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«Ayer fue yesterday
para buenos colonos
mas por fortuna nuestro
rmafiana no es tomorrow
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y un mafiana que es de fodos
el mio acaba mafiana
pero sobrevive el otro.»

‘Digamos”, Mario Benedetti.
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RESUMEN

Los diferentes tipos de estrés abittico constituyen serias amenazas para la agricultura.
En plantas, estos esirés convergen en un aumento en especies reactivas de oxigeno, y
para reducir el efecto dafiino de este esirés oxidativo, las plantas responden mediante
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de este ditimo grupo, se han
utilizado estrategias de ingenieria genética para otorgar tolerancia a estrés abidtico,
entre otras formas, medianie el aumento de moléculas antioxidantes como
antocianinas y carotenoides. Particularmente, esta tesis de magister se centra en el
estudio del metabolismo del acido lipoico, molécLla gue presenta una serie de ventajas
respecto a ofros antioxidantes y usado en la industria farmacéutica como un
suplemento alimenticio.

En plantas, se ha estudiado el vinculo entre acido lipoico y diferentes tipos de
estrés abidtico. Ademds, se han identificado las enzimas participantes de su biosintesis
principalmente en Arabidopsis thaliana. Asi, se sabe que el 4cido lipoico es sintetizado
y unido covalentemente a protelnas blanco (lipoilacion) en mitocondrias mediante una
via de reciclaje, donde participa una lipoil ligasa (AtLplA} y una via de novo, en la que
participan una lipoil transferasa (AtLIP2) y una lipoil sintasa (AtLIP1). Sin embargo, el
4cido lipoico también es sintetizado en cloroplastos, donde sélo se han identificado las
isoformas plastidiales de la via de novo, esto es, dos lipoil fransferasas plastidiales
(AtLIP2p1 y AtLIP2p2) y una lipoil sintasa plastidial (AtLIP1p). Entre otras, las proteinas
blanco (lipoiladas) son las subunidades E2 de los complejos piruvato deshidrogenasa y
a—cetoglutarato deshidrogenasa, participantes del ciclo de acidos tricarboxilicos, donde

el acido lipoico cumple el rol de activar a la subunidad E2 al transacetilar a la coenzima

A y regenerar la subunidad E3 al reducir a su propio cofactor.

Con la proyecciéon a largo plazo de obtener plantas funcionales con mayor




contenido de 4cido lipoico, se eligié el modelo de tomate (Solanum lycopersicum), ya
sea con el fin de ser utilizado como alimento funcional o para otorgar mayor tolerancia
a estrés abidtico. S. lycopersicum posee genes denominados SILIP1 y SILIP1p, que
codifican respectivamente para supuestas lipoil sintasas mitocondrial y cloroplastidial.
En este contexto, la presente tesis de magister se enfocé en caracterizar
funcionalmente la isoforma plastidial (en paralelo al estudio de [a isoforma mitocondrial,
tesis doctoral Jorge Araya) y en generar lineas transgénicas de tomate que sobre—
expresaran ambos genes, con el fin de estudiar su_rol de lipoil sintasas al evaluar los
efectos fenotipicos y moleculares derivados de su sobre—expresion.

A partir de los resultados obtenidos, se determiné que SILIP1p efectivamente se
comporta como lipoil sintasa, al complementar funcionalmente a Escherichia coli
mutante en el gen que codifica para la enzima ortdloga, /ipA. Ademas, se verifico por
microscopia confocal que SILIP1p fusionada a la proteina fluorescente amarilla EYFP
posee localizacién cloroplastidial. Por su parte, fue posible por primera vez generar
plantas sobre-expresando lipoil sintasas de origen vegetal. Especificamente, se
transformaron establemente tomates variedad Micro-Tom con SILIPT y AWLIP1
fusionadas a un epitopo de hexahistidina N-terminal. Algunas lineas TO sufrieron
reducciones en el crecimiento y retrasos en la floracion respecto al control,
particularmente en las lineas que mostraron mayores niveles de transcrito de dichos
genes. Tales lineas, ademds, aumentaron significativamente sus niveles de lipoilacion.
Del mismo modo, hubo mayores niveles de transcritos de los genes E2 PDH y E2
kGDH y una disminucion en cantidades variables de genes vinculados a la biosintesis
de acido lipoico. Estos resultados sugieren fuertemente el rol de SILIP1 como lipoil
sintasa in vivo, y el andlisis de las generaciones sucesivas de estas lineas permitiria

ahondar el conocimiento de este proceso para obtener plantas funcionales.
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ABSTRACT

Agriculture is threatened by different types of abiotic stresses. In plants, these stresses
produce an increase in reactive oxygen species, and in order to reduce the damage
caused by oxidative stress, both enzymatic and non-enzymatic responses are triggered.
Among the latter group, different genetic engineering approaches have been used in
order to confer stress tolerance, for instance by increasing the content of antioxidants
such as anthocyanins and carotenoids. This Master thesis is focused on studying the
metabolism of lipoic acid, which presents several advantages over other antioxidant
compounds and is used in the pharmaceutical industry as a food supplement.

In plants, the link between lipoic acid and abiotic stress has been previously
addressed. In addition, a number of the enzymes participating in lipoic acid biosynthesis
have been identified, mainly in Arabidopsis thaliana. Thus, it is known that lipoic acid is
synthesised and attached to target proteins (lipoylation) in mitochondria by two
pathways: scavenging from free lipoate by a lipoyl ligase (AtLplA); and de novo
synthesis, where a lipoyl transferase (AtLIP2) and a lipoyl synthase (AtLIP1) are
involved. However, lipoic acid is also synthesised in chloroplasts, by the plastidial
isoforms of those enzymes involved in de novo synthesis, namely two plastidiai lipoyl
transferases (AtLIP2p1 and AftLIP2p2) and a plastidial lipoyl synthase (AtLIP1p).
Among others, lipoic acid is incorporated into E2 subunits of pyruvate dehydrogenase
(PDH) and a-ketoglutarate dehydrogenase (kGDH) complexes, which in turn belong to
tricarboxylic acid cycle. Lipoic acid activates the E2 subunits by trans-acetylating
coenzyme A and regenerating E3 subunits by reduction of their cofactor.

With the long term aim of generating functional plants with higher levels of lipoic
acid, we chose the tomato model (Solanum lycopersicum), for obtaining a functional

food or a plant with higher tolerance to abiotic stress. S. lycopersicum possesses two
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genes named SIL/IPT1 and SILIP1p, which codify for mitochondrial and plastidial lipoyl
synthases, respectively. In this context, this Master thesis focused on functionally
characterising the plastidial isoform (in parallel to studying the mitochondrial isoform,
Doctoral thesis Jorge Araya) and generating tomato lines over-expressing these genes,
with the aim of studying their role as lipoyl synthases by evaluating the phenotypic and
molecular effects caused by their over-expression.

From the resulis obtained, we conclude that SILIP1p acts as a lipoyl synthase,
because it was able to functionally complement the Escherichia coli mutant in lipA, the
gene that codifies for the orthologous enzyme. In addition, a plastidial localisation of
SILIP1p fused to EYFP was verified by confocal microscopy. Moreover, it was possible
for the first time to study the role of lipoyl synthases in plants over-expressing plant
lipoyl synthases. Specifically, tomatoes cv. Micro-tom were stably transformed with
SILIP1 and AtLIP1 fused to a hexahistidine tag. Several of the resulting TO lines
showed growth reduction and flowering delay with respect to control lines, especially in
the over-expressing lines. Furthermore, these lines had significantly increased
lipoylation levels, and presented an increase in transcript levels of £2 PDH and E2
kGDH and a reduction in transcript levels of those genes involved in lipoic acid
biosynthesis. These results strongly suggest that SILIP1 is a lipoyl synthase in vivo.
Nevertheless, further analyses of future generations in these over-expressing lines will
allow us to further broaden the knowledge of this process for obtaining functional plants,

as initially proposed.
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1. INTROPUCCION

1.1. Estrés abidtico y respuesta en plantas

Los diferentes tipos de estrés abidtico constituyen serias amenazas para la agricultura.
Por lo mismo, ya en 1982 se indicaba que los factores ambientales podian dar cuenta
de hasta el 70% de las pérdidas en la produccién de cultivos {Boyer, 1982; Buchanan
etal., 2000). A su vez, la Organizacidn de Agricultura y Alimentos de las Naciones
Unidas (FAO) afirma que sélo un 3,5% de las areas cultivables a nivel global no se
encuentra afectada por algin tipo de problema ambiental (véase en linea
htip://www.fao.org). Es dificil obtener estadisticas exactas sobre los efectos de estrés
abidtico sobre la produccion de cultivos. Sin embargo, el tema sigue teniendo un
impacto significativo basado en el porcentaje de areas culiivables afectadas y el
nimero creciente de publicaciones cientificas referidas a los diversos tipos de estrés
abidtico (Cramer etal., 2011), asi como en las cada vez menores producciones
previstas para los proximos afios para los cinco mayores cultivos destinados a
alimentacion, debido a la reduccion de fuentes de agua, el aumento de la tendencia al

calentamiento global y al cambio climatico (Lobell et al., 2011).

Las planias se ven expuestas frecuentemente a distintos tipos de esirés
abidticos. Por ejemplo, la exposicion a sequia, alta salinidad, frio, contaminacién
quimica o inundacién son condiciones que pueden darse transitoria o establemente en
distintos periodos del desarrollo de una planta (Mickelbart etal.,, 2015). Tales
condiciones producen habitualmente un estrés secundario de tipo osmético u oxidativo,

que altera la homeostasis idnica y osmoética y preduce dafio a proteinas y membranas
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bioldgicas. La respuesta por parte de los organismos vegetales anie {tales
circunstancias, suele esquematizarse en distintos niveles de respuesta: percepcién y
transduccidn de la sefial, control transcripcional y mecanismos de respuesia a estrés
(Vinocur y Altman, 2005), los cuales propenden al restablecimiento de la homeostasis
celular y a la proteccidon estructural y funcional de proteinas y membranas, lo cual
deriva en la adquisicién de tolerancia o resistencia al estrés. Ademas de un posible
aumento de las concentraciones de hormonas como acido salicilico, acido jasmédnico,
acido abscisico y etileno en respuesta a las condiciones ambientales (Hirayama vy
Shinozaki, 2010), los distintos tipos de estrés abidtico caracteristicamente producen un
aumento de [a concentracién citosélica de calcio, asi como un incremento en especies
reactivas de oxigeno (ERO). Ante esta situacién, los mecanismos de respuesta
activados por los procesos de sefializacién suelen clasificarse en aquellos de tipo
enzimatico y no enzimatico, Dentro del primer grupo, se encuentran enzimas con
actividad superéxido dismutasa (SOD), glutatidn peroxidasa (GPX), ascorbato
peroxidasa (APX), entre otras. Por su parte, el sistema de respuesta no enzimatico
estd compuesto por moléculas antioxidantes de bajo peso molecular como ascorbato
(AsA), glutation (GSH), a-tocoferol y acido lipoico, entre ofros (Pérez-Lopez et al.,

2010).

1.2. Estrategias genéticas para aumentar la tolerancia a estrés

La adquisicién de tolerancia a un estrés abiético particular puede alcanzarse
por seleccién tradicional de cultives combinado con el uso de marcadores moleculares
como QTLs (Vinocur y Aliman, 2005). Sin embargo, fambién se ha utilizado

crecientemente el conocimiento biotecnolégico para el mismo fin. Asi, las estrategias



de ingenieria genética en plantas para aumentar la tolerancia a distintos tipos de estrés
abiético se han basado en la expresion de genes involucrados en rutas de
sefalizacion, en genes que codifican para proteinas que confieren tolerancia, o en
enzimas que participan en rutas de sintesis de metabolitos funcionales o estructurales
(Vinocur y Altman, 2005; Cramer et al., 2011; Mickelbart et al., 2015). Respecto a esta
Ultima estrategia aplicada a elevar los contenidos de antioxidantes particulares, se han
utilizado distintas aproximaciones, las que incluyen: la sobre-expresion de genes
involucrados en las rutas biosintéticas del compuesto de interés, o en la sintesis de los
precursores; la modificacién de la actividad de una o mas enzimas claves implicadas
en los pasos limitantes de las vias metabdlicas blanco; el bloqueo de puntos de
ramificacién o de inhibicién por producto; o bien, el aumento de destinacion a
compartimentos sumidero para aumentar el almacenamiento de aquellos compuestos
blancos (Zhu et al., 2013). En el caso de los antioxidantes, se ha puesto énfasis en
utilizar herramientas de ingenieria genética con el fin de aumentar el contenido de
antioxidantes lipofilicos (como carotenoides, tococromanoles y coenzima Qi) e
hidrofilicos (ascorbato, flavonoides, melatonina). Por ejemplo, la sobre-expresion del
gen codificante de licopeno B—ciclasa de tomate (SILYCB) produjo un aumento de
cerca de 10 veces en el contenido de B—caroteno respecto a las lineas control, el cual
ademas parecio otorgarles resistencia a estrés hidrico (D'Ambrosio et al., 2004). De
manera similar, buscando aumentar el contenido de dcido ascérbico, se sobre—-expreso
el gen codificante para una GDP-manosa pirofosforilasa de S. lycopersicum
(SIGMPasa) en lineas de tabaco, produciendo 2 a 4 veces méas acido ascorbico que en
tabacos control, aumentando a su vez su tolerancia a estrés térmico (Wang et al.,
2011). Sin embargo, no existen antecedentes sobre aproximaciones genéticas

mediante las cuales se busque aumentar el contenido de acido lipoico.
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1.3.  Acido lipoico y su biosintesis

En este contexto, el presente estudio se enfoca en investigar Acido
lipoico, pues presenta varias caracteristicas biolégicas que lo hacen interesante. En
primer lugar, es el unico entre los antioxidantes que tanto en su forma oxidada de acido
lipoico (AL) como reducida de acido dihidrolipoico (ADHL) presenta efecios protectores
efectivos (Navari-izzo etal,, 2002; Gorgca etal, 2011), por varias razones. Por
ejemplo, posee la capacidad de quelar radicales libres y metales pesados. De hecho, el
acido lipoico es capaz de quelar metales pesados como Cu*?, Zn*2, Pb*?, y el acido
dihidrolipoico forma complejos ademas con Hg*® y Fe™ (Ou et al., 1995; Zhao et al.,
2014). En segundo lugar, su forma oxidada puede inactivar radicales libres, mientras
gue su forma reducida es la especie predominante que interactlia con ERO, como
radicales superdxido (O2-7), perhidroxilo (HOz') e hidroxilo (OH-). Tercero, es de
caracter anfifilico, por lo que puede tener efectos antioxidantes en ambientes celulares
tanto hidro como liposolubles. Finalmente, el acido dihidrolipoico es capaz de funcionar
como antioxidante sobre otros antioxidantes, al poder reducir, por gjemplo, tanto a la
vitamina C como E y glutatién, recuperando en ellos su poder reductor (Biewenga
et al., 1997; Gorgca et al., 2011). Lo anterior, debido a que la dupla acido lipoico/acido
dihidrolipoico (AL/ADHL) posee un potencial de reduccién estandar de 0,32 V; la cual
supera a la dupla sulfuro de glutatién/glutation (GSSG/GSH), con un potencial de
reduccién estandar de 0,24 V, el que a su vez es mayor que la dupla
monodeshidroascorbato/acido ascérbico (MDA/AsA, 0,12 V). Esto hace que ADHL
pueda reducir directamente a GSSG y a MDA para regenerar a las especies
antioxidantes GSH y AsA, respectivamente. Adicionaimente, el acido dihidrolipoico

impide la oxidacion de ascorbato y de lipoproteinas de baja densidad dependientes de
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la presencia de Cu*? (Suh etal., 2005; Shay etal., 2009). Tales propiedades han
derivado en su uso terapéutico para tratamientos auxiliares de varias enfermedades,
como diabetes, cancer, VIH y enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y

autoinmunes (Gorgca et al.,, 2011).

En relacién a los aspectos moleculares de este antioxidante, el acido lipoico
(acido 6,8-diticoctanoico) es un grupo prostético esencial para cinco complejos
multienziméticos importantes: piruvato deshidrogenasa (PDH), a-cetoglutarato
deshidrogenasa (KGDH), a-cetoglutarato deshidrogenasa de cadena ramificada
(BCDH), acetoina deshidrogenasa (AoDH) y glicina descarboxilasa (GDC; Perham,
2000; Douce et al., 2001; Mooney et al., 2002). En ellas, funciona como un cofactor
necesario para transacetilar a la coenzima A desde el intermediaric acoplado a la
subunidad E1 y para reducir FAD*? a FADH, necesario para regenerar la actividad de
la subunidad E3 de cada complejo. El conocimiento respecto a la biosintesis de acido
lipoico y la lipoilacién de proteinas, principalmente proviene de estudios realizados en
bacterias y hongos (revisado en Spalding y Prigge, 2010). Asi, en Escherichia coli la
lipoilacion de proteinas se basa en dos vias redundantes (ver Figura 1) una via de
novo y una via de reciclaje de lipoato libre (Morris et al., 1995). En la primera via, una
octanoiltransferasa (LipB, EC 2.3.1.181) usa grupos octanoil sintetizados de novo
unidos a proteinas portadoras de grupos acilo (ACP, por sus siglas en inglés) para
trans-octanoilar proteinas blanco (Jordan y Cronan, 2003; Zhao et al., 2003; Booker,
2004). Luego, una lipoil sintasa (LipA, EC 2.8.1.8) inserta dos atomos de sulfuro desde
S-adenosil metionina en las posiciones C-6 y C-8 del grupo octaneil unido a la proteina

blanco {Hayden et al., 1992; Cicchillo et al., 2004; Cicchillo et al., 2005).
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Figura 1. Ruta de sintesis del acido lipoico. La figura muestra los pasos necesarios para la lipoilacion
de proteinas en bacterias. En verde se muestran las proteinas con funcién homologas descritas en
Arabidopsis thaliana (modificado de Booker, 2004).

Por otro lado, en la via de reciclaje de lipoilacion en bacterias (Figura 1), LplA
es la enzima central, la cual utiliza lipoato libre u octanoato recuperado desde el
ambiente intra y extracelular (Hermes y Cronan, 2009; Ramaswamy y Maurelli, 2010).
En una reaccion de dos pasos, el lipoato se activa primero a lipoil-FAMP y luego se liga
a las proteinas blanco respectivas (Morris et al., 1994). En arqueas, la actividad de
LplA requiere dos proteinas separadas que son similares en sus dominios N o C
terminal a LplA bacteriano (Posner et al., 2009). Los mamiferos también requieren dos
enzimas separadas para el uso de lipoato libre, una enzima activadora de lipoato
dependiente de GTP (Fujiwara etal., 2001) y una lipoiltransferasa dependiente de

lipoil-GMP (Fujiwara et al., 1994).

Los procesos correspondientes en plantas son menos conocidos. La mayoria
del lipoato se produce en las mitocondrias (Wada et al., 1997; Gueguen et al., 2000;
Yasuno etal., 2004; Rébéillé etal.,, 2007). En estos organelos, la lipoilacion de las
subunidades blanco de PDH, KGDH, BCDH y GDC ocurre via octanoil transferasa

(AtLIP2; Wada etal., 2001), lipoil sintasa (AtLIP1; Yasuno y Wada, 1998) y




posiblemente AtLPLA (Ewald et al., 2007; Kang et al., 2007). El complejo enzimatico
PDH es unico entre los previamente mencionados, porque no esta restringido a las
mitocondrias, sino que es esencial en el metabolismo de plastidios, pues en estos
compartimentos genera las unidades de acetil-CoA necesarias para la biosintesis de
acidos grasos (Lernmark y Cardestrom, 1984) y la mutacion knockout de la subunidad
E2 del complejo PDH plastidial resulta en letalidad embrionaria (Lin et al., 2003).
Sumado a que los plastidios son el mayor sitio de sintesis de acidos grasos en plantas
(Ohlrogge etal., 1979), estd el hecho de que poseen isoformas especificas de
octanailiransferasa (AtLIP2p; Wada et al., 2001 y AtLIP2p2; Ewald et al., 2014) vy lipoil
sintasa (AtLIP1p; Yasuno y Wada, 2002). Recientemente, se ha reportado que la
delecion tanto de AtLIP2p como de AtLIP2p2 es letal para el desarrollo embrionario, asi
como la delecion de AtLIP1p (Ewald et al., 2014a). Lo anterior sugiere gque la lipoilacion
de protefnas plastidiales subyace enteramente en una via auténoma y parcialmente
redundante (de novo) en Arabidopsis. A diferencia de lo que ocurre en mitocondrias,
parece ser que en cloroplastos no hay una via alternativa de recuperacion de lipoato
libre que pueda reemplazar [a via de lipoilacion de proteinas de novo, al menos durante

la embriogénesis.

1.4. Acido lipoico y su rol en distintos tipos de estrés
El rol protector del acido lipoico ante dafios derivados del estrés de tipo
oxidativo ha sido estudiado en diversos sistemas biolégicos. En estudios realizados en
Saccharomyces cerevisiae, se ha mostrado que cultivos pre-tratados con acido lipoico
son capaces de responder de mejor forma ante un ambiente oxidativo que un cultivo de
levaduras control (Wu et al., 2011). En el caso de mamiferos, el suministro de &acido

lipoico en ratas de edad avanzada generé un aumento en la actividad de varias




enzimas mitocondriales, incluyendo isocitrato deshidrogenasa, KGDH, succinato
deshidrogenasa y citocromo C oxidasa (Arivazhagan et al., 2001). De manera similar,
se ha demostrado que &cido lipoico posee efectos protectores en el proceso de
envejecimiento, lo cual se deberia a la regulacién del estado rédox mitocondrial a nivel
cardiaco (Janson, 20086); cerebral (Head et al., 2008) y del tejido vascular (Bitar et al.,
2010). Del mismo modo, posee efectos protectores en casos de diabetes tipo [l y dolor
neuropatico {Heinisch et al., 2010; Mijnhout et al., 2012). Ademas, |la administracion de
&cido lipoico causa la activacion de actividad tipo caspasa 3 en células cancerigenas
de colon humano HT-29 y lineas celulares Jurkat y FaDu, asi como en células
mesenquimaticas murinas 3T3 (van de Mark etal., 2003; De Marco etal., 2005;

Novotny et al., 2008).

En plantas, aunque existen menos estudios comparados con mamiferos y
levaduras, se ha investigado el rol de &cido lipoico frente a distintos tipos de estrés.
Asl, por ejemplo, un estudio realizado en dos variedades de cebada (Hordeum vulgare
cv. Alpha y cv. Iranis, sensible y resistente a estrés salino, respectivamente) mostro
que la variedad naturalmente mas resistente a estrés salino presentaba niveles
endégenos mayores de acido lipoico y acido dihidrolipoico respecto a la variedad
sensible. Adicionalmente, al someter a ambas variedades a 80, 160 y 240 mM de NaCl,
disminuyé entre un 83 y 100% el contenido de acido dihidrolipoico, al mismo tiempo
que hubo un aumento de acido lipoico entre tres a seis veces. Por su parte, la variedad
de cebada sensible a estrés salino mostrd una disminucion mas drastica en el nivel de
acido dihidrolipoico a menores concentraciones de sal. Ademés, en ambas variedades

el estrés salino generado provocd una disminucion de la relacion acido

dihidrolipoico/lipoico. Lo anterior pudo ser explicado aduciendo que la disminucién de




&cido dihidrolipoico y el aumento de acido lipoico se correlacionaba con la capacidad
de tolerar de mejor forma tratamientos con alta salinidad, lo cual a su vez se agudizaba
en la variedad de cebada naturalmente resistente, donde hubo mayor presencia de
ambas especies a concentraciones de NaCl mayores (Pérez-Lépez etal.,, 2010).
Asimismo, con el fin de estudiar los efectos sobre el estado rédox celular en trigo
(Triticum aestivum), éste se crecio en condiciones de altos niveles de cobre y se evalud
el contenido de distintos agentes que participan en mantener el estado rédox celular.
Entre otros resultados, se observé un aumento en hojas de los niveles de acido lipoico
en su forma reducida a 48 h de tratamiento de 150 pM de CuSQ,, lo cual podria
explicar al menos parcialmente la reduccién de los niveles de glutation oxidado en

estas condiciones (Sgherri et al., 2002).

Los estudios en plantas sobre acide lipoico han estado centrado fundamentalmente
en los modelos previamente descritos. Sin embargo, el acido lipoico ha sido detectado
también en tomate S. fycopersicum (D’Amico etal., 2003) por el mismo método
desarrollado previamente en frigo (Sgherri et al., 2002). En dicho articulo, se observd
una disminucion de ADHL en frutos de S. lycopersicum cv. Jama al incrementar la
salinidad en el medio de riego, lo cual se relacionaria parcialmente a la regeneracion
de glutation y acido ascérbico (D'Amico et al.,, 2003). Posteriormente, se evaiué el
contenido de acido dihidrolipoico y acido lipoico en cuatro variedades distintas de S.
Iycopersicum ante condiciones de alta salinidad, enconirando que en fodas ellas tales
condiciones produjeron un aumento significativo del contenido de acido dihidrolipoico
(Sgherri et al., 2007). Lo anterior fue reafirmado por el mismo grupo de investigacion un
afio mas tarde, quienes reportaron un aumento de aproximadamenie 30% tanto de

acido dihidrolipoico como de la proporcion &cido dihidrolipoicoflipoico en S,



lycopersicum cv. Naomi crecida en condiciones de alta salinidad (Sgherri et al., 2008).
En conjunto, estas investigaciones propusieron que un mayor conienido de &cido
dihidrolipoico en plantas sometidas a condiciones que producen estrés salino, asi como
una mayor proporcion de acido dihidrolipoico/lipoico en ellas, se correlacionaria
directamente con el mayor poder antioxidante de la forma reducida del acido lipoico.
Ademas, se ha visto que los niveles de acido lipoico en tomate varian estacionalmente,
los cuales se correlacionarian con el estrés luminico e hidrico diferencial en las

estaciones evaluadas (Incerti et al., 2009).

1.5. Genes lipoil sintasas en S. lycopersicum

Hasta la fecha, no existen reportes de la identificacion o caracterizacion de
genes o enzimas de la via de lipoilacion, tanto de novo, como de reciclaje (Figura 1) en
tomates. Por lo tanto, a partir de la informacion gendmica disponible depositada en
bases de datos como NCBI (Acki et al., 2010), se han identificado ortdlogos de AfLIP1
(TAIR, N° Acceso AT2G20860), lipoil sintasa caracterizada en A. thaliana (Yasuno y
Wada, 1998), denominados SI/ILIP1p (NCBI, N° Acceso XP_004252893.1) y SiLIP1
(NCBI, N° Acceso XP_004243321.1). Estos genes se encuentran en el genoma nuclear
de S. lycopersicum y cuyas proteinas poseen localizacion subcelular predicha es
cloroplastidial y mitocondrial, respectivamente (Tesis doctoral en curso, Jorge Araya).
En este sentido, SILIP1p presenta 93% de coberiura y 78% de identidad con la
secuencia proteica de AtLIP1 y 92% de cobertura y 80% de identidad aminoacidica con
AtLIP1p, mientras que SILIP1 presenta 93% de cobertura y 84% de identidad con la
secuencia proteica de AfLIP1 y 87% de cobertura y 50,26% de identidad con la
secuencia proteica de AtLIP1p, las cuales poseen localizacién mitocondrial (AtLIP1;

Yasuno y Wada, 1998) y cloroplastidial (AtLIP1p; Yasuno y Wada, 2002). Asimismo,
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poseen un 51,85% de identidad aminoacidica entre ambas posibles isoformas de
tomate. Pese a que el gen AILIP1 presenta tres transcritos distintos con splicing
alternativo en Arabidopsis, no se cuenta con informacion suficiente en las bases de
datos para predecir mas de una version o loci distintos en tomate, por lo que el modelo
actual para ambos genes muestra una Gnica version en el genoma de S. lycopersicum.
Si bien las subunidades lipoiladas de los cinco complejos proteicos descritos hasta
ahora se encuentran en mitocondrias vegetales, el complejo PDH se localiza también
en cloroplastos y es fundamental para el metabolismo plastidial (Lernmark y
Cardestrom, 1994; Lin et al., 2003). Junto con lo anterior, los plastidios son el sitio
donde ocurre en mayor medida la sintesis de acidos grasos en plantas (Ohlrogge et al.,
1979) y presentan, al menos en Arabidopsis, isoformas especificas de
octanoiltransferasas (AILIP2p1 y AtLIP2p2) y fundamentalmente una lipoil sintasa
plastidial (AfLIP1p). Esto, sumado a que la mutante homocigota para AfLIP1p produce
letalidad embrionaria, lo cual sugiere una via parcialmente redundante aunque
auténoma en cloroplastos en Arabidopsis (Ewald etal., 2014b), hace interesante
estudiar [a contribucién de ambas isoformas predichas a la sintesis de &cido lipoico en
el modelo de tomate. Por lo anterior, se pretende evaluar los efectos derivados de la
sobre-expresion SILIP1p y SILIP1 en lineas de tomate transformadas establemente, y
estudiar sus contribuciones relativas a los niveles de acido lipoico y/o lipoilacion de
proteinas blanco, en miras de generar en el largo plazo, plantas funcionales que

presenten mayor tolerancia a distintos tipos de estrés abiético.

1.6. Estrategia desarrollada
Considerando los antecedentes previamente expuestos, en relacién al rol

protector que se ha visto que posee acido lipoico en levaduras (Wu etal., 2011),
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animales y modelos celulares de enfermedades humanas (Arivazhagan et al., 2001:
Janson, 2006; Head et al., 2008; Novotny et al., 2008; Bitar et al., 2010; Heinisch et al.,
2010; Mijnhout et al., 2012), asi como a la correlacién del contenido de acido lipoico en
respuesta a diferentes tipos de estrés abiético en otros modelos vegetales (Sgherri
etal., 2002; D'Amico et al., 2003; D’Amico et al., 2004; Sgherri et al., 2007; Sgherri
et al., 2008; Pérez-Lopez et al., 2010), resulta interesante ahondar en el conocimiento
sobre el metabolismo de acido lipoico, particularmente mediante la manipulacion
genetica en uno de los pasos de la sintesis de novo de esta molécula. Dado que las
enzimas participantes de su biosintesis no han sido caracterizadas previamente en S.
fycopersicum, la primera parte de la tesis de magister desarrollada consiste en
caracterizar SILIP1p, para lo cual se pretende determinar su localizacién subcelular en
N. tabacum. Adicionalmente, se cuenta con una cepa mutante de £. coli para lipoil
sintasa, /jpA (KER176), la cual se ha utilizado previamente para estudios de
caracterizacion funcional en plantas (Yasuno y Wada, 1998; Wada et al., 2001; Yasuno
y Wada, 2002; Ewald et al., 2014b). Tal caracterizacién de la isoforma plastidial de
lipoil sintasa de S. fycopersicum (SILIP1p) se realizara en paralelo a caracterizar
SILIP1, la isoforma mitocondrial de lipoil sintasa de tomate mediante estas mismas

técnicas en la tesis doctoral de Jorge Araya.

En la segunda parte de la misma tesis, se ha elegido una estrategia de
modificacion genética en S. lycopersicum, en miras de generar una variedad vegetal
que posea mayor folerancia a estrés abittico o que pueda ser utilizado como modelo
de alimento funcional. Dado que dicha proyeccién es de largo alcance, la duracién del
proyecto de tesis magister permite comenzar con dicho procesc mediante Ia

generacion de lineas de tomate genéticamente modificadas con SILIP1y SILIP1p, dos
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supuestas lipoil sintasas presentes en el genoma de S. lycopersicum. Para ello, tanto
SILIPT como SILIP1p serdn sobre—expresadas en lineas de S. fycopersicum
genéticamente modificadas, con la finalidad de evaluar los efectos derivados de su
sobre—expresién a nivel fenotipico y molecular y si ambas isoformas poseen efectos
diferenciales. Particularmente, se espera encontrar alteraciones en el grado de
lipoilacién de proteinas blanco en aguellas [ineas transgénicas que sobre—expresen
genes lipoil sintasas, las cuales podrian ser evaluadas respecto a su tolerancia a

distintos tipos de estrés abitticos, en estudios posteriores.

1.7. Hipdtesis
Los genes SILIP1y SILIP1p codifican para dos isoformas lipoil sintasas, cuya sobre—
expresion en S. lycopersicum cv. Micro-tom produce un aumento en la lipoilacién de

protefnas blanco, respecto a lineas de tomate control.

1.8. Objetivo general
Caracterizar funcionalmente SILIP1p en sistemas heterélogos y evaluar los efectos
fenotipicos y moleculares derivados de la sobre—expresion de SILIPT y SILIP1p en

lineas de tomate genéticamente modificadas.

1.9.  Objetivos especificos

1. Determinar la funcionalidad biolégica del producto génico de SILIP1p en E. coli
mutante /ipA KER176 y determinar su localizacién subcelular en N. tabacum.

2. Obtener lineas de plantas de tomate que sobre-expresen SILIP1 o SILIP1p y
analizar fenotipica y molecularmente las lineas transformadas establemente.

3. Realizar analisis de lipoilacién de protefnas blanco y de expresién génica en

lineas de tomate transformadas establemente con SILIP1 o SILIP1p.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material biolégico

2.1.1. Cultivo de bacterias
Los microorganismos utilizados durante el desarrollo de |a presente tesis corresponden
a las cepas de Escherichia coli DH5a OneShot® TOP10 (F- merA A{mr-hsdRMS-
merBC) ©80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 Alara-leu)7697 gall galK rpsL (StrR)
endA1 nupG; Invitrogen, USA) y E. coli lipA KER176 (F- rpsL 1ipA150:: Tn1000dKn,
Vanden 1991), ast como Agrobacterium tumefaciens EHA105 (C58, pTiBo542DT-DNA,
Rif}; Hood et al., 1993).

Para el crecimiento de E. coli DH5a OneShot® TOP10 y A. fumefaciens
EHA105, las bacterias fueron cultivadas ya sea en medio LB liquido (triptona 1% m/v,
NaCl 1% m/v y extracto de levadura 0,5% m/v} o en medio LB agar (iriptona 1% m/v,
NaCl 1% m/v, extracto de levadura 0,5% mfv y agar — agar 1,4% miv), y fueron
incubadas en agitacion a 180 rpm para cultivos liquidos o en estufas para cultivos
sélidos y mantenidas a 37°C en el caso de crecimiento de E. coli, 0 a 28°C en el caso
de A. tumefaciens.

Por su parte, el cultivo de E. coli fipA KER176 fue realizado tanto en medio Rich
Broth liquide (RB; Davis et al., 1982; corresponde a triptona 1% m/v, NaCl 0,5% mivy
extracto de levadura 0,1% m/v) como en medio RB agar (triptona 1% m/v, NaCl 0,5%
m/v, extracto de levadura 0,1% m/v y agar — agar 1,4% m/v), y se incubd en agitacién a

180 rpm para cultivo liquido o en estufa para cultivo sélido, en ambos casos a 37°C.

2.1.2. Transformacion de bacterias

Para todos los pasos de clonacién de vectores de expresion, se utilizaron células
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quimiocompetentes comerciales E. coli DH5a OneShot® TOP10 y se transformaron
segin instrucciones del fabricante. Brevemente, se descongeld en hielo un vial de
células quimiocompetentes por reaccién de topoisomerizacion o recombinacién, se
agregé en cada caso 5 pL de cada reaccidon (véanse secciones 2.2.1.7 y 2.2.1.8,
respectivamente) y se incubé por 30 min en hielo. Posteriormente, se realizé un golpe
térmico por 45 s a 42°C y se transfirié inmediatamente a hielo por 5 min, fras lo cual se
agregaron 250 pL de medio S.0.C. (Invitrogen, USA) pre-calentado a 37°C y se incubd
durante al menos 1 h a 37°C con agitacion a 180 rpm. Finalmente, se sembraron 50 a
150 yL de cada cultivo en placas con LB agar suplementado con los antibiéticos
respectivos (véase seccion 2.2.1) y éstas se incubaron a 37°C por 16 h para
posteriores andlisis.

Con el fin de obtener cepas de E. coli lipA KER176 portadoras de los vectores
de expresién pDEST-HisgMBP-AtLIP1, pDEST-HisgMBP-SILIP1 y pDEST-HissMBP-
SILIP1p ya verificados molecularmente, se generaron células quimiocompetentes de
esta cepa. Para ello, inicialmente células KER176 aisladas desde Rich Broth sdlido
suplementado con 50 pg/mL de kanamicina, fueron crecidas por 16 h a 37°C a 180 rpm
en RB liquido hasta saturacion. Luego, se prepararon células quimiocompetentes
segiin Hanahan et al. (1991), con las siguientes modificaciones: se inoculd un total de
50 mL de medio RB liquido hasta llegar a ODsge = 0,3, posterior a lo cual se realizaron
dos incubaciones con soiucién CCMBB80 (acetato de potasio 10 mM, pH 7, CaCl,-2H,O
80 mM, MnCl,-4H,0, MgCly'6H:0 10 mM, pH 6,4) por 20 min en hielo sin agitacién,
con respectivas centrifugaciones a 2.000 g por 10 min a 4°C, tras lo cual se
resuspendieron en CCMB80 hasta alcanzar una ODgyp = 1,5 y se dispensaron en
alicuotas de 100 pl.

Posteriormente, se realizé la transformacién de KER176 quimiocompetentes
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seglin Hanahan et al. 1991, excepto que el golpe térmico fue de 1 min a 37°C,
posterior a lo cual se agregdé 1 mL de Rich Broth liquido suplementado con acido
lipoico 250 nM. Tras 3 h de incubacion a 37°C en agitacidén a 180 rpm, se sembro el
sedimento completo de células concentradas en 100 pL en placas con RB sdlido
suplementado con kanamicina 50 pg/mL, ampicilina 100 pg/mL y &cido lipoico 250 nM
y finalmente se incubaron a 37°C por 16 h para obtener colonias transformantes.

Para la obtencién de cepas de A. fumefaciens EHA105 portadoras de vectores
de expresion para la posterior fransformacion de plantas, en primer lugar se generaron
viales de células quimiocompetentes por el método de CaCl, (Tsai y Harding, 2008).
Para ello, una colonia aislada de A. fumefaciens proveniente de una placa de LB agar
suplementado con rifampicina 10 pg/mL se dejé creciendo a 28°C en agitacion a 180
rpm por 16 h. Luego, el cultivo se enfrié en hielo por 30 min, tras lo cual se distribuyd
en alicuotas de 1,5 mL en tubos de microcentrifuga pre-enfriados en hielo. A
continuacién, las células se sedimentaron a 4.000 rpm por 10 min a 4°C, se removieron
los respectivos sobrenadantes y se resuspendieron en 1 mL de CaCl; 20 mM. Se
repitio la sedimentacién a 4.000 rpm por 5 min a 4°C y tras eliminar nuevamente cada
sobrenadante, se volvid a resuspender las células en 200 pL de CaCl, 20 mM.
Finalmente, las células quimiocompetentes asl obtenidas se congelaron en nitrégeno
liquido para su posterior uso o se procedié directamente a su transformacion.

Para ello, la transformacion de A. tumefaciens EHA105 se realizd por golpe térmico.
Brevemente, se agregaron 500 ng a 1.000 ng de ADN plasmidial a cada vial de células
y se incubaron en hielo por 30 min. Posteriormente, se congelaron en nitrégeno liquido
por 5 min y en seguida se dio un golpe térmico a 37°C por 5 min, tras lo cual se
incubaron en hielo por 5 min. Se agregé 1 mL de LB liquido a cada vial de células

quimiocompetentes transformadas y se incubd a 28°C por 4 h en agitacién a 180 rpm.
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Finalmente, se sembraron 200 pL de cultivo en placas que contenian LB agar
suplementado con rifampicina 10 pg/mL y kanamicina 100 ug/mL y se incubaron a

28°C en estufa por 48 h, para sus posteriores andlisis.

2.1.3. Crecimiento de Nicotiana tabacum y Solanum lycopersicum
El material vegetal utilizado para el desarrollo de la presente tesis correspondié a
Nicotiana tabacum y Solanum lycopersicum cv. Micro-tom, asi como explantes
provenientes de este Ultimo. Para la germinacién de semillas de ambas especies, tanto
para la propagacion sexual de tabaco y tomate como para ia obtencién de explantes de
este Ultimo, se trabajé en condiciones in vitro. En primer lugar, las semillas a germinar
fueron desinfectadas por 15 min con una solucidén de hipoclorito de sodio 30% viv y
Tween 20 0,1% v/v. A continuacion, fueron lavadas con agua destilada estéril tres
veces y secadas en papel filtro estéril en camara de flujo laminar. Posteriormente, las
semillas fueron sembradas en placas Peiri que contenian medio de germinacién
(Murashige & Skoog con vitaminas (PhyfoTechnology Laboratories, USA) 0,44% m/v,
sacarosa 1,6% m/v, Phytoagar 1,5% m/v, pH 5,8). Luego, fueron incubadas en una
camara de cuitivo de plantas a 25°C con 60% humedad y fotoperfodo largo (16 h luz, 8
h oscuridad) durante 8 a 10 dias para la obtencién de explantes o durante 2 semanas
para la propagacion de plantas. En este Gitimo caso, una vez cumplido dicho perfodo
se fransfirieron a una mezcla de turba : vermiculita : perlita en proporcién 3:1:1 y se
crecieron en invernadero a 22°C con fotoperiodo largo (16 h luz, 8 h oscuridad), donde
el riego consistié en medio hidropénico (KNO3 1,25 mM, Ca({NOs}, 1,5 mM, MgSQ, 0,75
mM, KHzPO4 0,5 mM, HiBO; 50 pM, MnSO4 10 pM, ZnSO,; 2 pM, CuSO,; 1,5 uM,
(NH4)sMo7024 0,075 uM, NaO3Si 0,1 mM, pentaacetato de hierro dietilentriamina, pH

6) cada dos dias hasta saturacion.
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2.2, Métodos de biologia molecular

2.2.1. Estrategia de clonacion
La estrategia empleada para estudiar el rol de SILIP1 y SILIP1p involucré dos lineas
experimentales: en primer lugar, la generacién de vectores de expresion en la cepa
mutante de E. coli ipA KER176, con el fin de estudiar la funcionalidad del producto
génico de SILIP1y SILIP1p; y, por otra parte, la generacion de vectores de expresion
con el propésito de transformar tejido vegetal, ya sea transitoriamente en N. fabacum o
establemente en S. lycopersicum cv. Micro-tom, a través de A. fumefaciens EHA105,

Asi, para la obtencién de vectores de expresion en E. coli lipA KER176, se
utilizaron los vectores de entrada pCR™8/GW/TOPO® portadores de un fragmento de
las secuencias codificantes de las potenciales proteinas maduras AtLIP1, SILIPT y
SILIP1p (véase seccibn 2.2.1.7) y el vector de destinacion pDEST-HissMBP
(Nallamsetty et al., 2005), para generar los vectores de expresion pDEST-HisgMBP-
AfLIP1A18, pDEST-HissMBP-SILIP1A30, pDEST-HissMBP-SILIP1pA110 (véase Figura
2A).

Por su parte, para determinar la localizaciéon subcelular de SILIP1p mediante
transformacién transitoria en N. {fabacum, se utilizd el vector de entrada
pCR™8/GW/TOPO® portador de la secuencia codificante completa de SILIP1p con
excepcion del codén de término de la traduccién; y el vector de destinacidén
pEarleyGate 101 (Earley et al., 2008), para generar el vector de expresion pEarleyGate
101-SILIP1p (véase Figura 2 B).

En el caso de la transformacion estable de S. fycopersicum, se utilizaron los
vectores de entrada pCR™8/GW/TOPO® portadores de las secuencias codificantes

completas de SILIPT y SILIP1p con excepcidon de sus codones de término de la
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traduccion y el vector de destinacion pGWB8 (Nakagawa et al., 2007), con el fin de

obtener los vectores de expresion pGWB8-SILIP1 y pGWB8-SILIP1p (Figura 2 B).

A B pEarleyGate 101-SILIP1p

attB1 attB2
358

pDEST-HissMBP-AtLIP1A18
pGWBB8-ALLIP1

tacP attB1 attB2 15 attB1 attB2
His, g MBP AlLIP1A18 waury AtLIP1 HiS. g NOS-T g LdH
pDEST-HissMBP-SILIP1A30 pGWBS-SILIP1
tacP attB1 attB2 355 attB1 attB2
His, g MBP SILIP1A30 wduty SILIP1 Hiss'g NOS-T g LdH
pDEST-HissMBP-SILIP1pA110 pGWB8-SILIP1p
1 B2 ttB1 ttB2
tacP auB at 358 ° ?
His, g MBP g SILIP1pA110 g4 AUy SILIP1p Hisg'y NOS-T g LdH
pDEST-HisgMBP pGWBS
attL1 attL2 attL1 attL2

tacP

358
Hisy MBP cam g ccdB sadwy cam ,ccdB His; NOS-T 1dH

Figura 2. Esquema de las distintas vectores de expresion en bacterias y plantas. A, resumen de los
vectores de expresion en bacterias pDEST-HissMBP con los respectivos insertos de interés —AtLIP1A18, —
SILIP1A30, —-SILIP1pA110 y sin inserto. B, se muestran los vectores de expresion en plantas pEarleyGate
101-SILIP1p para determinar su localizacion subcelular en N. tabacum y pGWBS con los insertos —AtLIP1,
=SILIP1, -SILIP1p y sin inserto. tacP: promotor fac para expresion constitutiva en bacterias; 35S; promotor
del virus del mosaico de colifor para expresion constitutiva y fuerte en plantas. Hiss: epitopo de
hexahistidina; MBP: proteina de union a maltosa; OCS-T y NOS-T: secuencia 3' de poliadenilacion del
gen de octopina y nopalina sintasa, respectivamente. attl’ y attB: secuencias de reconocimiento para
recombinacion homéloga en el vector de destinacién y de expresion, respectivamente. Cam: gen de
resistencia a cloranfenicol; ccdB: gen cuyo producto génico es letal para cepas de E. coli gyrA. HPT, Amp®
y BLP™: genes que confieren resistencia a higromicina, ampicilina y BASTA, respectivamente. AtLIP1,
SILIP1y SILIP1p corresponden a la secuencia codificante completa o parcial (A18, A30 o A110) de lipoil
sintasa de A. thaliana y aquellas candidatas en S. lycopersicum.
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2.2.1.1. Disefio de partidores
La obtencién de vectores de expresién en E. coli lipA KER176 se realiz6 a partir de las
secuencias codificantes de AtLIP1, SILIP1 y SILIP1p depositadas en la base de datos
de NCBI (NM_127655, XM_004243273, XM_004252845, respectivamente). Los
partidores especificos para amplificar AfLIP1 utilizados han sido descritos previamente
(Yasuno y Wada, 1998). Por su parte, para amplificar SILIP1 y SILIP1p, se realizé un
analisis bioinformatico con sus respectivas secuencias codificantes para evaluar la
presencia de un peptido sefial de destinacion a mitocondrias y cloroplastos,
respectivamente.  Asi, utilizando los programas TargetP 1.1 Server
(http://iwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP, Emanuelsson et al., 1999) y ChloroP 1.1

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/, Emanuelsson et al., 1999), se predijo

el posible péptido sefial para SILIP1 y SILIP1p, respectivamente. Lo anterior, sumado a
un alineamiento aminoacidico con ALIP1 para el caso de SILIP1 y con AtLIP1p
previamente caracterizado (Yasuno y Wada, 1998) para el caso de SILIP1p, fue
utilizado para el disefio de partidores especificos para las secuencias a amplificar (ver
Tabla 1), las cuales abarcaron desde el 5’ de la secuencia codificante de cada potencial
proteina madura hasta el respectivo codén de término de la traduccion. Por su parte, el
disefio de partidores especificos para SILIP1p necesario en la obtencion del vector de
expresion para su posterior transformacién en plantas (ver Tabla 1), se basé en la
secuencia codificante completa de SILIP1p referida previamente (XM_004252845).
Asimismo, se disefiaron partidores especificos para analizar la insercion de los
respectivos constructos en plantas de tomates transformadas con AtLIP1, SILIP1 y
SILIP1p y para realizar andlisis de expresion génica mediante qRT-PCR, los cuales se

resumen en la Tabla | a continuacion.
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Tabla 1. Partidores utllizados para los pasos de clonacién y analisis molecular de plantas

transformantes.

Nombre Secuencia (5'a 3') ;’;‘g) N°® Acceso Referencia
AtLIP1expF | TTCTCCTCTTCCTCGGCTGTAACT 8 |\ 1a7ess | Yasunoy
AtLIP1expR | CTACGGGGATGTAGAAGGAGAAGCC 61 = Wada, 1998
SILIPImexpF | GCTACACCAGCATCTCCACCTC 80 | 1 004243275 | Eeto estudic
SILIPImexpR | CTAAGACAACGATGCTGCACGATCAGAT 62 -

SILIP1cexpF | CCACCCTCAAATGGGTCG 56 | 1 004252645 | Eete ootudio
SILIP1cexpR | CTATTGTGACATAGTTTGTGCATTITCTG 56 -

Slipic_F ATGAATAGGAAGTTTAGCAATATAGCAAAGC |56

sliplc_R CTATTGTGACATAGTITGTGCATTTCTG 55 | XM_004252845 | Este estudio
Sliplc_Rns | TTGTGACATAGTTTGTGCATITCTG 54

S|_GAPDH_F | TGTTTAAGTATGATAGTGTACACGGC 5 |\t oo1a76325 | Chalupowicz
S|_GAPDH_R | GCTCAAAGCAATTCCAGCCTTG 58 - etal., 2010
355_F3 AGAACTCGCCGTAAAGACTGGC 60 o ostudio
His3 GCATGATGATGATGATGATGGCTG 58

Higro_F TTTGTGTACGCCCGACAGT 57 AB289771 | Ete eetudio
Higro_R AAGACCTGCCTGAAACCGA 57

CmR_F AGACGGTGAGCTGGTGATATGGGAT 62 o estudio
ccdB_R TGATGTCATTTTCGCGGTGGCTGAGA 64

SLCAC_F  |CCTCCGTTGTGATGTAACTGG 60 Expésito-
SL.CACR |ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG go | M-001324017 R%?i'%%‘;et
GRT-AtLIP1_F | CCTGCAGGCACCTTAACAAAGACT 60

Rl & |AAGGCATCTGGTGTCACGTACTCA o1 | w2765 | Este estudio
GAtLIP1_F2 | GTCGTACAAAGCGGGAGAGT 60

GAtLIPI_R2 | GCATGATGATGATGATGATGGCTG 60

gRT-LIPIm_F | ACCCTAGAGGGATTACGCCA 60

gRT-LIP1m_R | CTTCGTCCCTACCTCAACCG 80 | 1 00423273 | Este estudic
qLIPIm_F2 | TTCTCGGCACACAAATGGGA 60 -

qLIPIm_R2 | GCATGATGATGATGATGATGGCTG 60

v AGAATGTTGGAATGGTGGTGGAGATG 50

R ATAGGGTCAGGAGGAGCAGGATTTC 60 | xm 004252845 | Este estudio
qUIP1c_F2 | TCCCTTGGTTCGATCCTCCT 80

qLIP1c_R2 | GCATGATGATGATGATGATGGCTG 60

OligoAP _(I:J_IC_-}TC.)I_CACGCGTCGACTAGTAL,I TTTTITTTTTT]

*  Tm: Temperatura de alineamiento de los partidores.
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2,21.2. Programas de PCR para clonacién

La generacion de los vectores de expresion pDEST-HissMBP portadores de AfLIP1,
SILIPT y SILIP1p involucré la inicial amplificacién de los respectivos fragmentos
mediante PCR utilizando Tag DNA polymerase (Sigma-Aldrich, Alemania) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Para ello, cada reaccion de PCR consistié en 1 U de
Tag DNA polymerase (Sigma-Aldrich, Alemania), 0,5 UM de cada partidor, dNTPs 200
MM de cada uno y 5 ng de ADN plasmidial portador ya sea de SILIP1, SILIP1p o AtLIP1
previamente secuenciados (tesis doctoral en curso, Jorge Araya), disuelto en la
solucién amortiguadora 1X correspondiente en un volumen de reacciéon de 20 L. El
programa de PCR empleado para cada amplicén varié en funcién de la Tm de los
respectivos partidores y de la longitud de la secuencia a amplificar, siguiendo el perfil
térmico: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s, (Tm — 5)°C por 45 s y 72°C por (1
min por cada kb); 72°C por § min y 10°C como temperatura de mantencién.

Por su parte, la amplificacion de SILIP1p necesaria para su clonaciéon en
vectores de expresion en plantas, se realizé utilizando Herculase Il Fusion DNA
Polymerase (Agilent Technologies, EE.UU.), segun las instrucciones de! fabricante. De
este modo, cada reaccién de PCR consistid en 1 U de Herculase Il Fusion DNA
polymerase, 0,5 yM de cada partidor, dNTPs 200 pM de cada uno y 50 ng de ADNc
proveniente de hoja de tomate (véase seccidén 2.3.2.5), disuelto en la solucién
amortiguadora 1X correspondiente en un volumen de reaccién de 20 pL. E| programa
de PCR empleado siguié el siguiente perfil térmico: 95°C por 3 min; 40 ciclos de 95°C
por 30 s, (52 a 58)°C por 45 s y 72°C por 1 min 30 s; 72°C por 10 min y 10°C como

‘temperatura de mantencién.
Tras la optimizacion de las condiciones de PCR para obtener fragmentos tnicos

con los respectivos tamafios esperados, se realizé para cada fragmento a clonar una
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amplificacién por PCR utilizando Pfu DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA),
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Asi, cada reaccién de PCR consistié en
0,5 U de Pfu DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA), 0,5 uM de cada
partidor, INTPs 200 uM de cada uno y 50 ng de ADNc proveniente de hoja de tomate,
disuelto en ia solucion amortiguadora 1X correspondiente en un volumen de reaccion

de 20 pl. El programa de PCR empleado para cada amplicén varié en funcién de la Tm

de los respectivos partidores, de acuerdo a la Tabla Il.




Tabla Il. Programas de PCR realizados para clonacion y andlisis molecuiar de plantas.

Programa
Programa | Partldores Descripcién T (°C) | Tlempo | Ciclos
Amplifica un fragmento del CDS de AtLIP71| 94* g 1
de 1071 pb, comrespondientes a Ia 94+ 30"
ALLIP AtLIP1expF y | secuencia codificante de la proteina madura "
AtLIP1expR | AtLIP1 para su clonacién en vector de| 60 45 35
destinacion pDEST-HissMBP y posterior| 72 15"
expresion en E, coli lipA KER176. 72 5 3
Amplifica un fragmento del CDS de SiLIP1 | 94" 3 1
de 1053 pb, comespondientes a la| g4+ ap"
SILIP1 SILIP1mexpF secuencia codificante de la potencial 50 45" 35
SlLIP1¥nex R protelna madura SILIPT para su clonacién
PR Jen vector de destinacién pDEST-HissMBP y{ 72 120"
posterior expresién en E. coli lipA KER176. 72 5 1
Amplifica un fragmento del CD$ de SILIP1p 94" 3 1
de 975 pb, correspondientes a la secuencia| g4* ao"
SILIP1p- | SILIP1cexpF y | codificante de !a potencial proteina madura 533 45" 35
exp SlipTe_R SILIP1p para su clonacidén en vector de !
destinacion pDEST-HissMBP y posterior| 72 1
expresion en E. coli fipA KER176. 72 5 1
Amplifica el CDS completo de SILIP1p de| 94 3 1
1302 pb excepiuando el codon de término| o4 30"
Slipic_Fy |de la traduccion 5 ATC 3', para su "
SiLIP1p Slip1c_Rns |clonacién en vectores de destinacion 53,3 45 35
pEarleyGate 101 y pGWBS, para su| 72 1'30™
posterior expresion en plantas, 72 5 i
94 5 1
Amplifica un fragmento de 782 6 2.358 pb 94 P
SI_GAPDH_F |de SIGAPDH, utilizando como templado
SIGAPDH y ADNc o ADNg de hoja de fomate,| 60 45" 35
SI_GAPDH_R | respectivamente. Utilizado para evaluar la 72 130"
integridad del ADNc o0 ADNg de tomate.
72 5 1
Amplifica un fragmento de 1.746, 1.764,| 94 5 1
1.926 6 2.264 pb para los constructos| g4 30"
_ pGWBE-AtLIP1, -SILIP1, -SILIP1p o sin "
35S-His | 358_F3y His3 inserto, respectivamente. Utilizado para 53 45 35
evaluar integracién de los respectivos| 72 2'30"
constructos en lineas de tomates T0, 72 5 1
Amplifica un fragmento de 386 pb de la| 94 5 1
secuencia codificante del gen HPT presente | 94 30"
Higro Fe en el vector de destinacion pGWBS, Permite "
HPT HigroR Inferir la insercibn de los distintos 52 30 35
constructos de interés para su expresion en| 72 1
plantas. 72 5 1
Amplifica un fragmento de 1.039 pb,| 94 5 1
correspondiente a pare del gen codificante | 94 30"
§ CmR_Fy para CmR y del gen ccdB, ambos presentes "
CmR-ccdB cedB_R dentro del fragmento de ADN recombinado 60 50 35
entre el vector pCR8 y los vectores de| 72 1'
destinacién Gateway® LR. 72 5 1

*: tiempo indicado se duplica en caso de utilizarse enzima Pfu, para los pasos de clonacién.
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2.21.3. Electroforesis en geles de agarosa
Para verificar la presencia de amplicones derivados de programas de PCR, asi como
para diferenciar bandas obtenidas tras ensayos de digestién enzimatica de ADN
plasmidial, se realizaron electroforesis en geles de agarosa. Para ello, se prepararon
geles de agarosa a 1% m/v en solucién amortiguadora TAE 1X (Tris-Acetato 40 mi,
EDTA 1 mM, pH 8). Por su parte, para verificar la presencia de amplicones derivados
de programas de qRT-PCR, se prepararon geles de agarosa a 3% m/v en la misma
solucion amortiguadora. Asimismo, en el caso de verificar la integridad de ADN
gendémico obtenido desde hojas de plantas de S. lycopersicum transgénicas, se
prepararon geles de agarosa a 0,8% m/v en solucién amortiguadora TAE 1X. En todos
los casos anteriores, se colocaron los geles en una camara electroforética embebida
en TAE 1X y en seguida se cargaron de 10 a 20 yL de muestra pre-mezclada con una
solucién amortiguadora de carga (azul de bromofenol 0,25% miv, xilencianol 0,25%
miv y glicerol 80% v/v disueltos en TAE 1X). Todas las electroforesis en geles de
agarosa fueron realizadas estableciendo una diferencia de potencial eléctrico constante
a 90 V durante 50 a 90 min, o hasta que los colorantes presentes en la solucién
amortiguadora de carga dividieran el gel en aproximadamente tres partes equivalentes.
A continuacién, se procedié al revelado de los geles embebiéndolos en una solucién de
bromuro de etidio a 1 mg/L durante aproximadamenie 20 min, tras lo cual fueron
embebidos en agua destilada por 10 min. Finalmente, los geles tefiidos con bromuro de
etidio fueron visualizados en transiluminador excitando por entre 200 a 400 ms con luz
UV y fotografiados en tales condiciones mediante el software GeneSnap (Syngene,

USA).
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2.2.1.4, Purificacion de ADN desde bandas de gel de agarosa

La purificacion de ADN proveniente de cada amplificacién con Pfu DNA Polymerase se
realizo medianie Wizard SV Gel and PCR Clean — up System (Promega Corporation,
EE.UU.). Brevemente, se afiadieron 10 pL de solucién de unién a membrana por cada
10 mg de gel. Se realizé una agitacion de 10 s en vértex y se incubé a 65°C por 10
min.

Luego, se transfirié la mezcla del gel disuelto a un sistema consistente en una columna
puesta sobre un tubo colector, previamente enfriados. Se incubd a temperatura
ambiente por 1 min y luego se centrifugd a 16.000xg por 1 min, descartando el eluido.
En seguida, se afiadieron 700 yL de solucidn de lavado y se centrifugé a 16.000xg por
1 min, descartando nuevamente el eluido. Este paso de lavado se repitid una vez mas
con 500 uL de solucién de lavado, centrifugando a 16.000xg por 5 min. Se centrifugé
una vez mas a 16.000xg por 1 min para permitir la evaporacién de cualquier traza de
etanol residual, y luego se transfirid la columna a un tubo de 1,5 mL limpio. Se
afiadieron 50 pL de agua libre de nucleasas, se incubd a temperatura ambiente por 1
min y se centrifugé a 16.000xg por 1 min. Se descarté la columna y se almacend el

ADN obtenido a -20°C para su procesamiento posterior.

2.2.1.5. Purificacién de ADN plasmidial
Durante el proceso de clonacién de los vectores de expresion a utilizar se realizaron
extracciones de ADN plasmidial de aquellos clones que resultaron positivos para la
presencia del gen de interés tanto en los vectores de entrada como de destinacion. Lo
anterior se llevd a cabo mediante el uso de GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo

Fisher Scientific, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para elio, cultivos de

noche de 5 mL de cada clon fueron centrifugados a 13.000xg por 1 min para obtener
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un sedimento de células, cada uno de los cuales fue resuspendido en 250 L de
Resuspension Buffer y transferido a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. En seguida, a
cada tubo se agregaron 250 pL de Lysis Buffer y se agitaron de 4 a 6 veces.
Posteriormente, se agregaron 350 pb de Neutralization Buffer y se agitaron de 6 a 8
veces. A continuacion, los tgbos fueron centrifugados a 13.000xg por 5 min, y el
sobrenadante fue transferido a un sistema de columnas en tubos colectores.
Nuevamenie fueron centrifugados a 13.000xg por 1 min, posterior a lo cual se
realizaron dos lavados con el fin de eliminar contaminantes, para lo cual se agregaron
en cada ocasion 500 uL de Wash Solution y en cada oportunidad se centrifugé a
13.000xg por 1 min y se descarté el eluido. Finalmente, cada columna fue transferida a
respectivos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL limpios y se agregaron 50 L de agua
libre de nucleasas, centrifugando a 16.000xg por 2 min a temperatura ambiente. Tales
minipreparaciones asi obtenidas fueron cuantificadas (véase seccién 2.2.1.6) y

almacenada a -20°C para posteriores analisis.

2.2.1.6. Cuantificacion de acidos nucleicos
La cuantificacion de los acidos nucleicos provenientes de las purificaciones de ADN
desde bandas de gel de agarosa, asi como de extracciones de ADN gendmico o ARN
de N. tabacum o S. lycopersicum cv. Micro-tom y de ADN plasmidial purificado fue
realizada por especirometria a 260 nm, mediante NanoVue (GE Healthcare Life
Sciences, USA). Con ello, para cada muestra se midio la absorbancia en un rango de
230 a 320 nm, otorgando los indices 260/280 nm y 260/230 nm, para evaluar la pureza

tanto de ADN como de ARN.
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2.21.7. Generacion de vectores de entrada portadores de los genes de
interés para analisis en bacterias y plantas

En primer lugar, se realizaron los respectivos programas de PCR para ampiificar
AtLIP1, SILIP1 o SILIP1p (véase seccion 2.2,1.2) con los partidores especificos
disefiados (véase seccion 2.2.1.1) tanto para la obtencion de vectores de expresion
pDEST-HissMBP como para la generacién de vectores de expresion en plantas, y se
cotrieron los respectivos productos de ampiiﬂcacién mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% (vease seccion 2.2.1.3). A continuacion, se realiz6 en cada caso un 3’
Tailing en una reaccién que contenia 50 a 150 ng del producto de purificacion desde
gel de agarosa (véase seccién 2.2.14), 1 U de Pag DNA Polymerase (Agilent
Technologies, USA) y dATP 200 pM, disueltos en solucion amortiguadora 1X en un
volumen de 10 pL, incubando la reaccién a 70°C por 30 min. Cada fragmento asi
tratado fue clonado en el vector de entrada pCR™8/GW/TOPO® en una reaccion de 6
KL que contenia aproximadamente 120 ng del fragmento purificado con 3'A afiadido y
1 uL de vector pCR™8/GW/TOPO® en una solucién salina (NaCl 200 mM, MgCl; 10
mM). Para producir la topoisomerizacién de cada fragmento de interés en el vector de
entrada, se incubd por 30 min a 1 h a temperatura ambiente, tras lo cual la reaccién de
topoisomerizacién se incubdé con un vial de células E. cofi OneShol® TOP10
quimiocompetentes por 30 min en hielo. Posteriormente, se procedid a la
transformacién mediante golpe térmico (véase seccion 2.1.2).

Para cada transformacion, las colonias obtenidas en placas con LB agar
suplementadas con espéctinomicina 100 pg/mL fueron analizadas mediante PCR de
colonia para cada gen de interés (véase seccion 2.3.1.1), y aquellas que resultaron
positivas fueron crecidas en medio LB liquido suplementado con espectinomicina 100

ug/mL por 16 h a 37°C en agitacion a 180 rpm. Posteriormente, se guardd un stock de
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glicerol en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL de dichos cultivos en glicerol 30% viv y
se almacenaron a -80°C. Paralelamente, se purificé el ADN plasmidial del volumen
restante de cada cullivo y se realizaron andlisis de restriccion enzimatica y
secuenciacion (veéanse secciones 2.2.1.5, 2.3.1.2 y 2.3.1.3, réspectivamente). Con
dichos resultados se seleccionaron los clones adecuados para los procedimientos

posteriores.

2.21.8. Generacion de vectores de expresién portadores de los genes de
interés para analisis en bacterias y plantas .

Con los clones seleccionados en la etapa anterior (véase seccion 2.2.1.7) para
pCR™8/GW/TOPO®-ALLIP1, pCR™8/GW/TOPO®-SILIP1 y pCR™8/GW/TOPO®-
SILIP1p para la expresion de AtLIP1, SILIP1 y SILIP1p en E. coli lipA KER176, asi
como con los clones seleccionados de pCR™8/GW/T OPO®-SILIP1p para la expresién
ya sea fransitoria de S/LIP1p en N. tabacum o estable en S. fycopersicum cv. Micro-
tom, se procedio a la generacion de los respectivos vectores de expresion utilizando ya
sea pDEST-HisgMBP, pEarleyGate 101 6 pGWBS8 segun la estrategia de clonacién
previamente descrita (véase seccion 2.2.1). Para ello, se realizaron las
correspondienies recombinaciones homélogas entre el vector de entrada
pCR™B/GW/TOPO® con los vectores de destinacion ya mencionados utilizando la
tecnologia Gateway® (Hartley et al., 2000).

Con este objetivo, se realizaron reacciones de recombinacién LR entre los
vectores de entrada y destinacién respectivos. Asl, cada reaccién se llevd a cabo en un
volumen total de 10 pl, y estuvo compuesta de: 300 ng de vector de entrada portador
de cada gen de interés, aproximadamente 100 ng del vector de destinacién respectivo,

2 pL de LR Clonase™ Enzyme Mix, 1X de LR Clonase™ Reaction Buffer, ademas de
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una solucién amortiguadora TE (EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8). Cada reaccién se
incubd a temperatura ambiente por 16 h, y luego fue almacenada a -20°C para su
posterior uso o fue directamente utilizada para transformar células E. coli OneShot®
TOP10 quimiocompetentes segiin se describiera previamente (véase seccion 2.1.2).
Luego, cada reaccién fue sembrada en placas con LB agar suplementado con el
antibidtico correspondiente: ampicilina 100 pg/mL para pDEST-HissMBP o kanamicina
100 pg/mL para pEarleyGate 101 o para pGWBS. Se incubaron a 37°C por 16 h y las
colonias transformantes obienidas fueron analizadas por PCR de colonia (véase
seccion 2.3.1.1) y aquellas que resultaron positivas fueron crecidas en medio LB
liquido suplementado con los respectivos antibidticos de seleccién de plasmidio para
realizar la correspondiente purificacion de ADN plasmidial y analisis de restriccion
enzimatica (véanse secciones 2.2.1.5, 2.3.1.2 y 2.3.1.3, respectivamente).

Tras dichos analisis, se seleccionaron aquellos clones representativos de los
constructos de expresion en E. coli lipA KER176, a saber: pDEST-HissMBP-A{LIP1,
pDEST-HisgMBP-SILIP1 y pDEST-HissMBP-SILIP1p. Del mismo modo, se
seleccionaron aquéllos representativos de los vectores de expresion en plantas, que
son: pEarleyGate 101-SILIP1p, para la transformacién ftransitoria de hojas de N.
tabacum; y pGWBS-SILIP1p, para la transformacion estable de explantes de S.

lycopersicum cv. Micro-tom.
2.2.2, Transformacion de plantas

2.22.1. Transformacion transitoria de Nicotiana tabacum
La transformacién transitoria de N. fabacum se llevoé a cabo mediante infiltracion de
hojas de tres semanas de edad crecidas en invernadero en condiciones controladas

(véase seccién 2.1.3), siguiendo un protocolo estandar descrito previamente (Sparkes
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et al., 2006). Brevemente, se utilizaron los clones de A. fumefaciens EHA105
portadores ya sea del vector pEarleyGate 101-SILIP1p, pEarleyGate 101 sin inserto o
pBl121-RecA (obtenido por gentileza de Dra. Lee Meisel, perteneciente al Laboratorio
de Genética Vegetal), los cuales fueron utilizados comé control negativo y positivo de
la transformacion transitoria, respectivamente. Para ello, cada clon fue crecido en
medio LB liguido suplementado con rifampicina 10 pg/mL para [a seleccion de A.
tumefaciens y con kanamicina 100 pg/mL para la seleccién del vector pEarleyGate 101
o con espectinomicina 100 ug/mL para la seleccion del vector pBI121, y dichos cultivos
fueron crecidos a 28°C en agitacion a 180 rpm por 16 h, tras lo cual fueron
sedimentados a 1.000xg por 10 min a temperatura ambiente y resuspendidos en un
medio de infiltracion (MES 50 mM, NasPQ4 12H,0 2 mM, D-glucosa 0,5% miv y
acetosiringona 100 uM) hasta alcanzar una ODgq = 0,1. A continuacién, tres plantas de
tabacos distintas para cada construccién fueron infiltradas en la cara abaxial de Ia
tercera o cuarta hoja desde el meristema apical mediante jeringa, de modo tal que en
cada hoja infiltrada hubiera representacion de los tres constructos a estudiar.
Posteriormente, las plantas infiltradas fueron mantenidas en las mismas condiciones de
crecimiento anteriores, y secciones de aproximadamente 1 cm? de cada infiltracion

fueron analizadas por microscopia confocal LSM Zeiss 510 tras 2 a 3 dpi.

2.2.22. Transformacion estable de Solanum Iycopersicum cv Micro-Tom

- Para evaluar los efectos de la sobre-expresion de las potenciales lipoil sintasas de
tomate SILIP1 y SILIP1p, se siguié un protocolo de transformacion de explantes
provenientes de cotiledones descrito previamente (Pino et al,, 2010) con cierias
modificaciones. Para ello, en primer lugar los cotiledones de plantulas de 8 a 10 dias

de edad crecidas en condiciones in vitro (véase seccién 2.1.3) fueron aislados Y sus
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exiremos proximales y distales removidos, de modo de dividir cada cotiledon
transversalmente en dos porciones. Luego, los explantes asi obtenidos fueron
sumergidos en una solucién de medio MS liquido [Murashige & Skoog con vitaminas
(PhytoTechnologies Laboratories, USA) 0,44% mfv, pH 5,8] para evitar su
deshidratacién. Posteriormente, se co-cultivaron aproximadamente 50 explantes por
constructo con cultivos de A. tumefaciens EHA105 portadores de los constructos
pGWBB8-SILIP1 (obtenido en la Tesis Doctoral en curso de Jorge Araya), pGWBS8:
SILIP1p (obtenido en la presente tesis), pGWB8 sin inserto y pGWBBS-AILIP1 {obtenido
en la Tesis Doctoral en curso de Jorge Araya); estos tltimos fueron utilizados como
control negativo y positivo de la transformacién estable, respectivamente. Para ello, un
cultivo liquido de noche de cada clon de A. tumefaciens EHA105 crecido en medio LB
liquido suplementado con rifampicina 10 pg/mbL y kanamicina 100 pg/ml, fue
sedimentado a 3.000xg por 10 min a temperatura ambiente y, a continuacion, fue
resuspendido en medio de transformacién (Murashige & Skoog con vitaminas 0,44%
m/v y acetosiringona 100 pM, pH 5,8) hasta alcanzar una ODgg = 0,3 y fue incubado a
28°C en agitacién a 180 rpm por 1 h, fras lo cual se procedié al co-cultivo con
explantes de cotiledones de la forma mencionada previamente. Posteriormente, éstos
fueron secados en papel absorbente estéril, y fueron en seguida ubicados en placas
Petri con su. cara abaxial en cont:acto con el medio de co-cultivo (Murashige & Skoog
con vitaminas 0,44% m/v, acetosiringona 100 pM, NAA 0,4 pM, sacarosa 3% miv y
Phytoagar 0,6% m/v, pH 5,8). Tales placas fueron mantenidas en oscuridad a 25°C por
48 h, tras lo cual los explantes fueron transferidos a placas Petri que contenian un
medio de induccion de brotes (Murashige & Skoog con vitaminas 0,44% m/v, sacarosa
3% m/v, mio-inositol 0,01% m/v, trans-zeatina 2 mg/L, higromicina 5 mg/L, fimentin

400 mg/L y Phytoagar 0,6% mfv, pH 5,8) y mantenidos en camaras de cultivo con
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fotoperiodo largo 16 h luz y 8 h oscuridad, a 25°C hasta la aparicién de brotes, con
recambio de medio de induccion cada 3 semanas.

Cuando los brotes generados alcanzaron aproximadamente 1 cm de altura, fueron
transferidos a placas Petri que contenian medio de elongacién de brotes (Murashige &
Skoog con vitaminas 0,44% m/v, sacarosa 3% mfv, mioc-inositol 0,01% m/fv, trans-
zeatina 1 mg/L, higromicina 5 mg/L, timentin 400 mg/L y Phytoagar 0,6% m/v, pH 5,8) y
mantenidos en las condiciones de cuitivo descritas previamente. Cuan;jo los explantes
alcanzaron aproximadamenie 5 cm de altura, fueron transferidos a frascos Incu
Tissue® (SPL Life Sciences, Korea del Sur) que contenia el mismo medio de
elongacion, el cual era recambiado cada 3 semanas. Tras aproximadamentie dos
meses, los brotes mejor desarrollados fueron transferidos a cajas Magenta® {SPL
Enterprises, Korea) que contenian medio de enraizamiento (Murashige & Skoog con
vitaminas 0,22% m/v, sacarosa 1,5% mlfv, acido indolbutirico IBA & mg/L, higromicina
2,5 mg/L, timentin 400 mg/L y Phytoagar 0,6% m/v, pH 5,8) y mantenidos por
aproximadamente 2 semanas o hasta que aparecieran raices de cerca de 5 ¢cm de
largo. Todo el procedimiento anterior fue realizado en triplicado y en condiciones de
esterilidad bajo camara de flujo laminar. Finalmente, las planiulas de tomate TO
regeneradas mediante la metodologia previamente descrita fueron transferidas a una
mezcla de turba : perlita : vermiculita en proporciéon 3:1:1, dispuestas en maceteros
plasticos translicidos cubiertos con Alusaplast para su aclimatacion por 1 mes,
regadas con-medio hidroponico (KNO3 1,25 mM, Ca(NO3). 1,5 mM, MgS0Q4 0,75 mM,
KH,PO4 0,5 mM, HsBO3 50 pM, MnSO,; 10 gM, ZnSO4 2 uM, CuS0, 1,5 pM,
(NH4)sMo70,4 0,075 uM, Na>0O3Si 0,1 mM, pentaacetato de hierro dietilentriamina, pH

6) una vez por:isemana y mantenidas en condiciones de cultivo controladas (véase

seccion 2.1.3).




2.3. Analisis
2.3.1. Anaélisis en bacterias:

2.3.11. PCRde colonia
Para analizar [as‘c\;olonias transformantes procedentes de los pasos de clonacion tanto
en pCR™8/GW/TOPO® (véase seccibn 2.2.1.7) como en pDEST-HissMBP,
pEarleyGate 101 y pGWBS (véase seccién 2.2.1.8), asi como en el andlisis de las
colonias de A. turmmefaciens EHA105 y E. cofi lipA KER176 (véase seccion 2.1.2)
transformadas con los veciores de expresion respectivos (véase seccion 2.2.1), se
realizé el programa de PCR de colonta descrito a confinuacion.

Se eligieron 10 colonias aisladas para cada constrl.!cto en cada paso de
clonacién en los vectores de entrada y destinacién previamente mencionados o 2
colonias aisladas para analizar los vectores de expresion obtenidos en A. fumefaciens
EHA105 o E. coli lipA KER176, y en cada caso se resuspendieron en 10 ulL de agua
estéril. Luego, se incubaron a 95°C por § min, tras lo cual se centrifugaron a 14.000
rpm por 5 min para sedimentar los resios celulares de cada colonia inoculada.
Finalmente, cada reaccion de PCR consté de 1 U de Taq DNA polymerase, 0,5 uM de
cada partidor, dNTPs 200 yM de cada uno y 5 plL de cada sobrenadante obtenido tras
la centrifugacién antes mencionada, disuelto en la solucién amortiguadora 11X
correspondiente en un volumen de reaccién de 20 pL. El programa de PCR empleado
para cada amplicon varié en funcién de la T de los regpectivos partidores y de la
longitud de la secuencia a ampilificar, siguiendo el perfil térmico: 94°C por 5 min; 35
ciclos de 84°C por 30 s, {(Tm — 5) °C por 45 s y 72°C por (1 min por cada kb); 72°C por

5 min y 10°C como temperatura de mantencion.
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2.3.1.2. Digestion enzimatica de ADN plasmidial

Luego de cada paso de clonacién tanto en los vectores de entrada como de
destinacion (véanse secciones 2.2.1.7 y 2.2.1.8) se realizé un analisis del ADN
plasmidial incorporado tras la transformacion por golpe térmico de E. coli OneShot®
TOP10, ya sea para analizar el sentido de topoisomerizacién de los fragmentos
clonados, en el caso de pCRTMBIGWIT OPO® o para verificar la correcta recombinacion
en los casos de los vectores de destinacion pDEST-HissMBP, pEarleyGate 101 y
pGWBS. Para ello, se realizé un anélisis in sifico mediante el programa SnapGene v.
2.3.2 de cada vector generado, y se eligieron las enzimas de restriccién a partir de la
capacidad para obtener fragmentos diferenciables en gel de agarosa y de generar
patrones de digesiién discernibles para cada caso.

Asl, se obtuvieron las siguientes combinaciones para cada vector: Nco | y Ava |
(Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) para digerir el vector pCR™8/GW/TOPO® portador
de SILIP1p; Ava Il (Thermo Fisher Scientific, USA) para digerir todos los vectores
portadores de AtLIP1, SILIP1 y SILIP1p para su expresién en E. coli lipA KER176
(véanse secciones 2.2.1.7 y 2.2.1.8); y Nco | para el vector de destinacion pGWBS8
portador de SILIP1p.

Cada reaccién de digestion simple consistié en 5 U de enzima y 1 pg de ADN
plasmidial previamente obtenido por minipreparacién por kit comercial (véase seccion
2.2.1.5), disueltos en una solucién amortiguadora Tango™ 1X (Tris-acetato 33 mM pH
7.9, acetato de magnesio 10 mM, acetato de potasio 66 mM y seroalbimina bovina
BSA 0,1 mg-mL™). Por su parte, cada reaccion de digestion doble se realizé en
reacciones de igual composicion que la descrita anteriormente, con la excepcion de
que se wlilizo la solucion amortiguadora Tango™ a una concentracién 2X. Todas las

reacciones de digestion enzimatica se realizaron segun las instrucciones del fabricante,
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esto es a 37°C por 1 a 16 h y posterior inactivacion a 65°C por 15". Luego, cada
reaccion fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa como se

describiera previamente (véase seccién 2.2.1.3).

2.3.1.3. Secuenciacién
Tras los anélisis previos del vector de entrada pCR™8/GW/TOPO® mediante digestion
enzimatica (véase seccion 2.3.1.2), al menos 3 clones independientes para cada
constructo fue secuenciade en Macrogen USA utilizando los partidores M13 Fy M13 R
— pUC universales. Posteriormente, los resultados de secuenci;cién fueron analizados
mediante el programa Snapgene v. 2.3.2, contrastandolos con los vectores de entrada
generados in silico a partir de las secuencias respectivas depositadas en la base de
datos de NCBI (véase seccion 2.2.1.7). De tal forma, se selecciond para cada

constructo aquel clon que presentara 100% de identidad nucleotidica con la secuencia

de referencia respectiva, en toda su extension.

2.3.1.4. Expresién de HissMBP-AtLIP1, -SILIP1 y -SILIP1p en E. coli lipA
KER 176 y extraccién de proteinas totales
Para inducir la expresion de las proteinas de fusién HisgMBP-ALLIP1, HiSGMBP-SILIP1
y HisgMBP-SILIP1p en la cepa de E. cof IipA KER 176 transformadas respectivamente
con los vectores pDEST-HissMBP-AtLIP1, pDEST-HissMBP-SILIP1, pDEST-HissMBP-
SiLIP1p y pDEST-HissMBP-CYS (gentileza de Uri Aceituno, CBMV) utilizada como
control, se inoculé una colonia aisladg proveniente de medio RB sodlido suplementado
con ampicilina 100 pg/mL en 5§ mL de medio RB liquido con la misma seleccion y se
cultivaron toda la noche a 37°C con agitacion a 180 rpm.
Al dia siguiente, se inocularon 500 pL del cultivo de noche en 50 mL de medio

RB liquido suplementado con ampicilina a 100 pg/ml y se cultivaron a 37°C con
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agitacion a 180 rpm hasta alcanzar una ODggo = 0,5. Luego, se dividié cada cultivo en
dos partes iguales, agregando IPTG 1 mM a una de ellas y agregando el mismo
volumen de agua sin IPTG en la parte utilizada como control. En seguida se crecieron
a 28°C en agitacién a 180 rpm por 4 h, posterior a lo cual se sedimentaron las células
centrifugando a 5.000xg por 5 min y se almacenaron a -80°C hasta realizar la
extraccién de proteinas totales respectiva.

Para la extraccion de proteinas totales, cada sedimento de células KER176 con
los constructos de interés y el control tanto sometidas como no sometidas a induccién
por IPTG fue resuspendido en 2 mL de B-PER Reagent (Thermo Fisher Scientific,
USA) suplementado con 0,2 mg de lisozima (Thermo Fisher Scientific, USA) y 4 U de
DNAsa | (Thermo Fisher Scientific, USA) e incubado a temperatura ambiente por 10
min. Posteriormente, se centrifugd a 15.000xg por 5 min y se recuperé cada

sobrenadante, almacenandolos a 4°C para analisis posteriores.

2.3.1.5. Cuantificacion de proteinas
Para cuantificar los extractos crudos de protefnas provenientes de clones de E. coli fipA
KER176 portadores de los vectores de expresion pDEST-HissMBP con los insertos
AtLIP1, SILIP1 y SILIP1p y control, y para cuantificar proteinas provenientes de
extractos crudos de plantas transformantes con pGWB8 portadores de AiL/P1, SILIP1,
SILIP1p y sin inserto, se utilizé el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello, se
realizé una curva de calibracion entre 1 y 10 ug de BSA mediante el uso del reactivo de
Bradford (azul de Coomassie 10% m/v, etanol 5% v/v, acido fosférico 8,5% viv). Para
tal efecto, se midi6 la absorbancia a 595 nm de cada punto de calibracién con BSA y
se realizd un grafico de dispersion para relacionar la dependencia de la absorbancia en

funcién de la cantidad de BSA presente. La regresion lineal asi obtenida se utilizé para
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calcular las concentraciones de las posteriores extracciones de proteinas desde E. coli
KER176 y desde hojas de tabaco y tomate transformadas transitoria y establemente
con los constructos respectivos. Para cada medicién, tanto para la confeccién de la
curva de calibracion como para la medicién de extractos crudos de protefnas, se
cargaron 5 UL de muestra en reactivo de Bradford 1X, rasando en 1 mL con agua

destilada.

2.3.1.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
denaturantes (SDS-PAGE)}

Para resolver por peso molecular las distintas proteinas extraidas tanto de E. cofi lipA
KER176 (véase 2.3.1.4) como de hojas de tabaco y tomate transformadas transitoria y
establemente (véase seccion 2.3.2.6), respectivamente, se realizaron electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes. Para ello, se realizé el gel
separador al 10% de acrilamida/bis-acrilamida, utilizando 2,1 mL de agua destilada, 1,7
ml de una solucién de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% mi/v, 1,2 mL de solucién
amortiguadora Tris-HCI 1,5 M a pH 8,8, 25 pL de una solucién de SDS 20% m/v, 2 pL
TEMED y 75 pL de una solucién APS 10% m/v, Por su parte, el gel concentrador fue
preparado al 5%, para lo cual se utilizé 1,75 mL de agua destilada, 500 uL de una
solucion de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% m/v, 750 pL de solucién amortiguadora
Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8, 12,5 pL de una solucion de SDS 20% m/v, 3 UL de TEMED y
30 WL de una solucién APS 10% m/v. Los geles fueron preparados en una cémara
electroforética vertical con un grosor de gel de 1 mm (Biorad) y se cargaron con 20 a
25 pg de proteinas provenientes de extractos crudos resuspendidos en un buffer de
carga denaturante 1X (Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20% viv, R-mercaptoetanol 2%

viv, azul de bromofenol 0,1% m/v y SDS 4% miv), tras ser incubados a 85°C por 15
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min. El buffer de corrida utilizado correspondia a una solucién de Tris-HCI 25 mM pH
8,8, glicina 192 mM y SDS 0,1% m/v. Cada gel se corri¢ a 80 V por 30 min y luego a
100 V por aproximadamente 3 h o hasta que el frente de migracién coloreado hubiese
llegado al limite inferior del gel. Posteriormente, los geles de poliacrilamida fueron
revelados con tincién de Coomassie (Coomassie R-250 0,3% m/v, metanol 50% viv,
acido acético glacial 10% v/v; Meyer y Lamberts, 1965) por 1 h en agitacion suave, tras
lo cual se incubaron en solucién de destefiido (metanol 20% v/v y 4cido acético glacial

10% v/v) por 1 a 16 h en agitacion suave.

2.3.1.7. Inmunodeteccion del epitopo de hexahistidina mediante western
blot

Luego de realizar el SDS-PAGE (véase seccion 3.3.1.6), las proteinas ya resueltas
fueron fransferidas a una membrana de nitrocelulosa con poros de 0,45 um (Thermo
Fisher Scientific). Para ello, se embebié el gel, los papeles filtro Whatman 1 y la
membrana de nitrocelulosa en una solucion amortiguadora de transferencia (Tris-HClI
48 mM, glicina 38 mM, SDS 0,0375% m/v, metanol 20% v/v) y se aplicé una diferencia
de potencial eléctrico de 15 V durante 20 min. Para corroborar la transferencia de
proteinas a la membrana de nitrocelulosa, ésta fue tefiida por 5 s con una solucién de
rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0,1% mfv, acido acético 5% viv). En seguida, se
lavé con una solucién de TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 140 mM, Tween 20
0,05% v/v) hasta obtener una total decoloracion. Luego, se bloqueé la membrana de
nitrocelulosa con una solucién TBS-T 0,05% con leche descremada 5% v/v (Svelty,
Nestle, Chile) durante 1 h a temperatura ambiente a 20 rpm. A continuacion, la
membrana fue lavada tres veces con una solucién TBS-T 0,05% v/v durante 5 min

cada vez en igual condicién de temperatura y agitacion, para ser incubada con el
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anticuerpo primario anti-polihistidina monoclonal de ratén (Sigma-Aldrich, Alemania,
hibridoma HIS-1, c6digo H1029} diluido 1:3.000 en una solucion de TBS-T 0,05% viv
con leche descremada 5% v/v durante la noche a 4°C sin agitacién. Al dia siguiente, se
realizaron tres lavados con una solucién TBT-T 0,05% v/v de 10 min cada vez, y en
seguida se incubé con el antisuero policlonal secundario anti-lgG de ratén fusionado a
fosfatasa alcalina producida en cabra (Sigma-Aldrich, Alemania, codigo A4187) diluido
1:10.000 en una solucién de TBS-T 0,05% v/v con leche descremada 5% viv por 1 h a
temperatura ambiente con agitacion a 20 rpm. Luego, la membrana fue lavada tres
veces en una solucién TBS-T 0,05% v/v por 10 min cada vez en iguales condiciones de
temperatura y agitacién, tras lo cual se realizaron otros dos lavados en una solucién
amortiguadora alcalina (Ttis-HC! 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl; 5 mM) por 5
min cada vez, nuevamente a temperatura ambiente y en agitacién a 20 rpm.
Finalmente, la membrana de nitrocelulosa fue incubada en una solucién de revelado
(NBT 330 ng/mL y BCIP 165 ng/mL en solucién amortiguadora alcalina descrita
previamente) por 30 s o hasta la aparicion de bandas, a temperatura ambiente y en
oscuridad. Esta reaccién fue detenida al incubar la membrana en una solucién de

EDTA 20 mM.

2.3.1.8. Complementacion heteréloga
El ensayo de complementacion heterdloga para evaluar la funcionalidad de las
potenciales lipoil sintasas SILIP1 y SILIP1p se realizé siguiendo un protocolo estandar
descrito previamente (Zhao et al., 2004).
Brevemente, un clon representativo de E. cofi lipA KER176 portador
respectivamente del vector pDEST-HissMBP-AtLIP1, pDEST-HissMBP-SILIP1, pDEST-

HisgMBP-SILIP1p y control aislado de placas Petri que contenian medio RB sélido
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suplementado con kanamicina 50 pg/mL y ampicilina 100 Hg/mL fue inoculado en 5 mL
de medio RB liquido con la misma seleccitn, y en seguida fueron cultivados a 37°C en
agitacion a 180 rpm por 16 h. Luego, se re-inocularon 500 UL de cada cultivo de noche
en 5 mL de medio RB liquido con la seleccién previamente descrita, y se incubaron
hasta que cada cultivo alcanzara una ODgyp = 0,6. A continuacién, se separaron en
volumenes iguales cada cultivo y se agregé IPTG 1 mM a una de las muesiras para
cada constructo, dejando un control al que se agregé el mismo volumen de agua estéril
sin IPTG. En seguida, se incubaron a 28°C en agitacién a 180 rpm por 4 h, tras lo cual
los cultivos fueron sedimentados a 1.000xg por 10 min y [avados en dos ocasiones con
agua destilada estéril con respectivos pasos de centrifugacion a 1.000xg por 5 min.
Finalmente, las células de cada cultivo fueron resuspendidas en agua destilada estéril
hasta alcanzar una ODego = 0,05. Luego, un indéculo de 10 pL de cada uno de los cuatro
cultives inducidos por IPTG y su respectivo control sin induccion fue sembrado en dos
series de tres placas Petri con medio minimo MME (&cido citrico 2% miv, K.HPO, 1%
miv, NaNH,HPO,4-4H;0 0,35% m/v, glucosa 0,2% m/iv, MgSO, 1 mM, agar 1,5% miv),
cada una de las cuales fue suplementada con acetato 5 mM y succinato 5 mM (de aqui
en mas, placa MME+AS), acido lipoico 250 nM (de aqui en mas, placa MME+AL) o sin
suplemento (de aquf en adelante, placa MME). Las placas fueron mantenidas a 28°C

por 3 dlas.
2.3.2, Andlisis en plantas:

2.3.21. Extraccion de ADN gendmico desde tejido vegetal
La extraccion de ADN genémico proveniente de hojas de S. lycopersicum cv. Micro-
tom de plantulas TO regeneradas tras su transformacion estable, asi como de hojas de

N. tabacum transformadas transitoriamente se realizo siguiendo un protocolo descrito
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previamente (Lodhi, 1994). Para ello, aproximadamente 1 cm? de tejido vegetal
congelado en N liquido y pulverizado con mortero fue homogenizado con 700 HL de
solucion amortiguadora CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio [CTAB] 2% mlv,
Tris~HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M y R-mercaptoetanol 0,2% viv, pH 8)
previamente calentado a 60°C,

A continuacion, las muestras fueron incubadas en un bafo termarregulado a
60°C por 25 min en agitacién a 700 rpm y luego fueron enfriadas en hielo y mezcladas
en frio mediante vortex con 700 pL de una solucion de cloroformo : alcohol isoamilico
en proporcién 24:1. Posteriormente, se centrifugé a 10.000 rpm por 15 min y cada
sobrenadante fue transferido a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL conteniendo 200 pL
de NaCl 5 M, a los cuales se agregaron 900 WL de etanol absoluto pre-enfriado en
hielo. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a -20°C por 2 h, y luego se
centrifugaron a 3.000 rpm por 3 min, seguido de una centrifugacién de 6.000 rpm por 3
min. A continuacién, los respectivos sobrenadantes fueron descartades y cada
sedimento de ADN asf obtenido fue lavado con 500 pL de etanol 80% viv y
centrifugado a 11.000 rpm por 5 min, dejando secar a temperatura ambiente por 10 min
para eliminar frazas de etanol. Finalmente, cada muestra fue resuspendida en 20 ML de
agua ultrapura libre de nucleasas (Winkler, Chile) e incubada con 1 U de RNAsa A
(Thermo Fisher Scientific, USA) a 37°C por 30 min, posterior a lo cual se congelé a -
20°C o se procedié directamente a su cuantificacion (véase seccion 2.2.1.6) y a sus

respectivos analisis (véanse seccién 2.3.2.3y 2.3.2.4).

2.3.2.2, Extraccion de ARN total desde tejido vegetal
La extraccion de ARN total a partir de hojas de S. lycopersicum cv. Micro-tom y N.

tabacum tanto silvestres como aquellos transformados de manera estable o transitoria,
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respectivamente, fue realizado mediante el uso de TRIzol Reagent (Thermo Fisher
Scientific, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para ello, 100 mg de tejido vegetal fue congelado en N; liquido y pulverizado en
mortero, tras lo cual cada muesfra se homogenizé con 1 mL de TRIzol Reagent y se
incubd por 5 min a temperatura ambiente. Luego, se agregd a cada tubo 200 L de
cloroformo y se mezclé vigorosamente a mano por 15 s, tras lo cual se centrifugd a
12.000xg por 15 min a 4°C. El sobrenadante de cada muestra fue transferido a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL pre-enfriado en hielo, y se agregé a cada
muestra 500 pL de isopropanol absoluto pre-enfriado en hielo, permitiendo la
precipitacion de ARN a temperatura ambiente por 10 min. A continuacion, se
centrifugaron a 12.000 g por 10 min a 4°C y se descarté el sobrenadante.

De este modo, cada sedimento que contenia ARN fue lavado en dos ocasiones
con etanol 75% v/v preparado con agua nanopura pretratada con DEPC 0,1% v/v por 1
h a 37°C y luego autoclavada. Para ello, se agregdé a cada muestra 1 mL de etanol
75%, se centrifugd a 7.500xg por 5 min a 4°C y en seguida se descartd el
sobrenadante, repitiendo esta operacién en dos ocasiones. Finalmente, se dejaron
secar las muestras a temperatura ambiente, tras lo cual se agregaron 20 pL de agua

destilada.

23.2.3. Visualizacién de integridad de ADN genémico y ARN total extraido
desde tejido vegetal

Con el fin de visualizar la integridad del ADN genomico extraido de material vegetal

(véase seccion 2.3.2.1), se prepararon geles de agarosa 0,8% m/fv en solucion

amortiguadora TAE 1X. Luego, se procedié a colocar los geles de agarosa en una

camara electroforética embebida en TAE 1X y en seguida se cargé el volumen
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equivalente a 200 ng de muestra pre-mezclada con una solucién amortiguadora de
carga 1X (azul de bromofenol 0,25% mfv, xilencianol 0,25% miv y glicerol 80% v/iv
disueltos en TAE 1X). Dichos geles de agarosa fueron realizados estableciendo una
diferencia de potencial eléctrico constante a 100 V durante 40 min, o hasta que los
colorantes presentes en la solucién amortiguadora de carga dividieran el gel en
aproximadamente tres partes equivalentes. A continuacién, se procedié al revelado de
los geles embebiéndolos en una solucién de bromuro de etidioc a 1 mg-L" durante
aproximadamente 20 min, tras lo cual fueron embebidos en agua destilada por 10 min.
Finalmente, los geles tefidos con bromuro de etidio fueron visualizados en
transiluminador excitando por entre 200 a 400 ms con luz UV y fotografiados en tales
condiciones mediante el software GeneSnap (Syngene, USA).

Por su parte, la integridad del ARN total extraldo desde tejido vegetal (véase
seccién 2.3.2.2) fue analizada mediante geles de agarosa en condiciones denaturantes
(Sambrook et al., 1989). Para ello, 1 ug de cada muestra de ARN fue mezclado con un
volumen equivalente de solucién amortiguadora de carga denaturante (formamida
100%, azul de bromofenol 0,25% m/v, xilencianol 0,25% m/v y bromuro de etidio 0,1
ug/uL). En tales condiciones, cada muestra fue denaturada a 70°C por 10 min y a
continuacion fue incubada en hielo por 5 min. Luego, las muestras fueron cargados en
un gel de agarosa 1,5% miv y formaldehfdo 3% v/v, disuelio en una solucién
amortiguadora MOPS 1X (MOPS 400 mM, EDTA 10 mM pH 8 y acetato de sodio 100
mM). Entonces, cada electroforesis en geles de agarosa en condiciones denaturantes
fue realizada en camara electroforética que contenia solucién amortiguadora MOPS
1X, estableciendo una diferencia de potencial eléctrico constante a 65 V durante 45
min, posterior a lo cual fue visualizado mediante transiluminador (Syngene, USA) y

fotografiado por entre 200 a 400 ms tras excitacion con luz UV utilizando el programa

44




GeneSnap (Syngene, USA). Para determinar la integridad del ARN total extraido, se
verificd la presencia de al menos dos bandas de ARN ribosomal 28 y 188 en razoén 2:1,

como se describiera previamente (Glasel, 1995).

23.2.4. PCRde ADN gendmico

La insercién del fragmento de interés 35S::SILIP1p-YFP en el genoma de N. tabacum
de las hojas transformadas transitoriamente con pEarleyGate 101 -SILiP1p (véase
seccion 2.2.2.1), asi como de los fragmentos de interés 358::AtLIP1-His, 35S::SILIP1y
3568::SILIP1p en el genoma de S. lycopersicum cv. Micro-tom de las plantas TO
regeneradas segln se describiera previamente (véase seccién 2.2.2.2), con sus
respectivos controles, fue analizada mediante PCR. Para ello, se utilizaron partidores
especificos para hibridar con parte de la secuencia del promotor fuerte 35S hacia el
extremo 5’ y con el epitopo de histidina hacia el extremo 3' (véase seccion 0y Tabla .
Cada reaccién de PCR consistié en 1 U de Tag DNA polymerase, 0,5 KM de cada
partidor, dNTPs 200 uM de cada uno y 50 ng de ADN genémico proveniente de hojas
de tabaco infiliradas con pEarleyGate 101-SILIP1p o hojas de tomate TO regeneradas
posterior a la transformacion estable con los constructos pGWBS-AtLIP1, pGWBS-
SILIP1, pGWB8-SILIP1p o pGWBS sin inserto como control, disuelto en la solucién
amortiguadora 1X correspondiente en un volumen de reaccién de 20 pL.

El programa de PCR empleado para cada amplicén siguié el perfil térmico a
continuacién mencionado: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por45sy

72°C por 1 min 30 s; 72°C por 5 min y 10°C como temperatura de mantencion.

2.3.2.5. Transcripcién reversa y andlisis de expresién génica mediante
gRT-PCR

Con el objetivo de eliminar trazas de ADN procedente de muestras de ARN itotal
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extraido desde hojas de tabaco y tomate silvestres y transformados de manera
transitoria y estable, respectivamente (véase seccion 2.3.2.2), cada muestra de ARN
fue tratado con DNAsa I. Para ello, cada reaccién consté de 3 pg de ARN total
extraido, 1,5 U de DNasa | (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), solucién amortiguadora
1X de DNasa | y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final por reaccion
de 15 pL. Tales reacciones fueron llevadas a cabo a 37°C por 1 h, posterior a lo cual se
agregd EDTA hasta una concentracién final de 4,5 mM y se incubé a 65°C por 10 min.

Posteriormente, se procedi6 a realizar la transcripcion reversa de las muestras
de ARN tratado con DNasa |. Con este fin, en primer lugar se agregé 1 ug de oligo AP
(véase seccion 0) a 2 pg de ARN tratado con DNasa | y se incub6 a 70°C por 5 min, y
en seguida se incubéd en hielo por 5 min. A continuacién, la mezcla de ARN y oligo AP
fue transferida a tubos de 0,2 mL, de modo tal que cada reaccién de transcripcion
reversa consté de 40 U de Improm [I™ Reverse Transcriptase (Promega Corporation,
EE.UU.), dNTPs 0,5 uM, MgCl; 3 mM, y 40 U de Ribolock (Thermo Fisher Scientific,
EE.UU.), disueltos en una solucion amortiguadora de la transcriptasa reversa 1X y
agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de 40 pL. El perfil térmico del
programa de transcripcién reversa consistié en: 25°C por 5 min, 42°C por 2 h, 72°C por
15 min y 10°C como temperatura de mantencién.

Para cada fragmento de interés, el programa de qRT-PCR se realizé mediante
el uso de SensiMix™ SYBR® Hi-Rox (Agilent Technologies, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello, cada reaccion de 20 pL contuvo 10 pL de
SensiMix™ SYBR® Hi-Rox, 250 nM de cada partidor directo y reverso y 50 ng de
ADNc proveniente de hoja de cada linea TO regenerada a analizar (3 pL de una
dilucion 1:3 de cada reaccién de transcripcion reversa) o el equivalente volumen en

HzO ultrapura (Winkler, Chile) para el confrol sin templado (NTC) utilizado en cada
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reaccién de qRT-PCR. Como gen normalizador se utilizé SICAC (SGN-U314153), el
cual se describié previamente en analisis de expresion génica (Expésito-Rodriguez
etal., 2008). EIl programa utilizado para todos los andlisis de gRT-PCR consistié en
una activacién de la ADN polimerasa a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de:
denaturacion a 95°C por 15 s, alineamiento a 60°C por 15 s y extensién a 72°C por 15
s; seguido de una denaturacion final de 60 a 95°C con medicion de la sefial de

fluorescencia de SYBR® cada 0,2°C.

Tabla lil. Partidores utilizados para andlisis de lineas TO regeneradas durante la tesls. Se muestran
los partidores utilizados para los pasos de clonaci6n, andlisis molecular de plantas transformantes y
estudios de expresion génica

Nombre Secuencia (5’ a 3') (Ig') N° Acceso Referencia
E2GDI R | AACATOAAGOROTAGA000E 50| NM_001315222 | Este estui
e et 8 o | caern
E2Pblim R | COTOACCAAACAMGAORAGER |0 | XML010314281 | Este ssudlo
FCR-LIPs K| CTTCAGCOSGARGETOTAG 59| XM_010318481 | Esle estudio
SPCR-LpIA R | ATOATAAAGOOAAOOOOGHT 50| XM_004241783 | Este estudio
RT_SMETT R | COOTCTCATO6 T TG0aTE | 8g—] NM_001247456.3 | Este sstudi

Tm: Temperatura de alineamiento de los partidores,

2.3.26. Extraccién de proteinas totales de plantas T0 regeneradas
Para realizar el analisis de lipoilacién de las proteinas blanco en lineas de tomate TO
regeneradas con los constructos de interés, se extrajeron proteinas totales desde tejido
foliar. Para ello, 100 mg de hoja de cada planta a 2 meses desde su aclimatacién
fueron pulverizados y homogenizados en frio con 2 mL de solucion de extraccién
(acido tricloroacético 10% v/v en acetona y R—mercaptoetanol 0,07% v/v) mediante
agitacion en vortex. A continuacion, cada muestra fue precipitada por 1 h a —=20°C, tras
lo que se centrifugé a 14.000xg por 30 min a 4°C. El sedimento obtenido fue lavado

dos veces para extraer pigmentos y ofros contaminantes. Para ello, cada sedimento
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fue homogenizado con 2 mL de solucién de lavado (acetona con R—mercaptoetanol
0,07% viv}, luego se dejé precipitar por 1 h a —=20°C, y se centrifugé a 14.000xg por 30
min a 4°C. Cada muestra se dejé secar a temperatura ambiente por 20 min, y

finalmente se resuspendieron en 400 pL de Tris—=HCl 125 mM.

23.27. Inmunodeteccién de epitopos de hexahistidina y acido lipoico en
extractos totales de proteinas de lineas de tomate TO regeneradas
mediante western blot

La cuantificacién de la extraccion de proteinas totales desde tejido vegetal se realizd
utilizando el kit de Ensayo de Proteinas por BCA (Thermo Scientific, EE.UU.). Para
ello, se realizé una curva de calibracién de BSA entre 0 y 250 pg/mL siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se midié cada extracto de proteinas
totales a 562 nm tras incubar cada reaccién de 100 UL de muestra con 2 mL de
solucién de trabajo (50 partes de reactivo BCA A con 1 parte de reactivo BCA B) por 30
min a 37°C. Utilizando la ecuacién obtenida de la curva de calibracion realizada, se
determind para cada muestra la concentracion del extracto crudo de proteinas.

Para realizar la inmunodeteccion de las proteinas recombinantes de interés
mediante su epitopo de hexahistidina, se siguié el procedimiento descrito previamente
(véanse secciones 2.3.1.6 y 2.3.1.7). Por su parie, para la inmunodeteccién de
proteinas lipoiladas se sigui6 el mismo protocolo antes mencionado, pero utilizando el
anticuerpo primario policlonal anti-acido lipoico de conejo (Calbiochem, codigo 437695,
EE.UU.) en una dilucién 1:3.000 y el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo
fusionado a HRP en una dilucién 1:5.000. Adicionalmente, el sistema de revelado fue

colorimétrico, para lo cual se utilizé6 el kit de sustrato CN/DAB (ThermoFischer

Scientific, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.




2.3.2.8. Visualizacion en microscopia confocal
Con la finalidad de determinar la localizacion subcelular de SILIP1p-EYFP, se
transformaron transitoriamente hojas de N. fabacum como se describiera previamente
(véase seccién 2.2.2.1). Dos dias después de realizar cada infiltracion, se cortaron
secciones de aproximadamente 1 cm? de hoja completa, y se montaron en portaohjetos
para su visualizacion en microscopio confocal LSM 510 META (Zeiss, Alemania). Para
cada muestra analizada, se excité a 488 nm a 20% de intensidad, con el fin de captar
la sefial de clorofila en el rango de 600 — 650 nm. Por su parte, para captar la sefial de
EYFP, se excité a 514 nm a 15% de intensidad y se filtraron las longitudes de onda
entre 530 — 600 nm. Adicionalmente, se escaned cada muestra en campo claro. Cada
imagen fue capturada mediante LSM Start Image Browser con una resolucién de 1.024
pixeles, con una ponderacion puntual de 2 escaneos por pixel. Para efectos de evaluar
la colocalizacion de la sefial de autofluorescencia de clorofila con la de EYFP en el

constructo de interés, se utilizé ImageJ sobreponiendo las sefiales de cada canal.

2.3.2.9. Analisis de lipoilacién de proteinas
Después de analizar los niveles de expresion de los genes en estudio, se evalud el
nivel de lipoilacion de las proteinas blanco en lineas de tomate TO regeneradas con los
constructos de interés, Para ello, se realizé la extraccion de proteinas totales segtin el
meétodo previamente descrito por duplicado para cada muestra (véase seccidn 2.3.2.6)
y luego se realizé la inmunodeteccion de acido lipoico unido a proteinas en dichos
extractos crudos (véase secciébn 2.3.2.7) en duplicado para cada extraccion.
Posteriormente, se fotografiaron mediante el programa EPSON Scan® (EPSON Corp.,
USA) a 700 ppp. Dichas imagenes fueron tratadas mediante ImageJ, al convertirlas a

8-bit para convertir cada imagen a blanco y negro. A continuacién, para cuantificar la
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sefial total de lipoilacién para cada muestra, se calculé el drea por banda presente en
cada gel y para cada muestra, obteniendo un 4rea promedio que fue ponderada
respecto al érea promedio de la linea transformada con el vector vacio cargada en

cada réplica.

2.3.3. Analisis estadisticos -
Para los andlisis de expresion génica y de lipoilacion de proteinas blanco, los
promedios de cada réplica fueron graficados en GraphPad v. 6.0e. Con ellos, se realizé

un T-fest no pareado con un intervalo de confianza de 95% como forma de evaluar la

significancia estadistica de cada comparacion.




3. RESULTADOS

3.1.  Determinar la funcionalidad biolégica del producto génico de SILIP1p
en E, coli mutante lipA KER176 y determinar su localizacion subcelular

en N. ftabacum.

3.1.1. Obtencidn de vectores de expresion en bacterias
Con la finalidad de determinar la funcionalidad biolégica del producto génico de
SILIP1p en E. coli lipA KER176, la primera actividad consistié en la obtencion de los
vectores de expresion pDEST-HissMBP con los insertos —SILIP1p y -AtLIP1 (como
control positivo). Para ello, los fragmentos AtLIP1A18 y SILIP1pA110 (para detalles
sobre el disefio, véase seccion 2.2.1), se amplificaron respectivamente con Pfu DNA
Polymerase, se cargaron en un gel de agarosa y las bandas asi obtenidas (Figura 3
A-B) fueron purificadas desde gel para su clonacién en pCR™8/GW/TOPO®. Una vez
clonadas, fueron transformadas en E. coli OneShot® TOP10, y por ltimo, cada
transformacion fue verificada por PCR de colonia para cada fragmento de interés, tal

como se muestra en Figura 3 C-D.

Figura 3. Clonacién de los fragmentos de Interés AtLIP1A18 vy SILIP1IpA110 en
pCR™B/IGW/TOPO®. Se muestra el producto amplificado con Pfu por PCR para AILIP1A18 (A) y
SILIP1pA110 (B) desde minipreparaciones plasmidiales secuenciadas pCR™8/GW/TOPO®-ALLIP1 y —
SILIP1p generadas para la obtencién de vectores de expresion en plantas, las cuales muestran los
tamanos esperados de 1.071 pb y 975 pb, respectivamente. C-D, corresponde al andlisis por PCR de
cuatro colonias para AfLIP1A18 (C) o SILIP1pA110 (D) de clones transformantes con cada fragmento en
pCR™/GW/TOPO®. El control positivo de cada reaccion (C+) de PCR de colonia correspondi6 a 5 ng de
ADN plasmidial con los vectores pCR™8/GW/TOPO®-ALLIP1 y —SILIP1p, respectivamente. Por su parte,
el control negativo de PCR (C-) correspondié a agua utilizada como templado. Las electroforesis se
realizaron en geles de agarosa 1% a 90 V por 50 a 60 min. MW: marcador de peso molecular
GeneRuler™ 100 pb Pius DNA Ladder.
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El mismo procedimiento antes descrito se realizé para la clonacién de SILIP1430,
como actividad paralela al desarrollo de esta tesis (véase Anexo I), con el propésito de
caracterizar funcionalmente ambas isoformas en E. coli fipA KER176. Adicionalmente,
se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidial para los mismos clones de E, cofi
OneShot® TOP10 portadores de los vectores pCR™8/GW/TOPO® con los respectivos
insertos —AiLIP1A18 y -SILIP1pA110 y se analizaron mediante un analisis de
restriccion para evaluar su orientacion de topoisomerizacién, obteniéndose los

resultados resumidos a continuacién (Figura 4).

A B ww 1 2 a3 4 mw
Ava Il Ava ll
6 kb 6 kb =
b
3 kb 3kb =
-
ki PO
1 kb 1kb rw;w
0,5kb 0,5kb B
2R
£

Figura 4. Anélisis de restriccién de pCR™8/GWITOPO®-ALLIP1A18 y —SILIP1pA110. Se muestra el
resultado de la digestion enzimatica con Ava Il de 1 ug de minipreparacién de ADN plasmidial obtenido
para cuatro clones representativos de E, coli OneShot® TOP10 portadores de cada vector de entrada
pCR™8/GW/TOPO® con los insertos —AtLIP1A18 {A) y —SILIP1pA110 (B). Para cada reaccién, se
muesfra el patron obtenido en presencia de Ava 1l (+) y su respeciivo confrol sin digerir (-). Los
fragmentos esperados para AfLIP1418 fueron: 2.462, 641, 493 y 292 pb (en sentido) y 1.870, 1.085, 641
y 282 pb (en antisentido). Por su parte, para SILIP1pA110, los fragmentos esperados fueron: 2.658, 641
y 483 pb (en sentido) y 2.799, 993 y 151 pb (en antisentido). Todas las electroforesis fueron realizadas
en geles de agarosa 1% a 90 V por 90 V. MW: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb y 100 pb
Plus DNA Ladder,

Asi, los clones para cada constructo con la orientacion correcta (clones 1, 2 y 4 para
AtLIP1A18; y clones 2 y 4 para SiLIP1pA110) fueron secuenciados y las secuencias
obtenidas fueron analizadas para elegir un clon Unico para cada inserto que tuviese
100% de identidad nucleotidica con la respectiva secuencia obtenida de la base de

datos de NCBI (véase seccién 2.3.1.3). Bajo esta seleccion, el clon 4 para AiLIP1A18y
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el clon 4 para S/LIP1pA110 fueron elegidos para continuar con la recombinacién con el

vector de destinacién pDEST-HissMBP.

De este modo, se procedié a la recombinacién entre pCR™8/GW/TOPO®
portador del inserto —AtL/IP1418 o =SILIP1pA110 y el vector de destinacion pDEST-
HissMBP, y con el producto de cada reaccion se procedié a la transformacion de E. coli
OneShot® TOP10 por golpe térmico, de modo de obtener clones transformantes con
los vectores de expresién pDEST-HissMBP con [os respectivos insertos —AfLIP1418 o
—-SILIP1pA110. Tras realizar un primer analisis por PCR de colonia para verificar la
transformacién con cada fragmento de interés, se realizé un analisis de restriccion con

la enzima Ava ll, resultado que se resume en la Figura 5.

6 kb

3 kb

1 kb
0,75 kb
0,5kb |

0.25kb ;

Figura 5. Anilisis de restriccién de los vectores de expresion pDEST-HissMBP-AfLIPTA1S, —
SILIP1A30 y -SILIP1pA110. Se muestra el resulfado de la digestion enzimatica con Ava Il de 1 ug de
minipreparacién de ADN plasmidial obtenido de un clon representativo de £. cofi OneShot® TOP10
portador del vector pDEST-HissMBP con el inserlo —A{LIP1A18 (1), —SILIP1A30 (2) y -SILIP1pA110 (3),
asi como los controles —SILIP7430 en antisentido (4) y el vector pDEST-HissMBP sin inserio (5). Los
fragmentos esperados para A{LIP1A18 fueron: 2.241, 1.135, 1.046, 838, 727, 533, 412, 292, 279 y 222
pb. Por su parte, para —SILIP1430, los fragmentos esperados fueron: 2,241, 1.089, 1.046, 838, 732, 727,
533, 279 y 222 pb. En el caso de SILIP1pA110, los fragmentos esperados fueron: 2.241, 1.331, 1.046,
838, 727, 533, 412, 279 y 222 pb. Los fragmentos esperados para —SILIP1A30 en antisentido fueron:
2.241, 1.220, 1.046, 838, 727, 601, 533, 279 y 222 pb. Por fltimo, en el caso del vector pDEST-HissMBP
sin inserto, los fragmentos esperados fueron: 2.396, 2.241, 1.046, 838, 727, 533, 279 y 222 ph. La
electroforesis fue realizada en gel de agarosa 1% a 90 V por 90 V. MW: marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.
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De este modo, se corroboré la correcta fransformacién de cada vector de expresién
en E. coli OneShot® TOP10, por lo que se dio por concluido el proceso de clonacién
de los vectores de expresion para su posterior transformacién en la cepa mutante E.

coli fipA KER176.

3.1.2. Determinacion de la funcionalidad bioldgica de SILIP1p en E. coli lipA
KER176

Tras realizar exitosamente el proceso de clonacion de los vectores de
expresion en bacterias, se pasd a la actividad de determinar la funcién bioldgica de
SILIP1p en la cepa mutante para lipoil sintasa E. coli lipA KER176 (Reed y Cronan,
1993). Dicha cepa no puede producir acido lipoico desde la sintesis de novo a partir
de precursores derivados de acidos grasos {véase Figura 1, Infroduccién), por lo que
debe utilizar [a ruta de reciclaje para generar protefnas lipoiladas, particularmente de
las subunidades E2 de los complejos PDH y kGDH (Figura 6). Tal lipoilacion es
necesaria para mantener su actividad enzimatica, por lo que es necesario el
suministro exégeno de acido lipoico en el medio de cultivo de E. cofi lipA KER176

para su crecimiento.

Firuvato
deshidrogenasa
Piruvate mmmmp Aceti-CoA

Oxalacetals Citralo

Malato Isocitrato
Ciclo do 4cidos
tricarboxilicos
Fumarato a-cetoglutarato
/ a-cetoglutarato
deshidrogenasa

Sucdnal% Succinil-CoA
Figura 6. Diagrama del ciclo de acidos tricarboxillcos. Se muestra esquematicamente el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos, donde cada flecha representa un paso enziméatico de Ia ruta. En rojo se
muestran los complejos enzimaticos de la ruta que son lipoilados.
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Con el fin de evaluar la funcionalidad biolégica de SILIP1p, se realiz6 un ensayo de
complementacion heteréloga ya descrito (Yasuno y Wada, 1998:; Zhao y cols, 2004),
utilizando a AtLIP1A18 como control positivo, por haber sido caracterizado
previamente (Yasuno y Wada, 2002) y a FcCYS como control negativo, por ser una
proteina funcional caracterizada en el laboratorio y desvinculada del metabolismo de
acido lipoico.

- Para comenzar con esta actividad, se procedid a evaluar la acumulacion de
AtLIP1A18, SILIP1pA110 y SILIP1A30 (para la caracterizacion paralela de SILIP1 en
la tesis doctoral de Jorge Araya) y del control negativo, en E. coli lipA KER176. Dado
que el vector de expresion pDEST-HissMBP genera una proteina de fusién con una
etiqueta N-terminal de hexahistidina (véase seccion 2.2.1), se pudo detectar la
presencia de las respectivas proteinas de fusién mediante un western blot anti-His,

resultado que se muestra en Figura 7.

A HissMBP —AILIP1 —SILIP1 -SILIP1p -FcCYS B H

issMBP —AILIP1 -SILIP1 -SILIP1p —-FcCYS

IPTG; -+ -+ T IPTG; -+ -+ - ¥ . =+
-
100 kDa 100kDa | uo ol =
70 kDa 70kDa | W .4, ..g
- i =
o —
40 kDa 40kDa | e & ' .- =
s
N & ; -‘-—.

Figura 7. Deteccion de las proteinas de fusién HissMBP —AtLIP1A18, -SILIP1A30, -SILIP1pA110
—-FcCYS en E. coli lipA KER176. A, se observa el resultado del gel SDS-PAGE tefiido con solucion di
Coomassie obtenido con los respectivos extractos crudos de proteinas de E. coli lipA KER176 portador.
de pDEST-HisgMBP con —AtLIP1A18, —SILIP1A30, —SILIP1pA110 o —FcCys. Para cada caso, s
cargaron 25 ug de proteinas de la fase soluble obtenidas tras 4 h de induccién con IPTG 1 mM (t)os
respectivo control sin inducir (-) a partir de un cultivo inicial a ODggp = 0,5. B, se muestra el resultado d
un western blot anti-His para las mismas fracciones visibles en A. En ella, el anticuerpo primari
correspondié a a-polihistidina monoclonal de ratén 1:3.000. Por su parte, el anticuerpo secundari
correspondi6 a a-IgG de raton fusionado a fosfatasa alcalina producida en cabra 1:10.000. Tamario
esperados aproximados: AtLIP1A18: ~82 kDa, SILIP1A30: 81,5 kDa, SILIP1pA110: 85 kDa y FcCYS: ~7:

kDa.
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Con lo anterior, fue posible detectar las proteinas de fusion AtLIP1A18, SILIP1A30,
SILIP1pA110 y FcCYS, siendo en todos los casos evaluados mayor su acumulacion
tras la induccion con IPTG (Figura 7 B). Pese a que la abundancia de SILIP1 pA110
fue notoriamente menor que en el resto de los casos, fue posible detectarla tanto en el
gel de proteinas como por inmunodeteccion anti-His (flecha negra, Figura 7 A y B),
aunque fue mayor la abundancia de una proteina trunca de 40 kDa tras la induccion
con IPTG.

A continuacion, se procedio a realizar el ensayo de complementacion segtin se
describiera previamente (Yasuno y Wada, 1998; Zhao y cols, 2004). Para ello, se
crecieron cultivos de E. coli lipA KER176 portadores ya sea de AtLIP1A18, SILIP1A30,
SILIP1pA110 o FcCYS en un medio rico hasta ODgg = 0,5, se agregd IPTG 1 mM y
tras 4 h de induccion, cada cultivo fue sembrado en placas conteniendo medio minimo
(MME), medio minimo suplementado con acetato y succinato 5 mM (MME+A+S) o
con acido lipoico 50 ng/mL (MME+AL). Los resultados obtenidos tras 3 dias de

crecimiento se exponen en Figura 8.

MME +A+S MME + AL
A B

Figura 8. Ensayo de complementacion de E. coli lipA KER176 con proteinas LIP1 de origen
vegetal. Se muestran imagenes representativas del resultado del ensayo de complementacién de la
cepa mutante para lipoil sintasa E. coli lipA KER176 con SILIP1pA110 (y SILIP1A30, correspondiente a
la tesis doctoral de Jorge Araya). Para cada placa conteniendo MME suplementado con acetato y
succinato 5 mM (MME + A + S, A), con acido lipoico 50 ng/mL (MME + AL, B) o MME sin suplementar
(MME, C), se sembré en cada cuadrante un cultivo de E. coli lipA KER176 con pDEST-HissMBP
portador ya sea de —AtLIP1A18 (control positivo), —FcCYS (control negativo), SILIP1A30 o
SILIP1pA110. Las imagenes fueron registradas a tres dias posterior a la inoculacion. Para evitar el
crecimiento bacteriano debido a trazas de AL remanentes, cada cultivo fue lavado dos veces y
resuspendida en H20 estéril, hasta una ODgg = 0,05.
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A partir de este resultado, todos los cultivos crecen de manera similar en MME + A +
S y en MME + AL (Figura 8 A y B), lo cual resultaba esperable, debido a que el
suministro de acido lipoico permite la lipoilacién de las subunidades E2 de PDC y
KGDC, mientras que el suministro de acetato y succinato son precursores alternativos
en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Sin embargo, tanto E. coli lipA KER176 con
SILIP1pA110 como con SILIP1A30 crecen de manera similar a AiLIP1A18 en MME
sin suplemento (Figura 8 C), a diferencia de lo que ocurre con el control negativo. Lo
anterior demuestra que tanto SILIP1pA110 como SILIP1A30 tienen funcionalidad lipoil
sintasa en E. coli, debido a que permite el crecimiento de la mutanie /ipA, sin

suministro de acido lipoico exégeno.

3.1.3. Obtencion de vectores de expresion en plantas
Con la finalidad de determinar la localizacidn subcelular de SILIP1p (en paralelo a
SILIP1, realizado en la tesis doctoral de Jorge Araya) y evaluar los efectos derivados
de la sobre-expresion de SILIP1 y SILIP1p en plantas de tomate regeneradas in vitro,
se debid clonar SILIP1p en pCR™8/GW/TOPO®, para generar a su vez los vectores de
expresién pEarleyGate 101 y pGWBBS con el inserto SILIP1p. Para ello, se amplificé por
PCR la secuencia codificante de SILIP1p incluyendo su péptido sefial predicho (Figura
9 A) y se inserté en pCR™8/GW/TOPO®, realizando los andlisis previamente descritos
para la clonacién en bacterias (secciones 2.3.1.1 y 2.3.1.2, Figura 9 B) con el fin de
obtener un Unico clon para el fragmento de interés. Luego, se procedié a la
recombinacién con los vectores de destinacién pEarleyGate 101 y pGWBS8 y se
realizaron, al igual que en los casos anteriores, los analisis respectivos (Figura 9 C -

F).
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Flgura 9. Clonacién de SILIPTp en vectores de expresién en plantas. A, amplicon de SILIP1p de 1.303
pb obtenido por PCR con Pfu a partir de cDNA de hoja de tomate. B, digestién de 1 Hg de minipreparacidn
de pCR™8/GWIT OPO®-SILIP1p de cinco clones de E. cofi OneShot® TOP10 con Nco | + Ava | (D), Nco |
(N) o Ava [ (A). Ademas, se muestran los amplicones de 1.972 y 1.370 pb de cada PCR de colonia para
SILIP1p F — EYFP R (C) o para SILIP1p F — His3 (E) de cuatro clones de E. cofi OneShot® TOP10
pEarleyGate 101 o pGWB8 con SIL/P1p. En cada caso, control positivo C+: minipreparacion de SILIP1p en
pEarleyGate 101 o pGWBS, respectivamente; y para cada reaccién, controles negativos: vector de
destinacién sin inserto (C-1) y agua como templado (C-2). Asimismo, se muestra el patrdn de digestién con
Eco Rl para los mismos clones de pEarleyGate 101-SiL/P1p (D} o con Nco | para pGWB8-SIL/IP1p (F). Los
fragmentos esperados para SIL/P1p fueron: 1.30% 1.171, 904 y 744 ph 6 1.867, 1.451, 641y 160 pb (en la
doble digestién en sentido y antisentido en pCR™8/GW/TOPO®, 4 B “D"); 8.653, 1.373, 1.1 72,782y 148
pb (en pEarleyGate 101, 4 D) y 8.211 lr2.410, 2.250, 1.879, 1.638 y 528 pb (en pGWBS, 4 F). MW
marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb y 100 pb Plus DNA Ladder (*: 250 pb; **: 1.000 pb; ***:
3.000 pb).

3.1.4. Determinacién de la localizacién subcelular de SILIP1p en N. tabacum
Como primera aproximacion para estudiar a SILIP1p en plantas, se procedié a
determinar su localizacion subcelular en el modelo heterélogo de N. tabacum. Dado
que el analisis bioinformatico (véase secciéon 2.2.1.1) predecia una localizacion
cloroplastidial, se transformaron transitoriamente hojas de tabaco con A. fumefaciens
portador ya sea del vector pEarleyGate 101-SILIP1p, pBI121-RecA o con pEariey
Gate 101 sin inserto (EV, control negativo). RecA fue utilizado como control positivo del
ensayo, por ser un marcador descrito de localizacion cloroplastidial (Ceruiti et al.,
1992). Dado que el vector pEarleyGate 101 genera una proteina de fusion con EYFP
C-terminal, al igual que la construccion pBl121-RecA disponible en el laboratorio, se

evalud la fluorescencia de EYFP a 514 nm y la autofluorescencia de clorofila a 488 nm
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mediante microscopia confocal para cada transformacion transitoria, resultado que se

resume en Figura 10.

EYFP AF Clorofila Merge - CC Campo Claro Merge + CC

Figura 10. Determinacion de la localizacién subcelular de SILIP1p en N. tabacum. Se muestran imagenes
a 40X representativas de tres eventos de transformacion transitoria de N. tabacum con pBl121-RecA (A - E),
pEarleyGate 101-SILIP1p (F — J), o con pEarleyGate 101 sin inserto (K — N). Para cada construccion, se
observa el patron de fluorescencia obtenida para EYFP (A, F, K), la autofluorescencia de clorofila (AF Clorofila,
B, G, L) o la sobreposicién de ambas imégenes (Merge-CC, C, H, M). Ademas, se presenta en cada ocasion el
campo claro respectivo (CC, D, I, N) y la sobreposicién de la fluorescencia de EYFP, clorofila y campo claro
(Merge+CC, E, J, N). Las imagenes fueron tomadas en microscopia confocal LSM 510 Meta a 3 dias post-
infiltracion. Patron de excitacion y emision: 514 nm y 530-600 nm (EYFP); 488 nm y 650 nm (AF de clorofila).
Barra: 20 pym.

Tal como se observa, el patron de fluorescencia para EYFP en la construccién
pEarleyGate 101-SILIP1p es similar al de pBI121-RecA (Figura 10 A y F), esto es,
muestran un patron punteado de tamafios similares (aproximadamente 5 pym, segtn
barra) y una distribucion periférica respecto a los bordes celulares visibles en campo
claro (Figura 10 E y J), a diferencia de lo que se observa para el control experimental

igura - N). Lo anterior se suma al hecho e que hay o de colocalizacién de
Fig 10 K- N). L t | hecho d hay 74% d local d
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las sefiales de EYFP y la autofluorescencia de clorofila para ia construccién
pEarleyGate 101-SILIP1p en la region donde hay co-ocurrencia de ambas sefiales
(Figura 10 H y J y Anexo lll) en las células transformadas con la construccion, permite
validar experimentalmente la prediccion de la localizacion subcelular de SILIP1p,

acumulandose en cloroplastos en el modelo de tabaco al menos hasta 3 dpi.

3.2. Obtener lineas de plantas de tomate que sobre-expresen SILIPT o
SILIP1p y analizar fenotipica y molecularmente las lineas

transformadas establemente.

3.2.1. Transformaciéon estable de 8. Iycopersicum cv. Micro-tom con
pGWBS8-ALLIP1, SILIP1, SILIP1p y control

El estudio de la funcién de SILIP1p continudé mediante la evaluacidn de los efectos
derivados de su sobre—expresién en S. lycopersicum cv. Micro-tom. Para ello, se
gener6 el constructo 35S::SILIP1p-His en el vector pGWBS (véase seccién 2.2.1), en
el que también se enconiraban clonados los constructos 35S:AtLIP1-His y
35S::SILIP1-His (tesis doctoral de Jorge Araya). Asi, se buscd estudiar los efectos
causados al transformar explantes de tomate con pGWB8-AtLIP1 (utilizado como
control positivo, por encontrarse previamente caracterizado funcionalmente), pGWB8-
SILIP1, pGWB8-SILIP1 y pGWBS sin inserfo (utilizado como control negativo y como

referencia para los analisis posteriores).

3.2.2. Verificacion de la expresion transitoria de los constructos
358::AtLIP1-His, 35S::8SILIP1p—His y 35S::SILIP1-His

Con [a finalidad de verificar la correcta expresion de AtLIP1-His, SILIP1p-His y

SiLIP1-His en un modelo vegetal previo a transformar establemente S. lycopersicum,




se transformaron fransitoriamente hojas de tabaco siguiendo el mismo procedimiento
que el descrito previamente {(seccidn 2.2.2.1). A continuacion, se extrajo ARN total
desde las hojas transformadas con los constructos de interés, se sintetizé ADNc a
partir de éste y se realizé un PCR para cada transgén, resultado que se expone en

Figura 11.

BMW 1 2 3 4 ¢
1 kb i
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Figura 11. Expresion transiforla de transgenes AtLIP1-His, SILIP1-His y SILIP1p-His en N.
tabacum, Se muestra el RNA total en gel denaturante (A} y el RT-PCR para GAPDH (B, 782 pb) obtenido
para hojas de tabaco transformadas transitoriamente con pGWBBS —AtLIP1 (1), SILIP1 (2), SILIP1p (3) o sin
inserto (4), Ademas, se muestra el resultado de RT-PCR para AfLIP1-His (C, 1.190 pb), SILIP1p-His (D,
1.370 pb) y SILIP1-His (E, 1.208 pb), utilizando como templado DNAc de hoja de tabaco infiltrado con el
respectivo constructo (7 de C, D, E). En cada caso el control positivo C+ correspondié a una alicuota de
minipreparacién de pGWBS con —AiLIP1 (C), -SILIP1p (D) o —SILIP1 (E). Los coniroles negativos fueron
ADNc de hoja de tabaco infiltrado con pGWBS sin tnserto (C-1) 0 H20 {C-2) utilizados como templado de la
reaccidn. MW: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb y 100 pb Plus DNA Ladder.

Como se observa, el ADNc de hojas de tabaco infiliradas con pGWB8-AtLIP1, —
SILIP1p, -SILIP1p y sin inserto proviene de una extraccién integra de ARN total
(Figura 11 A) y en todos los casos fue posible amplificar GAPDH (Figura 11 B), lo cual
en conjunto comprueba la calidad del ADNc generado. Ademas, se obtuvo un amplicén
del tamafio esperado para cada transgén evaluado (AfLIP1-His, SILIP1p-His, SILIP1-
His, Figura 11 C, D, E, respectivamente) utilizando ADNc¢ de hoja de tabaco infiltrada
con el respectivo constructo de interés, mientras que no hay amplicén en caso de
provenir de hoja de tabaco infiltrada con el vector sin inserto (C-7 para Figura 11 C, D,

E). Lo anterior muestra la correcta expresion de cada transgén analizado en los
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respectivos vectores de expresion a utilizar para la transformacion estable.

3.2.3. Obtencién y anilisis de las lineas T0 de S. lycopersicum regeneradas
para los constructos AtLIP1-His, SILIP1p-His, SILIP1-His

Habiendo confirmado la expresion de AtLIP1-His, SILIP1p—His y SILIP1-His, se

procedi6 a transformar establemente S. lycopersicum cv. Micro—tom con pGWBB8-

AtLIP1, -SILIP1p, -SILIP1 y pGWBS sin inserto segin se describiera previamente

(vease seccion 2.2.2.2), en al menos tres eventos independientes de transformacion.

Lo anterior se resume en Figura 12.

A att1 attB2
358
pGWBS-ALLIP1: RB AtLIP1 Y nost ¥ o T
attB1 attB2
358 )
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Figura 12. Proceso de transformacion estable de S. lycopersicum. A, esquema de los constructos de
interés en pGWBS utilizados para la transformacion estable de S. lycopersicum cv. Micro—tom con AtLIP7,
SILIP1p, SILIP1 y control, con etiqueta C-terminal de hexahistidina (His), bajo el promotor CaMV 35S
(35S) y con terminador de nopalina sintasa (NOS-T), y que constan de gen de resistencia a higromicina
(HPT) entre borde derecho (RB) e izquierdo (LB). El gen de interés queda flanqueado por sitios de
reconocimiento para recombinacion (affL1 y 2) o posterior a ella (aftB1 y 2). Ademas, se muestran
imagenes representativas de las etapas de transformacién estable, esto es, explantes en co-cultivo (B),
induccion de brotes (C), elongacion (D), enraizamiento (E) y aclimatacién (F). Tales etapas del proceso
de transformacion estable se resumen en G, donde ademas se indican los tiempos teéricos entre cada
etapa.

G
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En terminos generales, fue posible llevar a cabo la regeneracion de las lineas TO
transformadas con los constructos de interés (véase Figura 12) en medio selectivo
conteniendo higromicina 5§ mg/L. Sin embargo, el tiempo promedio necesario para la
regeneracion de brotes de aquellas lineas transformadas con pGWBfS—AtLIPL -
SILIP1p o —~SILIP1 fue cerca del doble (3,8; 4,5 y 4,6 meses, respectivamente) al que
tardé la regeneracion de aquellos brotes transformados con pGWBS vacio (2,4 meses).
Mas aln, aquellas lineas transformadas con el vector sin inserto fueron regeneradas
aproximadamente en el tiempo descrito (3 meses, Sun et al., 2008; Pino et al., 2010).
Pese a ello, fue posible lograr el correcto enraizamiento y aclimatacién de lineas de
todos los constructos de interés en tasas variables, resultado gue se resume en Tabla
IV. En ella ademas se resume el anélisis por PCR para identificar a aquellas lineas con

la insercién del constructo 35S—fragmento de interés—His (Figura 13).

Tabla IV. Resumen de las lineas TO obtenidas de la transformacién estable de S. lycopersicum con
PGWES-AtLIP1, SILIP1p, SILIP1 y control. Se muestra el total de lineas regeneradas totaimente para
cada constructo de interés y su respectivo porcentaje de regeneracién (N° lfneas regeneradas-100/N°
explantes transformados). Ademés, se expone el total de lineas que resultaron positivas para el PCR de
358~-gen de interés-His y su porcentaje de transformacién (N° lineas posifivas para la insercién-100/N°
explantes transformados). El total de explantes transformados para cada constructo se calculé a partir de
las distintas rondas de transformacion realizadas y el tiempo promedio de regeneracion se calculé desde
la germinacidn de semillas hasta el fraspaso de plantulas a aclimatacién.

N° de Tlempo Regeneracién Transformacién
promedio o Porcentaje N°lineas Porcentaje
Constructo trai’;lf)éﬁ:csios regeneracién reN e:f::;’sas regeneracién  355-His3 transform.
(dias) g (%) positivas (%)
pGWSB-ALLIP1 251 114 11 4.4 2 0.8
pGWBS-
SILIP1p 269 135 19 7.0 0 0
pGWBS-
SILIP1 315 140 25 7.9 16 4,8
pGWBS
sin Inserto 163 74 6 37 2 1,2

Como puede observarse en Tabla IV, fue posible obtener entre un porcentaje de 3,7 y
7,9% de regeneracion, aunque excluyendo el caso de pGWB8-SILIP1, tiende a fluctuar

entre un 3,7 y 5,2%, siendo la tasa de regeneracion cerca de un doble en el caso
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mencionado. Una tendencia similar se observa en la tasa de transformacion (0,8 a
1,2% vs 4,8% para SILIP1). Por dltimo, no fue posible identificar lineas positivas para la
insercion en el caso de pGWBB8-SILIP1p, resultado que se muestra en mayor detalle

en Figura 13.
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Figura 13. Identificacion de lineas de S. lycopersicum cv. Micro—tom TO transformadas para los
distintos constructos de interés. Se muestra el analisis por PCR para determinar lineas transgénicas
portando respectivamente los fragmentos: 35S-AtLIP1-His para las 11 lineas regeneradas con dicho
constructo (A), 35S-SILIP1-His para 20 de las 25 lineas regeneradas (C), 35S-SILIP1p—His para 15 de las 19
lineas obtenidas (I-J), o 35S-cam-ccdB-His para las 6 lineas resultantes de la transformacién con pGWBS sin
inserto (G). Asimismo, se muestra el resultado del PCR para SIEF1, utilizado como un gen control de calidad
del ADN genémico extraido desde las mismas lineas analizadas para los constructos con AtLIP7 (B), SILIP1
(E~F), SILIP1p (K-L) o pGWBS sin inserto (H). En cada caso, el control positivo C+ correspondié a 1 ng de la
respectiva minipreparacién de ADN plasmidial pGWB8-ALLIP1, —SILIP1p o -SILIP1, utilizadas para transformar
A. tumefaciens EHA105. Por su parte, los controles negativos de cada reaccién de PCR consistieron en utilizar
ADN gendmico de S. lycopersicum silvestre (C-1) o H,0 (C-2) como templados de la reacciéon. MW: Marcador
de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

A partir de lo anterior, pudo identificarse la insercion del constructo 35S—AtL/P71—His
para 2 lineas de las regeneradas (Figura 13 A), 15 lineas con el constructo 35S—
SILIP1-His (Figura 13 D y E) y 2 para las lineas control (Figura 13 G). Sin embargo,

no se identificaron lineas transgénicas con el constructo 35S—SIL/P1p-His, pese a
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haber variado las condiciones de PCR en gradientes de MgCl, y temperatura de
alineamiento, re—extraido ADN genémico de las 15 lineas portando 35S5-SIL/P1p~His y
utilizado otra ADN polimerasa para realizar el anélisis. Lo anterior no se debié a la
calidad del ADN genémico extraldo, ya que fue posible amplificar un fragmento de
aproximadamente 1,5 kb correspondiente a SIEF7 desde DNA genémico de plantas TO
regeneradas que fueron transformadas con dicho constructo (Fig. 13 K y L). Bajo estas
condiciones, fue posible obtener lineas de tomate TO transgénicas para tres de los
cuatro constructos de interés, en las cuales se cuantificé el nimero de copias del
respectivo inserto como se describiera previamente (Ji et al., 2012). En resumen, la
gran mayoria de las lineas generadas poseen una sola insercién, salvo una (linea 2
portando pGWBS sin inserto) (Anexo Il).

Por ditimo, pese a que no se pudo continuar el estudio de SIL/IP1p en plantas, el
resto de los constructos permitié continuar el desarrollo de la tesis, al analizar los
efectos en lipoilacion y expresion génica que tuvo la transformacion estable en S.

lycopersicum.

3.3. Realizar andlisis de lipoilacién de proteinas blanco y de expresién
génica en lineas de tomate transformadas establemente con SILIP? o

SILIP1p.

3.3.1. Evaluacién de los niveles de expresién de los genes de interés en
lineas TO regeneradas

Dado que la insercion de cada constructo de interés mediante el uso de A. fumefaciens

es aleatoria en el genoma nuclear de la planta transformada (Gelvin, 2003), resulta

necesario evaluar el nivel de expresién de cada gen en estudio en las lineas

transgénicas.
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Por ello, tras identificar las lineas TO positivas para la insercién 35S-AtLIP1—
His, 358-SILIP1-His y control, se procedid a evaluar respectivamente el nivel de
expresion relativa del gen AfLIP1 y SILIP1 endégeno mediante qRT-PCR en todas las
lineas transgénicas regeneradas con cada constructo de interés, respecto a las plantas
TO regeneradas con el vector pGWBS sin inserto. Para dichos analisis, se utilizé como
gen normalizador SICAC, el que ha demostrado mantener niveles estables de
expresion a lo largo del desarrollo de S. lycopersicum (Expésito-Rodriguez et al,

2008). Lo anterior se resume en Figura 14.
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Figura 14. Analisis de expresion relativa de AtLIPT y SILIP1 en lineas TO transgénicas de tomate
para constructos 358-AtLIP1-His y 38S-SILIP1-His. A, se muestra el nivel de expresién absoluto de
AILIP1 en las lineas positivas para la insercién 35S-AfL/P1-His. B, se muesira el nivel de expresion
relativa de SILIP1 end6geno en las lineas positivas por PCR para la insercién 368-SILIP1-His, respecto
al promedio de su expresién en las lineas portando el vector pGWB8 vacio. En ambos casos, ¢l gen
normalizador utilizado correspondi6 a CAC. Se realizé un t-test no pareado y los resultados se muestran
como el promedio (n = 3) £ desviacion estandar (valor-p: *, 0,05; **, 0,01; ***, 0,001).

Se desprende de dicho resultado que las lineas TO regeneradas con 35S-AtL/P1-His
muestran niveles variables de expresion de AfLIP1, siendo mayor su expresion en la
linea 4 (Figura 14 A). Por su parte, la expresién de S/LIP1 en plantas TO regeneradas

con 35S-S/LIP1-His es también variable entre lineas distintas. En efecto, tres lineas
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presentan entre 1,6 y 4,7 veces mayor nivel de expresion de SILIP1 respecto al que
poseen las lineas transformadas con el vector pGWB8 vacio (L6, L11, L12).
Adicionalmente, cuatro lineas presentaron el mismo nivel de expresién relativa de
SILIP1 que las lineas control (L8, L10, L19, L21), y otras tres presentan entre 20 y 35%
menor expresion relativa que aquellas con el vector pGWB8S vacio (L22, L23, L7), pese
a que el nivel de expresion del gen normalizador SICAC en todas las lineas fue similar,
con excepcion de la linea 7 para SILIP1, donde fue ligeramente menor.

Paralelamente a evaluar la expresion de los genes en estudio, fue interesante
evidenciar el fenotipo asociado a su transformacion en lineas de tomate. En efecto,
ademas de presentar un severo retardo en la elongacion de brotes durante el proceso
de regeneracion de los explantes transformados, las lineas 35S-AtL/IP1-His y 35S-
SILIP1-His presentaron menor altura que las lineas portando la insercion
correspondiente al vector pGWBS8 vacio, lo cual fue particularmente notorio en las
lineas con el constructo 35S—-SIL/IP1-His que aquellas con 35S-AtL/P1-His. Lo anterior
se encuentra resumido en Figura 15, donde se muestran imagenes representativas de
algunas de las lineas transgénicas evaluadas que presentaron los fenotipos mas

confrastantes.

Figura 15. Fenotipo de lineas TO0 transgénicas de tomate con 355-AtLIP1-His o 355-SILIP1-His. Se
muestra el fenotipo de linea 4 portadora de 35S-AtLIP1-His (A), de linea 6 y 23 con el inserto 355—
SILIP1-His (B y C, respectivamente) y de linea 2 con el vector pGWB8 vacio (D). Las imagenes fueron
fotografiadas el mismo dia, a un mes de aclimatacién en tierra. Barra: 5 cm.
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Y B

Como puede observarse en comparacién con el control (Figura 15 D y Tabla V), existe
un efecto sobre el crecimiento mas evidente en el caso de la linea 6 con 35S-SILIP1-
His que en la linea 23 con el mismo constructo, cuyo fenotipo es mas cercano al de la
linea control. Por su parte, el fenotipo de la linea 4 con la insercion 35S-AtLIP1-His se
aproxima mas al que presentaron las plantas control.

Adicionalmente, hubo un notorio retraso de entre 21 y 26 dias en la floracién en
algunas de las lineas transgénicas respecto a [as lineas transformadas con el vector
pGWBS vacio, particularmente en aquellas que sobre-expresan SILIPT (L6, 11y 12},
como euede verse en Tabla V. Sin embargo, todas las lineas transgénicas obtenidas

fueron capaces de desarrollar flores y frutos en cantidades variables.

Tabla V, Medlciones de parametros fenotipicos en las lineas T0 transgénicas de tomate obtenidas.
Se muestra la altura aérea de cada linea a octubre de 2016, asf como su tiempo de floracion, medido
desde su traspaso a tierra en agosto de 2016 hasta la aparicién de la primera flor en cada linea analizada.
Ademas, se contabilizaron el total de flores y frutos visiblemente desarrollados a octubre de 2016.

Nimere
Tiempo
Altura aérea flores + frutos
Constructo (cm) floracién desarrollados
(dfas) (N°)
AtLIP1 L3 14 21 22+ 7
AfLIP1 L4 8 23 15+ 0
SILIP1 L6 7 44 740
SILIP1 LY 15 40 10+5
SILIP1L8 14 25 16 +1
SILIP1 L10 14 48 13+1
SILIP1 L11 12 43 15 +1
SILIP1 L12 10 39 14 +2
SILIP1 L19 12 27 10 +1
SILIPt L21 16 39 14+ 2
SILIP1 L22 13 41 14 +5
SILIP1 L23 14 44 19+8
EV L1 16 18 12+5
EVL2 17 18 17 + 10
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3.3.2. Anadlisis de lipoilacién de proteinas blanco en lineas TO de S.
lycopersicum AtLIP1-His y SILIP1-His

Con el afan de continuar ahondando en el estudio molecular sobre el efecto de los
genes AILIPT y SILIP1, se seleccionaron aquellas lineas que resultaron mas
contrastantes para los siguientes andlisis. De este modo, se eligieron ambas lineas con
el constructo 35S-AILIP7-His y las lineas 6, 11, 12, 22 y 23 con la insercién 355-
SILIP1-His, debido a que presentan los mayores (L6, 11 y 12) y menorés (L22 y 23)
niveles de expresion del gen de interés respecto a las lineas control, asi como efectos
fenotipicos asociados contrastantes.

Teniendo en consideracion que las lineas que sobre-expresan SiLIP1
presentaron menor crecimiento respecto a las lineas control, y por lo tanto carecian de
la cantidad de tejido necesaria para realizar la extraccién de &cido lipoico libre segtin lo
que se encuentra publicado en literatura (Navari-izzo et al., 2002; Sgherri et al., 2002),
resultaba imposible cuantificar el contenido de #cido lipoico mediante HPLC. No
obstante, y dado que la accién molecular de una lipoil sintasa en la via de sintesis de
novo culmina con la incorporacion de acido lipoico a proteinas blanco, si era posible
evaluar los niveles de lipoilacién de proteinas blanco mediante western biot.

Para realizar dicha actividad, inicialmente se determiné la presencia de las protefnas
AtLIP1-His y SILIP1-His en aquellas lineas TO transgénicas para tales constructos,

mediante western blof anti-His, lo cual se observa en Figura 16.
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Figura 16. Inmunodeteccion de AtLIP1-His y SILIP1-His en lineas TO transgénicas de tomate con
dichos constructos de interés. Se muestra una imagen representativa del resultado de SDS-PAGE en
que se cargaron 50 ug de proteinas provenientes de extractos totales obtenidos desde hojas de lineas con
358-AlLIP1-His y 355-SILIP1-His seleccionadas, y de la linea 2 portando el constructo del vector pGWB8
vacio (EV L2), tras su tincién en solucién de Coomassie (A). Luego, se realiz6 la inmunodeteccion del
epitopo de hexahistidina para las mismas fracciones visibles en A (B). En ella, el anticuerpo primario
correspondio a a-polihistidina monoclonal de ratén 1:3.000. Por su parte, el anticuerpo secundario
correspondio a a-lgG de ratén fusionado a fosfatasa alcalina producida en cabra 1:10.000. Tamarios
esperados aproximados: AtLIP1-His: 44,0 kDa, SILIP1-His: 44,8 kDa. MW: PageRuler™ Prestained (~40,
~55, ~70 y ~100 kDa, B) and Unstained Protein Ladder (50, 70 y 100 kDa, A).

A juzgar por el patron de migracion de las bandas visibles cercanas a ~40 kDa (Figura
16 B), fue posible detectar la acumulacion de AtLIP1-His (44 kDa) en ambas lineas
portando el constructo 35S-AtL/P1-His, del mismo modo en que se detectd la sefial
correspondiente a SILIP1-His (44,8 kDa) en las lineas portando el respectivo
constructo, mientras que en la linea control no se detectd ninguna sefial. En ambos
casos, la sefial detectada fue de intensidad variable entre distintas lineas, no
correlacionandose aparentemente con los niveles de expresion de los genes
respectivos en cada linea.

A continuacion, se procedio a evaluar los niveles de lipoilacion en hojas de las
lineas TO previamente seleccionadas mediante la realizacion de un western blot anti—
acido lipoico unido covalentemente a proteinas, lo cual fue realizado para dos
extracciones distintas por linea y en duplicado técnico para cada extraccion, con el fin
de dar sustento experimental a la cuantificacién de la intensidad de las sefiales

obtenidas mediante esta técnica. Dicho resultado se muestra en Figura 17.
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Figura 17. Anélisis de lipoilacién de las plantas TO transgénicas de tomate selecclonadas. A, se
muestra una imagen representativa de cuatro repeliciones del resultado de |a inmuncdeleccldn de acido
lipoico (AL) unido a proteinas blanco, en 50 pg de extractos totales de proteinas obtenidos desde hojas
de plantas TO portando las inserciones 358-AtLIP1-His o 358-SILIP1-His. B, el conjunto de las sefiales
de lipoilacién por cada carril fue cuantificadas mediante ImageJ, y relativizadas a la sefial de lipoilacion
detectada en la linea 2 portando el constructo correspondiente a pGWBS (EV L2). En elia, se muesira el
promedio de las cuatro repeticiones de dicho analisis.

A partir de dicho resultado, se obtuvo que la sefial promedio de 4cido lipoico unido a
proteinas extraldas en las lineas que sobre—expresan SILIPT 6y 11y de la linea 4 que
sobre-expresa AtLIP1, es mayor a aquélla que existe en el resto de lineas analizadas,
respecto a la linea control. Lo anterior sugiere un mayor grado de lipoilacion de
proteinas en aquellas lineas que presentaron niveles elevados de AtLIP1 o SILIP1, a
juzgar por la intensidad promedio de las sefiales obtenidas, aunque para afirmar con

mayor seguridad tal aseveracion se requerirfa realizar otros analisis mas acuciosos.

3.3.3. Analisis transcripcional de genes blancos del &cido lipoico y de
aquellos involucrados en su biosintesis

Dado el resultado del anélisis de lipoilacién obtenido, se quiso indagar respecto a la

expresion de las subunidades E2 del complejo a~cetoglutarato deshidrogenasa (E2

kGDH) y piruvato deshidrogenasa tanto mitocondrial como cloroplastidial (E2 PDHm y

E2 PDHc, respectivamente). El objetivo es saber si las subunidades lipoiladas en las
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lineas transgénicas obtenidas correspondian a un pool basal ya presente en dichas
plantas o si habia transcripcién de nuevas subunidades capaces de incorporar &cido
lipoico para mantener su funcién biolégica. Tales andlisis de expresién génica se

resumen en Figura 18.
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Figura 18. Andlisis de expresién relativa de E2 kGDH, E2 PDHm y E2 PDHc en lineas T0
transgénicas de tomate para constructos 355-AtLIP7-His y 35S-SiLIP1-His. A, se muestra el
promedio del nivel de expresion relativa de £2 kGDH (A), E2PDHm (B), E2 PDHc (C) para las lineas
transgénicas seleccionadas en los andlisis anteriores portando 35S-AfL/iP1-His o 35S-SILIP1—His,
respecto al promedio de su expresion en las lineas portando el vector pGWBS vacio. En todos los casos,
el gen normalizador utilizado correspondié a CAC. Se realizé un t-fest no pareado y los resultados se
muestran como el promedio (n = 3) & desviacidn estandar (valor-p: *, 0,05; **, 0,01; ***, 0,001).

Tal resultado muestra que existe un aumento en la expresion relativa entre 1,2 y 1,5
veces de £2 kGDH (Figura 18 A) y entre 1,2 y 1,7 veces de E2 PDHm (Figura 18 B)
en las lineas que sobre—expresan SIL/IP1 6y 11 y en la linea 4 portando el constructo
358-AtLIP1~His, siendo ligeramente menor en las lineas 22 y 23 portando el
constructo 355-S/L/P1-His o en la linea 3 que sobre-expresa AtLIP71. A su vez, ho se
observa diferencia en la expresion relativa de £2 PDHc en ninguna de las lineas
fransgénicas con respecto a las lineas control.

Para evaluar otros posibles efectos derivados de la sobre—expresion de los
genes en estudio, se analizaron los niveles de expresion de genes relacionados a las

rutas biosintéticas de &cido lipoico. Por ello, se realizé qRT-PCR para cuantificar la
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expresién de los genes SISAM1, codificante para una sintetasa de S—adenil metionina,
dador de los dtomos de azufre necesarios para la sintesis de 4cido lipoico; SILIP2, que
codifica para una lipoil transferasa y que esta vinculada con la biosintesis de novo
desde precursores provenientes de la sintesis de acidos grasos; y SILp/A, gen que
codifica una lipoil ligasa, necesaria para la insercién de acido lipoico a las proteinas
blanco mediante una ruta de reciclaje del mismo (Figura 2). Dichos resultados se

presentan en Figura 19.
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Figura 19, Anélisis de expresion relativa de SILIP2, SILplA y SISAM1 en lineas TO transgénicas para
constructos 35S-AfLIP1-His y 358-SILIP1-His. A, se muestra el promedio del nivel de expresién
relativa de SILIPZ (A), S/LplA (B), SISAM1 {C) para las lineas transgénicas seleccionadas en los andlisis
anteriores portando 35S-AflL/P7-His o 355-SILIP1-His, respecto al promedio de su expresién en las
lineas portando el vector pGWBS vacio. En todos los casos, el gen normalizador utilizado correspondio a
CAC. Se realizé un #~fest no pareado y los resultados se muestran como el promedio {n=3) + desviacidn
estandar (valor—p: *, 0,05; **, 0,01; ***, 0,001).

En este caso, se observa que todas las lineas analizadas presentan menores niveles
de expresion tanto de S/L/P2 como de SiLp/A respecto al control (Figura 19 A y B),
siendo mayor la diferencia en las lineas 22 y 23 para 358-SIL/P1-His como en ambas
lineas portando la insercion 358—AfLIP1-His. Por su parte, al analizar los niveles de
acumulacién de transcrito de SISAM1, se observé que las lineas AfLIPT L4 y SILIP1
L6, L11 y L12, muestran niveles de expresion entre 2 a 2,5 veces mayor al compararlas
con la expresion del control, mientras que las lineas restantes no mostraron diferencias

apreciables respecto a las lineas transformadas con pGWBS sin inserto (Figura 19 C).
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4. DISCUSION

4.1. Determinar la funcionalidad biolégica del producto génico de SILIP1p

en E. coli mutante /ipA KER176

Tal como se expusiera previamente en los resultados de la presente tesis (Figuras 3 —
5), fue posible generar los vectores de expresion en bacterias propuestos inicialmente
en la estrategia desarrollada, dado que se obtuvieron los insertos AfLIP1A18 y
SILIP1pA110 en pDEST-HisgMBP, asi como con el inserto SILIP1A30, lo cual se
realizd como actividad paralela a la tesis. En efecto, se pudieron clonar las secuencias
codificantes para ambas isoformas de potenciales lipoil sintasas de tomate asi como el
control positivo de lipoil sintasa de A. thaliana previamente caracterizada (Yasuno y
Wada, 1998; Yasuno y Wada, 2002). En todos los casos mencionados, se siguio la
estrategia de clonacion publicada previamente para AILIP1A18 (Yasuno y Wada,
2002), correspondiente a clonar el fragmento codificante de cada proteina sin
incorporar la secuencia correspondiente al péplido sefial de destinacion predicho
bioinformaticamente (seccién 2.2.1.1). Lo anterior se debe a que se ha visto que la
incorporacion de dichas secuencias puede afectar negativamente la estabilidad
estructural de la proteina de fusiéon generada, limitando [a produccién de proteina
recombinante (Khan et al., 2012; Rosano y Ceccarelli, 2014).

Dado ademas que la expresion inducida de proteina recombinante puede
generar cuerpos de inclusion, es que se han desarrollado estrategias para fusionar la
secuencia de interés a agentes solubilizantes, como una proteina de union a maltosa o
glutatién S-transferasa (MBP y GST, respectivamente, por sus siglas en inglés). En
este caso, se utilizd MBP para dicho cometido, proteina que mantiene en solucién a la
proteina de fusion generada, debido a que permite su correcto plegamiento
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aisladamente o en conjunto a chaperonas (Raran-Kurussi y Waugh, 2012). Lo anterior
explicaria el hecho de que se detectaran en la fraccion soluble todas las protefnas de
fusion de interés (Figura 7), en mayor abundancia tras la induccién con IPTG. Sin
embargo, también fue posible observar la presencia de todas las proteinas de fusién en
extractos crudos provenientes de E. coli que no fue expuesto a IPTG. Lo anierior es
atribuible al vector pDEST-HissMBP utilizado, debido a que éste posee un promotor
fac, derivado del promotor /ac (que posee la regién —35 del promotor tp y =10 del
promotor fac) que aumenta cerca de 10 veces los niveles de expresion del constructo
de interés respecto al promotor /acUV5, pero que debido a ello presenta expresion en
ausencia de inductor {(Rosano y Ceccarelli, 2014).

Como tercer punto a considerar respecto a la generacion de proteinas de fusion
HissMBP con AtLIP1A18, SILIP1pA110 y SILIP1A30, fue el hecho de que la
abundancia de SILIP1pA110 fue notoriamente menor a la que se obtuvo para el resto
de los casos, mientras que hubo una versién de una proteina trunca de cerca de 40
kDa. Probablemente, tal proteina corresponde a HissMBP sola, debido a que es
detectable en un western blot anti-His al poseer el epitopo de hexahistidina en N-
terminal y dado que su peso molecular predicho es de 41,4 kDa.

Tal explicacién supone la posibilidad de una protedlisis entre MBP y SILIP1p. Lo
anterior resulta factible, debido a que en distintos modelos de expresion de proteinas
recombinantes dicho fenémeno ocurre con frecuencia (Jahic et al., 2003), lo cual
ademas se ha observado particularmente en la generacién de proteinas de fusién con
MBP (Li et al., 2010), donde puede ocurrir protedlisis entre MBP y [a protelna fusionada
de interés. Si bien el clivaje sitio-dirigido de la proteina de interés desde la proteina de
fusion generada resulta de interés con objetivos de purificacién y estudios posteriores,

los clivajes inespecificos ocurren en distintos sistemas de expresiéon de proteinas
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recombinantes, para lo cual hay ciertas estrategias que se aconseja seguir para
prevenirlos (Waugh, 2011), entre las cuales destaca la optimizaciéon de codones o
modificar la secuencia aminoacidica con fines de modificar la estructura tridimensional
de la proteina recombinante.

No obstante lo anterior, considerando el hecho de que fue posible expresar las
protefnas recombinantes en todos los casos en sus versiones completas, se realizé el
ensayo de complementacién heteréloga de E. coli lipA KER176. A partir de dichos
resultados (Figura 8 A ~ C), se pudo establecer que la acumulacién de la proteina
HisgMBP-SILIP1pA110 (asi como HisMBP~SILIP1A30) permiten el crecimiento de E.
coli lipA KER176 tal como lo hace HissMBP-AiLIP1A18, a diferencia del control
negativo. Lo anterior implica que SILIP1pA110 (asl como SILIP1A30) restauran los
requerimientos de carbono necesarios para su utilizacién en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos y que se ven perjudicados por ia falta de lipoilacién de las subunidades
E2 de los complejos PDH y a—kGDH en la cepa mutante /ipA utilizada. Ademas,
aungue este ensayo no es cuantitativo, el hecho de que visualmente el crecimiento de
las colonias en placas MME (Figura 8 C) sea muy parecido entre aquéllas que
crecieron, podria indicar que poseen capacidades similares de actuar como lipoil

sintasas.

4.2. Determinar la localizacién subcelular del producto génico de SILIP1p

en N. tabacum
La determinacién de la localizacion subcelular de una proteina resulta util para
entender los mecanismos por los cuales es regulada, asi como para entender el
contexto celular en el que se encuentra o las moléculas de distinta indole con las

cuales puede interactuar (Hu et al., 2009). Ademas, se sabe que muchos fenotipos
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observables en distintos organismos o incluso algunas enfermedades en humanos
estan vinculados con alteraciones en la destinacion de distintas proteinas (revisado en
Hung y Link, 2011).

En el contexto de caracterizar molecularmente SIL/IPTp como potencial lipoil
sintasa plastidial de S. lycopersicum, resultaba razonable determinar su localizacion
subcelular, no sélo por los motivos previamente expuestos, sino porque respecto al
metabolismo de &cido lipoico en eucariontes inicialmente se lo confinaba
exclusivamente a mitocondrias (Hayden et al., 1992; Packer, 1995; Wada et al., 1997;
Yasuno y Wada, 1998). Sin embargo, posteriormente aumenté la evidencia respecto a
que en organismos vegetales también existen isoformas plastidiales de algunas de las
enzimas participantes en la biosintesis de acido lipoico (Wada et al., 2001; Yasuno y
Wada, 2002; Ewald etal., 2007; Kang et al., 2007; Ewald et al., 2014). Lo anterior
resulta relevante considerando que los complejos proteicos propensos a ser lipoilados
(KGDH, BCDH, AoDH, GDC) son exclusivamente mitocondriales, mientras que el
complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) esta presente tanto en mitocondrias como en
cloroplastos (Lernmark y Cardestrom, 1994; Wada etal., 2001). Dado que en el
proyecto de tesis doctoral de Jorge Araya se determiné bicinformaticamente que
SILIP1p (NCBI, XP_004252893.1) tenia un 78% de identidad aminoacidica con

AtLIP1p (TAIR, N° Acceso AT2G20860) y que la localizacion predicha era

cloroplastidial (68% de probabilidad, www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/), se procedi6 a
determinarla experimentalmente, corroborando que SILIP1p se acumulaba
efectivamente en cloroplastos (Figura 10 F — J). Este hallazgo permite no solo
incorporar  informacién bioldgica respecto al gen y verificar predicciones
bicinformaticas, sino que permite ahondar en la caracterizacion de parte de las rutas

biosintéticas de acido lipoico, al comprobar la existencia de una isoforma plastidial de
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lipoil sintasa en tomate del mismo modo como ocurre en Arabidopsis (Yasuno y Wada,
2002). De esta manera, se genera mayor conocimiento sobre los distintos
compartimentos donde ocurre la sfntesis de acido lipoico en organismos vegetales y
cuyos blancos moleculares son, en gran parte, distintos. Por lo anterior, resulta posible
suponer que los procesos en los cuales el acido lipoico participa sean también
parcialmente diferentes en ambos compartimentos. En cloroplastos en particular ocurre
la sintesis de &acidos grasos en organismos vegetales (Ohlrogge et al., 1979), por lo
cual existen precursores para la sintesis de acido lipoico. Ademds, al menos en
Arabidopsis se ha determinado recientemente la existencia de dos isoformas
plastidiales de lipoil transferasas, AtLIP2p1 y AtLIP2p2 (Ewald et al., 2014), pero no se
ha identificado a la fecha una lipoil ligasa plastidial, por lo que hasta ahaora sélo se ha
verificado la existencia de la via de sintesis de acido lipoico de novo y no la via de
reciclaje. Sin embargo, las isoformas de lipoil transferasas plastidiales no han sido
identificadas en S. [ycopersicum, por lo que una proyeccion posible corresponde a
caracterizarlas y determinar su localizacién subcelular, lo que permitiria aumentar el

conocimiento respecto a la sintesis de 4cido lipoico en este compartimento.

4.3. Obtener lineas de plantas de tomate que sobre-expresen SILIPT o
SILIP1Ip y analizar fenotipica y molecularmente las lineas
transformadas establemente

Como pudo observarse en Tabla IV, se obtuvieron lineas TO regeneradas para todos
los constructos de interés en tasas variables de regeneracién. De hecho, el porcentaje
de regeneracion de lineas para todos los constructos se encuentra dentro del rango
esperable para transformaciones de explantes de tomate con A. tumefaciens que se

encuentra previamente descrito (Sun et al., 2008; Pino et al., 2010; Cruz-Mendivil et al.,
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2011; Guo et al., 2012), fluctuando entre un 3 y 8% del total de explantes utilizados
para la transformacién de cada constructo de interés. Lo anterior es esperable,
considerando que tanto el co-cultivo de los explantes de tomate con A. tumefaciens,
asl como la mantencién en medio selectivo y en condiciones de altas concentraciones
hormonales por cerca de 5 meses resultan ser agentes estresantes durante el proceso
de regeneracion.

Ahora bien, la obtencion de lineas de tomate que efectivamente portaron cada
constructo de interés fue en gran parte realizada, resultando en la obtencion de 2
lineas transgénicas para 35S-AtL/P1-His, 15 para 35S-SILIP1-His y 2 para el vector
pPGWBS sin inserto, huevamente en tasas variables entre un 0,8 y 4,8%. Sin embargo,
resultd sorprendente que pese a obtener 19 lineas TO regeneradas en medio de
seleccion para el constructo 35S-SILIP1p-His, tras realizar los analisis moleculares no
se obtuviera ninguna linea fransgénica portando la insercién. Como puede
corroborarse en Figura 13 |, J, K y L, tal resultado no pudo atribuirse a dificultades
técnicas en los andlisis moleculares: La calidad del ADN gendémico extraido desde
dichas lineas fue adecuada, pues fue posible amplificar por PCR un gen endégeno
(SIEF1), y las condiciones de PCR para detectar la insercién 35S — His3 fueron aptas,
dado que se utilizé el mismo programa térmico y en las mismas condiciones gue para
detectar las demas inserciones, ademas de haberse variado dichas condiciones tanto
en términos de la concentracién de Mg*? como de la temperatura de alineamiento. Lo
anterior supone dos hechos: el primero, que pese a que los medios de regeneracion
contenia higromicina, la concentracion utilizada no fue suficiente para evitar 19 falsos
positivos en el caso del constructo 358-S/LIP1p-His. El segundo hecho es que, por
algun motivo, la transformacién con dicho constructo tuvo un efecto diferencial respecto

al obtenido con el resto y, fundamentalmente, con 35S—-AtL/P1-His y 355-SILIP1—His.
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Respecto al primer hecho, es posible suponer que se obtuvieran falsos positivos
en el caso del constructo en cuestion, dado que en las lineas TO regeneradas con
33S-AtLIP1-His, 355-SILIP1-His y con el vector pGWBS vaclo también se obtuvieron
faisos positivos en cantidades variables. De este modo, se obtuvieron falsos positivos
en 9 de 11, 10 de 25 y 4 de 6 lineas con los respectivos constructos, lo cual constituye
un 82%, 40% y 87% respectivamente, aungue en ningln ofro caso se obtuve un
porcentaje del 100%. A su vez, la presencia de falsos positivos puede ser explicada a
la concentracién de higromicina utilizada (5 mg/L), pues no se utilizé la dosis maxima
(25 mg/L) descrita previamente para la fransformacién de explantes de tomate
(Chaudhry y Rashid, 2010). La razén de utilizar una concentracién sub—maxima fue
precisamente para propiciar la regeneracién de los explantes transformados sin
generar su muerte por la exposicion a dicho agente selectivo, el que a concentraciones
cercanas a la dosis maxima se ha reportade que puede impedir la regeneracién de
explantes vegetales (Meng et al., 2007).

El segundo hecho, sin embargo, no puede ser explicado tnicamente por la
obtencion exclusiva de falsos positivos a juzgar por el resultado obtenido en el resto de
los constructos, lo cual supondria una razén biolégica mas que técnica del proceso de
regeneracion. En este sentido, cabe destacar que todos los constructos en los cuales
se obtuvieron lineas transgénicas son de isoformas de lipoil sintasas mitocondriales
(AtLIP1 y SILIPT) o bien, fueron transformadas con el vector pGWBS vacio, que no
poria un producto génico funcional que pudiera tener efectos fenotipicos o moleculares
distintivos. Por ello, resulta tentador pensar que la carencia de lineas transgénicas para
SILIP1p y no para el resto de los casos guarde relacién de alguna forma con SILIP1p
especificamente. Si ese fuese el caso, tendria que diferenciarse de alglin punto coman

compartido por AfLIP1, SILIP1y el vector pGWBS. Exceptuando este ultimo caso, tanto
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AtLIP1 como SILIP1 codifican para lipoil sintasas mitocondriales (Yasuno y Wada, 2002
y tesis doctoral en curso de Jorge Araya, respectivamente), mientras que SILIP1p tiene
localizacién cloroplastidial (Figura 10). En este contexto, si bien no se tiene
informacién respecto a la sobre—expresioén de genes involucrados en la biosintesis de
acido lipoico, si se cuenta con informacién de Arabidopsis relacionada a los efectos
derivados de la mutacion knockout de lipoil fransferasas plastidiales (Atlip2p y Atlip2p2)
y lipoil sintasa plastidial (Atlip7p). A partir de dicha informacién, se sabe que se
requiere de la inactivacion de ambas lipoil transferasas plastidiales para producir un
efecto letal a nivel embrionario. Lo interesante es que es suficiente la inactivacién de la
lipoil sintasa plastidial para producir el mismo efecto en Arabidopsis (Ewald et al.,
2014). Del mismo modo, la disrupcion del gen que codifica para la subunidad E2 de
PDH plastidial es suficiente para producir letalidad embrionaria tempranamente (Lin
et al.,, 2003). Asumiendo que algunos de los explantes transformados con el constructo
355-SILIP1p-His hubiesen expresado dicho gen y teniendo en consideracién el
fenotipo clorético y el evidente retraso en el proceso de regeneracion, resulta factible
hipotetizar que un cambio en los niveles de transcrito codificante para lipoil sintasa
plastidial pudiese haber imposibilitado la regeneracién, posiblemente por el blanco
molecular descrito correspondiente a PDH cloroplastidial. Sin embargo, tal hipotesis
requeriria esfuerzos en el futuro para ser contestada con propiedad. Adicionalmente, el
fenotipo clordtico y la imposibilidad de obtener lineas transgénicas portando el
constructo 35S-SILIP1p-His también podria estar relacionada con otro proceso
biolégico vinculado a un cambio en el flujo metabolico de ciertos metabolitos
producidos durante el ciclo de 4cidos tricarboxilicos. En esta ifnea de pensamiento,
asumiendo que la transformacion estable de explantes de tomate con 358-SILIP1p~

His hubiese ocurrido, y que existieran explantes transcribiendo dicho transgén vy
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traduciendo la isoforma plastidial de lipoil sintasa, resulta factible pensar que hubiese
un flujo aumentado desde a-cetoglutarato hacia succinil-CoA, debido a un aumento en
dicha conversién mediada por una mayor actividad del complejo kGDH sujeto a
lipoilacion. Si ese fuese el caso, habria menor cantidad de a-cetoglutarato disponible
para ser convertido a glutamina y ésta a glutamato (Temple et al., 1998; Stitt et al.,
2001, Buchanan et al., 2015), derivando en ultima instancia en una menor asimilacién
de nitrégeno por parte de dichos explantes, lo cual genera un fenotipo clorético, como
el observado durante todo el proceso de regeneracién. Sin embargo, tal hipétesis debe
ser evaluada en mayor profundidad en el futuro.

De todas formas, el hecho de haber obtenido lineas transgénicas para el resto
de los constructos permitié la continuacién del estudio del rol de las isoformas
mitocondriales, AtLIP1 y SILIP1 con respecto a aquellas lineas portando el constructo
del vector pGWBS sin inserto y descarta, ademas, la opcién de que [a insercion de

genes que codifican para lipoil sintasa per se impida la regeneracién de tomates.

4.4. Realizar andlisis de lipoilacion de proteinas blanco y de expresién
génica en lineas de tomate transformadas establemente con SILIPT o

SILIP1p
Como pudo observarse en Figura 14, fue posible obtener lineas transgénicas que
presentaron niveles de expresién de AILIP1 o SILIP1 variables. En el caso de 35S-
AtLIP1-His, la linea 4 expresa 1,2 veces mas el gen AtLIP7 que Ia linea 3 portando el
mismo constructo, mientras que en el caso de 35S-S/LIP71-His, 3 de las 10 lineas
transgeénicas presentaron mayores niveles de expresion relativa de SILIP1 (lineas 6, 11

y 12), 4 presentaron niveles comparables a las lineas control (lineas 8, 10, 19 y21)y3
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presentaron una ligera disminucién de la expresion relativa de dicho gen (lfineas 7, 22 y
23). En esto, resulta interesante notar que el nivel de expresion mas alto obtenido fue
de sdlo 4,7 veces el de las plantas control, mientras que el mas bajo fue de 0,65 veces
respecto al control, pese a que [a expresion de cada gen en el vector pGWBS8 queda
comandada por el promotor fuerte y constitutivo 35S, el que se utiliza habitualmente
para sobre—expresar genes de manera constitutiva con un aumento en al menos 10
veces los niveles de expresion del transgén inserto (Kay et al., 1987; Duit et al., 2014).
Si la observacion anterior se suma al hecho de no haber obtenido lineas transgénicas
para uno de los casos (SILIP1p), resulta factible hipotetizar que la sobre—expresion de
genes codificantes para lipoil sintasas sea un proceso acotado entre limites
relativamente estrechos. Esto es razonable considerando que todos los blancos
moleculares de lipoil sintasa participan en el metabolismo central, ya sea directamente
en el ciclo de los acidos tricarboxflicos (PDH y kGDH), en la regulacion del estado
energetico celular (BCDH y AoDH) o en el proceso de fotorespiracion (GDC). No
obstante, tales aseveraciones son sélo tentativas y deben ser analizadas en
profundidad con las generaciones sucesivas de las lineas transgénicas obtenidas (T1,
T2). Ademas, si bien el hecho de haber obtenido niveles de expresion tan variables en
las lineas transformadas, pese a utilizar un promotor fuerte es razonable considerando
que la insercion del constructo de interés es azarosa y por lo tanto puede encontrarse
en regiones genomicas con grados variables de ftranscripcién (Gelvin, 2003), la
obtencion de niveles de expresién menores al control no puede ser explicada por esta
razoén. Mas bien, resulta posible atribuir dicho efecto a la ocurrencia de algtn tipo de
silenciamiento génico, fenédmeno que se ha descrito en la transformacién mediada por
A. tumefaciens en distintas generaciones de las lineas transformadas (Vaucheret et al.,

1995; Gelvin, 2003; Fernandez et al., 2009).
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Un hecho no menor a considerar es que hubo alteraciones en el crecimiento de
ciertas lineas transgénicas, portando tanto AfLIP? (linea 4) como SILIP1 (lineas 6 y
11), el que ya se sumaba al retraso en el tiempo de regeneracién para tales
construcciones. Adicionalmente, fue evidente que algunas de las lineas transgénicas
con dichos genes presentaron una floracion retrasada respecto a las plantas control. Lo
llamativo de lo anterior, es que tales efectos fueron méas notorios en aquellas lineas
que sobre-expresan SILIP7 o A{LIP1 que en aquellas con niveles de expresion
comparables al control, como pudo observarse en Figura 15 y Tabla V. Tales
resultados dan cuenta de efectos fenotipicos asociables a la sobre-expresion de los
genes en estudio incluso en la generacién transformada, aunque resulta imprescindible
realizar estos andlisis en las generaciones sucesivas de las lineas transgénicas
generadas (T1, T2).

Teniendo en cuenta el propésito de evaluar los efectos de sobre—expresar los
genes en estudio sobre la lipoilacion, es que se seleccionaron ambas lineas con 35S—
AlLIP1-His y aquellas con 35S-8/LIP1-His con caracteristicas fenotipicas y de
expresion mas contrastantes (Iinea 6, 11, 12, 22, 23). Respecto a ellas, se detects la
sefal anti-His correspondiente a las proteinas AtLIP1-His y SILIP1-His en todas las
lineas analizadas (véase Figura 16 de Resultados), aunque no hubo una correlacion
clara entre la intensidad de cada sefial y el nivel de expresién del transgén en cada
linea (Figura 14). Lo anterior puede deberse a varios motivos tanto técnicos como
biolégicos. Respecto a estos tltimos, la abundancia de proteinas detectadas por el
western blof anti-His no necesariamente pesquisa procesos vinculados a su
acumulacion como son la cinética de degradacién o sintesis, la regeneracion de
precursores en cada linea u otros procesos que alteren los niveles proteicos.

Luego de confirmar la presencia de AtLIP1-His y SILIP1—His, se procedid a
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evaluar los efectos de éstas sobre [a lipoilacidn de proteinas blanco. Como pudo verse
en Figura 17, hubo notorios aumentos en los niveles de proteinas lipoiladas en las
lineas que sobre-expresan SILIP1, asi como fundamentalmente en la linea 4 que
sobre-expresa AfLIP1, respecto a las lineas con menor nivel de expresion de ambos
genes y de la linea control. Lo anterior tiende a correlacionarse con los niveles
respectivos de expresion de AfLIP1 y SILIP1 en dichas lineas, aunque tal tendencia
deberia ser evaluada en las generaciones sucesivas de las lineas analizadas, para
asegurar homogeneidad en el fondo genético sobre el cual realizar comparaciones. No
obstante, resulta promisoric el hecho de que vya en TO existan alteraciones de
lipoilacion detectables, asi como efectos fenotipicos sobre floracidn y crecimiento. En
suma, estos resultados constituyen una fuerte evidencia de que SILIPip actta
efectivamente como una lipoil sintasa in vivo, particularmente en plantas, y no solo en
el sistema heterélogo de E. coli utilizado previamente durante el desarrollo de la tesis.
A continuacion, con el fin de extender e! conocimiento adquirido respecto a los
efectos de sobre—expresar AtLIP1 y SILIP1 en las lineas de tomate portando los
respectivos constructos, se realizaron analisis de expresién génica. En el caso de los
genes que codifican las subunidades lipoiladas de los complejos PDH mitocondrial y
kGDH, se observé un aumento variable en su expresién relativa (Figura 17),
particularmente en aquellas lineas que sobre—expresan ambos genes en estudio,
aunque hubo también un aumento menor de la expresion de tales genes en las lineas
SILIP1 que mostraban menores niveles de expresién de este (ltimo gen respecto al
control. Ademds, las mismas lineas que sobre-expresan AfLIP1 (linea 4) y SILIP1
(lineas 6, 11 y 12) presentaron mayores niveles de lipoilacién de proteinas. Lo anterior
puede implicar que existe una correlacién entre el grado de lipoilacion y el nivel de

expresién de las subunidades propensas de lipoilacion en las lineas que sobre—
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expresan los genes en estudio. Lo anterior tienta a proponer que una mayor cantidad
de &cido lipoico generado al sobre—expresar AtLIP1 o SILIP1 podria requerir mayores
niveles de expresién de las subunidades propensas a ser lipoiladas al haber,
idealmente, una mayor cantidad de éstas siendo efectivamente lipoiladas. Sin
embargo, no se conocen mecanismos regulatorios que vinculen los niveles de
expresion de dichas subunidades con los niveles de acido lipoico o con la actividad de
lipoil sintasas, asi como tampoco se conoce la cinética de regeneracién de
subunidades propensas de ser lipoiladas. Por ello, s6lo puede aseverarse con
propiedad que al menos parte de las subunidades lipoiladas en aquellas lineas que
sobre—expresan AfLIP1 o SILIP1 estaria dada por expresion de nuevos genes
codificantes para tales subunidades. No obstante, no se pueden descartar del todo los
efectos propios de cada linea, tanto por su hemicigosidad como por el hecho de que no
existe un comportamiento opuesto en las lineas 22 y 23 con 35S-S/LIP71-His que
presentan menores niveles de expresion de dicho transgén, como se esperaria de una
directa correlacion. Por ello, nuevamente estudios en la descendencia de cada una de
las lineas podria permitir esclarecer dichos aspectos, particularmente al analizar
mediante western blot la abundancia de PDH y kGDH, lo que podria permitir discernir
si el aumento de la lipoilacién se correlaciona con un aumento de las subunidades
propensas a ser lipoiladas al aumentar su transcripcion, o si la incorporacién de acido
lipoico se hace sobre un conjunto de subunidades ya disponibles.

Un caso similar ocurre al analizar la expresion de los genes SILIP2 y SILplA
(Figura 19), donde se obtuvo en ambos casos una disminucién de la expresion relativa
de dichos genes en [as lineas que sobre—-expresan A{LIPT o SILIP1, pero no se obituvo
el comportamiento contrario en las lineas 22 y 23 que presentan menores niveles de

expresion de SILIP1. Del mismo modo, en las lineas que sobre—expresan ambos genes
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en estudio hubo un aumento de la expresion de SISAM7 (Figura 19), que codifica para
una posible S—adenil sintetasa que genera el precursor S—adenil metionina, necesario
para la sintesis de acido lipoico, mientras que no se observa un aumento de la
expresion de SISAM1 en las lineas 22 y 23 con 35S-SILIP1-His. Estos antecedentes
podrian implicar alteraciones a nivel transcripcional de genes vinculados a la
biosintesis de &cido lipoico, pero no son concluyentes respecto al asunto y se
requeririan mayores andlisis para tener mayor propiedad sobre las conclusiones que
de ellos pueden extraerse.

Por dltimo, la sobre—expresién de AtLIP1 y SILIP1 tuvo efectos fenotipicos en
floracion y crecimiento en las lineas TO. Suponiendo que dichos fenotipos son
heredables a las siguientes generaciones (T1, T2), es razonable proponer que tales
efectos se deban a la sobre-expresién de AtLIP1 y SILIP1, pues hubo un aumento en
la lipoilacién de subunidades de complejos enzimaticos participantes del ciclo de los
acidos tricarboxflicos. ¢Cémo podrian ser vinculados un aumento de la lipoilacién de
estas subunidades con los efectos negativos en el desarrollo vegetativo y reproductivo
observados en las tomates que sobre-expresan tales genes? Para responder a esta
pregunta, se sabe que en tomate, una disminucién de la actividad citrato sintasa del
mismo ciclo produce alteraciones en parametros fisiolégicos similares (Sienkiewicz-
Porzucek etal., 2008). Ademas, recientemente se reporté en Arabidopsis que la
mutacion de la subunidad E2 del complejo PDH mitocondrial tiene efectos
detrimentales sobre la actividad enzimatica y sobre el crecimiento de dichas lineas
(Song y Liu, 2015). Por lo anterior, resulta razonable suponer que la sobre—-expresién
de ambos genes en estudio tenga efectos fenotipicos de este tipo vinculados a las
alteraciones que provoca sobre el ciclo de acidos tricarboxilicos, modificando parte del

metabolismo energético en tales lineas.

87




5. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Considerando el estado del arte al momento de iniclar la Tesis de Magister expuesta,
el frabajo desarrollado permitié ahondar en el conocimiento sobre parte del
metabolismo del &cido lipoico en S. lycopersicum. En primer lugar, se caracterizé la
potencial lipoil sintasa plastidial SILIP1p (en conjunto con la isoforma mitocondrial
SILIP1 en la tesis de doctorado de Jorge Araya), corroborando que ambas son capaces
de complementar funcionalmente a E. colf lipA, funcionando como lipoil sintasas en
este modelo. A esto se sumé la verificacién de su localizacion plastidial y mitocondrial
de SILIP1p y SILIP1, respectivamente.

Ademas, y por primera vez segln nuestros conocimientos, se generaron lineas
TO transgénicas que sobre-expresan AtLIP1 y SILIP1. Las lineas transgénicas con las
que se pudo continuar trabajando, presentaron niveles de expresion de los transgenes
variables respecto al control. De manera interesante, parece haber una correlacién
entre el nivel de expresién de cada transgén con el aumento de los niveles de
lipoilacién en las proteinas blanco. Tales lineas, ademas, mostraron efectos fenotipicos
visibles, particularmente en su crecimiento y floracion. Ademas, no se logré obtener
lineas que sobre-expresaran SIL/P1p, lo cual podria dar cuenta del papel biolégico de
esta isoforma. Sin embargo, para aumentar el conocimiento respecto a SILIP1p, y a
juzgar por [a imposibilidad de regenerar lineas con este constructo, se podrian generar
lineas que sobre-expresen SIL/P1p de manera inducible o bien de manera, por
ejemplo, fruto~especifica, dado que en ambos casos se permitiria su regeneracion
inicial para lograr evaluar en etapa adulta los efectos derivados de su sobre—expresion.

Con todo, a través del desarrollo de este trabajo se responde la hipétesis del

mismo, a saber: Los genes SIL/IP1 y SILIP1p codifican para dos isoformas lipoil
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sintasas, cuya sobre-expresion en S. lycopersicum cv. Micro—tom produce un
aumento en la lipoilacién de proteinas blanco, respecto a lineas de tomate control.

Sin embargo, la realizacién de esta tesis abre nuevas aristas a abordar. En
primer lugar, si bien hay notorias tendencias en las lineas evaluadas, seria interesante
extender este conocimiento analizando las generaciones sucesivas, particularmente en
condiciones donde el fondo genético de cada linea sea homogéneo, de modo de poder
discernir los efectos propios de la sobre—expresién respecto a aquellos propios de cada
linea analizada, tal como se puntualizara previamente. Adicionalmente, se podrian
sumar nuevos analisis que robustezcan la informacién obtenida en esta tesis o que la
extiendan con el fin de abordar algunas preguntas bioldgicas de interés. Asi, por
ejemplo, seria interesante contar con al menos una evidencia experimental mas
respecto a la determinacion de la localizacion subcelular, por ejemplo por
fraccionamiento subcelular, dado que se sugiere contar con al menos dos abordajes
experimentales independientes debido a los resultados no necesariamente
coincidentes que pueden entregar tales técnicas (Hu etal., 2009). Ademas, seria
interesante obtener las generaciones T2 o T3 de cada linea transgénica analizada en
esta tesis, con el fin de poder llevar a cabo las mediciones de acido lipoico por HPLC u
otra técnica que permita cuantificar directamente los niveles de acido lipoico libre. Esto
robusteceria el anélisis de lipoilacion hecho en el desarrollo de la tesis, el cual midié
indirectamente el efecto de las lipoil sintasas estudiadas en la incorporacién del acido
lipoico a proteinas blanco.

Por ofra parte, considerando los efectos sobre el desarrollo y las diferencias
tanto en lipoilacion como en los niveles de expresién de los genes que codifican las
subunidades E2 de PDH y kGDH, seria interesante poder ahondar en el estudio de los

efectos de la sobre-expresion de AfLIPT y SILIP1 sobre el ciclo de los acidos
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tricarboxilicos, asi como sobre el complejo glicina descarboxilasa. Tales andlisis
podrfan incluir ensayos de actividad de algunas de dichas enzimas, o evaluacién de la
fotorespiracion generada en cada linea en condiciones experimentales, debido a la
participacion del complejo glicina descarboxilasa (sujeto a lipoilacién) en este proceso.
Por ditimo, cabe recordar que la Tesis de Magister desarrollada estaba
enmarcada en el proyecto de largo alcance de generar lineas de tomate con mayor
contenido en &cido lipoico, en mira de obtener un alimento funcional o de plantas con
mayor resistencia a diferentes tipos de estrés abidtico. En este contexto, se propone
evaluar la respuesta de las lineas que sobre-expresan AfLIP1 o SILIP1 ante la
exposicién de estrés por sequia, por salinidad o presencia de metales pesados, entre

otros, con el fin de abordar dicha proyeccién y dar continuidad al trabajo realizado.
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8. ANEXOS

Anexo |

A B

Figura S1. Clonacién del fragmento de interés SILIP1A30 en pCR""BIGWIT OPO®. Se muestra el
producto amplificado con Pfu por PCR para SILIP1430 (A) desde minipreparacién plasmidial secuenciada
pCR™8/GWITOPO®-SILIP1 generada para !a oblencion de vectores de expresion en plantas, la cual
muestra el tamafio esperado de 1.050 pb. B, corresponde al andlisis por PCR de tres colonias para
SILIP1A30 de clones transformantes con el fragmento de interés en pCR™GWITOPO®. El control
positivo de cada reaccién (C+) de PCR de colonia correspondié a 5 ng de ADN plasmidial del vector
PCR™8/GWITOPO®-SILIP1. Por su parte, el control negativo de PCR (C-) correspondié a agua utilizada
como templado. C, se muestra el analisis de restriccion de pCR™8/GWITOPO®-SILIPTA30 en presencia
(+) o ausencia (-) de Ava Il, para minipreparaciones plasmidiales de las colonias de E. coff OneShoil®
TOP10 analizadas en B. Los fragmentos esperados para SILIP1A430 fueron: 2.059, 1.167 y 641 pb
(sentido); 2.799 pb, 1.011 pb y 57 pb. Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa 1% a 90 V por
50 a 60 min. MW: marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 pb Pius DNA Ladder.
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Anexo ll

Para determinar el nitmero de copias insertas en el genoma nuclear de S. lycopersicum
cv. Micro-Tom transformadas con pGWBS8 portando los insertos —AtLIP1, —SILIP1 y sin
inserto seleccionados para los andlisis de lipoilacién, se procedio segun Ji et al. (2012).
En primer lugar, se amplificaron mediante PCR los fragmentos de LAT52 (92 pb) y HPT
(137 pb) a partir de ADNg de linea 2 de tomate TO portande pGWBS sin inserto. Para
ello, se realizaron 10 reacciones de PCR, cada una de las cuales constd de 250 pM de
cada partidor (véase Tabla SlI), 200 yM de dNTPs, 1 U de Tag DNA polymerase
(Sigma-Aldrich, Alemania), disuelto en la solucién amortiguadora 1X correspondiente
en un volumen de 20 pL. El programa de PCR empleado para cada amplicén sigui6 el
perfil térmico: 94°C por 5 min; 45 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s y 72°C por 30

s; 72°C por 2 min y 10°C como temperatura de mantencién.

Tabla Sl. Partidores utilizados para la amplificacién de HPT y LAT52 para
determinar el ndmero de copias de lineas TO transgénicas. Se muestra la
secuencia de cada partidor utilizado para la amplificacién inicial de HPT y LAT52 y
para los analisis por qRT-PCR para [a generacién de la curva y la determinacién del
ntfimero de copias de lineas de tomate TO transgénicas seleccionadas,

Nombre Secuencia (5" a 3') (Zg?) Referencia
LATS52 F AGACCACGAGAACGATATTIGC 60 | Yang et al,
LAT52 R TTCTTGCCTTTITCATATCCAGACA 60 | 2005

HPT F CATATGAAATCACGCCATGTAGTGTATTGA | 60 | Morales,
HPT R GAACTGCCCGCTGTTCTGCA 60 | 2016

Posteriormente, se realizé la precipitacién de cada producto de PCR con el fin de
purificar ambos amplicones. Para realizarlo, el volumen total de cada amplicon (200 pL,
correspondiente a la suma de las 10 reacciones por amplicén) fue mezclado por
inversion con un volumen de CH;COONH, 7,5 M y dos voltimenes de etanol absoluto.
Cada mezcla fue incubada a -20°C durante 1 hora y posteriormente fue centrifugada
durante a 16.000xg por 30 min a 4°C. A continuacion, se descarté el sobrenadante y

cada sedimento obtenido fue lavado con 500 ul. de etanol 80% v/v, tras lo cual se
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realizé una centrifugacién a 16.000xg por 15 min a 4°C. Luego, cada sobrenadante fue
descartado y las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente por 15 min para
eliminar trazas de etanol. Finalmente, cada sedimento fue resuspendido en 10 ML de
Hz0 libre de nucleasas (Winkler, Chile) y cuantificado mediante NanoVue. Dado que la
concentracion de ADN de doble hebra se calcula relacionando la absorbancia a 260
nm con un factor equivalente a 50 ng/L, se obtuvo la absorbancia a 260 nm segun la
siguiente ecuacion:

Ecuacién 1. Concentracién = 50 [ng/uL] - Azsonm

A continuacién, se calculd la concentracién molar en la muestra, a partir de la ecuacién
de Lambert-Beer:

Ecuacién 2. A=¢lc

Donde A corresponde a la absorbancia, en este caso a 260 nm; & corresponde al
coeficiente de extincién molar, medido en fL / mol-cm]; / corresponde a la longitud del
paso optico, medida en [cm]; y ¢ corresponde a la conceniracién molar respectiva,
medida en [mol / L]. Para calcular el coeficiente de extincién molar de cada amplicon,
se utilizé la plataforma disponible en linea

(hitp://biophysics.idtdna.com/UVSpectrum.html), utilizando la secuencia nucleotidica

correspondiente al fragmento de LAT52 y HPT amplificado. El paso optico utilizado
correspondio a 0,05 cm, debido a que la configuracion automatica de cuantificacion de
acidos nucleicos utiliza un paso éptico de 0,5 mm.

Con lo anterior, se obtuvieron las concentraciones molares de cada uno de los
productos de PCR previamente purificados, a partir de lo cual se realizaron diluciones
seriadas hasta llegar a una concentracién de 10 nM para cada amplicén. Desde dicha

dilucion, se realizaron diluciones seriadas de cada amplicon desde 107 a 107,
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correspondientes a 1 nM hasta 1-10° nM, los cuales fueron utilizados como templado
de programas de gRT-PCR para amplificar cada fragmento desde cada dilucién.

Para realizar la curva necesaria para calcular el nimero de copias de HPT de
muestras bioldgicas, se realizaron reacciones de gRT-PCR para amplificar HPT y
LATS2 por friplicado para cada dilucién, de modo reaccién consistié en 10 UL de
SYBR-Hi Rox (Agilent Technologies, EE.UU.), 250 nM de cada partidor y 5 L de cada
dilucién en cada reaccién de 20 pL. El programa de gRT-PCR consistidé en una
activacion de la ADN polimerasa a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de:
denaturacién a 95°C por 30 s y alineamiento a 60°C por 30 s (Ji et al., 2012); seguido
de una denaturacién final de 60 a 95°C con medicion de la sefial de fluorescencia de
SYBR® cada 0,2°C.

Con los datos obtenidos de cada amplificacién por qRT-PCR, se realizé la curva

con los puntos resumidos en Tabla SII.

Tabla SlI. Datos requeridos para la generacion de la curva de namero de coplas.

La relacién LATS52/HPT corresponde a la divisién de las concentraciones de LAT52 y

HPT para cada punto de la curva. Por su parte, el ACy(LATS2-HPT) corresponde a la

diferencia entre los promedios de LAT52 y HPT obtenida de las tres réplicas técnicas
ara cada dilucidn en cada amplificacion.

Punto | LAT52 | HPT Eje X Eje Y
{n\) (nM) | Logx(LAT52/HPT) ACH{LATS2-HPT)

1 1-10° 1107 19,03 -22.45

2 110" | 1107 13,29 -15,12

3 110 | 1-10° 6,64 -7,67

4 1:10® | 1107 0 -050

5 1-10° | 1107 6,64 6,16

8 1-10° | 1-107 -13,29 13,87

7 1107 [ 1107 -19,93 21,69

A partir de dicha curva, se obtuvo la ecuacion de la regresion de tendencia lineal para
el gréfico de dispersién generado, que se muestra a continuacion:

Ecuacidn 3. AC{LATE2-HPT) = 1,0979 - Log(LAT52/HPT) - 0,5733
Finaimente, se realizaron las mediciones por gRT-PCR para amplificar HPT y LAT52

en cada una de las muestras a analizar. Para realizarlo, se siguié el mismo programa
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de qRT-PCR descrito previamente, pero en este caso se utilizé como templado 5 UL de
cada ADNg de las lineas TO analizadas por triplicado, correspondientes en reaccién a
50 ng de ADNg en una reaccién de 20 pL. Tales resultados se resumen en Tabla SIil.

Tabla Slli. Determinacién del niimero de copias de HPT en lineas T0 transgénicas. E|l AC(LAT52-
HPT) corresponde a la diferencia entre los promedios de LAT52 y HPT obtenida de las tres réplicas
técnicas para cada amplificacién de la respectiva muestra analizada. El valor de Logx(LATS2/HPT) se
obtuvo mediante la ecuacion 3 referida en el Anexo [I, Por su parte, el valor de HPT/LAT52 corresponde al
reciproco multiplicativo del Antilog2(LAT52/HPT) del valor obtenido en la columna Logz(LATS2/HPT). Por
tltimo, el niimero de copla para cada muestra corresponde a la aproximacion entera mas cercana de cada
valor obtenido para la relacién HPT/LAT52.

M LATS2 HPT AcCt Logz | ypriLATS2| N° copl
Mo e [ %c | & | zo | (LATs2-HPT) | (LaT52iHpT) | HPTILATS2| N° copia
25,13 27.30
MLIP1L3 [ 9503 25,27 |07.05] 27,28 2,02 0,25 0,8 1
25,44 27,30
) 25,33 32,23
ALIPTLS |05 28] 2536 | 3252 32,13 8,77 0,79 0,6 1
25,46 31,64
24,13 25,92
SILIP1 L& 24,24 24,17 | 2584 | 25,86 -1,69 0,17 0,9 1
24,13 25,82
25 55 27,33
SILIP1 L11 | 25,30 | 2545 | 2738 | 27.36 1,91 0,23 0,9 1
25,40 27,37 |-
23,74 25,07
SILIP1 L12 23,96| 23,85 25,53 | 25,43 -1,58 0,14 0,9 1
23,84 25,69
25,84 27,72
SILIP1 L22 | 25,92 | 25,93 | 27.83| 27,81 1,88 0,22 0,9 1
26,02 27,87
25,88 28,01
SILIP1 123 |26 10| 25,93 [25.13| 28,08 2,15 0,28 0,8 1
25,80 28.09
24,10 24,75
JDOWE  |2420] 2413 [ 2460 2482 0,68 0,24 1,2 1
24,10 25,01
e 2415 24,36
POES [2412] 2413 [24.43] 24,38 0,25 0,75 1,7 2
2412 24,36
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Anexo Il

Para realizar la cuantificacion del nivel de colocalizacion, se utilizo ImageJ mediante el
uso del complemento disponible en linea Coloc2 (http:/Fiji.sc). Para ello, se siguio el
protocolo detallado previamente (Moser et al., 2016), el cual utiliza un analisis de
colocalizacién que combina el reconocimiento de objetos con la correlacion de
intensidad de pixeles en cada canal, con el fin de sustraer el ruido de fondo de los
analisis estadisticos. A partir del uso del macro publicado en dicha publicacion, se

obtuvieron los resultados resumidos en Figura S2 y Tabla SIV.

Figura S2. Histograma 2D de intensidad de pixeles para analisis cuantitativo de colocalizacién del
constructo SILIP1p-EYFP. A. Se muestra en linea segmentada el drea utilizada correspondiente a la
zona de co-ocurrencia de senales en ambos canales utilizados para el analisis de colocalizacién. B.
Corresponde al resultado del anlisis de colocalizacién obtenido para el constructo SILIP1p-EYFP referido
en Figura 10 J mediante ImageJ a través del complemento Coloc2. En eje X se encuentra canal 1,
correspondiente a la intensidad de cada pixel en el canal utilizado para observal |a sefial de EYFP. Por su
parte, en eje Y se encuentra canal 2, correspondiente a la intensidad de cada pixel en el canal utilizado
para visualizar la sefial de clorofila.

Tablas Slll. Resumen de parametros estadisticos de colocalizacién obtenidos para el constructo
SILIP1p-EYFP. Los valores fueron obtenidos mediante ImageJ a través de su complemento Coloc2 a
traves del macro publicado en Moser et al. 2016 y estan referidos a Figura 10 J.

Parametro estadisticos Valor
Coeficiente de Correlacion Pearson 0.57
Coeficiente Colocalizacion Manders sin umbral 1.00
Coeficiente Colocalizacion Manders con umbral 0.74

A partir de Figura S2, dado que hay un gran porcentaje de pixeles con intensidad cero

en ambos canales, resulta coherente considerar el coeficiente de colocalizacién de
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Manders con umbral, el cual excluye los pixeles bajo un umbral de intensidad
determinado autométicamente para cada imagen. Ademas, es independiente de la
proporcionalidad de la sefial entre ambos canales y es sensible a [a co-ocurrencia de
ambas sefiales para cada pixel, esto es, que sélo son considerados para el andlisis
cuantitativo de colocalizacién aquellos pixeles donde hay sefial detectable en ambos
canales en estudios, a diferencia del coeficiente de Pearson, el cual es independiente
de los niveles de cada sefial y de su co-ocurrencia y es susceptible a errores debido al
ruido de fondo de cada imagen (Moser et al., 2016).

Dado que los valores del coeficiente de correlacién de Pearson pueden fluctuar
entre -1 y +1, donde las sefiales son inversamente o totalmente lineales,
respectivamente, un valor de 0.57 indica que para el caso analizado, la distribucién de
intensidades para cada pixel en ambos canales puede ser explicada en un 57% per la
colocalizacién de ambas sefiales en dicho pixel. Por su parte, los valores del
coeficiente de colocalizaciéon de Manders fluctlian entre 0 y 1, siendo totalmente o
nulamente excluyentes ambas sefiales, por lo que el valor de 0.74 indica que para el
caso del constructo SILIP1p-EYFP, [a sefial de EYFP y autofluorescencia de clorofila

pueden coexistir o colocalizar en un 74% para el caso analizado.
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