.




10

En este seminario de ftitulo se comenzé el estudio funcional del gen capsantina
capsorrubina sintasa (ces o /eyb2, [GeneBank: DQ1 92181]),-que se postula codificaria para una
segunda enzima con actividad LCYB en D. caroia (Just y col., 2007). Esto complementa un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio {Pizarro, 2008), en que se.determind la funcidn
del gen licopeno B-ciclasa (lcyb?, [GeneBank: DQ1982190]) de D. -carofa en la sintesis de

carctenoides.

1.4 Importancia del gen /cyb en Ia biosintesis de carotenoides y los genes /cyb de.D.
carota.

La enzima LCYB en las plantas es requerida para la ciclacién del licopeno para producir
B-caroteno (Figura 1), el principal carotenoide acumulado en las zanahorias. La ciclacién .del
licopeno por las enzimas licopeno ciclasas (LCYE y LCYB} es un punto de division clave en la-
via de sintesis de los carotenocides vy alteraciones en su reguiacion o en la actividad enzimatica
afectan fuertemente la composicién de los carotencides en los distintos tejidos vegetales
(Hirchsberg, 2001; Bramley, 2002; Cunningham, 2002: Botella-Pavia y Rodriguez-Concepcion,
2008; Howitt y Pogson, 2006). Genes que codifican para la enzima LCYB se han identificado en
varios modelos vegetales. En muchos casos estan codificados dos genes /cyb, uno de ellos con

expresitn preferencial en los cromoplastos y el otro asociado al tejido fotosintético. Por ejemplo:

En el tomate (Solanum lycopersicurn) uno de los genes lcyb, es asoclado principalmente a la
biosintesis de los carotenoides en el tejido fotosintetico, mientras que cych, se expresa en forma
transitoria en los frutes durante su maduracién y también se detecta en los pétalos de las flores,

siendo indetectable en las raices, las hojas y las semillas (Ronen y col: 2000).

En el pimiento (Capsicum annuum), aunque el gen fcyb se expresa en todas las etapas del
desarrollo de las hojas y los frufos, su expresion es 5 a 10 veces mayor en las hojas jovenes
que en [as senescentes y los frutos. No se observa un aumento. significativo de su expresion

durante la maduracion de los frutos. Por el contrario el gen ccs (capsantina capsorrubina
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sintasa) que codifica para una enzima que también posee actividad LCYB, es altamente
expresado durante la maduracion de los frutos y su transcripcion es indetectable en los tejidos

verdes (Hugueney y col. 1995).

En la naranja (Citrus sinensis) recientemente se han-aislado dos-genes leyb, llamados CsB-fey?
Y CsB-lcy2. CsB-Icy1 se expresa en bajos niveles ¥ permanece relativamente constante durante
la maduracién de los frutos mientras que Csf-lcy2 presenta una expresidn especifica en los
cromoplastos y una marcada induccion tanto en la piel como en la pulpa de los frutos de naranja
en forma paralela con la acumulacion de B; B-xantéiilas, principalmente violaxantina (Alquézar y

col., 2009).

En la papaya (Carica papaya) se ha identificado un ortolego de /cyb denominado cpleyb o fey-
B1, cuya expresion es 7 veces mas alta en las hojas que en los frutos. Esto indica que la
expresion de epleyb es espacifica de los cloroplastos y sugiere que es inhibida durante el
proceso de maduracion de los frutos (Skelton y col., 20086). Recientemente se ha identificado un
segundo gen /lcyb denominado cpoych o flcy-B2 cuya expresion seria especifica de
cromoplastos, detectdndose un. aumento at comenzar el estado verde maduro de los frutos

(Blas y col., 2010, Devitt y col., 2010).

En el azafran (Crocus sativus) se han identificado. dos genes /cyb, CsiLcyB1 y su paralogo
CstLeyB2a derivado de un antiguo evento de duplicacion génica. Se observé que CstlcyB7 fue
altamente expresado en las hojas y en el tejido del estigma y presentd bajos niveles en los
tépalos. Por el contrario CsfLcyB2a fue stlo detectado en el tejido del estigma. Durante el
desarrollo de C.safivus, ia coloracién de sus estigmas cambia del blanco al parpura pasando
por el amarillo y anaranjado, cambios de color gue van acompaiiados de una acumulacion de
los carotenoides (principalmente B-caroteno) y los apocarotencides. Los transcritos de
CstquZa se detectaron en todos los estados del desarrollo de los estigmas, mientras que
CstlLcyBT fue solo detectado en el estado rojo y pre-antesis, en niveles mucho mas bajos que

CstLcyB2a (Ahrazem y col. 2009).
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En la sandia (Citrullus lanatus) hasta el momento-sélo se ha aislado un gen leyb que seria el
responsable de determinar la caloracién de la piel roja o amarillo canario de esta fruta. Se
encontrd que el perfil transcripcional de Jeyb fue similar en-fas sandias de color amarillo canario
y rojo, pero fue detectado un -polimorfismo en la region codificante que cosegrega con cada
fenotipo de color: Esto sugiere. que una mutacién fundamental en el alelo fcyb de las sandias
rojas podria- reducir-la actividad LCYB vy resuliar en la acumulacién de licopeno (Bang y col,,

2007).

Estos ejemplos evidencian la existencia de un gen lcyb que se expresa preferentemente
en cromoplastos y serfa un mecanismo frecuente en la regulacién de la carotenogénesis en los
tejidos con altos niveles de carotenoides. Las zanahorias poseen una raiz modificada con un
alto contenido de cromoplastos y que acumula altos niveles de carotenoides en oscuridad por lo

que se esperaria encontrar un gen /cyb que se exprese preferentemente en este drgano.

Respecto a los genes licopeno B ciclasa de D. carofa, fcyb? [GeneBank: DQ192190]
posee un porcentaje de identidad entre 74 y 77% con los cDNAs de lcyb especificos de los
cloraplastos de plantas y también con /cyb de algas y cianobacterias. Ademas, al ser silenciado
en la zanahoria se produce una disminucion significativa de los niveles de B-caroteno y
carotencides totales en ias hojas (63% y 67% de reduccién respectivamente) v en la raiz
modificada (45% vy 38% de reduccién respectivamente), lo gue indica que este gen codificaria
para una enzima con actividad LCYB y que su expresion es necesaria para la sintesis de B-
caroteno en D. carota (Pizarro, 2008). Por otra parte, el gen ccs o foyb2 [GeneBank: DQ192191]
de D. carota po;;;a un 74% de identidad nucleotidica con fcyb2 o Csf-lcy2 de naranja, cych de
tomate, ccs de pimenton, 71% con leyb2 o cpcych de papaya y 65% con feyb2 o CstlcyB2a de
azafran, genes que se expresan preferentemente en los cromoplastos, durante la maduracion
de los frutos y-codifican para enzimas con actividad LCYB. Es por esto que analisis filogenéticos

realizados en el laboratorio agrupan a Icyb2 de D. carota con genes Icyb de expresion

preferencial en tejidos abuendantes en cromoplastos (Clado A, Figura 2) y a Jeyb? de D. carota
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lo agruparon con genes lcyb de expresion preferencial en tejidos abundantes en cloroplastos

(Clado B, Figura 2).

Por ultimo es importante mencionar que en zanahoria no se encuentran los pigmentos

capsantina ni capsorrubina productos directos de la actividad de la enzima CCS, por lo tanto es

mas probable que ccs o Icyb2 de D. carota codifique para una enzima con actividad LCYB.
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Figura 2: Arbol filogenético de los genes Icyb. La hipétesis filogenética generada mediante el analisis
de Neighbor-joining (Bootstrap =100; PAUP4.0) muestra que los genes lcyb/lcye estan distribuidos en 3
clados principales. Los genes lcyb que tienen una expresién preferencial en tejidos abundantes en
cromoplastos son agrupados en el Clado A, los genes lcyb con expresion en 6rganos fotosintéticos son
agrupados en el Clado B y los genes anotados como licopeno epsilon ciclasa (/cye) estan agrupados en el
Clado C. Esta topologia es consistente con la hipotesis filogenética generada por el analisis de Parsimonia

(PAUP4.0) (Ocarez, 2009.).
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1.5 Estrategia desarrollada

En este seminario de titulo se abordd la caracterizacion funcional del gen Jeyb2 de
D.carota. Primero se determiné si al igual que en otros sistemas modelo Jos genes loyb1 y lcyb2
tienen una expresion diferencial, en las hojas y la raiz modificada de la zanahorla. Se analizo la
expresion de_ambos genes mediante PCR cuantitativo (gRT-PCR). Finalmente, con el proposito
de validar la funciom del gen feyb2 en la carotenogénesis en D.carofa mediante ingenieria

genética, se desarrollé un vector binario para SGPT de fcyb2.

El SGPT abarca una secuencia de eventos que conducen a la degradacién dirigida de
un transcrito procesado (mRNA) en la célula y de esta forma al silenciamiento de Ia expresion-
del gen correspondiente (Susi y col., 2004). Se inicia con la generacion de los RNAs
Interferentes (siRNAs) que gatillaran el sllenciamiento, a partir del clivaje de la doble hebra de
RNA (dsRNA). Una forma de originar el dsRNA, consiste en la expresion en antisentido del gen
blanco o un fragmento de éste. Se ha dascrito que para que un transgen sea capaz de inducir
silenclamiento de una secuencia homéloga se requiere una identidad nucleotidica superior al
80% ¥ un tamafio minimo de 100pb (Burion y col, 2000, Ingelbrecht y col, 1899; Mueller y cols,
1995; Shweizer y col, 2000) de forma tal que los transcritos hibriden con el mRNA endégeno y
sirvan como partidores para la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) que generars el
dsRNA (van Blockland y cols, 1994; Tang y col, 2003). Luego, los dsRNAs son cortados por
DICER (una RNAsa de tipo ), que genera pequefias moléculas de 21-26 nucleétides de
dsRNA que poseen dos nucledtidos sin  aparear en los extremos 3' de cada hebra, llamados
siRNA (Susi y col, 2004; Tang y col;. 2003). Estos se unen al co;nplejo RISC que reconoce al
RNA endégeno blanco y sintetiza el RNA de doble hebra. Ademas, los siRNA se transmiten a
través del floema, llegando a otras células vegetales, propagando el sllenciamienio a toda la

planta (Hamilion y col, 2002: Voinnet y col, 1998).
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Figura 3: Esquema del mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional. EIl RNA en
antisentido hibrida con el mMRNA enddgeno y sirve como partidor para que la RNA polimerasa dependiente
de RNA (RpRd) genere el dsRNA. Este es cortado por DICER, produciendo los siRNA que junto al
complejo RISC reconocen al mRNA endégeno, se sintetiza la hebra complementaria y se forma el dsRNA
que es cortado por DICER silenciando el gen blanco. Ademas, los siRNA son propagados en forma
sistémica por el floema. Adaptado de Baulcombe, 2004.

Por la forma en que opera el SGPT permite seleccionar un gen blanco en este caso
Ieyb2 y silenciarlo en forma sistémica y altamente especifica, lo que permite generar lineas con
diferentes grados de silenciamiento (Knock down), sin producir mutantes nulas (knock out) ya
que, remanentes del transcrito del gen que se estid silenciando se lograran traducir y
eventualmente se lograra ver fenotipos que generados mediante mutacién completa podrian ser
letales, como ocurre cuando los genes mutados son indispensables para la vida de las plantas
como son los genes carotenogénicos. Por ejemplo mutantes homocigotas de arroz en los genes
pds, zds y lcyb no son viables (Fang y col., 2008). Otra desventaja que tiene la mutagénesis
frente al SGPT es que es al azar y las mutaciones deben ser secuenciadas o mapeadas para
confirmar sus posiciones, lo que requiere de grandes colecciones de lineas mutantes para tener
una buena cobertura del genoma completo, trasformandose en un proceso muy laborioso y
extenso (Matthew, 2004). Adem4s, la estrategia de SGPT ya ha sido utilizada para estudios de
los genes carotenogénicos. En tomate permitié determinar que la enzima PSY2 no contribuye a
la sintesis de los carotenoides en la maduracion del fruto (Fraser y col., 1999) y que cycb tiene

una funcién fruto especifica (Ronen y col., 2000). En papa se encontré que al silenciar los
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genes CHY7 y CHY2 (que codifican para la enzima caroteno B-hidroxilasa) se produce un
incremento en los niveles de los carotenoides totales y de B-caroteno en los tubérculos de Ia
papa (Diretto y-col., 2007). En zanahoria fue aplicada para estudiar la funcion del gen lcyb?
(Pizarro 2007 y 2008), determinando que dicho gen es relevante para la sintesis de B-caroteno
en toda la planta y actualmente se ests utilizando para evaluar la funcion de los genes zds? y
zds2 (Flores, 2008). En base a estos antecedentes, se decidio utilizar esta estrategia para bajar
el nivel total de transcrito del gen leyb2 de D.carofa en plantas silvestres Y en una linea
transgénica silenciada para /cyb7 y de esta forma aportar evidencias acerca de si alguno de
estos genes {iene una funcién érgano espécifica o si son requeridos en toda la planta y en

particular determinar [a importancia de leyb2 en la sintesis de los carotenoides en la zanahoria.

1.6 Objetivos

Objetivo general: Desarrolio de estrategias moleculares para la caracterizacién funcional del

gen licopeno B-ciclasa 2 (lcyb2) en D. caroia {zanahoria).
Objetivos especificos

* Cuantificacién de los niveles de los transcritos de los genes carotenogénicos feyb? v
leyb2 en las hojas y la raiz modificada de D. carota mediante PCR cuantitativo en

tiempo real.

* Construccion del vector PMDC32/AS-Ilcyb2 mediante la tecnologia Gateway® para el

SGPT del gen fcyb2,
* Evaluacion en tabaco, de la funcionalidad de Ia construccion pMDC32/AS-lcyb2.

* Obtencién de plantas transgénicas de D. carota con la construccion para el SGPT de

leyb1y Icyb2 mediante embriogénesis somatica.

= Analisis molecular para la seleccion y confirmacién de las lineas transgénicas de D.

carota que poseen la construccion para el SGPT de leyb1y lcyb2,
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO Y MEDIOS DE CULTIVO.

Las bacterias empleadas en este seminario de titulo fueron las cepas de Escherichia
coli DH5a (genotipo: supE44, AlacU169 (¢p8BOlacZAM15), hsdR17, recA1, endAl, gyrA9E; thi-1,
relA1) y Agrobacterium ftumefaciens GV3101 {Genotipo: C58, plasmido Ti curado, Gen®, Rit").

El matetial vegetal utilizado fue Daucus carota variedad Nantes y Nicotiana tabacurm,

El cultivo de bacterias se realizé en medio LB-liquido (triptona 2% piv, NaCl 0,8% piv,

pH 7.0 a 25°C) y L B-sélido (triptona 2% plv, NaCl 0,8% p/v, agar 1,6% phv, pPH 7.0 a 25°C).

Para la agro-infiltracién de N.tabacum se- utilizé el medio de infiltracion (MgCl, 25 mM,
MES 10 mM, acetoseringona 200 uM, a pH 5,7), mientras que para fa fransformacion de
D.carota con A.tumefaciens se ocupé el medio MS-liquido (MS (Murashige & Skoog basal
medium, PhifoTechnology Laboratories TM) 0,44% piv, mioinosito! 100 ppm, sacarosa 20% piv.
pH = 5,8) suplementado con acetosifingena 0,8 mM. Para ia embriogenesis somatica de
D.carota se utilizd el medio MS-sélido (MS (Murashige & Skoog basal medium, PhitoTechnology

Laboratories TM) 0,44% p/v, micinositol 100 ppm, sacarosa 20% plv, agar-agar 7% piv. pH = 5,8)

2.2 REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS

Se utiizaron reactives para biologia molecular, que fueron adquiridos en Merck,
Invitrogen, Fermentas, Promega, Axygen, BIOLINE, New England Biolabs, Quantace, Sigma-

Aldrich, Phyfo Technology Laboratories, Stratagene y Omega Bio-tek.

Entre los equipos utilizados se encuentran: un autoclave para esterilizar soluciones y
tierra, una centrifuga refrigerada (Universal 32 R Hettich), un espectrofotdmetro Nanodrop ND-
1000 V3.3, dos térmocicladores convencionales MyCycler™ (Bio Rad) y un termociclador

acoplado a un sistema éptico de deteccidn, Mx3000p™ (Stratagene)
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2.3 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.3.1 Extraccién de RNA total desde el tejido vegetal

Para la exfraccion del RNA de D. carota o de N.fabacum, se utilizé el reactivo RNA-
solv® de Omega Bio-tek. Aproximadamente 100 mg de. tefido, fueron homogenizados en un
mortero estéril con 1 mL de RNA-solv® en presencia de nitrégeno liquido. Luege, se paso el
hemogenizado a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL donde-se agregsd 200 yL de cloroformo,
se agitd en un vértex por 30 s vy se incubd en hielo durante 10 min. Posteriormente, se
centrifugd a 12.000 x g por 15 min a 4°C, se rescaté aproximadamente el 80% de la fase
acuosa y se transfirio a un nuevo tubo de microcentrifuga. Enseguida, se precipité el RNA
agregando 500 pL de isopropano! a -20°C, se hamogenizd poriinversién 10 veces y se incubd
por 20 min a -20°C. Después, se centrifugd por 10 min a 12000 x g a 4 °C y se descartd
completamente el sobrenadante. El precipitado fue lavado con 500 L de etanol al 80% en agua
ultrapura estéril tratada con DEPC (dietilpirocarbonato), centrifugado por 3 min a 16000 x ga

4°C, secado y resuspendido en 40 pl. de agua ulfrapura estéril tratada con DEPC.

2.3.2 Cuantificacién y evaluacién de la integridad ¥ calidad del RNA obtenido

Para cuantificar el RNA total extraido se utilizo el espectrofotometro Nanodrop ND-1000
V3.3, que mide la absorbancia de los acidos nucleicos (A=260 nm) con un 2% de error. El
programa de este espectrofotometro entrega las razones 260/280 y 260/230 que permiten
evaluar la pureza de las extracciches de RNA. Valores de Ia relacién 260/280 cercanos a 2.0
indican extracciones puras de RNA, mientras que valores mas bajos sefialan la presencia de
proteinas, fenoles u ofros contaminantes que absorben a 280 nm. Para 1a relacién 260/230 los
valores para muestras puras de RNA estan en el rango de 1.8 a 2.2. Valores mas bajos revelan
la presencia de solventes organicos, algunas sales, proteinas y polisacaridos (NanoDrop 1000
Spectrophotometer V3.6 User's Manual pp 19).
" Para evaluar Ia integridad del RNA total extraldo, se realizo una electroforesis en gel de

agarosa al 1,5%, formaldehido al 3% y amortiguador -MOPS al 1X. Para preparar el gel se
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disolvié la agarosa en 26,1 mL de agua desionizada tratada con DEPC vy autoclavada,
calentadndola hasta obtemer una solucien homogénea. Bajo campana se agregaron 3 mL de
amortiguador MOPS al 10X (MOPS 400-mM, CH,COONa 100 mM y EDTA 10-mM pH 8) y-900
UL de formaldehido al 37%. A 1 pg.de cada muestra de RNA se le agregé 1 pl de amortiguador
de carga denaturante (AmortiguadorMOPS 1,5X; formamida 69%, fornraldehido 1,5% y Bret 0,1
Hg/uL) y la mezcla fue denaturada-por 10 min a 70°C. Luego, las muestras se pusieron en hielo
por 5 min y antes de cargar se les agregé 1 pL de amortiguador de carga (Azul de bromofenol
0.25%, xylen cyanol 0.25% y glicerol 80%). El gel se coloct en una camara de electroforests
con amortiguador MOPS al 1X a una diferencia de potencial de 70 V durante 45 min. Los geles
fueron observados y fotografiados bajo luz UV en un transiluminador con camara folografica
incorporada (GeneGenius Classic de SynGene®). Para determinar la integridad del RNA total,

se verificd la presencia de las bandas de RNA ribosomal 285 y 188 en una razén 2:1.
2.3.3 Transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

2.3.3.1 Transcripcién Reversa, sintesis de cDNA.

Se tomaron 2 pg de RNA y se le adicionaron 50 unidades de -DNAsa | libre de RNAsa
(Fermentas), amortiguador de PNAsa | 1X {10 mM Tris-HCI pH 7,5;2,5 mM MgCl, 0,1 mM
CaCly) y 20 unidades de inhibidor -de ribonucleasas RiboLock™ (Fermentas). Se completé con
agua tratada con DEPC hasta un-volumen de 10 pL.y se incub6 a 37 °C por 30 min. Para
inactivar la DNAsa | se agregd 1 WL de EDTA 25 mM en agua DEPC. Después de este

tratamiento-el RNA fue utilizado directamente en la sintesis de la hebra compiementaria (cDNA).

Las reacciones de transcripcion reversa se llevaron a cabo mediante el sistema
ImProm-II® Reverse Transcription System (Promega). Cada reaccién se realizé con 1 ug de
RNA total tratado con DNAsa | en un volumen-de reaccién de 20 HL. La composicion final de la
mezcla fue: 4 pL de Amortiguador ImProm-1I® RT 5X. 2,5 uL MgCl, (Fermentas) 25 mM, 1 uL

dNTPs (Fermentas) 10 mM disuelios en agua DEPC, 1 uL Oligo AP
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(BTTTTTITTITTITTITTT TTTAGCTTCG3') 10 pM y 20 U de inhibidor de ribonucleasas
RiboLock™ (Fermentas). La mezcla se separd en dos volimenes, uno contenia 1 pg del RNA
totai'y el partidor Oligo AP y el ofro el resto de los compoenentes-de la reaccion.

Lada reaccidn se realizd en un‘termociclador, ctuyo programa consiste en incubar 5 min
a 70 °C.el volumen que contiene el RNA y sl Oligo AP, con el objetiva de desenrollar las hebras
de RNA y luego los tubos son incubados en hielo, afiadiéndoles el resio de la mezcla de
reaccion. Después de 5 min, se vuelven a colocar en el termaciciador ¥ se incuban por 5 min a
25 °C, para permitir el alineamiento de! partidor Oligo AP. Luego, se incuban a 42 °C por 60
min, para permitir la sintesis del cDNA y finalmente se aumenta la tetmperatura a 70°C por 15

min, para inactivar a la transcriptasa reversa.

2.3.3.2 Evaluacién de la integridad del cDNA sintetizado y amplificacion de un fragmento

del gen lcyb2 mediante PCR.

La integridad del cDNA sintetizado se confirmé mediante la amplificacion de un
fragmento de 196 pb de la subunidad ribcsomal 78S utilizando los partidores F-185 y R-18S
(Tabla 1). La mezcla de reaccion fue la siguiente: 1 pl. de cDNA molde, 2,5 L de amortiguador
Paq 5000™ DNA polimerasa 10X (Stratagene), 0,5 pL de dNTPs (Fermentas) 10 mM, 0,5 pL de
cada partidor a 10 uM y 0,1 yL de la enzima Pag DNA polimerasa (0,5 U), en un volumen final
de 25 pL. Ademas, se realizaron dos controles de la reaccion, uno de ellos utilizando el RNA
tratado con DNAsa | como molde en lugar de eDNA {control sin transcripcion reversa, S/IRT}y

un control negativa de la reaceion de PCR sin molde (C-).

Ei pruo-grama de amplificacion tiene 'una denaturacion inicial a 85°C por 5 min, seguida
de 35 ciclos para amplificar el-fragmento del gen 78S con el siguiente programa: Denaturacion a
85°C por 30 s, 52°C por 40 s para la unién de los partidores y por dltimo una temperatura de
elongacion de 72°C por 30 s. La reaccién continud con una extension final a 72°C por-5 min y

concluyd manteniendo las muestras a 10°C.,
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Una vez confirmada la integridad del cDNA, se realizd un PCR para amplificar un
fragmento de 589 pb de Ia region codificante del gen leyb2 [DQ192191], utilizando los partidores
F-leyb2 GATE y R-lcyb2 GATE (Tabla 1). Se ocup6 el mismo programa de amplificacion antes
mencionado para 78S, pero la reaccion se realizo a distintas temperaturas de apareamiento de
los partidores (48, 51, 53 y 56 °C)-para determinar |a mejor condicion para obtener el fragmento

del tamario esperado y la extensién final se aumenté a 10 min.

2.3.3.3 Visualizacién-de los amplificados obtenidos de las reacciones de PCR.

La visualizacién de los productos de PCR y del DNA plasmidial, se realizé mediante una
electroforesis er: gel de agarosa cuya concentracién estuvo en el rango de 1 al 2%. Este fue
preparado con amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de
etidio-1 pug/mL. Se mezclaron 8 pL de cada muestra con 1 uL de amortiguador de carga (Azul de
bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25% y glicerol 80%). El gel se colocd en una camara de
electroforesis con amortiguador TAE 1X a una diferencia de potencial entre 80 y 100 V durante
30 a 40 min. La visualizacidn y toma de imagen se llevé a cabo con el equipo GeneGenius

Ciassic de SynGene®.

2.3.4 PCR de colonias de E.coli y A.tumefaciens para la seleccién de Jos clones positivos.

El PCR de colonias, se realiza como el PCR tradicional, pero en lugar de utilizar como
molde el DNA plasmidial purificado, se usa directamente una fraccidn de la colonia a analizar
tomada desde la placa de cultivo en medio sélido o bien una alicuota del cultivo de noche
liquido de estas bacterias. Las colonias de E.cofi transformadas con las construcciones pGEM-
T/leyb2, pCR8/lcyb2 y PMDC32/AS-Icyb2 y las colonfas de A.tumefaciens transformadas con los
vectores pMDC32 y pMDC32/AS-lcyb2 se analizaron por este método. La reaccion se compuso
de: 2,5 pl amortiguador Tag DNA polimerasa 10X (Stratagene), 0,5 pL de MaCi; 100 Mm, 0,5
ML de dNTPs (Fermentas) 10 mM, 0,5 HL de cada partidor a 10 pM (F-lcyb2 GATE y R-leyb2
GATE o F-Hig y R-Hig dependiendo de la construccion evaluada) y 0,1 pL de la enzima Taq

polimerasa (0,5 U), en un volumen final de 25 pL. Ademas, se realizaron dos controles de la
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reaccion, un control positivo en qus como molde se utilizé DNA plasmidial de ta construccién
correspondiente y un control negativo en gue se utilizd agua en lugar de cultivo bacterianc.

El programa de PCR empleado consta de una etapa de denaturacion inicial a 85°C por
4 min, seguido de 38 ciclos con las siguientes etapas: Denaturacion a 95°C por 50 s, 56°C por
50 s para la unién de los partidores y por dltimo una temperatura de elongacién de 72°C por 1
min. La reaccion continué con una extension final a 72°C par 10 min y concluyé manteniendo
las muestras a 10°C. Para obtener resultados positivos el PCR de colonias de A.tumefaciens se
debit realizar con un ‘hot start”, después del cual se agregd 0,1 pL de la enzima Tagq

polimerasa a cada tubo por separado.

2.3.5 Purificacién del DNA plasmidial de E.coli

La purificacién del DNA plasmidial desde las bacterias E.colf, se realizd mediante el kit
comercial AxyprepTM de Axygen, siguiendo el protocolo y utilizando los reactivos proporcionados
por el fabricante. Con este DNA se realizaron los analisis de digestién enzimatica y
amplificaciones por PCR; también se utilizd para los procedimientos de transformacion,

recombinacitn y secuenclacion del DNA.

2.3.6 Digestién con enzimas de restriceion para ia seleccion de los clones positivos.

Se exirajo el DNA plasmidial de los clones PCRB8-3, 5 y 9, portando la construccion
pCR8/lcyb2 y se realizd una digestion enzimatica doble para determinar la orientacion en que se
clond el fragmento de 589pb del gen Icyb2 en el vector pCR8%/GWITOPO®TA (pCR8). La
reaccion contuvo 300, 200 y 150 ng de DNA. plasmidial de-los clones pCR8-3, 5 y 9
respectivamente, amortiguador Tango 1X (Fermentas), 10 U de la enzima Hpa | (Fermentas) y
agua nanopura para completar un volumen de 20 pL. La mezcla de reaccién se incubé a 37°C-
par 45 min, luego se agregaron 5 U de la enzima Nco | {(Fermentas) y se incub6 por 1 h a 37°C.

Con el objetivo de facilitar la recombinacion del vector PCR8/lcyb2 con el vector de
destinacién pMDC32, se linealizo el vector PCR&/icyb2 mediante una digestion simple con Ia

enzima Xba 1. La reaccién se compuso de 950 ng de DNA plasmidial, amortiguador Tango 1X
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(Fermentas), 10 U de la enzima Xbpa | (Fernentas) y agua nanopura para completar un volumen
final de 20 pL., La mazcla se incubd por7 ha 37°C.

El analisis de los clones MC1 y MC2 con la construccion pMDC32/AS-cyb2 se realizo
mediante una digestién simple can-la enzima Xba I. La mezcla de reaccién se compuso de 150
y 280 ng de DNA plasmidial de los clones MC1 y MC2 respectivamente, amortiguador Tango 1X
{Fermentas}, 5 U de la enzima Xba | (Fermentas) y agua nanopura para completar un volumen
total de 20 pL. Seincubé por 2 h y 30 min a 37°C.

Despueés de transcurrido el tiempo de incubacién a 37°C, las muestras fueron sometidas
a una electroforesis en gel de agarosa para visualizar las bandas generadas por la digestion

enzimatica (seccion 2.3.3.3)

2.3.7 Purificacién del DNA desde geles de agarosa.

Para extraer desde el gel de agarosa la banda correspondiente al vector pCR8/lcyb2
lingal, que luego se recombinaria con el vector de destinacion pMDC32, se llevd a cabo un
protocolo de purificacion que utiliza una solucion de silica.

Para preparar la solucién de sflica, se masé 1 g de silica y se mezclé por agitacion
durante 2 h con 10 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NasHPO4 10 mM, KHzPO4 2 mM,
pH 7,4). Luego se elimind el sobrenadante junto con el particulado fino y se agregaron 10 mL de
PBS, se agitd y se dejo decantar por 2 h. Transcurrido este tiempo se centrifugd a 2000 x g por
2 min y se resuspendié en 10 mL de una solucién de Ki 3M. De esta forma se obtuvo una
solucion de silica con una concentracion final de 100 mg/mL., que fue separada en al]'cuotas y
guard;ci; a tf"CkBroiegids; delaluz.

Para la extraccién desde el gel de agarosa, en primer lugar se corto la banda de interés
desde el gel, se agregé 150 L de una solucion de Ki 6M ¥ se puso en un bafio a 60°C por 15
min hasta que se disolviera Ia agarosa. Luego, se agregd 10 yL de la solucién de silica y se

invirtié el tubo cada 2 min por 10 min, para evitar que la silica precipitara. Posteriormente, se

centrifugd por 5 s a 14000 tpm y se eliminé el sobrenadante. Se adicionaron 500 pL del
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amortiguador de lavado (TrisHCI 10 mM, NaCl 50mM, EDTA 2,5 mM, etanol 50% w/v) a -20°C,
se resuspendio, se centrifugd por 5 s a 14000 rpm y se eliminé el sobrenadante. Se lavd 3
veces méas y la Ultima vez después de eliminar ! sobrenadante, se centrifugd a 14000 rpm por
5 min-y- se elimind el sobrenadante, dejando el precipitado lo mas seco poslble. Este ss
resuspendio en 20 pL de agua nanopura, y se calenté a 60 °C por 5 min. Finalmente, se
centrifugd por 1 min a 14000 rpm, se tomo el sobrenadante y se transpasa a otro tubo.

Para determinar el rendimiento de la extraccién se realizé un gel-de agarosa al 1% en el
que se cargaron 2 pL de lo extraido desde el gel y 5 uL de marcador de peso molecular de 1Kb

(Fermenitas) y.luego se realizé la cuantificacion utilizando el programa Image J.

2.3.8 RT-PCR para confirmar las plantas transgénicas.

Para confirar que las plantas de zanahoria generadas por embriogénesis somatica
expresan [a construccion pMDC32/AS-lcyb2, se extrajo RNA de sus hojas (seccion 2.3.1), se
llevé a cabo la sintesis de cDNA (seccion 2.3.3.1) y se evalud su integridad amplificando por
PCR un fragmento de la subunidad ribosomal 18S (seccion 2.3.3.2). Luego, se realizd un PCR
para amplificar un fragmento de 163 pb del gen hpt que confiere resistencia a higromicina y que
es portado por las construcciones pMDC32 y pMDC32/AS-lcyb2 con las cuales se realizo la
transformacion. Como control negativo se utilizd como molde cDNA de zanahoria silvestre {wt) y
como control positive DNA plasmidial del vector pMDC32/AS-lcyb2. Ademas, de un control
negativo de la reaccion de PCR sin molde (C-) y un control sin transcripcion reversa (S/RT).

En este seminario de titulo se transformaron, con las construcciones pMDC32 vy
pMDCéZIAé—It;be, plantas de zanahorias silvestres y una linea transgénica silenciada para el
gen lcyb? [DQ192190] (seccién 2.5.5). Esta linea posee un alto porcentaje de silenciamiento de
Ieyb1 en las hojas y la raiz modificada (96 y 83% respectivamente) y fue generada en Ia tesis de
Magister de Pizarro L. (2008) mediante la transformacién estable de zanahorias silvestres con

el vector pBIN19/AS-lcyb1. Esta construccion posee un fragmento de 494 pb del gen fcyb1 en

antisentido con respecto al doble promotor de expresion constitutiva fuerte 35S de) virus del
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mosaico de [a coliflor, permitiendo desencadenar ef SGPT de leybi. En este caso-ademas de
evaluar mediante RT-PCR que las lineas generadas amplificaban e! fragmento del gen hpi, se
determind si también amplificaban un fragmento de 650 pb del gen npti! que coniiere resistencia
a kanamicina en plantas y que es portado por la construccién pBIN19/AS-Icyb1.

La mezcla de reaccion para cada PCR fue la siguiente: 3 pL de molde, 1,5 pl. de
amortiguador NH4 10X (BIOLINE), 0,5 pL de dNTPs (Fermentas) 10 mM, 2,5-uL de MgCl, 50
mM, 0,5 pL. de cada partidor a 10 uM, 0,2 HL de la enzima BIOLASE ™DNA polimerasa (1 U) y
agua nanopura para completar un volumen de 25 uL. El programa de PCR utiiizado fue el

mismo que se ocupd para amplificar el gen 188 (seccion 2.3.3.2),
2.3.9 RT-PCR cuantitativo.

2.3.9.1 Diseiio y prueba de partidores especificos para el RT-PCR cuantitativo.

Los partidores utilizados para llevar a cabo los ensayos de PCR en tiempo real fueron
disefiados en las regiones 5' no traducibles (NTR) de los genes feyb? [DQ192180] vy lfoyb2
[DQ1982191] de D.carofa subespecie sativus, anotadas en Ja base de datos de NCBI, y se
generaron de esta forma partidores altamente especificos. En el caso del gen normalizador 78S
[AY552527.1] de D.carota, se utilizé una regién conservada de este gen para el disefio de Jos
partidores. Los partidores se analizaron en la pagina web

http:/lwww.idtdna.comlanaIyzer/Applications/OquoAna]vzer/, para descartar aquellas parejas de

partidores que formaran homo o heterodimeros con un AG muy bajo. También se considers que
los partidores tuvieran un contenido de GC entre 40 y 60%, una Tm similar entre ellos y que
amplificaran un fragmento pequefio entre 100 y 200 pb aproximadamente. Finalmente, se
realizé un alineamiento contra la base de datos de la coleccién de nucledtidos del NCBI
mediante la herramienta bicinformatica BLASTn con lo cual se corrobord que cada partidor
fuera especifico para el gen objetivo. Todos los partidores ufilizados en este seminario de tituto

fueron sintetizados por IDT® v se detallan en la Tabla 1.
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Una vez sintetizados los partidores, se probaran con el ¢DNA de una de las muestras
biologicas. El programa de PCR empleado consta de una etapa de denaturacion inicial a 95°C
por 4 min, seguido de 35 ciclos con las siguientes etapas: Denaturacién.a 95°C por 30 s, 56°C
por 40 s para la-unién de los partidores y por titimo una-temperatura de elongacion de 72°C por
20 s. La reaccion continué con una extensién final a 72°¢ por 5 min y concluyd manteniendo las
muestras a 10°C. Se utilizé la misma mezcla de reaccién descrita en el punto 2.3.8 y los

productos de PCR se verificaron mediante electroforesis.en-gel de agarosa.

Tabla 1: Secuencia de lus partidores utilizados. Se presentan las secuencias de los -parfidores que
fueron utilizados en este seminario de titulo, con su respectiva temperatura de fusion, el tamafio del
fragmento amplificado y el nombre del gen objetivo, 78S: Subunidad menor del DNA ribosomal 188, leyb1.
gen leyb? de D.carota, leyb2: gen lcyb2 de D.carofa, hpt. gen que codifica para la higromicina
fosfotransferasa, np#i: gen que codifica para la neomicina fosfotranferasa 1.

g0 objetiv

188 F-185 TTGATTACGTCCCTGCCCTTT 65,0 196
R-185 ACAATGATCCTTCCGCAGGT 67,4

leyb1 F-lcybiq TGAGTGCAGCTFACACCTACTTGATTA 67,2 161
R-lcybig AACTGCAGAAGATATTGGAGA. 61,7

feyb2 F-lcyb2q CAAGTAGATTCCTCTGTGTCCAT 64,1 84
R-leyb2q TTACATGATTGCCCAGAAAGACTC 65,0

leyb2 F-lcyb2 GATE GTGATTGTGATCGGAGCTGG 66,1 589
R-lcyb2 GATE GTGGGAGACTTGGCGETTAG 66,0

hpt F-HIG TCGCTAAACTCCCCAATGTC 65,3 163
R-HIG GCGAAGAATCTCGTGCTTTC 64,5

npfttt F-nptil GTGGGAGACTTGGCGTTAG 66,0 650

R-nptll CTATGTCCTGTAGCGGT 61,7
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2.3.9.2 Ensayos de RT-PCR cuantitativo {gRT-PCR)

En este seminario- de titulo se utilizaron 3 pares de partidores para realizar los ensayos
de RT-PCR cuantitativo. En el laboratorio ya se contaba-con los partidores para los genes icyb?
y 185 y también se habia determinado Ia eficiencia de estos. Per lo tanto, solo se disefiaron los

partidores para Jcyb2 y luego se determind-su eficiencia como se explica a continuacion.

_A partir qel f{agmento génico de {cyb2 amplificado por PCR convencional se realizaron
<cinco diluciones seriadas (1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1 000000, 1/10000000), con agua libre
de nucleasas. Con estas diluciones se realizaron ensayos de RT-PCR cuantitative en un
termociclador Mx3000P™ (Stratagene), utilizando el kit SensiMix™ Pius SYBR (Quantace). 2X
de este Master mix contienen amortiguador de la reaccion, DNA polimerasa activada por calor,
dNTPs, MgCl, 6mM, estabilizadores y SYBR® Green . La mezcla de reaccion se realizd en un
volumen final de 20 pL, compuesta por: 10 pL de Master Mix al 2X, 7 uL de agua libre de

nucleasas, 0,5 pL de cada partidor 10 uM vy 2 pL de cada dilucién.

La eficlencia (E) de los partidores se obtuvo a partir de la pendiente de la recta obtenida
al graficar_el ciclo umbral (Ct) de cada dilucién versus el nimero de dilucién. La pendiente de

esta recta se introdujo en la ecuacion 1 y asi se obtuvo la eficiencia.

E=10 [-1/pendients] Ee. 1

El prog'rama de PCR ocupado para todos los ensayos de gRT-PCR, se compuso de una
etapa de denaturacién inicial.a 95°C por. 10 min, seguido de 40 ciclos con las siguientes etapas:
Denaturacién a 95°C por 30 s, 59°C por 30 s para la unién de los partidores y por Gltimo una
temperatura de elongacion de 72°C por 30 s. La deteccién de los amplificados se realizd por
fluorescencia al final del segundo paso de estos ciclos. Luego, se continué un ciclo adicional
que permitié realizar una curva de disociacién al final de cada experimento. Este ciclo ests
compuesto de fres etapas: 95°C por 1 min, 60°C por 30 s y finalmente 95°C por 30 s. La

deteccion de los amplificados se realizé por fluorescencia.
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Para los ensayos cuantitativos en primer lugar se extrajo RNA (seccion 2.3.1) desde las
plantas de zanahoria en estudio, este se cuantifico y se determind su integridad (seccion 2.3.2).
Después, se realizd la sintesis del cDNA y-se evallo su-calidad con un PCR convencional para

amplificar un fragmento del gen 78S (seccion 2.3.3).

ER la determinacion de la acumulacién de Jos transcritos de los genes leyb1 y icyb2 en
hojas y raices de zanahorias silvestres de 4 y 12 semanas de desarrollo cultivadas en medio
hidropénico {seccién 2.5.7), se evalud cada muestra biclogica en triplicado biclégico (cada uno
obtenido de 3 plantas distintas) y en duplicado técnico, obteniéndose en total 6 valores para
cada muestra, Para la comparacién de la expresion del gen Icyb2 en las hojas de las zanahorias
sllvestres (wt) versus las hojas de las zanahorias transgénicas generadas, se obtuvo la muestra
desde estas zanahorias crecidas en tierra (seccion 2.5.5), evaluandose la muestra silvesire
(obtenido de 3 plantas distintas) y las lineas transgenicas en triplicado técnico.

El programa y la mezcla de reaccidn de PCR fueron los mismos utilizados para la
determinacion de la eficiencia de los partidores, pero en este caso se reemplazaron los 2 yL de
cada dilucién seriada por 2 pL de una dilucion 1/10 de cada cDNA. Se realizd un canfrol
negativo, denominado “NTC" (con sus respectivas réplicas técnicas) para cada gen analizado,
al cual se le agregaron 2 pL. de agua libre de nucleasas en lugar de 2 pl. de una dilucién de
cDNA. Ademas, se realizaron controles sin RT, denominados como “no RT”, en los que en lugar
de cDNA se utilizaron 2 pl. de una dilucion del RNA tratade con DNAsa [ de cada muestra, con
el fin de confirmar la ausencia de DNA en las muestras de cDNA (previamente analizadas en el

PCR convencional hecho para evaluar la calidad de los cDNA sintetizados).

2.3.9.3 Andlisis de los datos del RT-PCR cuantitativo.

En primer lugar se verificd que las curvas de amplificacidn tuvieran la caracteristica
forma sigmoidea y luego se observaron las curvas de disociacién para cada fragmento génico
amplificado, en las que se espera observar un tnico y pronunciado pico para cada amplificado,

confirmando la especificidad de los partidores disefiados. Ademas a partir de esta curva se
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determina la temperatura de disociacion (Tm) de los fragmentos y ésta se puede comparar con

la calculada en forma tedrica.

Para los controles negativos (NTC) y sin RT (no RT), se espera que la fluorescencia no
sobrepase la linea umbral y si la hace se tom6 como criterio de confiabilidad de los datos
obtenidos-que el Ct del producto amplificado en estos controles apareciera 10 ciclos mas tarde

que los de las muestras {Introduction to Quantitative PCR: Methods and application guide).

Una vez obtenidos los datos se procedié a realizar los calculos para determinar fos
niveles de acumulacion de tos mRNAs de loyb? y fcyb2 en relacidn a los niveles de acumulacion
del mRNA de 78S (gen normalizador). El norrmalizador se utiliza para uniformar posibles
diferencias originadas por utilizar cantidades variables de cDNA o bien por variacicnes en la
extraccion y cuantificacion del RNA v a la eficiencia de [a transcripcion reversa (Introduction to

Quantitative PCR: Methods and application guide).

Los valores de Ct fueron incorporados en la Ecuacion 2, descrita por Pfaffl {2001}, junio
a los valores de eficiencia de cada par-de partidores. Luego, se determinaron fos grupos de

datos a comparar y se decidid cual serfa el calibrador para cada caso.

Razon = (Egen ohjetivo) €-(Ct gen ohjstivo — Gt cambrader gen obietivo)

Ec.2

(Egen norrnalizador).e’(‘Ct normalizadar — Ct mﬁbmdurnonﬂalizador)

El calibrador actda como una referencia de expresion de un gen cbjetivo determinado
comparando la concentracién relativa del mRNA del gen de interés con la de una muestra

control (calibrador). El calibrador se usa en adicion al gen normalizador.

En este seminario de titulo se usd como calibrador la expresion promedio del gen
analizado en la planta silvestre cuando se evalud la expresion del gen /eyb2 en las lineas
transgénicas. Por otra parte cuando se analizaron los niveles de los mRNAs de lcyb1 y leyb2 en

hojas y raices de D. carota silvestres de 4 y 12 semanas de desarrollo, se utilizé como
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calibrador el promedio de los valores de Ct de cada gen en hojas y raices (Figura 9). Debido a

que los calibradores son diferentes, no se pueden comparar los datos de un grafico con otro.

2.3.9.4. Anilisis estadistico.

Los datos de abundancia relativa de los mRNAs fueron graficades y analizados
mediante el programa GraphPad Prism. Para los graficos en que se compararon Ios niveles de
abundancia relativa de los genes Jeyb? vy focyb2 en las hojas versus [as raices (Figura 9), las
diferencias estadisticas fueron evaluadas mediante el test no pareado de T, con correccidn de
Welch. En el caso en que se graficé el valor de abundancia relativa a 78S del mRNA de lcyb2
en las plantas fransgénicas generadas (Figura 22), se utiliz6 el test de ANOVA de una via para
determinar si existia una variacién significativa (p<0,05) en los promedios de cada conjunto de 3
réplicas técnicas, seguido de un post-test de Tukey de comparacion muitiple, para evaluar si las
diferencias entre el promedio de las réplicas era significativae (p<0,05). Las diferencias

significativas fueron indicadas con asteriscos en todos los graficos.
2:4 CONSTRUCCIONES GENETICAS

2.4.1 Tecnologia Gateway®.

En este seminarlo de titulo, la generacién de una construccién genética para el
silenciamiento de leyb2, se llevé a cabo mediante la tecnologia Gateway ®, a fravés de una
reaccion de recombinacion LR (Figura 4), que es catalizada por la LR Clonasa™ (Invitrogen)
(Catalogo Gateway® Techanology Invifrogen). En ésta reaccion la recombinacién ocurre entre
un sustrato con los sitios attl. (portados por un vector denominado de entrada) y un sustrato con

los sitios attR (portados por un vector llamado de destinacion).

Para ingresar la secuencia de interés a [a plataforma de clonacién Gateway®, se utilizé
como vector de entrada a pCR8%/GW/TOPO®TA (Invitrogen), que para simplificar sera llamado
PCR8®. Este vector cuenta con una enzima del tipo topoisomerasa unida covalentemente a &I,

denominada comercialmente TOPO®, que es capaz de ligar las hebras de DNA de la secuencia
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de interés, en este caso un producto de PCR, con dicho vector de entrada y luego la enzima es
escindida del vector. Como vector de destinacién se ocupé a pMDC32 (adquirido desde el stock
ABRC del sitio Tair, N° de stock CD3-738), con el objetivo de tener el fragmento de Ilcyb2 en
antisentido bajo el control del doble promotor constitutivo CaMV 35S, de manera que al
expresarse este fragmento en antisentido hibride con el mRNA endodgeno en orientaciéon
sentido, formando el RNA doble hebra, que gatillara el silenciamiento de este gen (Figura 3 y 4).
Ademas, este vector de destinacién posee entre los sitios attR un cassette que contiene el gen
ccdB, que es reemplazado por el gen de interés después de la recombinacion. La proteina
CcdB, interfiere con la proteina DNA girasa de E.coli, inhibiendo el crecimiento de las cepas de
E.coli mas utilizadas en el laboratorio (Ej: DH5a y TOP10). De est4d forma después de
transformar las células con el producto de la recombinacién, no sobreviviran aquellas que
posean el vector de destinacién sin recombinar, facilitando asi el analisis posterior de las

colonias generadas (Catalogo Gateway®Techonology Invitrogen).

Producto de PCR = Vector de Entiada < pCR8 ®

&
Vector de Entrada

, Vector de Destinacion <= pMDC32®
) 5
| PCRB/AS-icyb2 [ L R |

P e attR1 cedB R Tarmmarer

., Recombinacion LR

¥ 5
388 sss W <— PpMDC32/AS-Icyb2

Promoter Promoter 281 A7 Terminator

.‘ Transformacion de Plantas

M ARNm endégeno

L ¢

Figura 4. Esquema de la recombinacién LR del sistema Gateway®. La reaccion de recombinacion LR,
ocurre entre los sitios attL y attR de los vectores de entrada (pCR8 ®) y destinacién (pMDC32)
respectivamente. El vector pCR8® cuenta con una enzima llamada TOPO® unida covalentemente a él,
que puede ligar las hebras de DNA de un producto de PCR con el vector de entrada. El vector pMDC32
cuenta con el doble promotor CaMV 35S que permitira la sobreexpresion de un fragmento de lcyb2 en
antisentido, para gatillar su SGPT y ademas posee un cassette con el gen ccdB, para la seleccion negativa
de los vectores de destinacién en E.coli. Modificado de Helliwell y Waterhause (2003)
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Tabla 2: Vectores utilizados en este seminario de titulo. Se menciona el nombre de los vectores, el
sitio donde se adquirieron, su tamafio en pares de base y el antibidtico al cual confieren resistencia en
bacterias y plantas fransformadas con éstos.

e

pGEM 7 (Promega) 3589 Ampicilina {100 mg/L) en bacterias
pCR8®/GW/TOPO™TA(Invitrogen) 2817 Espectinomicina (100 mg/L) en bacterias
pMIjCSZ ( stock ABRC del sitio Tair) 11752 Kanamicina (100 mg/L) en bacterias

Higromicina (8 mg/L} en plantas

2.4.2 Generacion del vector PMDC32/AS-lcyb2 para el silenciamiento génico post-

transcripcional del gen fcyb2.

2.4.2.1 Disefio de los partidores para amplificar un fragmento conservado de lcyb2 de D.
carola

Se busco en la base de datos del NCBI (hitp:www.nebi.nlm.nih.gov/) las secusncias

anotadas para el gen ccs (candidata capsantina capsorrubina sintasa) de D. carofa,
encontrando una secuencia parcial [AF208530] y una completa [DQ192191} que poseen un
98% de identidad nucleotidica en 497 pb. Para el disefio de los partidores sdlo se considers Ia
secuencia completa del gen ccs, que tiene un tamafio de 1730 pb y su region codificante (CDS)
abarca del nucledtido 96 al 1574. Este gen se encuentra anotado como leyb2 y es asl como se

denominara a Io largo de este seminario de titulo.

Utilizando fa herramienta blast del servidor NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), se

realizé un alineamiento del gen [DQ192191] (ces de Daucus carota), con los genes [AF189241]
{ccs de Citrus sinensis), [AF254793] (leyb especifico de cromoplasto de Sofanum licopersicum)-
y [X76185] (ces de Capsicum a;nnuum). Para el disefio de los partidores, se eligié una region en
que las cuatro secuencias tuvieran el mayor porcentaje de identidad nucleotidica (entre un 71 ¥

74%}), abarcando desde 327 pb hasta 916 pb de la region codificante de [DQ192191] {Figura 5).
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Ademas, se realizé un alineamiento de este fragmento de Icyb2 con la secuencia de lcyb1 de D.
carofa [DQ192190], encontrando que en esta regién tienen sélo un 58% de identidad

nucleotidica, en consecuencia el silenciamiento estaria dirigido especificamente a leyb2.

Los partidores (F-lcyb2 GATE y R-lcyb2 GATE, Tabla 1), se analizaron en la pagina web

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/, usando el mismo criterio que para

el disefio de los partidores de la seccion 2.3.9.1. Se verifico si estos partidores amplificaban el
tamafio esperado de 589 pb, realizando una reacciéon de PCR a distintas temperaturas para el

apareamiento de los partidores y utilizando cDNA de D. carota como molde (seccion 2.3.3.2).

Silenciador de lcyh2
(589 pb)

Partidor Partidor
3 NTR forward CDS reverse 3'NTR

AW

1 Lum\i«zcaqhyﬁfi
a6 327 16

1574

Jeyh2 DQ192191.1
{1730 pb)

Figura 5: Esquema de la regi6n del gen /cyb2 utilizada para el silenciamiento génico. Para el disefio
de los partidores (Icyb2-GATE, ver Tabla 1) para amplificar un fragmento conservado del gen Icyb2
[DQ192191] de D. carota, se escogid una zona interna de la region codificante (CDS), que se extiende de
la base 327 a la 916 del gen (589 pb).

2.4.2.2 Clonacié6n del fragmento del gen /cyb2 en el vector de entrada pCR8®,

En un principio no se contaba con el vector de entrada pCR8®, por lo que se clond el
fragmento de 589 pb de una regi6n interna del gen lcyb2 obtenido por RT-PCR (secci6n 2.3.3.2)
en el vector pGEM-T® (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. A partir de un clon
positivo pGEMT-lcyb2 se purifico DNA plasmidial (seccién 2.3.5) y se amplificé por PCR el
fragmento clonado de Icyb2, el que luego se cloné en el vector pCR8®. La reaccién se compuso

de 2 pL de producto de PCR, 2 pL de agua NP, 1 pL de solucién salina y 1 uL de vector pCR8®.
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Todos los componentes antes mencionados se mezclaron suavemente y se incubaron a
temperatura ambiente por 30 min. Luego se tomaron 2 pL de la reaccion y se transformaron
mediante shock térmico células de E.coli cepa DH5a quimicamente competentes (seccion
2.5.2). Las colonias generadas, se analizaron por PCR de colonias (seccién 2.3.4) y se guard6
un stack en glicerol a -80°C de los clones positivos. De estos se escogieron 3 clones al azar,
para purificar su DNA plasmidial (seccién 2.3.5) y analizarlos por digestion enzimatica, para

determinar la orientacion en que se produjo ia clonacion del fragmento de /cyb2 (seccion 2.3.6).

2.4.2,3 Obtenci6n del vector pMDC32/AS-Icyb2.

Una vez seleccionado el clon que posee el vector de entrada pCR8/lcyb2 con el
fragmento de lcyb2 en antisentido, se hizo una digestion simple de su DNA plasmidial (seccién
2.3.6) para linealizarlo y favorecer su recombinacion con el vector de destinacion pMDC32. La
reaccién de recombinacién se compuso de 4 pL del vector de entrada pCR8/icyb2 lineal (140
ng), 1 WL del vector de destinacién pMDC32 (50 ng), 2 pk de LR Cionasa™ il (Invitrogen) y 1 L
de amortiguador TE pH 8 para completar 8 pL. La mezcla se agitv suavemente y se dejo
incubando toda la noche a 25°C. Para detener la reaccion se agregd 1 pL de Proteinasa K
(Invitrogen) y se incub6 durante 10 min a 37°C. Finalmente, se transformaron las bacterias
competentes de E.coli cepa DH5a por shock térmico {seccisn 2.5.2) y se seleccionaron los

clones transformantes en placas de LB sélido con kanamicina (100 mg/L} (Tabla 2).

Mediante los andlisis de PCR de colonias y digestién enzimatica (secciones 2.34 y
2.3.6 respectivamente) se determin6 la orientacién antisentido (AS) de leyb2 en el vector de
destinacion y uno de los clones positivos, pMDC32/AS-lcyb2, se secuencié en Macrogen Co.

(USA), utilizando el partidor F-lcyb2 GATE ( Tabla 1).

2.4.2.4 Evaluacién de la funcionalidad del vector pMDC32/AS-lcyb2 en N. tabacum.

Para evaluar la funcionalidad de ia construccién PMDC32/AS-Icyb2, se transformaron

celulas de A. tumefaciens competentes (seccion 2.5.3) con el vector pMDC32AS-lcyb2 y con el
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vector pMDC32 (sin el fragmento de /fcyb2) que fue usado como control. Luego, se
agroinfiltraron hojas de tabaco con estas bacterias (seccién 2.5.4), para posteriormente

determinar mediante RT-PCR la expresidn del fragmento de 589 pb del gen lcyb2.
2.5 CULTIVO Y MATERIAL BIOLOGICO

2.5.1 Cultivo de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens.

Las bacterias E. coli de la cepa DH5a fueron crecidas en medio LB liquido (triptona 2%
p/vy NaCl 0,8 % pfv} y sélido (triptona 2% p/v, NaCl 0,8 % piv y agar 1,6% p/v) durante 14 a 16

horas, a una temperatura de 37 °C con agitacion de 250 a 300 rpm en el caso de cultivo liquido.

En el caso de las bacterias A.tumefaciens de la cepa GV3101, estas se crecieron en
medio LB liquido y solido por 36 a 48 h, a una temperatura de 28 °C en presencia de rifampicina
(10 maflL) y gentamicina (50 mg/L). Ademds, slempre se agregd al medio el antibidtico
correspondiente para seleccionar a las bacterias con el vector de interés (Tabla 2). De todos los
cultivos liquidos se guardé una alicuota en glicerol a -80°C, tomando 500 JL del cultivo y 300 pL

de glicercl al 80% (viv).

2.6.2. Transformacién de E.coli competentes.

En primer lugar se prepararon células de E.coli cepa DH5a competentes. Para esto se
tomo una alfcuota de 1 mL de un cultivo de noche, se deposité en 100 mL de medio LB ifquido y
se puso a crecer por 3 h hasta una D.O.g0 de 0,6. Después, se centrifugaron 50 mL de las
células en dos tubos de 25 mL a 3000 rpm por 10 min a 4°C. El precipitado se resuspendio en
10 mL de solucién de CaCl, 0,1 M fria y se incub6 por 30 min a 4°C. Posteriormente, se
centrifugd a 2000 rpm por § min a 4°C y el precipitado se resuspendié en 2 mL de solucidn de
CaCl; 0,1 M. De esta forma se obtuvieron células quimicamente competentes, las que se

guardaron en allcuotas de 200 uL en glicerol a -80 °C.
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Para la transformacion se mezciaron 50 pL de las bacterias £, coli competentes con la
reaccion de ligacién de interés y se mantuvieron en hielo durante 30 min. Luego, se aplicé un
golpe térmico a 42°C por 1,5 min y la mezcla se deposité rapidamente en hielo por 1 min. A
continuacion, la mezcla se agregd a 1 mL de LB-liquido y se dejé incubando durante 1 h a 37°C
con agitacion. Posteriormente, se sembrd 100 pL de las células transformadas en una placa con
LB sdlido y el antibidtico correspondiente. El resto se centrifugd por 30 s a 10000 x g, se eliminé
el sobrenadante y se resuspendit el precipitado en lo que quedo de medio, el cual se sembré

en otra placa. Las placas se dejaron a 37°C toda la noche hasta la aparicion de las colonias.

2.5.3 Transformacién de A.tumefaciens competentes.

En primer [ugar se prepararon células de A. fumefaciens de la cepa GV3101
competentes. Para esto se realizé un cultivo de 4 mL en medio LB liquido con rifampicina 10
mg/L y gentamicina 50 mg/L en agitacidn durante 18 horas a 28°C (seccion 2.5.1). Este cultivo
fue vertido en 100 mL de LB con los mismos antibiéticos y se incub6 con agitacion hasta una
D.O.g00 de 0,5. Después, se mantuvo en hielo durante 10 min y se centrifugd a 3.000 x g por 20
min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en 1 mL de CaCl, 20 mM
estéril y frio. Finalmente, se separé en alicuotas de 100 L, las que se congelaron en nitrégeno

liquido para ser guardadas a -80°C hasta su utilizacién.

Para la transformacién, se descangeld en hielo una allcuota de 100 pL de las células de
A. tumefaciens competentes y se mezclaron con 500 ng del vector binario (pMDC32 y
pPMDC32/AS-Icyb2). Se dejé 20 min en hielo y se congelé en nitrégeno Iiquide durante 5 min.
Luego se descongeld a temperatura ambiente durante 15 min y la mezcla se incubd en 1 mL de

medio LB a 28°C durante toda la noche con agitacién.

Finalmente, frabajando en condiciones de esterilidad, se prepararon cuatro placas con
LB sélido y antibidticos (rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50mg/L, kanamicina 100 mg/L). En

dos de ellas por separado se sembraron 50 plL del cultivo de las células transformadas con el
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vector pMDG32 y pMDC32/AS-Icyb2. El resto de cada cultivo se centrifugd por 30 s a 8000 x g,

y se sembraron en las otras dos placas. Todas fueron incubadas en una estufa a 28°C por 48 h.

2.5.4 Transformacién transitoria de Nicotiana tabacum.

El dfa anterior a la agroinfiltracion se dejé creciendo una alicuota de los clones A2.1,
A22 y A2.3 que poseen la construccion pMDC32/AS-lcyb2 y el clon 2 de A.tumefaciens
transformada con pMDC32 (A2.C) en 5 mL de LB liquido con los antibi6ticos rifampicina (10
mg/L}), gentamicina (50mg/L) y kanamicina (100 mg/L), en agitacion por 18 h a 28°C. Ademds,
se preparé medio de infiltracion (MgCl, 26 mM, MES 10 mM, acetoseringona 200 pM, a pH
6,7). Al dia siguiente a cada cultivo de noche se le agregé LB liquido con antibidticos
(rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50mg/L y kanamicina 100 mg/lL) y acetoseringona 20 uM
hasta completar un volumen de 20 mL. Los cultivos se mantuvieron en agitacion a 28°C hasta
que alcanzaron una DCgy de 1, luego se centrifugaron a 5000 x g por 10 min, se eliminé el

sobrenadante y el precipitado se resuspendid en 20 mL de medio de infiltracion.

Para la infiltracién de las hojas de tabaco, se asperjaron las hojas para inducir la
apertura de los estomas, luego se tomé con una jeringa sin aguja el cultivo de bacterias en el
medio de infiltracion y la jeringa se presion6 contra el envés de la hoja induciendo Ia entrada de
la solucién a la hoja y finalmente se volvié a asperfjar con agua para eliminar el exceso de
A.tumefaciens. Después de tres dias se exirajo el RNA total (seccién 2.3.1) desde las hojas de
tabaco agroinfiltradas y también de una sin infiltrar (control negativo), con el objetivo de realizar
un RT-PCR para detectar el amplificado del fragmento de 589 pb del gen lcyb2 de D. carota

portado por la construccion pMDC32/lcyb2 que se estarfa expresando en las hojas de tabaco

2.5.5 Transformacion estable de Daucus carota.
La transformacion y la embriogénesis somética de zanahoria se basé en el protocolo
descrito por Chen y Punja (2002). Los clones de A. fumefacies A2.2 (transformada con la

construccion pMDC32/AS-lcyb2) y A2.C (transformada con el vector pMDC32, utilizado como
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control) se crecieron toda la noche en 5 mL de medio LB con antibiéticos (rifampicina 10 pg/mL,
gentamicina 50 pg/mL y kanamicina 100 mg/L). Luego, el medio de cultivo se centrifugé a 5000
x g por 10 min, se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 25 mL de medio
MS liquido con 0,8 mM de acetosiringona. Se incubd con agitacion por aproximadamente 3 h a

28°C, hasta una D.O.gg de 0,6.

Se cortaron segmentos de 1 cm de hipocotilo de D. carota silvestre y de la linea
silenciada para lcyb7 y se esterilizaron en hipoclorito de sodio al 20%. Los explantes, se
Incubaron por 10 min en agitacién en una placa Petri y se realizaron 2 lavados con agua
destilada estéril. Luego, en ambiente estéril se deposité el cultivo de A. fumefaciens en una
placa Petri y se co-incubd con los explantes de hipocotilo por 10 min, a éstos se les hicieron
pequefias heridas con un bisturl para facilitar la infeccién de A. fumefaciens. A continuacién, los
explantes se secaron en papel absorbente estéril, se depositaron en medio MS sélido y se
mantuvieron en oscuridad por 36 h. Luego, los explantes se lavaron con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de A. tumefaciens y se depositaron en nuevas placas con medio |,
compuesto de MS sélido con los antibidticos cefotaxime (300mg/L) para eliminar a A.
tumefaciens e higromicina (2mg/L) como agente de seleccion, ademéas de la auxina sintética
2,4D (1 mg/L) necesaria para la induccidn de ia embriogénesis somatica de D. carofa. Después
de 6 semanas en oscuridad, los explantes se pasaron al medio |l, compuesto por MS sélido con
cefotaxime (300 mg/L), higromicina (4 mg/L) y 2,4D {0,5 mg/L). Después de 8 semanas, con
fotoperiode de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, los explantes desarrollaron embriones en estado
inmaduro y se pasaron al medio lli, en que se aumenté la concentracién de higromicina a 8
mg/L, el cefotaxime se redujo a 150mg/L y se elimind la hormona 2,4D para favorecer la
maduracion de los embriones, generdndose plantulas. Luego de 4 semanas, las plantulas
generadas se pasaron a frascos con medio Ili donde elongaron y enraizaron. Después de 4
meses, se obtuvieron piantulas con raices apropiadas para su aclimatacion en tierra (mezcla
esterilizada y himeda de tierra de hoja y vermiculita en proporcién 3:1). Durante la aclimatacion

de las plantas, éstas se cubrieron con un vaso pléstico para conservar la alta humedad a la que
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fueron sometidas durante su cultivo in vifro. Se mantuvieron en un invernadero cerrado, con una
temperatura constante de 22°C y fotoperfodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. Luego de 2 semanas,

las plantas se comenzaron a destapar gradualmente.

2.5.6 Construccion de la curva de resistencia al antibiético higromicina, para D. carota.

Previo a la transformacion estable de zanahorias con la construccion generada para el
silenciamiento de leyb2, fue necesario establecer la concentracién de higromicina a la cual las

plantas silvestres de D. carofa son sensibles y no pueden desarroilar embiogénesis somatica.

Se cortaron explantes de 1 cm de hipocotilos de zanahorias silvestres y se esterilizaron
con hipoclorito de sodio (seccién 2.5.5), Los explantes se depositaron en placas de Petri con
medio MS soélido suplementado con 2,4D (1 mg/L) y distintas concentraciones de higromicina (2,
4, 8 y 10 mg/L). Se hicleron 2 placas para cada concentracién de antibittico evaluada y en cada
una se depositaron 8 explantes. Al cabo de un mes se contd el nimero de explantes que
presentaron desarrollo embriogénico y se construyé un gréfico de porcentaje de explantes con
desarrollo embriogénico respecto a la concentracidn de higromicina presente en el medio
(Figura 8). Posteriormente, se realizd una curva equivalente a partir de explantes de zanahorias
silvestres que ya hablan desarrollado tejido embriogénico luego de ser cultivados dos meses en
medio de induccion de embriogénesis somatica. Los explantes con desarrollo embriogénico
fueron traspasados a placas con MS sélido sin hormonas para favorecer la maduracién de los
embriones y con distintas concentraciones de higromicina (2, 4, 8 y 10 mg/L), después de un
mes se fraspasaron a frascos con MS sdlido sin hormonas, manteniendo la misma
concentracion del antibitico. Al cabo de un mes se procedid a contar el nimero de explantes

que genero plantulas a las distintas concentraciones de higromicina evaluadas.

2.5.7 Cultivo de Daucus carota en medio hidropodnico.

En este seminario de titulo se emplearon dos métodos para el cultivo de zanahorias. El

primero de elios mencionado en la seccidn 2.5.5, en que las plantas fueron generadas in vitro y
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luego traspasadas a tierra y el segundo correspondid al cultivo hidropénico. ElI medio
hidropénico utilizado fue una solucidn nutritiva con las concentraciones de macro y
micronutrientes descritos por Gibeaut D. y col. (1997). Esta fue preparada inicialmente a una
concentracion 100X a pH 5.0 conteniendo KNO; 125 mM, Ca(NOs),*4H,O 150 mM,
MgS0O,*7H,0 75 mM, KH,PO, 50 mM, KCI 5 mM, H3;BO35 mM, MnSO, 1 mM, ZnSO,*7H,0 200

KM, CuS0O,4150 uM, Na,05Si 10 mM y Fe quelado en DTPA 10 mM.

Para montar el sistema de raiz flotante hidropénica, se utilizaron cajas de plastico de
15x20x10 cm con tapa, que fueron forradas con bolsa de basura negra para mantener la
oscuridad en la zona en que se desarrollaron las raices de las zanahorias. En las tapas se les
hicieron 6 orificios en los que se introdujo un trozo de lana de roca, que fue humedecida con
medio hidropénico 1X y sobre ésta se deposité una semilla de D. carota var. Nantes adquirida
comercialmente. Se agregd medio hidropénico 1X a las cajas hasta cubrir la lana de roca y se

mantuvo este nivel adicionando semanalmente medio de cultivo a las cajas (Figura 6).

C——— Zanahoria
Tapa —— NN
— Lana de roca
Medio =
hidropénico
| ¢ Recipiente > r A
opaco - VN A

Figura 6: Cultivo de zanahorias en medio hidropénico. A. Representacién squemética de los
componentes del sistema de cultivo hidropénico de raiz flotante. B. Fotografia de una zanahoria cultivada
en medio hidropénico.
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificacion de los transcritos de los genes carotenogénicos lcyb1 y Icyb2 en las

hojas y la raiz modificada de D. carofa.

Después de sembrar las semillas de D. carofa en el sisterna hidrop6nico (seccién 2.5.7),
se siguid el curso del desarrollo de las plantas durante 3 meses. Tras 4 semanas, se obtuvieron
plantas jovenes inmaduras, en las cuales aln no se aprecid el engrosamiento de fa rafz
modificada. Estas piantas alcanzaron una longitud premedio de 14 cm (10 cm correspondieron
a tallo-hojas y 4 ¢m a raiz). La raiz de 4 semanas, en la regién que se desarrolld sobre la lana
de roca y expuesta a la luz presentd una coloracién purpura, mientras que la que permanecio
en oscuridad presentd una coloracién amarifla-blanquecina (Figura 7 A y B). Al cabo de 12
semanas creciendo en medio hidropénico, se obtuvieron plantas de zanahoria adulta, en las
cuales la raiz modificada alcanza su desarrollo maduro, presentado elevados niveles de
carotenoides (Stange y col., 2008) y una coloracién naranja. Estas plantas alcanzaron una
longitud promedio de 53 cm, con un tallo-hojas de 44 cm y una raiz modificada de 9 cm (Figura

7CyD).

Se tomaron grupos de 3 plantas de zanahorias de cada estadio (cada grupo
correspondié a una réplica biolégica) y se procedi6 a extraer el RNA de las hojas y de la raiz,
especificamente de la zona que se desarrolid en la oscuridad. Luego de evaluar la integridad y
calidad del RNA extraido, se realiz6 ia sintesis de ¢cDNA y la amplificacion por PCR de un
fragmento del gen 78S, Para todas las muestras se obtuvo la banda del tamafio esperado y de
una intensidad similar (Figura 8), por lo que los cDNA eran de la calidad adecuada para realizar

los ensayos de RT-PCR cuantitativo.
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Figura 7: Plantas de D.carota variedad Nantes de 4 y 12 semanas de desarrollo cultivadas en medio
hidropénico. A) Zanahoria de 4 semanas de desarrollo. B) Raiz de la zanahoria de 4 semanas de
desarrollo C) Zanahoria de 12 semanas de desarrollo D) Raiz de la zanahoria de 12 semanas de
desarrollo. Con una flecha se indica la region de la raiz que se escogié para hacer las extracciones del
RNA.

Hojas Raices
PM 41 42 43 441 42 4.3 C+ C- SIRT
188
2ooL . - sy . (196 pb)
PM 121 122 123 121 122 123 C+ C- SIRT
188
200 - PP " (196 pb)

Figura 8: RT-PCR del gen 78S para probar la calidad del cDNA sintetizado a partir del RNA de las
zanahorias de 4 y 12 semanas. PM: 5 plL de marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas). 4.1,
4.2y 4.3: 8 pL del producto de PCR amplificando cDNA de las hojas y las raices de 3 réplicas bioldgicas
para las zanahorias de 4 semanas. 12.1, 12.2 y 12.3: 8 pL del producto de PCR amplificando cDNA de las
hojas y las raices de 3 réplicas biolégicas para las zanahorias de 12 semanas. C+: control positivo de la
reaccion realizada con DNA de D.carota silvestre. C-: control negativo de la reaccion realizada sin DNA.
S/RT: Control del RT-PCR en el que, como molde se utiliz6 RNA tratado con DNAsa | (Fermentas). En
esta figura se puede observar que se obtuvo el amplificado del tamafio esperado (196 pb) en todas las
muestras evaluadas. Geles de agarosa al 1,5%, tefiidos con bromuro de etidio y corridos por 40 min a
100+/-1 V.
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Para analizar los datos del RT-PCR cuantitativo, en primer lugar fue necesario
establecer la eficiencia de los partidores que serfan utilizados. Las eficiencias de los partidores
para lcyb1 y 18S se determinaron con anterioridad en el laboratorio y son de 82% y 96%
respectivamente (Fuentes, 2009 y Flores, 2010). En este seminario de titulo se determiné que la
eficiencia de los partidores para leyb2 (F-leyb2q y R-lcyb2q, Tabla 1) es de 100% (datos no

mostrados).

Luego, se realizaron los experimentos de PCR en tiempo real para cuantificar la
abundancia relativa de los RNAs mensajeros de los genes lcyb1 y Icyb2 en cada tejido (hoja y

rafz} en los dos estados de desarrollo estudiados {4y 12 semanas).

Al analizar las curvas de disociacién para los genes /cyb1, lcyb2 y 18S se observé un
Unico y agudo pico (datos no mostrados), evidenciando una amplificacién especifica de los

genes objetivos.

La Figura 9 muestra Ios resultados del ensayo de qRT-PCR para determinar Ia
expresion de los genes fcyb? y lcyb2 en plantas de zanahorias silvestres. Se observa que en las
zanahorias de 4 semanas, existe un nivel de mRNA de Icyb1 2,8 veces mayor en las hojas que
en la ralz modificada, mientras que la acumulacisn del mRNA de leyb2 no fue significativamente
diferente en las hojas respecto a las raices (Figura 8.A). Por otra parte en las zanahorias de 12
semanas se observaron diferencias significativas en la acumulacién de ambos mRNAs en las
hojas y las raices, para lcyb1 se cuantifics 1 .9 veces méas mRNA en las hojas que en las ralces,

mientras que para Icyb?2 fue 2,8 veces mayor en las raices que en las hojas (Figura 9.B).
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Figura 9: Niveles de mRNA de leyb1y Icyb2 en las hojas versus las raices de D. carota. El calibrador
utilizado en cada gréafico corresponde al promedio de los valores de Ct de cada gen en las hojas y las
raices en zanahorias de 4 y 12 semanas (A y B respectivamente). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los niveles de expresion de cada gen entre los dos tejidos, determinadas por el test de
T no-pareado con correccién de Welch (p < 0.05). *** = extremadamente significante (p < 0,001), ** = muy
significante (0,001 < p < 0,01) y * = significante (0,01 < p < 0,05).

3.2 Construccién del vector PMDC32/AS-Icyb2

3.2.1 Clonacién de un fragmento de Icyb2 en el vector de entrada pCR8®.

Con el objetivo de amplificar una region del cDNA de /cyb2 para ser usado en la
estrategia de silenciamiento, se extrajo el RNA total desde las hojas de D.carota silvestre como

se describié en la seccién 2.3.1. Después de evaluar la pureza e integridad del RNA (seccién
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B 2.3.2), se realizé una transcripcion reversa (RT) y se obtuvieron los cDNAs de hebra simple
complementarios a los mRNAs de la muestra utilizada (seccion 2.3.3). Para probar la calidad
-del eDNA sintetizado, se realizé un PCR utilizando partidores que amplifican- un fragmento de
196 pb de la subunidad ribosomal 78S (datos no mostrados). Una vez confirmado esto, se
procedit con la amplificacién del fragmento de 589 pb del gen leyb2 (seccion 2.4.2.1), para lo
cual fue necesario optimizar las condiciones de PCR, especificamente |a temperatura de

apareamiento de los partidores (seccion 2.3.3.2) -

A todas las temperaturas evaluadas, se obtuvo un producto de PCR del tamafo
esperado (589.pb) y sin ampiificados inespecificos (datos no mostrados). Sélo para tener mayor
certeza de que la amplificacion del fragmento de interés de feyb2 se hiciera en forma especifica,
se escogid la-mayor temperatura de apareamiento de los partidores (56°C) y ésta se utilizd

durante el desarrollo de este seminario de titulo.

En un comienzo no se contaba con el vector de entrada pCR8?, por lo que se utilizd el
sisterna pGEM-T (Promega), para clonar el fragmento de 589 pb del gen leyb2 de D.carota
amplificado por RT-PCR (seccion 2.3.3.2). Se utilizé el DNA plasmidial de un clon pGEM-
T/icyb2 como molde para un PCR en el que se amplifico el fragmento de 589 pb el cual fue

clonado en el vector de entrada pCR8® {seccitn 2.4.2.2), como se muestra en Ia Figura 10.

Posteriormente, se transformaron células competentes de E.coli cepa DH5a y las
colonias fueron seleccionadas en medio LB con el antibidtico de seleccion espectinomicina

(seccion 2.5.2 y Tabla 2).
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Figura 10: Esquema de la clonacién del fragmento del gen /cyb2 en el vector pPCR8/GW/TOPO. E|
fragmento de 589 pb del gen leyb2 de Daucus carota amplificado por PCR a partir del DNA plasmidial de
PGEM-T/lcyb2, fue ligado al vector pCR8/GW/TOPO para generar el vector pCR8/Icyb2.

3.2.2 Analisis de la construccién pPCR8/Icyb2

De las colonias que crecieron en el medio de seleccion, se escogieron 18 al azar y se
sometieron al primer analisis, que fue un PCR directo de colonias (seccion 2.3.4). En la Figura
11, se puede apreciar que se obtuvo un amplificado del tamafio esperado (589 pb) en 14 de los

18 clones analizados y no en el control negativo.
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Colonias PCR8-1 a PCR8-18

PM

Figura 11: PCR de colonias de E.cofi transformadas con el vector pCRé&/lcyb2. PM: 5 pL de marcador
de peso molecular de 1kb (Fermentas), Carril 2 al 9: 10 L del producto de PCR para las colonias 1 a la 18
de ia clonacion pCR8flcyb2. G-; 10 uL del control negativo de Ia reaccion realizada sin DNA, La flecha
muestra el amplificado de 589 pb del gen lcyb2. Gel de agarosa al 1%, corrido por30 mina 111+~ 1 V.

De los clones que resultaron positivos por el analisis de PCR, se escogieron 3 y se
extrajo su DNA plasmidial mediante una minipreparacion (seccion 23.5). Estos DNAs, se
utilizaron para un segundo analisis, que consistid en una digestion doble con las enzimas HpA |
+ Neo | (seccion 2.3.8), Con esta digestién, se confirmé que los clones poseen el fragmento de
interés del gen /cyb2 y se pudo determinar en que orientacién se produjo la insercién de este
fragmento en el vector pCR8%GW/TOPO®TA. En la Figura 12.A, se muestran los fragmentos
esperados para una digestion en sentido o anfisentido del fragmento respecto a los sitios de
recombinacion attl. Al digerir los clones PCR8-3 y PCR8-5 se liber6 un fragmento de 617 pb,
mientras que al digerir e! de PCR8-9 se liberd uno de 330 pb (Figura 12.B). Esto indica que los
clones PCR8-3 y PCR8-5 poseen el fragmento de /cyb2 en sentido, mientras que PCR8-9 en
antisentido (Figura 12.A), que es la orientacién deseada para los propdsitos de generar el vector

que permita silenciar el gen fcyb2, por lo que fue escogido para seguir con el procedimiento.
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Figura 12: Digestién doble del vector PCR8/Icyb2 con las enzimas Hpal y Ncol. A) Esquema de la
digestion en donde se indica el tamafio de los fragmentos liberados dependiendo de la direccién en que se
produce la clonacién del fragmento de 589 pb del gen lcyb2. B) Los carriles 1, 2 y 3 muestran la digestion
del DNA plasmidial de los clones PCR8-3, 5y 9 respectivamente. En los dos primeros se liberé una banda
de 617 pb indicando que el fragmento de interés se cloné en sentido con respecto a las regiones de
recombinacion attL1 y attL2, mientras que para el clon PCR8 9 se liberé un fragmento de 330 pb indicando
que la clonacién ocurrié en antisentido. Gel de agarosa al 1%, con bromuro de etidio, corrido por 30 min a
110+/-1 V. Carril 4: marcador de peso molecular (PM) de 1 kb (Fermentas) *Con fines explicativos se
represento al vector pCR8/Icyb2 en forma lineal.
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3.2.3 Recombinacién con el vector PMDC32/AS-Icyb2

El fragmento de lcyb2 fue clonado en el vector de destinacion pMDC32 mediante
recombinacion. Para aumentar la eficiencia de la recombinacion, ésta se realizé con el vector de
entrada linealizado. Para esto se hizo una extraccién del DNA plasmidial de PCR8-9 por
minipreparacion (seccién 2.3.5) y se digiri6 con la enzima de restriccién Xba | (seccion 2.3.6),
que por tener un sélo sitio de corte en el vector pCR8/Icyb2, permite linealizarlo (datos no
mostrados). La banda correspondiente al vector lineal se purifico desde el gel de agarosa
(seccién 2.3.7) y se recombiné con el vector de destinacién pMDC32 (seccién 2.4.2.3),

obteniéndose la construccion PMDC32/AS-Icyb2 (Figura 13)

Vector de entrada
pCR8/Icyb2 antisentido

3406 pb Xbal(1514)
lﬁl=é=_=_ﬁ\
\
EcoRI(y) ‘urmlmdor nes
fibal attB2
2X358 | SRR leyb2

ZcoRI(828)

Higromicina R attB1

pMDC32

2X35S8
11752 pb L8

pMDC32/AS-Icyb2
10621 pb

Kanamicina R

Vector de destinacion origen pBR322

pvs1

Vector final

Figura 13: Esquema de la recombinacién del vector de entrada PCR8-9 con el vector de destinacién
PMDC32, para generar el vector PMDC32/AS-Icyb2. La recombinacién ocurre entre las secuencias attL1
y attL2 del vector PCR8-9 con las attR1 y attR2 del vector pMDC32, generando el vector final pMDC32/AS-
leyb2, que contiene el fragmento de 589 pb del gen lcyb2 en orientacién antisentido con respecto al
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Después de realizar 4a reaccion de recombinacion se transformaron bacterias
competentes de E.colf cepa DH5a medianteshock termico. Crecieron 2 colonias en el medio de

seleccion LB con kanamicina (100 mg/L} las.cuales se denominaron MC1 y-MC2.

3.2.4 Andlisis de la construccidn PMDC32/AS-Icyb2

El primer analisis realizado con.estas colonias, fug um PCR directo de colonias (seccion
2.3.4). En la Figura 14.A se observa que se obfuvo un amplificadoe del tamafio esperado (589
pb) para ambos clones analizados, mientras que en el control negativo, en que la reaccion se
realizd sin DNA no se detecté ningn amplificado. Esto indica que ambos clones poseen el

vector pMDC32 con el fragmento de 589 pb del gen fcyb2,

Para asegurar que efectivamente los clones poseen el inserto clonado, se realizé una
digestién enzimatica con Xbal del DNA plasmidial de los clones MC1 y MC2 (seccion 2.3.6). El
vector pMDC32 tiene fres sitios de corte para la enzima Xbal, mieniras que el vector
PMDC32/AS-Icyb?2 tiene dos sitios de corte. De esta manera, se espera que al digerir pMDC32
se liberen fres fragmentos. de 836, 946 y 9970 pb, mientras que al digerir pMDC3/AS-Icyb2 se

liberen dos fragmentos, uno de 800 y otro de 8821 pb (Figura 14.C).

Al digerir el DNA plasmidial de MC1 y MC2, se liberaron dos bandas del tamario
esperado para pMDC32/AS-lcyb2, confirmando que poseen el vector con el fragmento de

interés de feyb2 (Figura 14.B).
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Figura 14: PCR y anilisis de restriccién de los clones pMDC32/AS-Ilcyb2. A) PCR de las colonias.
MC1 y MC2: 10 pL del producto de PCR para los clones MC1 y MC2 respectivamente. C-: 10 uL del
control negativo de la reaccién realizada sin DNA. Con una flecha se indica el fragmento amplificado de
589 pb del gen leyb2 de Daucus carota. B) Digestion simple con la enzima Xba I. Xba |: 10 pL de DNA
plasmidial del clon MC1 y MC2 digerido con Xba . S/D: DNA plasmidial de los clones MC1 y MC2 sin
digerir. PM: 5 uL de marcador de peso molecular de 1kb (Fermentas). Geles de agarosa al 1%, con
bromuro de etidio, corridos por 45 min a 100+/-1 V. C) Esquema de la digestién. El vector pMDC32/AS-
lcyb2 tiene 2 sitios de corte para la enzima de restriccién Xba | (posiciones 290 y 1090), por lo que al ser
digerido se liberaran dos fragmentos uno de 800 y otro de 9821 pb. El vector pMDC32 posee 3 sitios de
corte para Xba | (posiciones 290,1126 y 2072), por lo que se liberaran 3 fragmentos de: 836, 946 y 9970
pb. Con fines explicativos se representé a los vectores pMDC32/AS-Icyb2 y pMDC32 en forma lineal.
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Finalmente, el clon MC2 fue secuenciado utilizando el partidor F-lcyb2 GATE (Tabla 1),

obteniéndose una secuencia de 850 bases. Empleando la herramienta BLAST del servidor

NCBI (hitp://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cqi) se deferminé que dicha secuencia posee un 97%

de identidad con la del cDNA de foyb2 de D.carota subsp sativus [DQ192181], en la regién que
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abarca desde la base 6 a la 554 de la secuencia del clon MC2 (Figura 15).

Figura 15: Andlisis de la secuencia del vector pMDC32/AS-icyb2 del clon MC2. Utilizando la
herramienta BLAST del servidor NCBI se determiné que la secuencia oblenida de la secuenciacitn del
clon MC2 con el partidor F-lcyb2 GATE (ver Tabla 1) (Query), posee un 97% de identidad con la secuencia
del cDNA completo de fcyb2 [DQ192190] de D.carota subsp salivus (Sbjct).
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Ademas, al alinear la.secuencia de este clon y la secuencia del vector pMDC32

(utilizando el servidor ClustalW2, htip://www.ebl.ac.uk/Tools/clustaiw?/index.html), se verifico

una vez mas que el fragmento de lcyb2 se encontraba -clonado en antisentido respecto al

promotor, o cual es indispensable para generar el SGPT en-las plantas iransgénicas

3.3 Evaluacién de la funcionalidad de Ja construccion pMDC32/AS-leyb2.

Luego se wevalud si Ila construccion pMDC32/AS-lcyb2 era  funcional
transcripcionalmente. Para esto se transformaron transitoriamente hojas de N. tabacum,
mediante A.fumefaciens con la construccion pMDC32/AS-lcyb2 (secclon 2.54) vy luego se

realizé un RT-PCR para evaluar la expresion de dicha construccion en las hojas de tabaco.

Se transformaron células competentes de A.fumefaciens cepa GV3101 con la
construccion pMDC32/AS-lcyb2 (seccidn 2.5.3), con el DNA plasmidial de los clones MC1 y
MC2. Después de dos dias en todas las placas se cbservaron colonias de A.fumefaciens, que
se denominaron AC1 o AC2 dependiendo si se transformd con DNA plasmidial proveniente del
clon MC1 o MC2, respectivamente. Se analizaron 5 colonias de cada placa por PCR directo de
colonias, con los partidores F-lcyb2 GATE y R-lcyb2 GATE (Tabla 1), gue permiten amplificar el
fragmento de 588 pb del gen loyb2. Para todos los clones analizados se cbtuvo el amplifiado
del tamafio esperado (datos no mostrados), lo que indica que todos poseen la construccion
pMDC32/AS-Ilcyb2. Ademas para tener un control de la infiltracion, se transformod A.fumefaciens
con el vector pMDC32 sin el inserto de feyb2 y las colonias crecidas en el medio de seleccion se
evaluaron por PCR directo de colonias utilizando los partidores F-Hiiq y R-Hig (Tabla 1), que
permiten amplificar un fragmento de 163 pb del gen hpf que confiere resistencia a higromicina y
que es portado por el vector pMDC32. De este modo se seleccionaron los clones de A.

tumefaciens positivos para este vector (datos no mostrados).

Se escogieron los clones AC2.1, AC22 y AC2.3 que poseen la construccién
pMDC32/AS-Icyb2 y el clon A2.C de A.tumefaciens transformada con pMDC32, para

transformar en forma fransitoria hojas de tabaco. Después de agroinflitrar las hojas (seccion
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2.5.4), las plantas se defaron 3 dias en el invernadero y luego se extrajo RNA fotal desde las
hojas agroinfiltradas y de una sin infiltrar (seccién 2.3.1). Para evaluar la integridad del RNA
extraido se realizo una electroforesis en gel de agarosa en condiciones denaturantes, cargando
en todos los casos 1 ug del RNA extraldo (seccion 2.3.2). De esta forma se comprobd que
todos los RNAs se encontraban integros mostrando las bandas carcteristicas del RNA

ribosomal (datos no mostrados).

Con estos RNAs se llevo a cabo [a reaccion de transcripcion reversa (RT). Para evaluar
la calidad del cDNA sintetizado se realizé un PCR para amplificar un fragmento de 196 pb de Ia
subunidad ribosomal 18S. En la Figura 16 se observa el amplificado del tamafic esperado para
el gen 78S en las § muestras analizadas. |.uego, se realizé un PCR para amplificar el fragmento
especifico del gen leyb2 de D.carota. El producto especifico de 589 pb se obtuvo tinicamente en
los casos en que se utilizé como molde el cDNA proveniente del tejido de tabaco infiltrado con
A.tumefaciens transformado con el vector pMDC32/AS-lcyb2 (2.1, 2.2 y 2.3). No se obtuvo el
producto especifico al utilizar cDNA de! tejido infiltrado con el vector pMDC32 que no posee el
fragmento del gen fcyb2 (2.C) o cDNA del tejido de hoja de tabaco sin transformar (wt) (Figura
16). Asl se demosird que los partidores utilizados son especificos para loyb2 de D.carota, ya
que no hay amplificado en el tabaco silvestre ni en el infilirado con el vector pMDC32. En la
misma figura se puede observar que no se obtuvo amplificado en los controles de la reaccion
realizada sin transcripcién reversa (S/RT), por lo que el amplificado obtenido en las muestras
evaluadas proviene del cDNA sintetizado a partir del mRNA gque se est& trascribiendo en el
tejido de tabaco y no del DNA remanente que podria haber quedado de fa extraccion de RNA.
Estos resultados en conjunto indican que la construccién pMDC32/AS-lcyb2 es
transcripcionalmente funcional y por lo tanto fue utilizada para transformar zanahorias en forma

estable.
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Figura 16: Analisis de expresion mediante RT-PCR de los genes Icyb2 y 78S en las hojas de tabaco
fransformadas transitoriamente con la construccion pMDC32/AS-Icyb2 mediante RT-PCR. 2.1, 2.2 y
2.3: 8 pL del productc de PCR amplificando el ¢cDNA de las hojas Infiltradas con los clones de
A.lumefaciens AC2.1, AC2.2 y AC2.3 portando la construccion pMDC32/AS-lcyb2, 2.C y wt: 8 uL de!
producto de PCR amplificando el cDNA de una hoja infilirada con el clon A2.C portande el vector pMDC32
y de una hoja sin Infiltrar, respectivamente. S/RT: control del RT-PCR usando RNA como molde para el
PCR. C+: control positivo de la reaccién realizada con ¢cDNA de D.carofa silvestre. C- : control negativo de
la reaccion realizada sin DNA. PM: 5 gl de marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas). Geles de
agarosa al 1,5%, tefiidos con bromuro de efidic y corridos por 40 min a 100+/- 1 V.

3.4 Obtencién de las plantas transgénicas de D.carofa que poseen las construcciones

para el silenciamiento de Ios genes Icyb? y fcyb2,

3.4.1 Establecimiento de Ia curva de resistencia a higromicina en D. carota.

Antes de transformar los explantes de zanahoria y someterlos a embriogénesis
somatica para lograr su transformacién estable, se determinaron las concentraciones de
higromicina que permitieran el desarrollo embriogénico Unicamente de los explantes
transformados y no de los silvestres (seccién 2.5.8). Primero, se construyd una curva de
resistencia a higromicina utilizando segmentos de hipocotilos de zanahorias silvestres y con
ésta se determind la concentracién minima de higromicina en la que los explantes de las
plantas silvestres no originan tejfido embriogénica. Después de treinta dias en medio con 2,4-D,
se observd gue en ausencia de higromicina todos los explantes presentaron desarrollo
embriogénico y cuando la concentracién de higromicina fue de 2, 4, 8 y 10 mg/L el nimero de
explantes que se desarrolld disminuyé en promedio a 75%, 63%, 25% y 25% respectivamente

(Figura 17). Con este experimento se determind que la concentracion de 2 mg/L de higromicina
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es suficiente para seleccionar el tejido transgénico en la primera etapa de la embriogénesis
somatica (Medio |). Para aumentar la presion selectiva, la concentracion de higromicina se

duplicé en las etapas posteriores (4 mg/L en Medio Il y 8 mg/L en Medio Ill. Seccidn 2.5.5)

Curva de resistencia a higromicina
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Figura 17: Curva de resistencia a higromicina para plantas de zanahorias silvestres. Representacion
grafica del porcentaje promedio de explantes con desarrollo embrionario versus la concentracion de
higromicina presente en el medio.

Luego, se realizd una curva equivalente a partir de los explantes que ya habian
desarrollado tejido embriogénico. Estos explantes se pusieron en medio MS sin hormonas, para
favorecer la maduracion de los embriones y generar las plantulas. Para todas las
concentraciones de antibidtico evaluadas (2, 4, 8 y 10 mg/L) la generacion de las plantulas se
retraz6, quedando la mayoria de los explantes en la etapa de embriones. Por el contrario, en el

medio de cultivo sin higromicina, si se generaron plantulas (Figura 18).

Figura 18: Efecto del antibiético higromicina en el desarrollo de plantulas de zanahorias silvestres.
A. Explantes de zanahorias silvestres después de un mes en medio MS sin hormona 2,4 D generan
plantulas. B. Explantes de zanahorias silvestres después de un mes en medio MS sin hormona 2,4 D y con
una concentracion de 4 mg/L de higromicina no son capaces de generar plantulas y se encuentran adn en
etapa embriogénica.
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3.4.2 Transformacidn estable de D.carota silvestre y de una linea transgénica silenciada

para el gen Ilcyb1.

Con las construcciones pMDC32/AS-lcyb2 y pMDC32, se iransformaron los explanies
de las zanaharias silvestres y de una linea transgénica- silenciada para /cyb? (transiormada con
el vector pBIN19/AS-lcyb1), los cuales fueron posteriormente sometidos a embriogénesis
somatica para generar las plantas transgénicas (seccidon 2.5.5). En la Figura 19 se muestran los
explantes em las distintas etapas del procedimiento. En la Figura 19.A se presentan los
explantes de los hipicotilos de zanahoria silvestres recién transformados con el clon A2.C
(A.tumefaciens transformada con pMDC32). En la Figura 19.B se aprecia el engrosamiento del
diametro de los explantes después de un mes de cultivo in vitro, lo que refleja la accidn de
A.tumefaciens y de la hormona 2,4 D induciora de-la embriogénesis. Por su parte, en 1a Figura
19.C se observa la generacion de los embriones en estado globular sobre el explante inicial,
ademas de algunos embriones con cotifedones que comienzan a elongar. Finalmente, en la
Figura 19.D se presentan los cotiledones elongados y la formacion de las plantulas
folosintéticamente activas. Después, las plantulas se pasaron a frascos con MS-agar sin
hormonas para su enraizamiento-y finalmenie se llego a la etapa de aclimatacion en. la tierra
para mantenerlas en condiciones normales de eultivo en el invernadero con un foto-periodo de
16 h luz y 8 h oscuridad a 22°C (Figura 19.F). Asi, se generarcn las plantulas de zanahorias
silvestres sin transformar y transformadas con los vectores pMDC32/AS-Icyb2 y pMDC32.
También se propagé la linea silenciada para lcyb?-y se generaron las plantulas de esta linea
transformada con los vectores pMDC32/AS-Icyb2 y pMDC32. Por problemas can el incubador
del invernadero, se contaminaron varios de estos cullivos y sdlo se pudieron rescatar y pasar a
tierra trece plantas silvestres transformadas con el vector pMDC32 (wt-pMDC32) y once plantas
generadas de la transformacién de la linea silenciada para fcyb7 con el vector pMDC32/AS-
leyb2 (AS-lcyb1/2), plantas doble silenciadas. De estas veinficuatro lineas transgénicas

sobrevivieron a la aclimatacion ocho lineas wi-pMDC32 y tres lineas AS-lcyb1/2.
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A. Dia 0 en Medio | B. Medio Il

E. Dos meses en tierra

C. Un mes en Medio lll D. Dos meses en Medio llI
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Figura 19: Embriogénesis somatica de la transformaciéon de D. carota silvestre y de la linea
transgénica silenciada para Icyb7 con los vectores binarios pPMDC32 y pMDC32/AS-Ilcyb2. A. Los
explantes luego de la transformaciéon con A. tumefaciens puestos en el medio de induccién de los
embriones (Medio 1) en presencia de la hormona 2,4 D 1 mg/L y del agente de seleccién higromicina 2
mg/L. En este medio se mantuvieron por seis semanas y luego se cambiaron al Medio Il. B. Los embriones
en Medio I, compuesto de MS-agar con 0,5 mg/L de 2,4 D y 4 mg/L de higromicina, después de un mes ya
se observa un claro desarrolio de tejido pre-embriogénico. C y D. Las plantulas de zanahoria en Medio |l
compuesto de MS-agar sin hormonas y con 8 mg/L de higromicina, aqui se observa la maduracién de los
embriones, elongacién de los cotiledones y generacién de pequefias plantulas. D. Las plantas de
zanahoria pasadas a tierra, ésta fotografia corresponde a una planta silvestre transformada con el vector
pMDC32 (control).

Ademas de la mayor sobrevivencia de las lineas control (wt-pMDC32) en comparacion
con las lineas doble transformantes (AS-lcyb1/2), se observaron drésticas diferencias en sus
fenotipos. Las lineas doble transformantes tuvieron un crecimiento y desarrollo de la raiz
modificada reducidos en comparacién con las lineas control. Las hojas de las lineas doble
transformantes presentaron una pigmentacién amarilla en sus bordes mientras que las plantas
control presentaron una coloracion verde y homogénea como la de una planta silvestre. Es
interesante hacer notar que las plantas silenciadas unicamente para el gen lcyb1, presentaron
un fenotipo similar a la de las plantas control, lo que alude a la importancia del gen /cyb2 en el

fenotipo obtenido. En la Figura 20 se muestra el fenotipo de las tres lineas doble transformantes
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que sobrevivieron a la aclimatacion y de tres lineas control que fueron escogidas al azar para el

posterior analisis molecular (seccién 3.4.3).

e, N & 0, & 05cm
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Figura 20: Fenotipo de las lineas transformantes de D.carofa. A), B) y C): Fotografias de las plantas
silvestres que fueron transformadas con el vector pMDC32, utilizadas como control de |a transformacion y
denominadas lineas pMDC32 1, 3 y 7 respectivamente. D), E) y F): Fotografias de las plantas
transgénicas silenciadas para fcyb1 (portando la construccién pBIN19/AS-lcyb1), que fueron transformadas
con la construccién para silenciar lcyb2 (PMDC32/AS-Icyb2), denominadas lineas doble transformantes 1,
3 y 4 respectivamente. G), H) e I): Ampliacién de la imagen de las hojas de las plantas doble
transformantes 1, 3 y 4 respectivamente. Todas las plantas tienen 3 meses en tierra.

3.4.3 Analisis molecular de las lineas transgénicas de D.carota con la construccion

PMDC32/AS-Icyb2 y PBIN19/AS-Icyb1

Para confirmar la insercién y expresion de la construccién pPMDC32/AS-Icyb2 para el
SGPT del gen /cyb2 en el genoma de las plantas transformadas con este vector, se extrajo el

RNA de las hojas de las zanahorias obtenidas a través de la embriogénesis somética (seccion
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25.5.). Con este RNA se realizé una transcripeién reversa (seccién 2.3.3.1) v el cDNA
sintetizado se us6 como molde para realizar un PCR con los partidores para el gen hpf (F-Hig y
R-Hig, Tabla 1), que conflere resistencia a higromicina y es portado por la construccian
PMDC32/AS-Icyb2. Ademas, en el caso en que se transformaron las plantas de [a linea
‘transgenica silenciada para leyb? (que posee la construccion PBIN19/AS-lcyb1), este cDNA se
utilizd como molde para realizar un PCR para el gen npilf (F-nptll y R-nptll, Tabla 1 ), que

RS _ confiere resistencia a kanamicina y es portado por la construccian pPBIN19/AS-lcybi.

- e — - =

- Como se muestra en la-Figura 21.A, mediante el RT-PCR para el gen 78S se obtuvo la
banda del tamafio esperado de 196 pb en las ocho muestras apalizadas, evidenciando la
integridad del cDNA sintetizado. En la Figura 21.B se puede observar que se obtuvo un
amplificado del tamafio esperado de 163 pb para el gen hpt en las seis lineas analizadas (tres
transformadas con el vector pMDC32/AS-Icyb2 y tres con el vector pMDC32) por o que las
plantas analizadas son transgénicas para !a construccidn para el SGPT de Icyb2 o para el
vector pMDC32 utilizado como control de la transformacion. En Ia Figura 21.C se puede
apreciar que se obtuvo el amplificado del tamafio esperado de 650 pb para el gen nptll en las
tres lineas silenciadas para loyb 1 y transformadas con el vector pMDC32/AS-lcyb2, confirmando
que éstas también son transgénicas para la construceién PBIN1S/AS-Icyb1. Como se esperaba
también se obtuvo el amplificado para el gen npt!f en la planta silenciada para lcyb? y no en las
lineas silvestres fransformadas con el vector pMDC32 ni en la planta de zanahoria silvestre sin

- - transformar. En ninguno de los controles sin transcripcién reversa (S/RT) se obtuvo amplificado,

& I

:"Eor lo que las bandas obtenidas para las muestras en los tres RT-PCR realizados provienen dsl
¢DNA sintetizado a partir del mRNA que se esta trascribiendo en las hojas de las plantas

analizadas.
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AS-tcyb1i2 wt-pMDC32 AS
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Figura 21; Analisis de la expresién de los genes 188, hpt y nptif en las hojas de las zanahorias
transformadas con Ia construccion pMDC32/AS-Icyb2 y pMDC32 mediante RT-PCR. AS-fcyb1/2 L1,
L3 y L4: cDNA de las hojas de zanahorias silenciadas para Joyb7 que fueron transformadas con la
construccion pMDC32/lcyb2, wi-pMDC32 L1, L3 y L7: ¢cDNA de las hojas de zanahorias silvestres que
fueron transformadas con el vector pMDC32. wt: cDNA de las hojas de las’ zanahorias silvestres. AS-
leyb1: cDNA de las hojas de la zanahoria transgénica silenciada para fcyb1. SIRT: control del RT-PCR en
que se utilizé RNA como molde para el PCR. C-: control hegativo de la reaccién realizada sin DNA. C+:
control positiva de Ja reaccion realizada con DNA plasmidial del clon MC2. A, B y C: RT-PCR de los genes
185, hpty nptil respectivamente. PM: 5 yL de marcador de pesa molecular de 100 pb (en Ay B)yde 1 kb
{en C), ambos de Fermentas. Geles de agarosa al 1,5% fefiidos con GelRed™ de Biotium (A y B) v con
bromuro de etidio (C), corridos por 50 min a 80 +/- 1 V.

Adicionalmente, mediante RT-PCR en tiempo real se determing el nivel de expresion de
feyb2 en las hojas de las lineas transgénicas generadas y se compard con el encontrado en una
planta silvestre (seccidn 2.3.9.2). El analisis estadistico indicd que las dos lineas control
analizadas (PMDC32-L1 y L 2) no presentaron diferencias significativas en Ia expresion de leyb2
con respecto a la planta silvestre. Por el contrario, las lineas doble silenciadas (AS-lcyb1/2-11,

L3 y L4) presentaron menor nivel de mRNA de /cyb2 que la planta silvestre (Figura 22). A partir
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de la expresion relativa de lcyb2 determinada en este andlisis, se calculé el porcentaje de
silenciamiento encontrado en las tres lineas doble transformantes. Considerando como el 100%
de expresion al encontrado en la planta silvestre, se obtuvo que las lineas AS-lcyb1/2-L1, L2 y

L3 presentaron un 94,2%, 88,4% y 92,8% de silenciamiento del gen /cyb2 respectivamente.
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Figura 22. Nivel de mRNA de lcyb2 en las hojas de las lineas de las zanahorias transformadas.
Expresion relativa del gen lcyb2 respecto a la expresion del gen de expresion constitutiva 183, en las hojas
de las lineas control pMDC32-L1 y L2 (transformadas con el vector pMDC32) y de las lineas doble
silenciadas AS-lcyb1/2-L1, L3 y L4 (linea transgénica silenciada para el gen lcyb? transformada con el
vector pMDC32/AS-Icyb2). El calibrador utilizado en este grafico corresponde al promedio de los valores
de Ct determinados para la planta de zanahoria silvestre (wt). Los resultados fueron analizados mediante
ANOVA de una via (p<0,05) y posterior analisis de Tukey (p<0,05). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los niveles de expresién, respecto a la planta silvestre. *** = extremadamente
significante (p < 0,001), ** = muy significante (0,001 < p <0,01) y * = significante (0,01 < p < 0,05).
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4. DISCUSION Y PROYECCIONES
Durante el desarrollo experimental de este seminario de titulo se determind la expresion
de los genes lcybT y lcyb2 que se postula codifican para enzimas con actividad licopene-B
ciclasa en la raiz y las hojas de las zanahorias (Just y col, 2007). Ademas, para aportar
mayores evidencias preliminares sobre la funcion del gen licopeno B-ciclasa 2 de D. carola, se
construyd un vector para gatillar el silenciamiento génico post-transcripcional del gen feybh2 en
las zanahorias y se obtuvieron lineas transgénicas estables. En frabajos futuros estos

resultados preliminares permitiran definir el rol de este gen en la carotenogénisis de D.carota.

El analisis de_expresién realizado mediante RT-PCR cuantitativo mostré que los genes
lcyb de D.carota presentan una expresion diferencial en las hojas y en la raiz modificada, feyb1
se expresa preferentemente en las hojas jovenes y adultas y lcyb2 en la raiz modificada de las
plantas adultas (Figura 9). El estado adulto del desarrollo de la raiz modificada se caracteriza
por adquirir el mayor tamafio de crecimiento y por la acumulacién de alios niveles de
carotenoldes en los cromoplastos de este drgano. La expresion diferencial de los genes fcyb ha.
sido reportada en otros modelos vegetales tales como el tomate (Ronen y col. 2000), el
pimentdn (Hugueney y col. 1995), la naranja (Alquézar y col., 2008), la papaya (Skelton y col.,
2006; Blas y col., 2010; Devitt y col., 2010} y el azafran (Ahrazem y col. 2010) en los que se ha
descrito la presencia de un gen /cyb2 con expresién preferencial en los tejidos ricos en
cromoplastos como frutos y flores. Como se ha descrito que la principal fon:na de regulacién de
la.ruta de sintesis de los carotenoides es a nivel transeripcional (Bramley, 2002, Cunningham,
2002; Howitt y Pogson, 2006; Romer y Fraser, 2005; Tanaka y col., 2008; Taylor y Ramsay,
2005), es de esperar que en la mayoria de las plantas esta expresion se encuentre asociada a
la funci6n de estos genes en estos drganos. Esta hip6tesis fue comprobada en estudios hechos
por Ronen y col. (2000}, donde mediante SGPT, se determind que cych (lcyb2) se asocia
especificamente a los frutos del fomate. Entonces, feyb2 de la zanahoria ademas de poseer alta
identidad nuc[égtidica con otros genes fcyb2 de ofros vegetales (cych de tomate, ccs de

pimenton, fcyb2 de papaya, foyb2 de naranja y lcyb2 de azafran) y de expresarse
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predominantemente en el tejido con altos niveles de carotenoides comorlo es Ia raiz modificada,
es de esperar que cumpla una funcion importante actuardo como LCYB en la raiz de Ia

zanahoria.

‘Para validar estos antecedentes se decidid reducir los niveles de mRNA de leyb2
mediante ingenieria genética. Como estrategia se eligio el Silenciamiento Génico Post-
Transcripcional (S8GPT), por lo que se construys un vector binario para inducir el SGPT del gen
leyb2, utilizando la tecnologia Gateway® y los vectores de la -familia pMDC (Curtis vy
Grossniklaus, 2003} El vector de expresion resultante pMDC32/AS-lcyb2, fue verificado
mediante los analis de PCR, restriccion y secuenciacion. Este vector contiene el fragmento de
589 pb del gen lcyb2 en orfentacion antisentido con respecto al doble promotor CaMV 35S,
dicho fragmento posee un 97% de identidad con el gen lcyb2 [DQ192191] de D.carota var.
sativus disponible en la base de datos del NCBI, por lo que presenté algunus cambios de bases
y deleciones con respecto a ésta secuencia. Estas diferencias se podrian explicar por error de
la polimerasa en la amplificacion por PCR o bien a un cambio a nivel génico propio de la
variedad Nantes que fue la empleada en este seminario de titulo. Aunque estas fueran las
razones de las diferencias entre la identidad nucleotidica de las secuencias, el SGPT de todas
formas se gatillaria ya que la identidad nucleotidica entre la secuencia de feyb2 clonada vy Ia
endogena es superior al 80%, porcentaje minimo necesario para gatillar el silenciamiento
(Burton y col, 2000, Ingelbrecht y col, 1999; Mueller y cols, 1995; Schweizer y col, 2000). Es
importante destacar que la secuencia utilizada para el silenciamiento de feyb2, presenta sélo un
58% de identidad nucleotidica con fcyb? de D.carota, por lo que se descarta la posibilidad de

gatillar el silenciamiento de este gen.

Mediante el analisis funcional de la construccién-generada, se detects el amplificado del
tamanio esperado (589 pb) del gen /eyb2 por RT-PCR (Figura 16) at usar como molde el cDNA
de las hofas de tabacao infiltradas con los clanes de A.tumefaciens que poriaban la construccion

pMDC32/AS-Icyb2. Se puede asegurar que este amplificado proviene exclusivamente de los
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transcritos de la-construccion de interés y mo de un gen icyb endégeno de tabaco o de alguna
amplificacion inespecifica a partir de secuencias del vector, ya que no se abtuvo amplificado al
utilizar cDNA de las hojas de tabaco agroinfiltradas con el vector§in inserto {(PMDC32), ni de las
hojas sin infiltrar (wt) (Figura 16). Ademas, los controles sin transcripcion reversa resultaron
negativos, indicando que la amplificacidn -proviene del ¢cDNA vy no del DNA ‘remanente de la
extraccion de RNA y tratamiento con DNasa 1. De esta forma se demostré que la construccion
es transcripcionalmente activa en tabaco, por lo que se espera que también lo sea en nuestro
modelo la zanahcria. Se ha reporiado al promotor CaMV 35S como funcional en zanahoria
{(Wally et al, 2008; Jayaray y col., 2007; Jayaray y Punja, 2008 y Pizarro, 2008), por lo que es
presumible que la construccién desarrollada haya sido capaz de inducir el silenciamiento génico

de leyb2 en D. carofa.

La generacidn de las lineas fransgénicas de zanahoria se realizd mediante la
transformacion estable mediada por A. fumefaciens. Por medio de esta metodologia se
obtuvieron tres lineas transgénicas de D.carota doble transformadas con las construcciones
pBINTS/AS-lcyb1 y pMDC32/AS-IcybZ. Ademas, se obtuvieron ocho plantas transformadas con

el vector sin Inserto (PMDC32), que fueron utilizadas como control de la transformacion.

La transformacion mediada por A. tumefaciens permite la insercién al azar de las
construcciones en el genoma vegetal, preferentemente en las regiones de eucromatina del
genoma nuclear, pero existe una probabilidad menor de que ia insercién ocurra en una regién
no activa del genoma (Gelvin y Kim, 2007), Io que se traduciria;en una baja o nula expresién del
gen. Es por esto que se debe contar con un sistema de seleccion adecuado de las plantas
transformadas, de tal forma que so6lo se seleccionemr las lineas transformadas cuyas
construcciones se expresen establemente. En este caso se utilizé como agente de seleccién el
antibidtico higromicina, debido a que las construcciones utilizadas portaban el gen de

resistencia a este antibidtico (Apt). Las concentraciones de higromicina que se utilizaron durante

la embriogénesis somdtica de D.carota luego de la transformacion de los explantes y que fueron
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escogidas a partir de la curva de resistencia a este antibidtico elaborada en este seminario de
titulo-(seccion 3.4.1), permitieran seleccionar eficientemente las lineas transgénicas generadas.
Mediante RT-PCR se pudo detectar la amplificacion de un. fragmento -de! transgen hpf, en las
seis lineas (tres-lineas doble transformantes y tres lineas control) evaluadas. En el caso de las
plantas doble transformantes también se pudo detectar la amplificacién de un fragmento del

transgen npt!l que confiere resistencia a kanamicina (Figura 21)

Considerando que 'fa construccion de seleccion conformada por el doble promotor
CaMV 358, el gen hipt y el terminador Nos se encuentra junto con fa construccion que permite el
SGPT del gen feyb2 en el vector pMDC32/AS-Icyb2, es que se considerd la funcionalidad del
gen hpt como indicativo directo de la funcionalidad de la construccién para el SGPT del gen
Icyb2 de D. carota en las lineas transgénicas analizadas Por otra parte la linea silenciada para
el gen leyb7 utilizada en el presente trabajo para generar las lineas doble transformantes, posee
la construccion pBIN19/AS-lcyb1, gue cuenta con el gen de resistencla a kanamicina (nptin) y
con [a construccidn para el SGPT de Jcyb? compuesta por el doble promotor CaMV 358, un
fragmento en antisentido del gen /cyb? y el terminador Nos (Pizarro, 2007). Por lo tanto, se
espera que las tres lineas doble transformantes que resultaron positivas mediante el analisis de
RT-PCR para los genes hpt y npt/l expresen los fragmentos en antisentido de los genes fcybly
lcyb2 y eventualmente estén generando SGPT de ambos genes. Los resultados del analisis de
RT-PCR cuanfitativo mostraron que la expresion relativa de /eyb2 se encuentra reducida en las
hojas de las lineas doble transformantes en comparacién con las de la planta silvestre, lo que
seria consecuencia del 8GPT de lcyb2 en este tejido. Como el silenciamiento génico post-
transcripcional opera en forma sistémica es de esperar que también se encuentren reducidos
los niveles de mRNA de /cyb2 en la raiz modificada de estas. lineas, lo gque queda por ser

determinado en trabajos futuros.

Al comparar mediante inspeccion visual las plantas doble transformantes con las

plantas control (transformadas con el vector pMDC32), se encontraron claras diferencias
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fenotipicas (Figura 20). Las lineas doble transformantes tuvierom menor tasa de sobrevivencia-a
la aclimatacion que las lineas control ademas de una menor altura y tamafio de la raiz
modificada.. Las plantas doble-fransformantes presentaron coloracion amarilla en el borde de
sus-hojas mientras que las control presentaron una coloracién verde y homogénea en toda la
hoja, tal como las plantas silvestres y la linea silenciada para lcyb1, generada anteriormente en

huestro laboratorio (Fizarro, 2008).

En este contexto, la clorosis (decoloracion} de las hojas es una caracteristica comun
encontrada en [as plantas que presentan mutacién en algin gen carotenogénico o eﬁ.las que se
han silenciado alguno de estos genes y se atribuye a una deficiencia de carotenoides y‘clorof-lla
en este {efido. En la literatura encontramos ‘mutantes que presentan este fenotipo: mutantes
para los genes zds y pus en A.thaliana (Dong y col., 2007; Qin y col., 2007), zds en girasol
(Conti y col., 2004}, pds, zds y crtiso en arroz {Fang y col., 2008) y tambi&n se ha observado en
las plantas transgénicas silenciadas mediante VIGS (sllenciamiente génico inducido por virus)
para pds en California Poppy (Wege y col., 2007), tomate (Liu y col., 2002a) y tabaco (Liu y col.,
2002b) y mediante RNAI para fcyb en arroz (Fang y col., 2008). Estos ejemplos validan que las
plantas transgénicas generadas en este seminario de titulo presentarian una alteracién en la

sintesis de los carotenoides, que se traduciria en la clorosis de sus hojas.

El tamafio reducido de las plantas doble transformantes en relacion a las plantas control
en conjunto con el menor desarrollo de su raiz modificada también se podria atribuir a la

interrupcidn de-fa ruta de biosintesis de los carotencides y a la acumulacion de algun precursor

que podria actuar como un regulador negativo sobre la expresion de los genes implicados en
di;ersas rutas metabolicas como las vias de biosintesis de los carotencides, clorofilas y
giberelinas. Bajos niveles de giberelina (GA) han sido propuestos como responsables del
fenotipo enano de la mutante PDS3- de A.thaliana, en la cual mediante la aplicacion de GA3

exogeno se ha logrado revertir parcialmente el fenotipo enano (Qin y col., 2007).
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Por la funcion fotoprotectora de los carofenoides, las plantas privadas de estos
pigmentos sufren dafios como la ya mencionada foto-decoloracién, especialmenfe bajo
candiciones de alta intensidad luminica (Niyagi, 1999; Sagar y col.,, 1988) y poseen una baja
viabilidad. De esta forma, en la literatura encontramos que las_ plantas transgénicas de
California Poppy con un alto porcentaje de silenciamiente del gen pds (Wege y col., 2007) ast
como las mutanies homocigotas del arroz en los genes pds, zds y leyb no son viables (Fang y
col., 2008). Por ofra parte, las mutantes heterocigotas del arroz en estos mismos genes
presentan. una reduccién en la produccidon de los carotencides y del ABA, acumulacién de
especles reactivas del oxigeno (ROS) acompariado de un aumento de las enzimas encargadas
de la neutralizacion de ROS y un fenotipo deficiente de ABA caracterizado por la
fotosensibilidad, [a germinacién temprana de las semillas (viviparismo) y la baja resistencia al
estrés abiotico (Fang y col., 2008). Esto se debe a que la pérdida completa o casi completa de
la actividad de alguna enzima de la ruta de sintesis de los carotencides, afecta el ciclo de las
xantofilas que participa en la fotoproteccion de las células vegetales mediante Ja disipacion
termica de energia por accién de la enzima violaxantina de-epoxidasa (VDE) (Figura 1).
Ademas, se fraduce en una reduccion de los precursores necesarios para la sintesis de Ia
hormona vegetal ABA, que participa en importantes procesos de la fisiologia vegetal tales como
la germinacion, la senescencia, la regulacién de la apertura estomatica v en la respuesta a
estrés abidtico y bidtico (Chen y col., 2008; Zeevaart y Creelman, 1988; Mauch-Mani, 2005).
Cabe destacar que de las once lineas doble transformadas obtenidas sélo sobrevivieron al
periodo de aclimatacion tres (27% de sobrevivencia), mientras que de las tréce lineas control
sobrevivieron ocho (62% de sobrevivencia). Por los antecedentes antes mencionados, se
propone que la menor sobrevivencia a la aclimatacion (traspaso de las plantas desde el cultivo
in vitro a tierra) de las plantas doble transformantes en comparacion con las lineas control

tambien se podria atribuir & una deficiencia de carotenoides.

Las lineas transgénicas silenciadas para fleyb? generadas anteriormente en el

laboratorio (Pizarro, 2008), no presentaran clorosis en sus hojas, menor estatura, debilitamiento
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o foto-sensibilidad como signo de una deficiencia considerable de carotenoides. Por lo que se
planteé que el bajo nivel de franscrito de /cyb? detectado en las plantas silenciadas seria
suficiente para mantener una produccidn basal de los carotenoides que permitiera la viabilidad
de las plantas. A pesar de esto si hubo una-reduccién del transcrito de foyb1 {con un promedio
de 90% en las hojas y en la raiz modificada) y una disminucion considerable de B-caroteno
tanto en las hojas como en la raiz modificada (reduccién promedio de 63 y 45%
respectivamente). El porcentaje de reduccion de B-caroteno fue mayor en las hojas que en la
raiz modificada, a pesar de que el nivel de silenciamiento génico de /cyb7 fue similar en ambos
tejidos. Entre las posibles explicaciones para esto, se planteé la existencia de un segundo gen
que serfa capaz de suplir la funcion de lcyb1 en la zanahoria, preferentemente en la raiz
modificada. En este seminario de titulo se determind que fcyb2 se expresa preferentemente en
la raiz modificada en una planta de zanahoria adulta y esto podria explicar el hecho de que [a
reduccion de B-caroteno fue menor en la raiz que en las hojas producto de! silenciamiento de
leyb1, ya que es probable que una enzima con actividad LCYB producto de la expresion de
leyb2 tenga una actividad mayor en la rafz. Por otra parte las lineas transgénicas generadas en
este seminario de titulo expresan las construcciones para el silenciamiento de feyb? y foyb2 y si
presentan un fenotipo que sugiere una deficiencia considerable de los carotencides en estas
plantas, por lo que es probable que los genes leyb? y lcyb2 codifiquen para enzimas con la
misma actividad y se encuentren actuando en forma conjunta para llevar a cabo la sintesis de B-
caroteno en la zanahoria. Ademds, es importante mencionar que ensayos de complementacion
~en E.coli, realizados recientemente en nuestro laboratorio mostraron que tanto feyb1 como lcyb2
codifican para enzimas con actividad licopeno B ciclasa en este modelo heterdlogo (Moreno,

2010).

Actualmente, se esta trabajando en la obtencién de lineas transgénicas que expresen
tnicamente la construccion para el SGPT del gen lcyb2 y de un mayor nimero de lineas doble
silenciadas (para lcyb7 y Joyb2), ya que por la contaminacién de los cultivos in vitro ocurrida

durante la realizacidn de este seminario de titulo, no se pudieron obtener lineas simple
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silenciadas para lcyb2 y el nimero de lineas doble silenciadas fue muy bajo. Las tres lineas que
sobrevivieron a la aclimatacion fueron sacrificadas para su andlisis molecular durante este
seminario de titulo y el material no fue suficiente para analizar mediante HPLC la composicion

de los carotenoides.

Para poder confirmar todas las hipétesis planteadas acerca del fenotipo de las lineas

transgénicas y determinar si efectivamente poseen alguna alteracién a nivel fisiologico y

molecular, principalmente en la ruta de biosintesis de los carotenoides, en trabajos futuros se
proyecta realizar un andlisis de! contenido y composicién de los carotenoides mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa y también analizar el nivel de
acumulacion de los transcrites de los genes feyb? y foyb2 mediante RT-PCR en tiempo real,

como también de otros genes involucrados en la ruta de sintesis de los carotenoides.

Otra proyeccion que se genera a partir de los resultados obtenidos en ests seminario de
titulo, es la obtencion y el estudio del promotor del gen feyb2. Esto debido a que se determing
que icyh2 se expresa tanio en las hojas como en la rafz modificada de la zanahoria y presenta
una expresion preferencial en este Gltimo tejido, en una zanahoria adulta. Por Io tanto, este gen
debe poseer un sistema de regulacién de su expresion que permita su transcripcion tanto en

condiciones de oscuridad (raiz) como en presencia de la luz (hojas)..

La construccion-de un \{ector para el silenciamiento génico de un gen como el generado
en este seminario de titulo permite esclarecer la funcion de genes esenciales para la planta que
por medio de otras estrategias como la mutagénesis seria mas dificil de determinar. En trabajos
previos la estrategia de JSGPT ha sidt; e;faIJé_da en la zanahcria como una herramienta
adecuada para el estudio de la funcion del gen fcyb? (Pizarro, 2008), por lo gue se espera

permita dilucidar el rol que cumple el gen fcyb2 en este mismo modelo.

Con este frabajo se inicia el estudio del gen /cyb2 en D.carota y se continiia.con la

investigacion que apunta a conocer la compleja regulacién de la biosintesis de Ios carotenoides
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en este modela. En un futuro los conocimientos adquiridos permitiran dirigir la investigacién
hacia los puntos claves de regulacion de esta ruta, probablemente llegando a-identificar entre
ofros elementos, promotores drganc-especificos (hojas o raiz modificada) en esta planta. A
largo plazo también se proyecta la realizacion de mejoramientos genéticos tanto en la zarmahoria
como en otros modelos que posean interesantes caracteristicas comerciales, nutricionalss y

fisiologicas.
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5. CONCLUSIONES
Mediante RT-PCR cuantitativo, se determiné que los genes feyb1 y leybi2 de D.carota
tienen una expresion diferencial en las hojas y la raiz modificada. La expresion de Jeyb?
se asocia preferentemente al tejido rico en cloroplastos - (hojas de plantas jovenes y
adultas) y la de lcyb2 al tejido rico en cromoplastos: {raiz modificada de una planta

aduita).

Mediante la tecnologia Gateway®, se construyé el plasmidio pMDC32/AS-Icyb2 para
generar el SGPT del gen lcyb2 de D.carota y su funcionalidad fue demostrada mediante

la transformacién transitoria de hojas de tabaca,

Con los vectores pMDC32/AS-lcyb2 y pMDC32 (vector sin inserto), se logré transformar
en forma estable D.carofa y se obtuvieron ocho lineas transgénicas contro]
(transformadas con pMDC32) y tres lineas doble fransformadas (lineas transgénicas

silenciadas para leyb1 que fueron transformadas con pMDC32/AS-Icyb2).

Las lineas doble transformantes presentaron un fenotipo distinto al de las lineas control,
caracterizado por la clorosis en el borde de sus hojas, menor sobrevivencia, menor
altura y menor desarrollo de la raiz modfficada. Este fenotipo se podria asociar a una

alteracion en la ruta de biosintesis de los carotenoides.

Mediante RT-PCR se comprobé que en las iineas transgénicas doble transformadas se
expresa la construccion para gatillar el SGPT de feyb? {PBIN19/AS-LCYB1) y de lcyb2
(PMDC32/AS-Icyb2) ya que en las tres lineas evaluadas se observd el amplificado de
fos genes npffl y hpt que confieren resistencia a los antibiéticos de seleccién portados.

por estas construcciones.

Mediante RT-PCR cuantitativo se determiné que las tres lineas doble transformadas,
AS-lcyb1/2-L1, L3 y L4, presentan reducido el nivel de transcrito del gen feyb2 en las

hojas, por lo que en estas lineas estaria operando el SGPT del gen leyb2. -
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