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RESUMEN

Los carotenoides son compuesios isoprenocides sintetizados por todos los
organismos fotosintéticos y por algunos no fotosintéticos. Por su vital importancia para
plantas y mamiferos, se ha enfocado el estudio de la regulacidon de su sintesis en
diversos modelos vegetales y bacterianos, con el fin de aumentar su composicién en
los alimentos. La sintesis de los carotenoides y clorofilas provienen del isopentenil
difosfato (IPP) y su isémero dimetilalil difosfato (DMAPP). En plantas, estos
precursores son sintetizados en plastidios en la ruta del metileritritol fosfato (MEP). Se
ha descrito en diversos modelos vegetales, como A. thaliana, tomate y pimienta, que el
aumento en la produccion de carotenoides requiere del incremento de precursores
sintetizados en la ruta MEP. Especificamente, se ha demosirado que el aumento en la
expresion de DXS y DXR, dos genes claves pertenecientes a la ruta de] MEP, genera
un aumento en [a cantidad de carotenoides, mieniras que su disminucion produce

variegacion y reduccion en la pigmentacion.

Daucus carofa es un modelo especialmente interesante debido a que sintetiza
a- y B-caroteno en la raiz modificada solo en oscuridad. Si bien se conoce la funcién de
aigunos de los genes de la ruta de biosintesis de carotenoides, no se ha determinado
si la sintesis de carotenocides en este modelo se ve afectada por el flujo de precursores

metabdlicos sintetizados en la ruta del MEP.

En este Seminario de titulo, expresamos los genes DXSy DXR de A. thaliana 'y
pudimos evidenciar que el gen DXS promueve un mayor aumento en la concentracion
de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales en las hojas de zanahorias que aquellas
que expresan el gen DXR. En las raices de las zanahorias transgénicas la expresién
de DXS produjo un aumento en el contenido de carotenoides totales y en ia expresién

de los genes endégenos PSY7y PSY2.




Finalmente, se generaron construcciones en donde los genes DXR y DXS se
encuentran dirigidos por el promotor de la enzima fitoeno sintasa de D. carofa, el cual
es activo principalmente en efapas tardias del desarrolio de la raiz. La transformacion
de plantas con estas construcciones pemmitira obtener zanahorias que aumenten la
expresion de los genes de la ruta del MEP principalmente en la raiz adulta de D.

carola.
ABSTRACT

Carotenoids are isoprencid compounds synthesized by all photosynthetic
organisms and some non-photosynthefic. Because of its importance to plants and
mammals, sfudy of carotenoids has focused on the regulation of its synthesis in various
plant and bacterial models in order fo increase their composition in food. Carotenoids
and chlorophylls derived from isopenienyl diphosphate (IPP) and its isomer
dimethylallyl diphosphate (DMAPP). In plants, these precursors are synthesized in the
plastidial methylerythritol phosphate (MEP) pathway. It has been reported in diverse
plant (A. thaliana, tomato, pepper) that the increase in carotenoids production requires
the increase of precursors synthesized in the MEP pathway. Specifically, the increase
in the expression of DXR and DXS, genes that belong to the MEP pathway, generates
an increased amount in carotenoids, while their down-regulation resulted in variegation

and reduced pigmentation.

Daucus carofa is a particularly interesting model that synthesizes a-and j-
carotene in the modified root oniy in darkness. Despite knowing the function of some
genes of the carotencids biosynthetic pathway, it has not been detemmined if the
synthesis of carotenoids in carrot is affected by the flow of metabolic precursors

synthesized in the MEP pathway.




In this work we expressed in carrois the DXS and DXR genes of A. thaliana
under the 358CaMV promoter and we show that the DXS gene promotes a further
increase in the concentration of chlorophyll a, chiorophyll b and total carotencids than
those expressing the DXR gene in the leaves of the transgenic cairots. In the roots of
these carrots only the expression of DXS showed an increase in the total carotenoid
content and in the expression of endogenous PSY7 and PSY2 genes.

Finally, constructs were generated in which the DXR and DXS genes are
directed by the promoter of the D. carofa phytoene synthase enzyme, which is mainly
acfive in later stages of root development. Transformation of plants with these
constructs will allow to obtain camrots with an increase in the expression of genes in the

MEP pathway mainly in the root of adult carrots.



INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: Estructura y funcién

Los carotenoides son un abundante grupo de compuestos isoprenocides que son
sintetizados no solo por todos los organismos folosiniéticos, como plantas (incluyendo
algas) y cianobacterias, sino que también por algunas bacterias y hongos no
fotosintéticos (Lu y Li, 2008). Estas moléculas se forman a partir de la condensacion de
ocho unidades isoprenoides de cinco carbonos para formar un esqueleto
hidrocarbonado de 40 carbonos, el cual contiene hasta 15 doble enlaces conjugados y
un grupo fineal o ciclico en cada extremo. Esta estructura es capaz de actuar como un
cromoforo al absorber luz y generar color (Giorio y col., 2007; Ruiz-Sola y Rodriguez-
Concepcion, 2012). La cantidad y la configuracién de los dobles enlaces, asi como los
grupos finales presentes en su estructura, son los responsables de conferir a los
carotenoides las distintas caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas propias de estos
compuestos, como la absorcidon de fotones a diferentes longitudes de onda, colores
distintivos de cada carotenoide y una actividad antioxidante. Se han descrito mas de
700 carotenoides diferentes, los cuales pueden dividirse en dos grandes grupos: los
carotenos, que estan compuestos solo por atomos de carbono e hidrégeno, y las

xantéfilas, que poseen atomos de oxigenos en su estructura (Giorio y col., 2007).

Los carotenoides también han sido reconocidos ampliamente como nutrientes
esenciales y compuestos importantes para la salud (Fraser y Bramley, 2004; Krinsky y
Johnson, 2005), y debido a que los animales no son capaces de sintetizarlos, estos
necesitan incorporarios en la dieta ya que son precursores de la vitamina A y retinoides
(Bollag, 1996). En particular, se ha demostrado que el B-caroteno posee la mayor
actividad provitamina A; que el licopeno posee una gran actividad antioxidante y que la

luteina y zeaxantina protegen a las células de la macula de la retina contra el dafio
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causado por Ia radiacién (Giorio y col., 2007). Debido a que uno de los problemas
nutricionales mas importantes en varios paises es la deficiencia en la dieta de vitamina
A, la biofortificacion de alimentos con carotenoides tipo pro-vitamina A es una
alternativa sustentable para combatirla. Es por ello que la investigacion y el desarrollo
de la ingenieria metabdlica de carotenoides en cultivos de consumo humano se ha

vuelto relevante (Lu y Li, 2008).

En plastidios de organismos fotosintéticos los carotencides funcionan como
estabilizadores de membrana, ademas de actuar como pigmentos cosechadores de Juz
accesorios durante la fofosintesis y proveer la coloracién roja, naranja y amarilla a
érganos no fotosintéticos como raices, frutos y flores, facilitando la polinizacion
(Grotewold, 2006; Rodriguez-Concepcion, 2010). También protegen a la célula vegetal
del dafio foto-oxidativo mediante la disipacion del exceso de energia luminica y la
detoxificacién de especies reactivas de oxigeno (EROs} a través del ciclo de las

xantdfilas (Davison y col., 2002).

Adicionalmente, los carotenoides participan en la biosintesis de reguladores del
crecimiento como acido abscisico (ABA) y estrigolactonas (Botella-Pavia y col., 2004;
Pizarro y Stange, 2009). Se ha descrito que el ABA cumple funciones fundamentales
en las plantas, actuando en el desarrollo, en mantener la dormancia de las semillas y
modular Ia respuesta a distintos tipos de estrés ambiental, como la sequia, el frio y la
salinidad (Barrero y col., 2008; Cutler y col., 2010). Por otro lado, se ha visto que las
estrigolactonas se encuentran relacionadas con la interaccion planta-microorganismo y
en la inhibicion de la ramificacién de brotes en las plantas (Gomez-Roldan y col., 2008;

Umehara y col., 2008).




1.2 Biosintesis de los carotenoides

En plantas, los carotenoides son sinietizados en los pastidios de las céluias
vegetales por la ruta del 2-C-metil-D-eritrito} 4-fosfato (MEP, ver mas adelanie) a partir
de la condensacion de dos moléculas de geranil geranil pirofosfato (GGPP). Esta
reaccion es catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY), y como resultade se genera
el caroteno de 40 atomos de carbono, fitoeno (Figura 1) (Giuliano y col., 2008). A
continuacién, se introducen secuencialmenie cuatro insaturaciones y dos
isomerizaciones a la molécula incolora de fitoeno. Las desaturaciones son catalizadas
por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y {-carofeno desaturasa (ZDS), y conduce a
la formacion secuencial de fitoflueno, {-caroteno (el primer carotenoide de color
amarillo), neurcesporeno y licopeno, de color rojo (Cunningham y Ganft, 1998).
Posterionmente el licopeno, que se encuentra como poli-cis licopeno, es isomerizado
por las enzimas {-caroteno isomerasa (Z1S0) y caroteno isomerasa (CRTISO) para dar
origen a all-trans licopeno (Isaacson y col., 2002). (Auldridge y col., 2006; Ruyter-Spira

y col., 2013).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides. Se ilustra la ruta de sintesis de carotenoides a
partir de la condensacion de dos moléculas de geranil-geranil difosfato (GGPP) hasta la sintesis
del acido abscisico (ABA). El nombre de los compuestos se presenta en azul y el de las
enzimas en negro. PSY: fitoeno sintasa; PDS: fitoeno desaturasa; ZDS: {-caroteno desaturasa;
ZISO: Z-caroteno isomerasa; CrtISO: caroteno isomerasa; LCY-b: licopeno B-ciclasa; LCY-e:
licopeno e-ciclasa; CYP97A: citocromo P450 caroteno B-hidroxilasa, CYP97C: citocromo P450
caroteno ¢-hidroxilasa, VDE: violaxantina de-epoxidasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa; BETA:
beta ciclasa especifica de cromoplastos; CCD7 y CCD8: dioxigenasas de ruptura de
carotenoides 7 y 8. Esquema modificado a partir de Giuliano y col. 2008.

A pesar de que ampliamente se sabe que la sintesis de fitoeno a partir de
GGPP catalizada por la enzima PSY es un punto clave de regulacién en la produccién
de carotenoides (Welsch y col., 2007; Lu y Li, 2008; Maass y col., 2009; Rodriguez-
Villalon y col., 2009), la naturaleza limitante de la actividad de PSY depende en gran

medida de la disponibilidad de sus precursores metabdlicos, lo cual ha sido
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determinado en diversos modelos vegetales, como A. thaliana y tomate (S.
lycopersicum) (Lois y col., 2000; Enfissi y col.,, 2005; Carretero-Paulet y col., 2006;
Rodriguez-Villalon y col., 2009). Por lo tanto, debido a que el suministro de precursores
metabodlicos es punto clave en la produccién de carotencides, para producir un
incremento en los niveles de carotenoides en plantas, es necesario también considerar
aumentar el flujo de ésfos (Lois y col., 2000; Bofella-Pavia y col., 2004, Enfissi y col.,

2005; Rodriguez-Concepcion, 2010).
1.3 Precursores metabélicos de los carotenoides

El precursor comin de los carotenoides y de todos los isoprenoides es la
molécula de 5 atomos de carbono isopentenil difosfato (IPP) y su isémero dimetilalil
difosfato (DMAPP). La adicién secuencial de moléculas de IPP a una molécula de
DMAPP conduce a la formacion de isoprenoides que crecen en complejidad,
generandose geranil difosfato (GPP), famesil difosfato (FPP) y geranigeranil difosfato
(GGPP), los cuales son el punto de partida para la biosintesis de diferentes
isoprenoides (Rodriguez-Concepcién, 2006). Todas las plantas son capaces de
sintetizar isoprencides que actdan como metabolifos primarios, ya que participan en
procesos esenciales comeo en la respiracion, fotosintesis y en la regulacion del

crecimiento y desarrolio {(Rodriguez-Concepcién, 2006).

En plantas superiores existen dos rutas que sintetizan IPP y DMAPP: Ia ruta del
Acido Mevaldnico (AMV), que sintetiza IPP citosélico para la produccién de esteroles,
brasinoesteroides, sesquiterpenos, poliprencles y dolicol, ademas de la biosintesis de
ubiquinona en las mitocondrias (Enfissi y col., 2005); y la ruta del Metileritritol Fosfato
(MEP), que sintefiza IPP plasfidial para la produccién de carotenoides y otros

isoprenoides como giberelinas, monoterpenos, isoprenos, tocoferoles, filoquinonas,




plastoquinonas y la cadena lateral de clorofilas (Lange y col., 2000; Rodriguez-

Concepcién, 2006).
1.4 La ruta del metileritritol fosfato (MEP)

Todas las enzimas de la ruta del MEP son codificadas por genes nucleares y
posteriormente destinadas a cloroplastos. El primer paso de esta ruta comresponde a la
formacion de desoxixilulosa 5-fosfato (DXP) a partir de la condensacién de piruvato y
gliceraldehido 3-fosfato (GAP), catalizado por la enzima desoxixilulosa 5-fosfato
sintasa (DXS) (Figura 2). Posteriormente, se produce un rearreglo intramolecular y la
reduccion de DXP por la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) para formar metileritritol
4-fosfato (MEP). Luego de la accion secuencial de las enzimas 4-difosfocitidil-
metileritritol sintasa (CMS), 4-difosfocitidil-metileritritol quinasa (CMK) y metileritritol
2 4-ciclodifosfato sintasa (MCS) se produce la conversion de MEP a metileritritol 2,4-
ciclodifosfato (ME-cPP), el cual es reducido por la enzima hidroximetilbutenil difosfato
(HMBPP) sintasa (HDS) para formar HMBPP. Finalmente, el HMBPP es convertido en
una mezcla de IPP y DMAPP por la enzima HMBPP reductasa (HDR) (Rodriguez-

Concepcion y Boronat, 2002),
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Figura 2. Ruta del metileritritol fosfato. Se ilustra la ruta del MEP. GAP, gliceraldehido 3-
fosfato, DXP, desoxixilulosa 5-fosfato; MEP, metileritritol 4-fosfato; CDP-ME, 4-difosfocitidil-
metileritritol; CDP-MEP, 4-difosfocitidil-metileritritol 2-phosphate; ME-cPP, mefileritritol 2,4-
ciclodifosfato; HBMPP, hidroximefilbutenil difosfato; IPP, isopentenil difosfato; DMAPP,
dimetilalil difosfato; GGPP, geranilgeranil difosfato; ABA, acido abscisico. Las enzimas se
indican en negrita: DXS, DXP sintasa; DXR, DXP reductoisomerasa; CMS, CDP-ME sintasa;
CMK, CDP-ME quinasa; MCS, ME-cPP sintasa; HDS, HMBPP sintasa; HDR, HMBPP
reductasa; GGDS, GGPP sintasa; PSY, fitoeno sintasa. Modificado de Lorenzo Carretero-Paulet
(Carretero-Paulet y col., 2006).

Distintos estudios han determinado que DXS, y en menor medida DXR poseen
un papel limitante en el control del flujo de la ruta del MEP en plantas (Rodriguez-
Concepcion, 2010). En este sentido, se ha determinado que plantas de A. thaliana que
sobreexpresan el gen DXS poseen un incremento en los niveles de isoprenoides
plastidiales, carotenoides y clorofilas (Estevez y col., 2001); que en tubérculos de

papas y frutos de tomate (S. lycopersicum) la expresion del gen DXS de E. coli produce
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un incremento en los niveles de carotenocides totales (Enfissi y col., 2005; Morris y col,,
2008), y que en distintas variedades de naranja (C. sinensis) DXS, en conjunto con
PSY, juegan un papel importante en la acumulacién de carotenoides en los sacos de
jugo (Fanciullino y col., 2008). Del mismo modo, se ha determinado que la
sobreexpresion de DXR en plantas de A. thaliana produce un incremento en la
acumulacién de isoprenoides derivados de la ruta del MEP, como lo son las clorofilas y
carotenoides (Carretero-Paulet y col., 2008). Por otro lado, también se ha visto que ia
disminucién en la expresién de estos genes produce una reduccidén general en los
niveles de los productos generados a partir de la ruta de! MEP, una disminucion en la
pigmentacion, defectos en el desarrollo de los cloroplastos, variegacion y albinismo
(Estevez y col., 2000; Mahmoud y Croteau, 2001; Carretero-Paulet y col., 2006; Xing y
col.,, 2010). Sin embargo, otros genes que codifican para otras enzimas de la ruta del
MEP, como e! gen de la hidroximefilbutenil difosfato sintasa (HDS}, no poseen esta

correlacién (Flores-Perez y col., 2008).

1.5 Daucus carota como modelo de estudio

Nuestro modelo de estudio, Daucus carofa, es especialmenie inieresante
debido a que sintetiza principalmente a-y B-caroteno en la raiz modificada solo en
condiciones de oscuridad (Stange y col., 2008). Las raices jévenes de las zanahorias
crecidas en oscuridad son de un color palido y comienzan a acumular carotenoides a
partir del octavo mes de crecimiento a diferencia de las hojas, donde en las primeras
etapas de desamollo se sintetizan carotenoides, principalmente luteina (Fuentes y col,,

2012), como se ve en la figura 3.
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Figura 3. Niveles de carotencides durante el desarrollo de hojas vy raiz en D. carota.
Diferentes letras indican diferencias significativas durante diferentes estados de desarrollo para
las hojas (H) y la rafz (R/O), respectivamente, detemminado por ANOVA de una via y post-iest
de Tukey, p< 0,05. Los asteriscos denotan diferencias significativas entre los dos érganos en un
mismo estado de desarrollo, determinado por Test de T no pareado de dos colas. *; p<0,05; **:
p<0,01; *** p<0,001. Grafico extraido de (Fuentes y col., 2012).

En el afio 2007 la secuencia del ADNc de algunos de los genes
carotenogénicos de D. carofa fueron anotados (Just y col., 2007). Nuestro grupo de
trabajo se ha dedicado a estudiar y caracterizar la funcion de genes especificos
pertenecientes a la ruta de biosintesis de carotenoides en D. carota, como los que
codifican para las enzimas fitoeno sintasa, licopeno B-ciclasa y {-caroteno desaturasa a
través de metodologias como Ila complementacion heterdloga en cepas

carotenogénicas de E. colj, silenciamienio génico en D. carofa y sobreexpresién en

plantas (Moreno y col., 2013). En particular, con el fin de establecer los mecanismos

que regulan la sintesis de carotenoides, se deiermind el patrén de expresién de genes
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pertenecientes a [a ruta de carotenoides involucrados directamente en la sintesis de B-

caroteno durante el desarrollo de hojas y raiz de D. carofa (Fuenfes y col, 2012). A
partir de este estudic se determiné que de los dos genes PSY pres:entes en D. carota,
el gen PSY2 se encontraria relacionado con la sintesis de carofenoides principalmente
en la raiz modificada debido a que, a pesar que ambos genes aumentan su expresion
durante el desarrollo de la raiz, & las 12 semanas la expresién del gen PSY2 aumenta
mas de 18 veces con respecto a la expresion de PSYT (Figura 4); por otro lado, el gen
PSY1 se encontraria asociado principalmente a la sintesis de carotenoides en hojas
maduras de D. carofa, ya que a las 12 semanas este gen aumenta su expresion mas
de 12 veces con respecto su expresion a las 4 semanas, mieniras que la expresién del
gen PSY2 en hojas a las 12 semanas posee una disminucién en t;omparacién alas 4
semanas (Figura 4). Debido a que el gen PSY2 presentan una mayor expresion en la
raiz de reserva de D. carofa, recientemente nuestro grupo obtuvo una regién promotora

de 769ph de este gen mediante la esfrategia de GenomeWalker, en ia cual se

observan elementos en cis regulados por luz, fitohormonas y estrés (Fuentes, 2011).

A pesar de todo el estudio realizado en la ruta de biosintesis de carotenocides en
D. carofa, no se han identificado los genes de la ruta del MEP de zanahoria y se
desconoce si el flujo de precursores sintetizados en esta ruta limita la produccion de

carotenoides en este modelo de estudio.
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Figura 4. Expresion relativa de PSY1 y PSY2 durante el desarrollo de las hojas y la raiz
modificada de la zanahoria. Niveles de transcrito de los genes PSY7 y PSY2 durante el
desarrollo de hojas (A) y raices (B) en zanahoria. Como calibrador se utilizé el nivel de
expresion de PSY1 a las 4 semanas. Diferentes letras indican diferencias significativas durante
diferentes estados de desarrollo determinadas mediante test de Kruskal-Wallis y post-test de
Dunn'’s, p< 0,05. A) Grafico extraido de Fuentes 2012 y col. (Fuentes y col., 2012). B) Datos no
publicados.

1.6 Estrategia a utilizar

En este trabajo se propone evaluar si la sintesis de carotenoides en D. carofa
se ve afectada por el flujo de precursores metabdlicos sintetizados en la ruta del MEP.
Para ello se generaran construcciones que permitan la expresion de los genes DXR y
DXS de A. thaliana bajo la direccion del promotor del gen PSY2 de D. carota para
obtener zanahorias que expresen estos genes en raices adultas de zanahorias. Se
usaran los genes DXR y DXS de A. thaliana debido a que ain no han sido identificado
estos genes en D. carota. Estas construcciones seran utilizadas para la transformacion
estable de zanahorias y permitiran determinar el efecto de la expresién de los genes
DXR y DXS en el contenido de carotenoides en las raices de reserva de las
zanahorias, un sistema vegetal tan distinto a los actualmente evaluados. Ademas, se
analizara molecularmente lineas de D. carofa que fueron transformadas con estos
genes dirigidos por el promotor CAMV 35S. Mediante ensayos de PCR y RT-PCR se
determinara la presencia y expresion de los transgenes, se realizarda qRT para

cuantificar el nivel de transcrito de genes carotenogénicos endégenos de lineas
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transgénicas y se medira el contenido de carotencides en hojas y raices de lineas

transgénicas mediante HPLC.
1.7 Hipotesis

La expresion de los genes DXR y DXS de A. thaliana en D. carotfa produce un

aumento en la acumulacién de carotenoides en hojas y en la raiz de reserva.
1.8 Objetivo general

Detemminar si [a biosintesis de carotenoides en hojas y raiz de reserva de D.

carofa se encuentra limitada por la ruta del MEP.
1.9 Objetivos especificos

* Generar las construcciones pPSY2-DXR y pPSY2-DXS en las cuales los genes
DXR y DXS de A. thaliana estan dirigidos por el promotor del gen PSY2 de D.
carofa.

» Obtener plantas transgénicas de D. carofa que expresen los genes DXR y DXS
de A. thaliana bajo el promotor 358 CaMV y bajo el promofor PSY2 de D,
carofa.

» Andlisis molecular y bioquimico de planias de D. carota regeneradas a partir de

la transformacién de explantes con las construcciones 35S-DXR y 358-DXS.
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MATERIALES Y METODOS
2.1 Cultivo de cepas bacterianas

Para la obiencién de células de Escherichia cofi y de Agrobactenium
tumefaciens quimiocompetentes se utilizaron alicuotas que contenian células de E. coli
Mach1™-T1, de genotipo F $80/acZAM15 AlacX74 hsdR (ri,my") ArecA1398 endA1i
fonA (Invitrogen) y células de A. fumefaciens de genotipo GV3101: C58, plasmido Ti

curado, Gen®, Rif®, respectivamente.

Los culfivos de E. coli en medio liquido se realizaron mediante la inoculacion de
células de E. coli de una alicuota stock en LB liquido (Triptona 2% pfv, NaCl 0,8% plv,
Exiractc de levadura 0,5% pi/v) suplementado con el antibidtico de seleccién
correspondiente, de acuerdo a [a resistencia que portaban los vectores usados para
transformar las células. El cullivo se mantuvo durante 16 h a 37°C en agitacion. Los
culfivos en medio sélido de E. coli se realizaron en placas Petri con medio LB sélido
(medio LB liquido con Agar-agar 1,6%) suplementando con el antibidtico de seleccion

adecuado, y las placas fueron incubadas duranie 16 h a 37°C.

Los cultivos liquidos de A. tumefaciens se realizaron mediante la inoculacién de
células de A. fumefaciens provenientes de la alicuota stock en medic LB liquido
suplementado con rifampicina 20 mg/L, gentamicina 100 mg/L y el antibidtico de
seleccién comrespondiente al plasmido de interés. El cultivo liquide se mantuvo a 28°C
por 26 h en agitacion. Del mismo modo, los cultivos en medio sélido de A. tumefaciens
se realizaron en placas Petri con medio LB sdlido suplementado con los antibidticos

mencionados, y las placas fueron incubadas durante 48 h a 28°C.
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Tanto para los cultivos de E cofi como para las de A. fumefaciens, el
almacenamienio de alicuotas de céiulas a partir de los cultivos liquidos se realizé en

una mezcla de 500 uL del cultive con 300 uL de glicerol B0% esiéril.
2.2 Preparacion de células quimiocompetentes
2.2.1 Preparacion de E. coli quimiocompetente

Para la obiencion de células de E. cofi quimiocompetentes, se inoculé una
alicuota del E. cofi Mach1 en 250 mL de medio SOB (Triptona 2% p/v, Extracto de
levadura 0,5% p/v, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCL, 10 mM, MgSO,; 10 mM) y se
incubd en agitacion a 37°C hasta una D.O.s de 0,3. Se repartié en tubos Falcon de 50
mL y se centrifugd a 3000 g por 10 min a 4°C, se descarté el sobrenadante y el
precipitado de células de cada Falcon se resuspendié suavemente en 20 mL de buffer
CCMB80 (10 mM KOAc pH 7,0, 80 mM CaCl2.2H20, 20 mM MnCI2.4H20, 10 mM
MgCI2.6H20, 10% glicerol (100 ml/L)). El cultivo se incubd en hielo durante 20 min y se
centrifugé a 2000 g por 8 min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado de
células de cada Falcon se resuspendio suavemente en 10 mL de buaffer CCMBB80. Se
unieron todas las células en un solo Falcon y se midi6 Ia D.O.gp de una mezcla de 200
uL de estas células y 800 uL de medio SOB, agregando buffer CCMBB80 hasta alcanzar
una D.O.g de entre 1 a 1,5, Finalmente se almacenaron las células competentes en

alicuotas de 100 ulL a -80°C.
2.2.2 Preparacion de A. tumefaciens quimiocompetente

Para la obtencién de células de A. tumefaciens quimiocompetentes se ufilizd
una alicuota de células de A. fumefaciens GV3101, la cual se inoculé en medio LB
liquide suplementado con rifampicina 10 mg/L y gentamicina 100 mg/L, y se incubé a
28°C en agitacion hasta una D.O.gye de 0,3 a 0,5. Ei cultivo se incubd 10 min en hielo,
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para posteriormente centrifugario a 4°C durante 20 min a 3000 g. El sobrenadante fue
eliminado y el precipitado de células se resuspendié suavemente en 1 mL de una
solucién estéril de CaCl, 20 mM. Las células quimiocompetentes de A. tumefaciens

fueron almacenadas en alicuotas de 100 ul cada una a -80°C.
2.3 Transformacion de células bacterianas quimiocompetentes
2.3.1 Transformacién de E. coli quimiocompetentes

Para Ia transformacion de células de E. coli, se descongelé en hielo una
alicuota de células E. colf quimiocompetente y se mezclé con la cantidad adecuada de
ADN (6 uL de una reaccién de ligacion en pCR8 o 10 ul de una reaccién de
recombinacién en pMDC107). Se incubé la alicuota en hielo durante 30 min, luego
durante 30 s a 42°C e inmediatamente se depositd en hielo. Luego de 2 min se mezcld
la alicuota con 250 uL de medio LB liquido y se incubd a 37°C durante 1 h en agitacion.
Se sembraron entre 50 y 250 uL del cultivo en placas Petri con LB sélido suplementado
con el antibidtico de seleccién adecuado al vector incorporado y las placas se

incubaron 16 h a 37°C.
2.3.2 Transformacién de A. tumefaciens quimiocompetentes

Para la transformacion de células de A. tumefaciens, se descongeld en hielo
una alicuota de A. tumefaciens GV3101 quimiocompetente y se mezcldé con 250-500
ng del vector de interés. La alicuota se sometid a un golpe de frio sumergiéndola en
nitrégeno liquido durante 5 min y luego se descongelé a temperatura ambiente por 15
min. Se adiciond 1 mL de LB liquido y las células se incubaron a 28°C por al menos 6
h. Se sembraron 50 uL del cultivo en placas Petri con medio LB sélido suplementado
con rifampicina 10 mg/L, gentamicina 100 mg/L y el antibidtico de seleccion del vector
incorporado y las placas se incubaron a 28°C durante 48 h.
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2.4 Extraccion de ADN plasmidial a partir de células de E. cofi

La extraccién de ADN plasmidial a partir de células de E. coli transformadas con
los vectores de interés se realizd utilizado el kit de miniprep plasmidial AxyPrep

(Axygen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.5 Digestiones enzimaticas

Se realizaron diversas digestiones enzimaticas con distintas enzimas de
restriccidn con el fin de liberar fragmentos de ADN a partir de una construccion,
linearizar vectores o determinar la presencia y correcta orientacién de los fragmentos
clonados en los distintos vectores utilizados. Las digestiones enzimaticas se realizaron
siguiendo las instrucciones de cada enzima de restriccion ufilizada, y todas las

digestiones se llevaron a cabo en un bafio termorregulado.
2.6 Disefio de partidores

Todos los partidores utilizados en este trabajo fueron disefiados manualmente o
utilizando el programa Vector NTI®. El andlisis de los partidores disefiados se realizd
medianie el programa OligoAnalizer 3.1, el cual pemitid calcular la temperatura de
disociacién y descartar la presencia de homo y heterodimeros. Los partidores fueron

sintetizados por IDT®y se detallan en Ia Tabla |I.
2.7 Electroforesis en geles de agarosa

Dependiendo del tamario esperado de las bandas, la electroforesis se realizé en
geles de agarosa al 1 a 1,5% preparada en TAE 1x (tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM
a pH 8). Las muestras de ADN y ARN se cargaron en los bolsillos de los geles en 1 uL
de buffer de carga (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xylen cyanol, 15% glicerol). La

electroforesis se realizé a 90 volts durante 1 h para el ADN y a 70 volts durante 45 min
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para el ARN. Para determinar el tamaro y semi-cuantificar el ADN cargado en los

pocillos de los geles, se comparé con 5 ulL (250 ng) de Ladder GeneRuler (Fermentas)

que se cargd junto a las muestras. Posteriormente, los geles fueron incubados durante

20 min en una solucién de bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta en un

transiluminador (SYNGENE).

Tabla I. Partidores utilizados en este trabajo

Nombre
AtDXR F

AtDXS F
eGFPR
ppPSY2
B-pPSY2 R
B-DXR F
B-DXRR
B-DXS F
B-DXSR
gDXR F
gDXS F
geGFP F
geGFP R
gDXR F 2
gDXR R
gDXS F 2
gDXSR
18S F

18S R

Secuencia (5'- 3')
AGTAGCGGATGCGT
TGAAGC
AGAGCTGGACTCGT
TGGAGC
CGACCAGGATGGGC
ACCAC
CAGAAAAAACCCAA
AAAGAAATGTG
CAGGATCCGCTGGA
GTTAGTGCTACC
ACGGATCCATGATG
ACATTAAACTCACT
CAGGATCCTGCATG
AACTGGCCTAG
ACGGATCCATGGCT
TCTTCTGCATTTG
CAGGATCCAAACAG
AGCTTCCCTTGG
CGAGTTGGTAACAT
CACCGTCTCTTG
CGCAGCAACCGCAC
TTAACTTAA
GAACTTCAAGATCC
GCCACAACAT
CAGGTAGTGGTTGT
CGGG
TAGGTTGTGCGGGA
CTAAAGCC
TGCAAGAGCAATGT
CCTTTCCTGC
GGCTCGCACGTTGT
TCAGTTTC
GGCAGTACCATTGG
TCTCCACTTG
TTGATTACGTCCCTG
CCCTTT
ACAATGATCCTTCC
GCAGGT

Tm (°C) Tamaiio (pb)

58
58
61.1
522
62
58
61.1
61.3
61.3
591
583
578
55.2
59.3
60.1
592
59.7
62

60

674 (ADXR)
y 1569
(AtDXS)

769

1494

2154

164 (GQDXR)
y 232 (qDXS)

121

65

77

196
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Descripcion

Utilizados para chequear
colonias transformadas con
los vectores 35S-DXR y 35S-
DXS.

Utilizados para amplificar el
promotor de PSY2 de D.
carota y agregar un sitio de
restriccion para BamHl|
Utilizados para amplificar el
gen DXR de A. thaliana y
agregar sitios de restriccion
para BamH|

Utilizados para amplificar el
gen DXS de A. thaliana y
agregar sitios de restriccion
para BamHl

Utilizados junto con qeGFP R
para amplificar los genes
DXR y DXS de A. thaliana
mediante gqRT-PCR

Utilizados para amplificar el
gen eGFP mediante gRT-
PCR

Utilizados para amplificar el
gen DXR de A. thaliana
mediante gRT-PCR

Utilizados para amplificar el
gen DXS de A. thaliana
mediante gqRT-PCR

Gen housekeeping. Utilizado
para verificar la calidad del
ADN y ADNc.




2.8 Purificacion de bandas desde geles de agarosa

Para extraer y purificar las bandas de ADN a partir de geles de agarosa, se
cortaron las bandas de interés presentes en el gel utilizando un bisturi y se purificaron
mediante el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.9 Reaccion en cadena de la polimerasa PCR
2.9.1 PCR convencional

Para amplificar los fragmentos de ADN a partir de diferentes muestras se utilizé
la enzima Tag ADN polimerasa (Sigma). Todas las reacciones de PCR realizadas se
llevaron a cabo en un volumen final de 25 uL de reaccién, el cual contenia 1 uL de la
muestra de ADN, 1 U de enzima Tag ADN polimerasa (0,2 uL), 2,5 ul. de PCR baffer
10x, 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 0,5 uL de partidor directo 10 mM, 0,5 uL de partidor
reverso 10 mM y 19,8 uL de agua libre de nucleasas. Para cada reaccién de PCR se
realizod una reaccion de control negativo, a la cual no se le agregé muestra de ADN y
cuando fue posible una reaccién de control positivo, a la cual se le agregé 1 ul de una
muestra de ADN previamente verificada. El programa general de las reacciones de
PCR convencional se detalia en el Anexo (Tabla A1). La temperatura de hibridacién
depende de cada par de partidores, y generalmente se utilizé una temperatura de
hibridacion igual a la temperatura de disociacidn mas baja de los partidores menos
cinco grados; y el tiempo de extension depende del tamario del fragmenio de ADN
amplificado y de la procesividad de la enzima utilizada, es decir el ndmero de
nucledtidos que adiciona por unidad de tiempo, y que para la enzima Tag ADN
polimerasa es de 1 kb/min. Finalmente, los productos de las reacciones de PCR fueron

verificados mediante electroforesis en geles de agarosa (seccion 2.7).
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2.9.2 PCR convencional con enzima Pfu ADN polimerasa

La amplificacién de DXR y DXS de A. thaliana se realizé mediante un PCR
convencional utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa (Fermentas). Esta enzima
posee una tasa de error muy baja (2,6x10° errores por nucledtido por ciclo) (Lundberg
y col., 1991), lo que permite clonar fragmentos de ADN sin introducir mutaciones.
Todas las reacciones de PCR llevadas a cabo utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa
se realizaron en un volumen de reaccién total de 25 ul, el cual contenia 1 uL de la
muestra de ADN, 1,25 U de enzima Pfu ADN polimerasa (0,5 uL), 2,5 uL de Pfu baffer
10x, 0,5 ul de dNTPs 10 mM, 0,5 uL de partidor directo 10 mM, 0,5 uL de partidor
reverso 10 mM y 19,5 uL de agua libre de nucleasas. Del mismo modo que para un
PCR convencional, se realizé una reaccidn conirol negativo y una reaccién control
positivo. El programa de las reacciones de PCR con la enzima Pfu ADN polimerasa se
detalla en el Anexo (Tabla A2), considerando que la posesividad de la enzima es 0,5

kb/min. Finalmente, los productos del PCR se visualizaron en un gel de agarosa.
2.9.3 PCR de colonias

Para determinar de forma preliminar si las colonias de E. coli o de A
tumefaciens transformadas con los vectores de inferés portaban realmente el inserto,
se realizaron reacciones de PCR directamente a las colonias crecidas en placas de
Petri luego de la transformacion. Para esto, se pico la colonia con un mondadientes
estéril y se resuspendié en un Eppendorf de 0,2 mL que contenia 25 ulL de la misma
reaccion utilizada para realizar un PCR convencional. Ademas, se picd nuevamente la
misma colonia y se rayé en una placa Petri con medio LB suplementado con el
antibidtico adecuado para propagar ia colonia. Finalmente, los producios de PCR se

visualizaron en un gel de agarosa mediante electroforesis
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2.9.4 RT-PCR

La reaccién de transcripcion reversa (RT) se realizé utilizando la enzima RT-
ImPromll (Promega). En primera instancia se elimind fodo el posible DNA genémico
que pudiese haber sido extraido junto al ARN ufilizando la enzima DNasa I. Se
utilizaron 7 ug de ARN de alta pureza (indices 260/280 y 260/230 muy cercanos a 2,0),
los cuales se incubaron con 50 U (1 ul) de DNasa | (Fementas), 40 U (1 ul) del
inhibidor de RNasa Ribolock™ (Fermentas) y 2 uL de biffer de DNasa i 10x
(Fermentas), y se completd Ia reaccion con agua libre de nucleasas hasta un volumen
de 20 ul. La reaccion se incubé durante 35 min a 37°C en un bafio termorregulado. La
reaccion se puso inmediatamente en hielo y se detuvo agregando 1 ul. de EDTA 50

mM e incubando a 65°C durante 10 min.

Para la sintesis del ADNc se utilizaron 9,6 uL de la reaccién anterior y se
incubaron con 3 uL de oligo AP 10 mM a 70°C durante 5 min en el termociclador (Tabla
A3). Una vez transcurridos los & min el programa fue pausado y a cada reaccion se le
agregaron 37,5 ul. de una mezcla que contenia 10 uL de baffer 5x ImProm-II™
(Promega), 3 uL de la enzima Transcriptasa Reversa ImProm-lI"™ (Promega), 1 uL del
inhibidor de RNasa Ribolock (Fermentas), 10 ul. de MgCl, 25 mM, 2,5 uL de dNTPs 10
mM y 11 ul de agua libre de nucleasas. Finalmente, se confinud con el programa de

RT-PCR para obtener 50 ul. de ADNc.

Para verificar ia correcta sintesis de ADNg, se realizé un PCR convencional a
cada muestra utilizando partidores especificos y se incluyé un control sin RT para cada
una, el cual consistié en una reaccidn de PCR convencional utilizando como muestra 1
uL de ARN proveniente del iratamiento con DNasa |. Con esto se asegurd que no

existia ADN gendmico en las muestras a las cuales se les realiz6 el RT-PCR.
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2.9.5 PCR cuantitativo en Tiempo Real (qRT)

Para cuantificar los niveles de expresion de los genes de interés se realizé un
PCR cuantitativo en tiempo real (qRT) utilizando la sonda fluorescente SYBR green.
Las reacciones se lievaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene) y se
utilizé el kit Brilliant [ll Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene). Cada
reaccion de qRT-PCR contenia 10 uL de Masier Mix, la cual contiene Tag ADN
polimerasa, dNTPs, MgCl; y la sonda SYBR green, 0,6 uL del partidor reverso, 0,6 ulL
del partidor directo, 0,3 ul. de una dilucién 1:500 de la sonda ROX, 1 ulL de ADNcy 7,5
ul. para completar 20 uL de reaccién. El programa utilizado para la realiza:lcién del gRT-
PCR se detalla en el Anexo (Tabla A4), el cual fue el mismo para cada par de partidor
utilizado. Cada reaccién se realizé por ftriplicado técnico, y posteriormente se

analizaron las dos réplicas de mayor similitud.

Luego de cada programa de amplificacién se realizé una curva de disociacién,
la cual permite determinar la especificidad de la reaccién, La curva de disociacién
(Tabla A4) consiste en la medicién de la fluorescencia durante toda la denaturacién y la
renaturacion del producto de PCR, en donde la presencia de una sola sefial da cuenta

de una reaccion especifica.

Todas las cuantificaciones de los niveles de expresion realizadas en este
trabajo fueron relativizadas a un control (calibrador), correspondiente a los niveles de
expresién de una planta silvestre. Ademas, para descartar posibles diferencias debido
a la cantidad o calidad de ADNc presente en las muestras, los datos fueron
nommalizados con los niveles de expresidn del gen 18S, el cual posee expresion
constante en las plantas (housekeeping). Para determinar la expresitn relativa de cada

gen se utilizd la siguiente formula (Pfaffl, 2001):
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(Egen objetivo) & e_(Ctgen objetivo—Clealibrador gen objetivo)

Expresi6én Relativa =
(Egen norma!tzadar) % @~ {Clnormatizador—Cleatibrador )

2.9.6 RT-PCR semicuantitativo

Para determinar la expresion relativa de DXS y DXR de A. thaliana en las lineas
fransgénicas de D. carofa, se realizé un anélisis mediante RT-PCR semicuantitativo ya
que no fue posible disefiar partidores especificos para realizar un gRT para estos
genes. Por lo tanto, utilizando como muestra el mismo ADNc utilizado para realizar los
gRT-PCR, se realizé un PCR convencional (seccién 2.9.1) con los partidores para DXS
y DXR, pero con 30 ciclos de denaturacién-hibridacion-extension para evitar la
safuracién del PCR. Luego de correr las muestras en geles de agarosa (seccién 2.7), la
acumulacion del producto de PCR se cuantificé mediante el escaneo de la imagen de
los geles usando el programa ImageJ (National Institutes of Health)(Schneider y col,,
2012). La abundancia relativa de los genes fue normalizada con respecto al gen 188
de D. carota, y se expres6é como la razén de la intensidad de pixeles en unidades

arbitrarias.
2.10 Cultivo in vitro de Daucus carota

Para el cultivo in vifro de zanahorias, se utilizaron semillas comerciales de
Daucus carofa variedad Nantes, las cuales fueron esterilizadas superficialmente en una
solucién de etanol 95% durante 1 min y lavadas una vez con agua estéril por 3 min.
Luego, las semilias fueron incubadas en agitacién en una solucién de hipoclorito de
sodio 2,62% por 45 min, [avadas tres veces con agua estéril y finalmente secadas en
papel absorbente estéril. Las semillas estériles fueron depositadas en frascos estériles
con medio MS (Murashige y Skoog, 1962) sdlido (medio MS con vitaminas 0,44%,

sacarosa 2%, myo-inositol 0,01%, Agar-agar 0,7%, pH 5,8). Las semillas se
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mantuvieron en una camara de cultivo a 22°C y expuesias a 16 h luz hasta las tres

semanas, momento en que fueron utilizadas para la transformacion.
2.11 Transformacion estable de explantes de Daucus carota

La transformacion de explantes de D. carofa se llevé a cabo utilizando el
protocolo modificado descrito por Chen y Punja (2002). Se preparé un cultivo de 15 mL
A. tumefaciens inoculando una alicuota de las células portadoras del vector de interés
y se dejé crecer durante la noche. El cultivo fue centrifugado por 10 min a 8000 g, se
resuspendid en 30 mL de MS liquido (medio MS con vitaminas 0,44 %, sacarosa 2%,
myo-inositol 0,01%, pH 5,8) suplementado con acetosiringona 0,8 mM y se incubé a

28°C en agitacion hasta obtener una D.O.q00 de entre 0,6 y 0,8.

El tejido utilizado para la transformacion fueron pléntulas de D. carofa
provenientes de cultivos in vitro de semillas de Daucus carofa de aproximadamente 3
semanas. Se cortaron en esterilidad explantes de aproximadamente 1 cm de largo
tanto del hipocotilo como del epicotilo de las zanahorias in vitro. Estos explantes se
incubaron durante 10 min en el cultivo de A. tumefaciens mieniras se les realizaban
heridas con un bisturi para favorecer la infeccién de la bacteria. Los explantes fueron
secados en papel estéril y depositados en placas Petri con medio MS sélido, las que
fueron incubadas a 22°C en oscuridad durante 48 h. Los explantes fueron retirados de
las placas y lavados con agua estéril, secados en papeles absorbente estéril y
depositados en placas Petri con medio MSI. La composicién del medio MS] y la de los
siguientes medios se detallan en la Tabla Il. Estas placas se mantuvieron en oscuridad
durante 4-6 semanas a 22°C. Posteriomente, los explantes fueron transferidos a
placas Petri con medio MS!, en donde se mantuvieron por 4-6 semanas bajo
fotoperiodo 16 h luz, hasta la aparicion de embriones inmaduros. Luego, los embriones

fueron transferidos a placas Petri con medio MSIlI, en donde se mantuvieron hasta la
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apariciéon de los primeros brotes de plantulas de D. carofa, renovando el medio MSII|
cada aproximadamente 4 semanas. Luego de la apariciéon de los primeros brotes, estos
se mantuvieron una a dos semanas mas en medio MSIIl para luego traspasarios a
frascos Magenta con medio MSIV, en donde se mantuvieron hasta que las plantulas
alcanzaran un tamaro de 5cm de alto y con una raiz bien formada. Estas plantulas
fueron transferidas a maceteros que contenian una mezcla de tierra de hojas,
vermiculita y turba (1:1:1) y cultivadas en un invemadero a 22°C bajo fotoperiodo de 16
h luz. Debido a que las plantulas en los frascos Magenta se encontraban en un
ambiente con alta humedad, al ser transferidas a tierra se cubrieron con frascos
transparentes durante un mes para mantener las condiciones de humedad. Los frascos
se retiraron lentamente para aclimatar a las plantulas a la humedad del invernadero.
Las plantas fueron regadas 2 veces por semana con medio Hidropénico (KNO; 0,125
mM, Ca(NO;);*4H,0 0,15 mM, MgS0O,*7H,0 0,075 mM, KH,PO, 0,05 mM, KCI 5 uM,
HsBO; 5 uM, MnSO,4 1 uM, ZnSO4*7H,O 200 nM, CuSO, 150 nM, Na,0sSi 10 uM,

Fe/DTPA 10 uM, pH 6).

Tabla Il. Medios de cultivo de plantas de D. carota

1. 35S-DXR y 358-DXS
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2.12 Transformacion transitoria de hojas de Nicotiana tabacum

Para comprobar que GFP se encontraba en marco de lectura con las proteinas
DXS y DXR y que el promotor de PSY2 dirigia correctamente la expresion de estos
genes, se fransformaron fransitoriamente hojas adultas de Micotfiana fabacum. Se
prepararon cultivos de A. fumefaciens en medio MS liquido suplementado con
acetosiringona y con una D.0.5 de 0,3 con las construcciones generadas. Se procedi6
a infilirar las células de A. fumefaciens en hojas de N. tabacum previamente asperjadas
con agua para facilitar la aperiura de los estomas. La infiltracién se realizé utilizando
una jeringa de 5 mL sin aguja cargada con el cultive de A. tumefaciens y presionandola
suave pero firmemente contra la cara abaxial de las hojas hasta observar la infiltracién
de una amplia zona de la hoja. Las plantas infiltradas de esta forma se mantuvieron

durante 3-4 dias a 22°C en fotoperiodo de 16 h hasta la recoleccion del tejido.

2.13 Vectores para la expresion constitutiva en D. carota de los genes DXRy DXS

de A. thaliana

Para expresar de forma constitutiva los genes DXR y DXS de A. thaliana en D,
carofa se transformaron establemente explantes de acuerdo a lo sefialado en la
seccién 2.11 con los vectores At.DXRns-pB7FWG2 (35S-DXR) y ALDXSfl-pB7FWG2
(358-DXS) (Figura 5). Estas construcciones, que contienen los genes de A. thaliana
DXRy DXS fusionadas a GFP y que se encuentran bajo el promotor 35SCaMV, fueron
generadas en el laboratorio del doctor Manuel Rodriguez-Concepcién (CRAG,

Barcelona, Espaiia).
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Figura 5. Construcciones At.DXRns-pB7FWG2 (35S-DXR) y At.DXSfl-pB7FWG2 (35S-
DXS). Vectores utilizados para la transformacion estable de explantes de D. carota.

2.14 Generacion de las construcciones pPSY2-DXR y pPSY2-DXS

2.14.1 Obtencion de los genes DXR y DXS de A. thaliana y del promotor de

PSY2 de D. carota

Para crear las construcciones en donde los genes DXR y DXS de A. thaliana se
encuentran dirigidos por el promotor de la enzima fitoeno sintasa Il (pPSY2) de D.
carota, se disefiaron cuatro partidores (B-DXR F y B-DXR R para DXR, B-DXS F y B-
DXS R para DXS), que permiten agregar sitios de restriccion para la enzima BamHI| en
los extremos 3’y 5" de las secuencias de cada gen. Del mismo modo, se disefi6 un par
de partidores (ppPSY2 y B-pPSY2 R) que permiten aradir un sitio de restriccion para la
enzima BamH| solo en el extremo 3’ del promotor de PSY2 de D. carota. Cabe sefalar
que la enzima BamH| no posee ningun sitio de restriccion en el vector de entrada
seleccionado (pCRS8), lo que permite liberar los genes DXS y DXR del vector de
entrada y linearizar el vector de entrada que contiene al promotor de PSY2. En la Tabla

| se encuentra el nombre y la secuencia de cada uno de los partidores utilizados.

Utilizando estos partidores, los genes DXR y DXS de A. thaliana fueron

amplificados a partir de los vectores At.DXRns-pB7FWG2 y At.DXSfl-pB7FWG2,
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respectivamente. Para esto, se purificaron los vectores mediante un kit de purificacion
plasmidial {seccién 2.4) a partir de clones de E. colfi fransformados con las respectivas
construcciones y se amplificaron los genes ufilizando los partidores sefialados
mediante PCR convencional utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa (seccién 2.9.2).
Del mismo modo, el promotor del gen PSY2 de D. carota se amplific a partir del vector
pCR3-PPIpsy2 purificado utilizando los partidores disefiados (Tabla I) mediante PCR
con la enzima Pfu ADN polimerasa. Debido a que la enzima Pfu ADN polimerasa no
deja adeninas libres en los extremos 3’ de los fragmentos que amplifica, los cuales son
necesarios para la ligacion al vector de entrada, fue necesaric agregaras a los
extremos 3' de cada fragmento usando la enzima Tag ADN polimerasa, la cual deja
adeninas libres en los extremos 3’ de los fragmentos amplificados. La reaccién se llevo
a cabo en un volumen de 20 uL, el cual contenia 250-300 ng de ADN, 2 uL PCR buiffer
10x, 1 U de enzima Tag ADN polimerasa (0,2 uL), 0,4 uL. de dATP, y se incubé a 70°C

durante 15 min.
2.14.2 Clonacién de los fragmentos DXR, DXS y pPSY2 en el vector pCR8

Para amplificar y pemitir la posterior ligacién de los genes DXR, DXS y el
promotor de PSY2, se utilizé el vector de entrada pCR8/GW/TOPO. Este vector cuenta
con la enzima Topoisomerasa | covalentemente unida a su secuencia, lo que favorece
la clonacion de los productos de PCR que posean una adenina libre en cada extremo
3'. Ademas, este vector posee las regiones affL1 y atfl2, que flanquean la zona de
clonacion de los fragmentos de interés. Estas regiones permiten el traspaso de los
fragmentos clonados a vectores de destinacién mediante recombinacién homéloga,

tecnologia conocida como Gateway.

De esta forma, para clonar los fragmentos de interés en el vector de entrada

PCRS, se utilizaron 0,5-4 uL del producto de PCR al que se le agregé las adeninas y se
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mezclaron con 50 ng del vector de entrada pCR8 y 1 uL de una solucion salina (NaC!
1,2 M, MgCl, 0,06 M) en un volumen final de reaccién de 6uL. La reaccitn de ligacion
se incubd durante 12 h a 4°C y se utilizaron 2-4 uL de la reaccion para trasformar

células de E. coli quimiocompetentes.

Para determinar las colonias que poseian los vectores generados, es decir
pCR8-DXS, pCR8-DXR y pCR8-pPSY2, se realizé un PCR de colonias (seccidén 2.9.3)
a las colonias que crecieron luego de la transformacion. Finalmente, a dos clones que
resultaron positivos para el PCR de colonia por cada construccién generada, se les

extrajo ADN plasmidial y se enviaron a secuenciar (Macrogen Corp. USA)
2.14.3 Ligacion de los genes DXS y DXR al vector pCR8-pPSY2

Luego de comprobar que no existian mutaciones en los clones secuenciados,
se liberaron los genes DXR y DXS mediante digestién de los vectores pCR8-DXS,
PCRB8-DXR (seccion 2.4) con la enzima BamHI (Fermentas), durante 3 h a 37°C en una
reaccién que contenia 0,5-1 ug de ADN plasmidial, 5 ulL de buffer BamHI 10x, 20 U de
enzima BamH| (2 ul) y de agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de 50
uL de reaccién. En paralelo se linearizé el vector pCR8-pPSY2 con la misma enzima
de restriccion y usando el mismo protocolo descrito. Luego de la digestion, la iotalidad
de la reaccidn se cargd en geles de agarosa y se realizé una eleciroforesis (seccién
2.7), para posteriomente purificar las bandas de interés a partir de los geles de
agarosa (seccion 2.8), es decir las bandas que comresponden a los genes DXR y DXS
que fueron liberadas de sus vectores, y al vector linearizado pCR8-pPSY2. Una vez se
purificaron las bandas de interés, se procedid a ligar los genes DXR y DXS en el vector
PCR8-pPSY2 linearizado en una reaccién que contenia 2 uL de buffer T4 ADN Ligasa
(Fermentas) 10x, 1 U T4 ADN Ligasa (1 ul), 20-100 ng del vector linearizado, una

relacién molar inserto:vector (6:1) y agua libre de nucleasas hasta completar 20 ul_ de
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reaccion, y la reaccion se incubd durante toda la noche a 4°C. La relacién molar

inserto:vector se determind de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Xng Vector * kilobase Inserto 6 ¥ng 1 .
*— =
kilobase Vector 1 ng inserto

Posteriormente, se transformaron células de E. cofi quimiocompetentes con el
producto de la ligacién, y las colonias obtenidas de esta forma fueron analizadas

mediante PCR y digestiones enzimatica.

Para aumentar la eficiencia de la ligacion, luego de la purificacién del vector
pCR8-pPSY2 linearizado a partir de geles de agarosa, se realizd un paso de
desfosforilacion para evitar la recircularizacién de este vector. Para esto, se prepard
una solucion que contenia 40 ul_ del vector pCR8-pPSY2 linealizado purificado, 5 uL de
buffer Fosfatasa 10x, 1 U de la enzima Calf Intestine Alkaline Phosphatase
(Fermentas) (1 ul) y agua libre de nucleasas hasta completar 50 uL de reaccion. La
reaccion se incubd a 37°C por 30 min, se detuvo incubandola a 85°C durante 15 min y

se procedio con la ligacién.

2.14.4 Clonacién de las construcciones pPSY2-DXR y pPSY2-DXS ai vector

de destinacién pMDC107: Recombinacién mediante tecnologia Gateway

Para crear las construcciones en donde el promotor de PSY2 de D. carota dirige
la expresidon de los genes DXS y DXR de A thaliana, se escogié el vector de
destinacién pMDC107 (Curtis y Grossniklaus, 2003), el que se ilustra en la Figura 6. El
vector de destinacién pMDC107 posee bordes LB y RB que flanquean la zona que se
insertard en el genoma de la planta a transformar. Dentro de esta zona se encuentran
los sitios de recombinacién attR1 y attR2 flanqueando al gen de seleccion ccdb, y rio

abajo se encuenira el gen reportero GFP fusionado a una cola de histidina, ademas del
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gen hptll que otorga resistencia a higromicina en plantas. La recombinacion de los
sitios atfL1 y atfL2 presentes en el vector de entrada con los sitios affR1 y affR2
permiten reemplazar el gen letal de seleccién ccdb por los fragmentos previamente

clonados en pCR8, generandose construcciones del tipo promotor-gen-gfp.

nos terminator mafp6
M13 reverse primer site attR2

ccdB

hygromycin resistance
Chloramphenicol resistancet

attR1

pMDC107.gb
11744 bp

M13 forward primet

RB

ccdB

= W gip6his  §ros TH Hyg"

attiR1 altR2

Figura 6. Vector de destinacion pMDC107. Vector utilizado para la recombinacion de los
fragmentos pPSY2-DXR y pPSY2-DXS.

La recombinacion se realizé en un volumen de reaccion de 16 ulL, y cada
reaccion contenia 100 ng de uno de los vectores de entrada (pCR8-pPSY2-DXR y
pCR8-pPSY2-DXS), 250 ng del vector de destinacion (pMDC107), 4 uL de buffer LR
Clonasa 5x, 4 uL del Mix de la enzima LR Clonasa (Invitrogen) y buffer TE hasta
completar 16 uL. La reaccién se incubd a 4°C durante toda la noche y luego se detuvo
agregando 1 uL de Proteinasa K e incubando la reaccion durante 10 min a 37°C.
Finalmente se transformaron células de E. coli quimiocompetentes utilizando 2 uL de la
reaccion. Una vez analizados los clones positivos mediante PCR de colonias y
digestion enzimatica, los vectores generados fueron introducidos en células de A.

tumefaciens para transformar tejido vegetal.
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2.15 Extraccién de ARN a partir de tejido vegetal

La extraccion del ARN total a partir de tejido vegetal se llevd a cabo utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen). Se utilizaron aproximadamente 100 mg de hojas de D.
carofa para cada extraccion, los cuales fueron molidos en presencia de nitrégeno
liquido en morteros previamente esterilizados y enfriados. Se adiciond 1 mbL del
reactivo TRIzol, se homogenizé con el tejido vegetal y se traspasd a un tubo Eppendorf
de 1,6 mL. El homogenizado se incubé durante 5 min a temperatura ambiente y se
agregé 200 uL de cloroformo, agitandose vigorosamente. La mezcla fue incubada
durante 3 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g durante 15 min a 4°C.
Se rescataron aproximadamente 500 ul del sobrenadante y se traspasaron a un tubo
limpio, en donde el ARN se precipité con 500 ul de isopropanol durante 10 min a
temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4°C y el
precipitado se lavé con 1 mL de etanol 75% (en agua libre de nucleasas). Se centrifugd
nuevamente durante a 8000 g durante 5 min a 4°C, se elimind el sobrenadanie y el
precipitado se resuspendio en 20 uL de agua libre de nucleasas. Debido a que el ARN
extraido de esta forma aln queda muy contaminado, se realizd un proceso adicional de
limpieza repitiendo el protocolo a partir de! paso en donde se adicionan 200 uL de
cloroformo. Finaimente se determiné la integridad del ARN mediante una electroforesis
en un gel de agarosa, ademas de su conceniracion y las razones 260/280 y 260/230,
que indican la pureza del ARN en un espectrofotdmetro NanoDrop. El indice 260/230
indica cuan puro se encuentra el ARN con respecto a proteinas que pudieran estar
contaminando la muestra, y para ARN el indice 260/230 deberia estar entre 1,8 y 2.
Por otro lado el indice 260/280 indica ia pureza del ARN con respecto a contaminantes
que absorben a 230 nm, como compuestos fendlicos y algunas sales, y para un ARN

puro el indice 260/230 deberia encontrarse entre 2y 2,2.
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2.16 Extraccion de ADN a partir de tejido vegetal

La extraccion de ADN gendmico a partir de tejido vegetal se realizé utilizando
un protocolo descrito por Doyle y Doyle (Doyle, 1990). Se utilizaron aproximadamente
100 mg de hojas de D. carofa , las cuales fueron molidas en presencia de nitrégeno
liquido en morteros previamente esterilizados y enfriados. Se adicionaron 2 mL del
btffer CTAB (Bromuro de cetil frimefilamonio (CTAB) 2%, NaCl! 1,4 M, EDTA 20 mM y
Tris 100 mM pH 8) previamente calentado a 60°C, se homogenizé con el tejido vegetal
y se traspasé a un tubo Eppendorf de 2 mL. Se adicionaron 5 ul de B-mercaptoetanol
y el homogenizado se incubdé durante 15 min a 60°C con agitacion cada 5 min. Se
agregd un volumen de una solucién fria de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se
mezclé en vortex brevemente y se centrifugd a 10000 g durante 10 min. La fase
acuosa superior se traspasé a un tubo limpio y se precipitd con un volumen de
isopropanol frio durante 30 min a -20°C. Se centrifugd a 10000 g durante 10 min, y el
precipitado se lavé con etanol 75%. Luego de centrifugar a 10000 g durante 5 min, el
ADN se sec6 a temperatura ambiente y se resuspendié en 30 uL de agua libre de
nucleasas. Si el ADN extraido no tenia la calidad requerida, se traté con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld en vortex por 15 s y se
centrifugé a 10000 g durante 5 min. El sobrenadante se rescaié en otro tubo y se
agrego6 un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se mezclé en vortex por 15
s y se centrifugd a 10000 g durante 5 min. Nuevamente, se rescaté la fase superior en
otro tubo y se agregd un volumen de isopropanol frio. Se homogenizé durante 10s y
se incub6 a -20°C durante 20 min para precipitar el ADN. Se centrifugé a 10000 g por
10 min, se favéd con 200 ul de etanol 70% frio y se centrifugd nuevamente durante 3
min. Finalmente el precipitado se dejé secar y se resuspendié en 50 uL de agua libre

de nucleasas.
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2.17 Microscopia

Para observar la fluorescencia de GFP se recolecto tejido a partir de las hojas
de tabaco transformadas transitoriamente y se les realizé el proceso de “peeling”, el
cual consiste en remover solamente la epidermis de las hojas. Las muestras fueron
montadas en un poria objetos y visualizadas en un microscopio de epifiuorescencia
invertido Olimpus IX70 con un aumento de 200 veces (objetivo 20x) y utilizando los
filtros de fluorescencia FITC para GFP, que excita en el azul (478-495 nm) y emite en
el verde (510-555 nm) y Cy3 para clorofila, que excita en verde (530-560 nm) y emite

en rojo (573-648 nm).
2.18 Extraccion de pigmentos

Para extraer los pigmentos a partir de las hojas y la raiz de D. carofa se
recolectaron 100 mg del tejido vegetal y se macer6 en presencia de nitrégeno liquido
en un mortero previamente esterilizado y enfriado. Se agregaron 4 mL de una solucién
de hexano:acetona:etanol (2:1:1) y se homogenizé con el tejido. El homogenizado se
fraspasé a un tubo falcon de 15 mL, se agité en vortex por 2 min y luego se mantuvo
en hielo durante otros 2 min. Se centrifugé a 10000 g durante 10 min a 4°C, y los
carotenoides se recuperaron de la fase superior y se traspasaron a un Eppendorf de 2
mL. Durante fodo el proceso de extraccion de carotenoides el homogenizado y el
exiracto se mantuvieron en hielo y en oscuridad para evitar la degradacion de los
carotenoides. Finalmente, la solucién que contenia los pigmentos fue secada en un

Speedvac a temperatura media hasta eliminar todo el solvente.

2.19 Cuantificacion de clorofilas y carofenoides fotales

Para cuantificar la concentracién de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales

presentes en los extractos de pigmentios de hojas y raices de D. carotfa, los pigmentos
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extraidos (seccidn 2.18) fueron resuspendidos en 2 mL de acetona y utilizando un
espectrofoidmetro se midid la absorbancia de las muestras a 750, 662, 645 y 470 nm
en cubetas de cuarzo. La medicién de absorbancia a 662, 645 y 470 nm pemmite
determinar la concentracion de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales,
respectivamente, como se observa en la figura 7. Ademas, debido a que la medicién de
muestras turbias puede provocar la subestimaciéon de la concenfracién de los
pigmentos presentes, la medicién de absorbancia a 750 nm permmite determinar la
turbidez de la muesira, la que es cero cuando un exiracto es totalmente transparente

ya que la clorofila a, clorofila b y los carotenoides no absorben en esta region.
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Figura 7. Espectro de absorcién de pigmentos extraidos a partir de hojas de tabaco. La
mezcla de pigmentos resuspendidos en acetona contenfa ciorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b),
beta caroteno (B-C) y luteina (Lut). Exiraido de Lichtenthaler y Buschmann, 2001

Con las mediciones de absorbancia, la concentracion de clorofila a (Ca),
clorofila b (Cb) y carotenoides totales (Ct) se determiné mediante las ecuaciones

descritas por Lichtenthaler y Buschmann (Lichtenthaler y Buschmann, 2001), en donde

la concentracién de los pigmentos queda expresada como ug/mL de extracto.
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Ca(22) = 11,24 % Agg — 2,04 * Agss (1)

ml

Cb % = 20,13 * Agys — 4,19 * Ager )
Ct(ug/mL) = (1000 * Ay — 1,9 * Ca — 63,14 * Cb)/214 (3)

2.20 Cromatografia liquida de alta eficiencia (High-performance liquid

chromatography HPLC)

Para determinar la composicién de carotenocides presentes en las muestras de
pigmentos obtenidos a partir de hojas y raices de D. carofa, se utilizaron 20 uL de cada
muesira en acetona para el analisis mediante HPLC en fase reversa. El andlisis se
realizé en una columna MultoHigh 100 RP 18-5 1 (150 x 4,6 mm), utilizando como fase
movil una solucion de aceionitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5). Las muesiras se

corrieron a un flujo de 1,5 ml/min durante 50 min.
2.21 Determinacién de la concentracién del perfil de carotenoides

Para cuantificar la concentracion de los carotenoides presentes en las muestras
de pigmentos extraidos a partir de hojas y raices de D. carofa determinados mediante
HPLC (seccién 2.20), se consideré que la suma de las areas baio los peaks
correspondientes a luteina, a-caroteno, B-caroteno y otros carotenoides observados en
los cromatogramas corresponde a la concentracion de carotenocides totales calculada
en base a los datos de absorbancia (seccién 2.19). De esta forma, la concentracién de

cada carotencide se determiné de acuerdo a la siguiente férmula:

c _Ct*Ax
=T

En donde Cx: Concentracion del pigmento; Ct: concentracion de carotenoides
totales determinada mediante espectrofotometria; Ax: area bajo el peak del pigmento;

At: suma de las areas de todos los carotenoides (Fuentes y col., 2012).
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RESULTADOS
3.1 Generacién de las construcciones pPSY2-DXR y pPSY2-DXS

3.1.1 Clonacion de los genes DXR y DXS de A, thaliana y del promotor de

PSY2 de D. carota.

Para generar las construcciones en donde los genes DXR y DXS de A. thaliana
se encuentran dirigidos por el promotor de PSY2 de D. carota, se amplificaron los
genes a partir de ADNp de los vectores 358-DXR y 358-DXS y se les ariadi6 sitios de
restriccién para la enzima BamHi en los extremos 3' y 5’ de las secuencias de cada
gen, de acuerdo a lo sefialado en materiales y métodos (seccion 2.14.1). En la Figura 8
se puede observar la obtencién de la banda de 1494 pb para el gen DXR y de 2154 pb
para el gen DXS, para la cual se utilizd la enzima Pfu ADN polimerasa (seccién 2.9.2),
para evitar la adicion de mutaciones a las secuencias, y los partidores descritos en la

Tablal.

Ladder Clon Clon Clon Clon Clon Control Ladder
A kb 1 2 3 a 5 . 1kb

bt I s B e B s

ladder Clon Clon Clon Clon Clon Control Ladder
B 1kb 1 2 3 4 5 - 1kb

Figura 8, Amplificacion de los genes DXR y DXS a partir de ADN plasmidial. PCR realizado
con la enzima Pfu ADN polimerasa a partir de ADN plasmidial de colonias portadoras de las
construcciones 358-DXR (A) y 358-DXS (B).

Del mismo modo, se amplificd el promotor de 768 pb de PSY2 (pPSY2) a partir
del vectior pCR8-PPlpsy2 y se le afadid un sitio de restriccién para la enzima BamH|

solo en el extremo 3’ del promotor (Figura 9).
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Ladder PCRE-PPIpsy2 Control Ladder
1kb - 1kbh

750ph

Figura 8. Amplificacion del promotor de PSY2 a partir de ADN plasmidial. PCR realizado
con la enzima Pfu ADN polimerasa a partir de ADN plasmidial de colonias portadoras de la
construccion pCR8-PPIpsy2.

3.1.2 Clonacién de los genes DXR y DXS de A. thaliana y el promotor de

PSY2 en el vector de entrada pCR8

A los productos de PCR de pPSY2, DXR y DXS se les afiadié adeninas en cada
extremo 3’ con Ia enzima Tag ADN polimerasa para permitir su ligacion en el vector de
entrada pCR8 (seccion 2.14.2). Con el producto de ligacién, se transformaron células
de E. coli quimiocompetentes, las cuales se sembraron en placas Petri suplementadas
con espectinomicina 100 mg/L. Las colonias obtenidas fueron analizadas mediante
PCR de colonias para detemrminar los clones que portaban los vectores generados,
pCR8-pPSY2, pCR8-DXR y pCR8-DXS. En la figura 10 se observan algunas de las
colonias analizadas mediante PCR. En 10A se observa que fodas las colonias
analizadas para la construccion pCR8-DXR poseen el gen DXR, ya que aparece la
banda del tamario esperado (1494 pb). Sin embargo, en la figura 10B solo se aprecian
dos clones, 4 y 6 que poseen el gen DXS, con una banda de 2154 pb. Anélisis
realizados a estos dos clones mediante enzimas de restriccién indicaron que solo el
clon 6 contenia los sitios de restriccién adecuados (imagen no meostrada), por lo que
fue seleccionado para experimentos posteriores. Finalmente, todos los clones
analizados para la construccién pCR8-pPSY2 resultaron poseer el vector, como se

aprecia en Ia figura 10C al aparecer una banda de 769 pb.
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Ladder Clon Clon Clon Clon Clon Clon Clon Clon Control
1kb 1 2 3 4 5 6 7 B -
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Ikb 1 2 3 4 L] 6 7 S

ladder Clon Clori- Clon Clon Clon Clen Clon Control-
1kb 1 2 3 4 5 6 7

750pb

Figura 10. PCR de colonias pCR8-DXR, pCR8-DXS y pCR8-pPSY2. Analisis mediante PCR
realizado a colonias de E. coli transformadas con las consirucciones (A) pCR8-DXR, (B) pCR8-

DXS y (C) pCR8-pPSY2.

En el disefio de estos veciores solo es importante que en el veclor pCR8-
pPSY2 el promotor de PSY2 se encuentre en sentido con respecto los sitios de
recombinacion, ya que es en esie vector en donde se ligaran los genes DXR y DXS.
Para determinar la orientaciéon en la que se clond el promotor de PSY2 en el vector
pCRS, se purificd ADNp del vector pCR8-pPSY2 a pariir de los clones de E. coff
transformados con esta construccién y se realizd una digestion enzimatica con la
enzima BstYl (Xholl). Esta enzima posee 4 sitios de restriccion en el vector pCR8, pero
no corta al promotor de PSY2. Sin embargo dos de los sitios de resfriccion se
encuentran separados por 11 pb, por lc que se podrian apreciar sélo 3 fragmentos en
un gel de agarosa producto de la digestién. Por lo tanto, si el pPSY2 se encuentra en
sentido respecto al sitio de recombinacién attL1, se observaran bandas de 2102, 1080
y 397 pb. En la figura 11 se aprecia que de las 8 colonias analizadas, solo una de ellas,
el clon 7, contenia los sitios de restriccidn correctos para la enzima BsfY|, de tal forma
que se generaban los fres fragmenios esperados, indicando que en este clon el

promotor de PSY2 se clond en sentido.
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Ladder Clon Clon Clon Clon Clon Clon Clon Clon
1kb 1 2 3 4 5 & 7 8

Figura 11. Digestién enziméatica de clones pCR8-pPSY2 con la enzima Xholl. Digestion
enzimatica realizada con ia enzima Xholl (BstYl) a clones portadores del vector pCR8-pPSY2.

3.1.3 Ligacion de los genes DXR y DXS en el vector pCR8-pPSY2

Una vez generados los vectores pCR8-DXR, pCR8-DXS y pCR8-pPSY2, estos
fueron purificados a partir de E. coli y mediante digestion enzimatica se liberaron los
genes DXR y DXS desde sus vectores y se linearizé el vector pCR8-pPSY2. En la
figura 12 se muestra la purificacion de las bandas obienidas luego de !a digestién de
los vectores con la enzima BamH|. Se observa una banda correspondiente al gen DXS
(2154 pb), otra que cormresponde al vector pCR8-pPSY2 linearizado (3592 pb) y una
Gltima banda que corresponde al gen DXR (1494 pb).

Ladder Ladder
kb DX5 PCRE-pPSY2 DXR 1kb

1kb

Figura 12. Purificacién de las bandas comrespondientes a los genes DXR y DXS y al
promotor de PSY2. Purificacién de las bandas liberadas luego de la digestién de los vectores
pCR8-DXS, pCR8-pPSY2 y pCR3-DXR con la enzima BamHl.
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Posteriormente, se procedié a ligar los genes DXR y DXS en el vector
linearizado pCR8-pPSY2 de acuerdo a lo sefialado en materiales y métodos (seccion
2.14.3) y a transformar células de E. coli quimiocompetentes con el producto de estas
ligaciones. Las colonias de E. coli obtenidas luego de la ligacion fueron analizadas
mediante PCR de colonias. Para la realizacion de este PCR se utilizé el pardidor directo
del promotor de PSY2 (ppPSY2) y los partidores reversos de DXRy DXS (B-DXR Ry
B-DXS R), para realizar de esta forma un PCR direccional y determinar
inmediatamente las colonias en las que los genes DXR y DXS habian sido clonados en
sentido con respecto al promotor de PSY2. En la figura 13 se muestran algunas de las
colonias analizadas. Para la construccion pPSY2-DXR se esperaba obtener una banda
de 2263 pb, observandose en la figura 13A 3 colonias que poseen una banda de ese
tamanio (Clon 3, Clon 8 y Clon 14), mientras que para la construccién pPSY2-DXS se
esperaba una banda de 2923 pb, observandose en la figura 13B 2 colonias que poseen

una banda del tamario esperado (Clon 1 y Clon 3).

Figura 13. PCR direccional realizado a las colonias pCR8-pPSY2::DXR y pCRS-
pPSY2::DXS. PCR direccional realizado a las colonias de E. coli transformadas con el producto
de la ligacién entre (A) pCR8-pPSY2 y DXRy (B) pCR8-pPSY2 y DXS.

A los clones obtenidos de esta forma se les extrajo ADN plasmidial y se
seleccionaron enzimas de restriccién que pemmitieran asegurar el sentido en el que se
ligaron los genes DXR y DXS. En la Tabla Il se indica el nombre, la combinacién de
enzimas utilizadas y el tamafio de las bandas esperadas al realizar la digestion

enzimatica para cada construccion.
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Tabla lll. Tamafio de las bandas esperadas al digerir los vectores pCR8-pPSY2::DXR y
pCR8-pPSY2::DXS con diferentes enzimas de restriccién.

71500, 3592

P pl Y .. !

| pCR8-pPSY2:DXR  XholSspl ~ 1140,2372,1568  1568,1576,2400
| pCR8-pPSY2:DXS  Sspl ~ 816,4924 - 2560, 3180
 pCR8-pPSY2:DXS  BamHl  2160,3580  2160,3580

En la Figura 14 se observa el resultado de las digestiones enzimaticas
realizadas a los clones transformados con las construcciones pPSY2-DXR y pPSY2-
DXS. De acuerdo a lo indicado en la Tabla lll, en 14A se observa que los clones 8 y 14
poseen los tamarios de banda esperados para el vector pPSY2-DXR en sentido,
mientras que en 14B se observa que ambos clones poseen los tamafios de banda

esperados para pPSY2-DXS.

Clon 3 pPSY2-DXR Clon 8 pPSY2-DXR Clon 14 pP5Y2-DXR
Ladder Ladder
A 1kb Xhol+Sspl  BamHl Xhol+Sspl  BamH1 XholSspl  BamHI 1kb

kb ==

2kb

lkb =4

Sspl BamHlI

Ladder Clon1 Clon3 Clon1 Clon_il.__ Ladder
pPSY2-DXS pPSY2-DXS  pPSY2-DXS pPSYZ-DXS 1kb

3.5kb

2kb

750pb =g

Figura 14. Digestién enzimatica realizada a las colonias pCR8-pPSY2::DXR y pCRS-
pPSY2::DXS. Digestion enzimatica de colonias transformadas con los vectores (A) pCR8-
pPSY2::DXR y (B) pCR8-pPSY2::DXS para determinar la direccionalidad del gen respecto al
promotor de PSY2.
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En la figura 15 se muestra el esquema de los dos vectores generados, pCR8-

pPSY2::DXR y pCR8-pPSY2::DXS.

pUC Origin pUC Origin
atiLd f ant1
ot i3s3} b b
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f ) 2 HTH /,ﬁ,’ /Ppsy?
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spectmomyen f ( PCRE-pPSY2::DXR Spectinomycin = ( P B o
\\ l; \“ rulp
BamMI{ugss L :
\\‘\ 2 \’ SIp1lSs=
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attL2 DXR DXS
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Figura 15. Construcciones pCR8-pPSY2::DXR y pCR8-pPSY2::DXS. Vectores generados
luego de la ligacién de los genes DXR y DXS en el vector pCR8-pPSY2.

Posteriormente, se eligieron 2 clones de cada construcciéon y se enviaron a
secuenciar. Los resultados de la secuenciacion fueron analizados y no se encontraron
mutaciones respecto a los genes DXR y DXS de la base de datos para ninguno de los
clones secuenciados, por lo que se selecciond un clon de cada construccion para

posteriores experimentos.

3.1.4 Generacion de los vectores de destinacion pMDC107-pPSY2::DXR y

pMDC107-pPSY2::DXS mediante recombinacién Gateway

Una vez obtenidos los clones de entrada pCR8-pPSY2::.DXR y pCRS8-
pPSY2::DXS, se realizd la recombinacién de estos vectores con el vector de
destinacién pMDC107 (Curtis y Grossniklaus, 2003), tal como se indica en materiales y
métodos (seccion 2.14.4). En la figura 16 se observan algunos de los clones obtenidos
al transformar células de E. coli con el producto de la recombinacién, los cuales se
crecieron en placas Petri suplementadas con kanamicina 100 mg/L. Para analizar estos
clones se realizdé un PCR de colonias con los partidores ppPSY2, B-DXR R y B-DXS R.
En esta figura es posible observar que todos los clones analizados poseen las
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construcciones pMDC107-pPSY2::DXR y pMDC107-pPSY2::DXS. Por lo tanto, se
realizé una extraccidn de ADN plasmidial a partir de uno de estos clones y se

transformaron células de A. tumefaciens con estas construcciones (seccion 2.3.2),

ladder Clon Clon Clon Clon Clon Clon Control Control
1kb 1 2 3 4 5 6 - +

tadder Clon Clon Clon Clon Clon Control Control
B 1kb 1 2 3 - 3 5 - +

Figura 16. PCR realizado a las colonias pMDC107-pPSY2::DXR y pMDC107-pPSY2::DXS.
PCR realizado a colonias de E. colj fransformadas con los vectores (A) pMDC107-pPSY2:DXR
y (B) pMDC107-pPSY2::DXS.

3.1.5 Transformacién transitoria de N. tabacum.

Para comprobar la funcionalidad de las construcciones pMDC107-pPSY2::DXR
y pMDC107-pPSY2::DXS, es decir que el promotor de PSY2 sea capaz de dirigir
correctamente la expresion de los genes DXR y DXS vy que GFP se encuentre en
marco de lectura con la secuencia de estos genes, se transformd transitoriamente
hojas de N. fabacum con estos vectores (seccidén 2.12) y las muestiras recolectadas
fueron observadas bajo el microscopio de epifluorescencia (seccién 2.17). En la Figura
17 se observan fotografias tomadas a partir de las hojas infilfradas. Al observar las
fotografias tomadas con el filtro Cy3 (17A y 17G), es posible apreciar un patrdn
puntuado de color rojo que corresponde a la autofluorescencia de la clorofila en los
cloroplastos. Este patron puntuado también se aprecia en la fotografia tomadas con el
filtro FITC (178 y 17H), el cual permite observar la fluorescencia de color verde de GFP
en las hojas infiltradas con las construcciones generadas, sin embargo, este patrén no

se aprecia en las hojas infiltradas con el vector vacic pMDC107 (17F). Al realizar la
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sobreposicién de las imagenes 17A y 17G con las imagenes 17B y 17H se aprecia que
la autoflucrescencia de la clorofila colocaliza con la fluorescencia de GFP,
observandose el patrén puntuado de color amarillo-naranjo (17C y 171). Esto indica que
existe expresion de GFP en los cloroplastos de las hojas transformadas con estas
construcciones, o cual es corroborado cuando se hace la sobreposicién de imagenes
tomadas en campo claro (17D y 17J) con las imagenes 17C y 171, en donde se puede
ver que el patrén punteado colocaliza con los cloroplastos observados en campo claro
(17E y 17K). Ademas, fotograffas fomadas a hojas de tabaco infiltradas con una
construccion control, en donde el promotor constitutive 35SCaMV dirige la expresion de
GFP, indican que GFP localiza en nicleo y citoplasma (17L), y no se observa un patrén
puntuado. En conjunto, estos resultados indican que: 1) DXR y DXS se estan
expresando, 2) que ambos genes se encuentran en marco de lectura con GFP y 3) las
proteinas estan localizadas en los cloroplastos, tal como se espera para estas enzimas
pertenecientes a la ruta del MEP. De esta manera se comprobéd que ambas

construcciones son funcionales y fueron utilizadas para futuros experimentos.

3.2 Expresion en D. carofa de los genes DXR y DXS de A. thaliana bajo el

promotor de la enzima PSY2 de D. carofa.

3.2.1 Transformacién estable de D. carofa con las construcciones

pMDC107-pPSY2-DXR y pMDC107-pPSY2-DXS.

Luego de comprobar la funcionalidad de los vectores pMDC107-pPSY2::DXR y
pMDC107-pPSY2::DXS, se transformaron explantes de D camofa con esias
construcciones. La transformacion estable y embriogénesis somatica de explantes de
D. carota se realizé de acuerdo a lo sefalado en materiales y métodos (seccion 2.11).
Una vez que los explantes se encontraban en su cuarta semana en Medio lll, luego de

aproximadamente 24 semanas post-transformacion, fueron traspasados a placas con
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Medio Il fresco. Lamentablemente, debido a una falla en el sistema de esterilizacion de

los medios, los explantes se contaminaron y no fue posible rescatarios.

Figura 17. Expresion transitoria de GFP fusionado a DXR y a DXS en células epidermales
de hojas de tabaco. Microscopia de epifluorescencia de hojas de tabaco transformadas
transitoriamente con las construcciones pPSY2::DXR (A-E) y pPSY2::DXS (G-K), observandose
el patr6n punteado caracteristico de cloroplastos. A y G) Autofluorescencia roja de la clorofila en
cloroplastos, B y H) fluorescencia verde de GFP, C) sobreposicién de A y B, D) campo claro de
A-C, E) sobreposicion de C y D, F) autofluorescencia verde basal de la clorofila en cloroplastos,
I) sobreposicién de G y H, J) campo claro de G-, K) sobreposicién de | y J, L) hojas de tabaco
transformadas transitoriamente con la construccién 35S-GFP. Aumento: 200x. Barra: 100um.
Las flechas indican la localizacion de algunos cloroplastos.
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3.3 Expresion en D. carota de los genes DXR y DXS de A. thaliana bajo el

promotor constitutivo 35SCaMV.

3.3.1 Transformacion de células de A. tumefaciens con los vectores 35S-

DXR y 355-DXS.

En vista de la pérdida de los embriones pPSY2-DXR y pPSY2-DXS, se continud
con la transformacion de D. carofa con los genes DXR y DXS bajo el promotor 35S.
Para ello, se transformaron células de A. fumefaciens con los vectores 358-DXR y
358-DXS (Figura 5) de acuerdo a lo indicado en materiales y métodos (seccién 2,3.2),
utilizando 100 mg/L de espectinomicina como antibidtico de selecciéon de los vectores.
Para determinar si las colonias que se formaron en las placas Petri contenian los
vectores, 5 colonias de cada construccién fueron analizadas mediante PCR de colonias
(seccién 2.9.3). Para el andlisis de las colonias 356S-DXR se utilizaron los partidores
AtDXR F y eGFP R (Tabla I}, los que generan una banda de 674 pb, mientras que para
las colonias 35S-DXS se utilizaron los partidores AtDXS F y eGFP R (Tabla 1), que
generan una banda de 1569 pb. En ia Figura 18 se observa que las 5 colonias 35S-

DXR analizadas poseen el vector, y solo 3 de las 5 colonias 358-DXS poseen el vecior.

tadder Clon Clon Clon Clon Clon Control Control

1kb 1 2 3 q 5 - +
A
750pbb
Ladder Clon Clon Clon Clon Clon Control Control
1kb 1 2 3 g 5 - +
B 15k =

Figura 18. PCR de colonias de A. tumefaciens transformadas con las construcciones 35S-
DXR y 358-DXS. Para la amplificacion se utilizé como pariidor directo aquel que hibrida en la
regi6n intema de la regidn codificante del gen y como partidor reverso, aquel que hibrida en la
regitn 5' del gen eGFP. A) 358-DXR B) 358-DXS.
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3.3.2 Embriogénesis somatica de explantes de D. carofa transformados

con las construcciones 35S-DXR y 35S-DXS.

La transformacién y posterior embriogénesis somatica de explantes de D.
carofa se realizé de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos (seccién 2.11).
Tanto la transformacion de los explantes como la regeneracién de plantas de D. carota
a partir los embriones se realizo durante la unidad de investigacion que realicé en el
semestre anterior a Ia iniciacion de este seminario de titulo. Por lo tanto, al comenzar
mi seminario de titulo contaba con alrededor de 50 plantas de D. carofa regeneradas a
partir de explantes transformados con las construcciones 35S-DXR y 358-DXS. En la
Figura 19 se ilustra el proceso de embriogénesis somatica que se realizé para
regenerar plantas de D. carofa a partir explantes transformados con estas
construcciones. En 19A se observa el inicio del engrosamiento de los explantes luego
de una semana en medic MSI|. Posteriomnente, luego de 5 semanas de la
transformacion se observa la aparicion de tejido pre-embriogénico en los explantes en
medio MSIl (Figura 19B). En 19C es posible observar la aparicidon de embriones en
medio MSIll luego de 10 semanas post-transformacion. Estos embriones fueron
segregados juego de 14 semanas post-irasformacion, como se observa en la figura
19D. La segregacién de los embriones permite promover la regeneracion de plantulas
a partir de ellos (Figura 19E), y su posterior desarrollo (Figura 19F). Una vez que las
plantulas alcanzaron un tamafio adecuado, estas fueron traspasadas a frascos con
medio MSIV para pemmitir su enraizamiento y elongacion (Figura 19G). Estas plantulas
se mantuvieron en frascos hasta que alcanzaron un tamafio de aproximadamente 5cm

de altura, momento en que fueron traspasadas a tierra (Figura 19H). En la Tabla ll es

posible apreciar la composicién de cada medio MS.




Figura 19. Embriogénesis somatica en D. carota . A) MSI|, 1 semana post-transformacion; B)
MSII, 5 semanas post-transformacién; C) MSIIl, 10 semanas post-transformacion; D) MSIII,
segregacion de embriones a las 14 semanas post-transformacion; E) Aparicién de los primeros
brotes, 18 semanas post-transformacion; F) Desarrollo de las plantulas en MSIV, 20 semanas
post-transformacion; G) Enraizamiento y elongacién de las plantulas en frascos con MSIV, 24
semanas post-transformacién: H) Plantas transformantes mantenidas en el invernadero.
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Las plantas transformantes fueron seleccionadas en base a la capacidad de
sobrevivir en medio MS suplementado con 1 mg/L del herbicida Glufosinato de amonio
(Basta®) (PhytoTechnology Laboratories). En el primer medio en cual fueron
depositados los explantes luego de Ia transformacién, vale decir el medic MSI, no se
incluyd el agente de seleccién debido a que el proceso de transformacion debilita
fuertemente a los explantes y la adicion temprana del agente de seleccién resulié en
una mortalidad del 100% de los explantes. De esta forma, solo en medio MSIl se
comenz6 agregando la mitad de la concentracién final del agente selector, vale decir
0,5 mg/L de Basta®, y en el medio MSIIl se agregé 1 mg/L de Basta, la cual se

mantuvo hasta el medioc MSIV.

3.4 Andlisis molecular y bioguimico de la zanahorias regeneradas a partir de la

transformacion de explantes con las construcciones 35S-DXR y 358-DXS

3.4.1 ldentificacién de las lineas de D. carota portadoras de los genes DXR

y DXS de A. thaliana

Para determinar si las plantas regeneradas a partir de explanies de D. carofa
transformadas con las construcciones 35S-DXR y 35-DXS portaban los genes DXR y
DXS respectivamente, se extrajo ADN gendmico (seccion 2.16) a partir de las hojas de
las plantas de zanahorias regeneradas de cada construccién y se realizé un PCR
convencional {seccién 2.9.1) para amplificar un fragmento de 232 pb para el caso de
lineas DXR y de 588 pb para lineas DXS que abarca la region final de los genes DXR
y DXS hasta el inicio de la region codificante de eGFP. En la figura 20 se observan las
lineas que amplificaron un tamario de banda esperado al realizar un PCR convencional
con los partidores qDXS F y eGFP R (232 pb) y qDXR F y eGFP R (688 pb). Como
control positivo del PCR se utilizé 1 uL de una alicuota que contenia células de A.

tumefaciens transformadas con las construcciones 358-DXR y 35S-DXS, y como
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control negativo se utilizdé ADN gendomico extraido a partir de hojas de zanahorias
silvestres. Ademas, como control de la calidad del ADN genémico se muestra un PCR
realizado a partir del mismo ADN gendmico ufilizando los parlidores 188 F y 188 R

(196 pb) que amplifican el gen ribosomal 188S.

A Ladder Linea linea Linea Linea linea linea Llinea Llinea Linea Con