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RESUMEN

Los carotenoides én pigmentos isoprenoides sintetizados por plantas, algas y
algunos hongos y bacterias. En plantas participan en la fotosintesis, en la proteccién
contra el dafio fotooxidativo y son precursores del acido abscisico (ABA) y
estrigolactonas. En mamiferos son precursores de la vitamina A e importantes agentes
antioxidantes, por lo cual deben ser incorporados a través de la dieta.

En plantas |a sintesis de carotenoides ocurre en los plastidios y comienza con la
formacion de fitoeno, reaccion catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY), la cual
ha sido reportada como un paso limitante y altamente regulado en la sintesis de
carotencides. Por esta razén, genes que codifican a PSY han sido ampliamente
estudiados en diversos sistemas y usados en ingenieria metabolica de plantas junto a
otros genes carotenogénicos con el fin de incrementar el nivel de carotenoides, en
particular el de B-caroteno. <

Malus domestica e/s uno de los frutos cultivables mas ampliamente consumido,
principalmente por su alto valor nutricional y facil consumo. Sin embargo, el nivel de
carotenoides (pro vitamina A) en el hipanto del fruto es bajo (6 pg/g de peso seco) y
por ello posee una coloracién blanquecina. Con el fin de entender la regulacion del
metabolismo de carotenoides en el fruto de manzana, hemos identificado cuatro genes
paralogos de PSY los que mostraron tener una expresién diferencial a nivel
transcripcional en la planta. MdPSY2 y MdPSY3 se expresan preferentemente en fruto

y hoja respectivamente, mientras que MdPSY7 y MdPSY4 se expresa escasamente en

Xl




estos tejidos. En el caso del desarrollo del fruto MdPSY3 aumenta su expresién
mientras que MdPSY2 disminuye. Por ofro lado, se identificaron dos mutantes,
posiblemente variantes polimérficas, de MdPSY2: i) MdPSY2_CG, posee una escision
de 6 aminoéacidos entre los residuos 30 y 37 (Arg30_Leu37del), una serina en el
residuo 41 (Gly41Ser) y una fenilalanina en el residuo 358 (Tyr358Phe) vy ii)
MdPSYZ2_F, posee una fenilalanina en el residuo 358 (Tyr358Phe).

Continuando con la caracterizacién de la familia de MdPSY, en este seminario
de titulo se evalué la funcionalidad de MdPSY3 y cada variante génica de MdPSY2 por
medio de complementacién heterdloga en la cepa recombinante E. coli pDS1B AcriB,
la cual posee los genes necesarios para la sintesis de B-caroteno, con una escisién en
crtB (AcriB), ortélogo bacteriano de PSY. De esta manera fue posible determinar que
MdPSY3, MdPSY2 y sus mutantes (MdPSY2_CG y MdPSY2_F) son funcionales ya
que complementan la mutacién en crfB. Sin embargo, en las cepas complementadas
con MdPSY3 y MdPSY2 se observé hasta dos veces mas carotenoides respecto a las
cepas transformadas con MdPSY2_F y MdPSY2_CG.

Finalmente, el modelamiento por homologia de la estructura terciaria de
MdPSY2, MdPSY2_F y MdPSY3 permitié entender en parte como el cambio del
residuo Tyr358 por Phe358 puede afectar posibles interacciones electrostaticas con los

residuos de su entono.

Xl




ABSTRACT

Carotenoids are isoprenoid pigments synthesized by plants, algaes and some
fungus and bacteria. In Plants, they participate in photosynthesis, protection against
photooxidative damage and they are precursors of abscisic acid (ABA) and
strigolactones. In mammals, they are vitamin A precursors and important antioxidants
agents, and therefore must be incorporated in the diet.

In plants, the synthesis of carotenoids occurs in plastids and begins with the
formation of phytoene, reaction catalyzed by the enzyme phytoene synthase (PSY),
which has been reported as a limiting and highly regulated step in the synthesis of
carotenoids. Therefore, genes coding for PSY have been extensively studied in various
systems and used in metabolic engineering of plants with other carotenogenic genes in
order to increase the level of carotenoids, in particular of B-carotene.

Malus domestica is one of the most widely consumed cuitivated fruits, mainly for
its nutritional value and easy consumption. However, the level of carotencids (pro
vitamin A) in the hypanthium of the fruit, is low (6 pg/g dry weight) and therefore has a
whitish color. In order to understand the regulation of carotenoid metabolism in apple
fruit, we identified four PSY paralogous genes with differential expression at the
transcriptional level in apple plants. MdPSY2 and MdPSY3 are preferably expressed in
fruits and leaves respectively, while MdPSY? and MdPSY4 are scarcely expressed in
these tissues. During fruit development, MdPSY3 increases its expression while

MdPSY2 decreases. Furthermore, two mutants (possible polymorphic variants} of
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MdPSY2 were identified: i) MdPSY2_CG has a deletion of 6 amino acids between
residues 30 and 37 (Arg30_Leu37del), a serine at reside 41 (Gly41Ser) and a
phenylalanine at residue 358 (Tyr358Phe) and ii) MAPSY2_F, has a phenylalanine at
residue 358 (Tyr358Phe). Following with the characterization of the MdPSY family, in
this work we evaluated the functionality of MdPSY3 and each genetic variant of
MdPSYZ2 by heterologous complementation in a recombinant strain E. cofi pDS1B
AcrtB, which has the necessary genes for the synthesis of B-carotene, with a deletion in
ertB (AcriB), the bacterial ortologue of PSY. It was possible to determine that MdPSY3,
MdPSY?2 and its mutants (MdPSY2_CG y MdPSYZ2_F) are functional, as they were able
to restore the AcriB mutation. However, in sitrains complemented with MdPSY3 and
MdPSY2 up to 2-fold more carotenocids was observed compared to strains with
MdPSY2_F and MdPSY2_CG.

Finally, homology modeling of the tertiary structure of MdPSY2, MdPSY2_F and
MdPSY3 allowed us to understand in part how changes of residue Tyr358 by Phe358

may affect possible electrostatic interaction with residues in its neighborhood.
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INTRODUCCION

1.1. Estructura y funcion de los carotenoides

Los carotenoides son pigmentos hidrofébicos, compuestos en su mayoria por
una estructura basica formada por una cadena central de 8 unidades isoprénicas (Cyo)
con 3 a 15 enlaces conjugados constituyendo una cadena central de polienos. Esta
estructura basica puede suifrir una serie de modificaciones tales como ciclaciones de
sus extremos terminales, cambios en el nivel de hidrogenacién o adicidon de grupos
oxigenados (Britton, 1995; Armstrong y Hearst, 1996). La cadena central de polienos
determina la capacidad de actuar como croméforos captando longitudes de ondas
entre 400 y 500 nm, ademas al ser una zona de aita densidad electrénica, es capaz de
reaccionar frente a agentes oxidantes y radicales libres (Britton, 1995; Woodall y col.,
2007).

Los carotenoides son los segundos pigmentos mas abundantes en la naturaleza
y se han descrito mas de 700 (Howitt y Pogson, 2006; Giorio y col., 2007). Estos
pueden dividirse en dos grupos, aquellos en que su estructura esta formada solo por
atomos de carbono e hidrégeno y que reciben el nombre de carotenos y los que
ademas presentan grupos funcionales oxigenados que reciben el nombre de xantofilas
(Armstrong y Hearst, 1996),

En el caso de plantas y algas los carotenoides son sintetizados y acumulados
en plastidios, principalmente dentro de cloroplastos adonde se encuentran asociadas a
los sistemas captadores de luz y a los centros de reaccién en la membrana tilacoidal

(Frank y Cogdell, 1996; Cunningham y Gantt, 1998). En cromoplastos también es




posible encontrar carotencides asociados a membranas y en el estroma como
estructuras cristalinas y asociados a cuerpos grasos (Cunningham y Gantt, 1998;
Howitt y Pogson, 2006; Maass y col., 2009).

En organismos fotosintéticos los carotenoides participan como pigmentos
accesorios en el proceso de fotosintesis absorbiendo luz en el rango de 400 y 500 nm,
cuya energia posteriormente es transferida a las clorofilas (Armnstrong y hearst, 1996;
Frank y Cogdell, 1996). Ademas, son compuesto claves en la proteccién contra el
estrés oxidativo generado durante la fotosintesis, a través de la inactivaciéon de agentes
oxidantes como la clorofila en su estado triplete, el singlete de oxigeno y el anién
superdxido (Frank, 1996; Woodall y col, 1997, Cunningham y Gantt, 1998), y disipando
el exceso de energfa a traves del ciclo de las xantéfilas (Frank, 1996; Demmig y
Adams, 1996).

En plantas también son precursores de fitohormonas como el acido abscisico
(ABA) y estrigolactonas. El ABA participa en los procesos de dormancia de semillas,
desarrollo y diferenciacion de células vegetales embrionarias, apertura de estomas,
adaptacion a condiciones ambientales y en la respuesta frente a patégenos (Zeevaart y
Creelman, 1998; Taylor y col., 2000; Vileesschauwer y col., 2010), mientras que las
estrigolactonas participan en el establecimiento de relaciones simbidticas con
micorrizas, germinacién de plantas parasitas y en la inhibicién de la ramificacion de los
brotes (Akiyama y Hayashi, 2006; Besserer y col., 2008; Lépez-Réez y col., 2008;
Yoneyama y col., 2008). Por otro lado, en plantas los carotenoides se acumulan en
cromoplastos, plastidios presentes en frutos y flores, otorgando a éstos érganos
coloraciones que pueden variar entre el rojo, naranjo y amarillo, Esta coloracién en
flores y frutos es clave en la atraccion de organismos dispersores de polen y semillas

(Cunningham y Gantt, 1998; Howitt y Pogson, 2006).




En animales, los carotenoides de importancia nutricional son principalmente a-y
B-caroteno, dan origen a la rodopsina, acido retinoico y la vitamina A, los que son
esenciales en la funcién visual de la retina y la diferenciacion celular del tejido epitelial
(lwata-Reuyl y col., 2003). Ademads, su consumo se ha asociado con la disminucién en
el riesgo de algunos tipos de cancer, enfermedades vasculares y degeneracion
macular (Mayne, 1996; Cooper, 2004; Rao and Rao, 2007, Sajilata y col., 2008). Dado
que los animales no son capaces de sintetizar carotenoides, deben incorporarlos a
fravés de su dieta (Cazzonelli, 2010).

Es por su importancia biolégica y su impacto positivo en la salud humana que
en el ultimo tiempo el estudio en la regulacién de [a biosintesis de carotenoides ha
tomado relevancia (Cunningham, 1998; Hirscheberg y col., 2001; Cunningham, 2002;
Naik y col., 2003; Pizarro y Stange, 2009). Esto ha llevado a la identificacién de genes
claves dentro de la ruta de biosintesis de carotenoides y los mecanismos moleculares
que regulan el flujo metabolico de la misma (Sandmann y col.,, 2008, Cazzonelli y
Pogson, 2010; Rodriguez-Concepeién y Stange, 2013), lo que ha permitido a su vez la
obtencién de nuevas variedades vegetales capaces de acumular altos niveles de
carotenoides (Shewmaker y col., 1999; Frasser y col, 2002; Paine y col.,, 2005;

Ducreux y col., 2005; Sandmann y col., 2006).

1.2. Biosintesis de carotenoides en plantas

Los genes carotenogénicos se encuentran en el nucleo y las proteinas
sintetizadas son destinadas a plastidios en donde son modificados post
traduccionalmente (Rodermel, 2001). Cada protefna posee un péptido de transito que

corresponde a una extensién en el amino terminal de la proteina, el cual permite la




destinacién y translocacién hacia el estroma del cloroplasto a través del complejo
TOC/TIC (Bruce, 2001). Una vez en el esiroma, la proteina es procesada y el péptido
de transito es escindido.

E! primer intermediario en la ruta de biosintesis de carotenoides es
geranilgeranil pirofosfato, sintetizado a partir de isopentenil pirofosfato (IPP) por la
enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS). El intermediario IPP es sintetizado
a través de dos vias independientes: la via del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP)
relacionada con la formacién de isoprenocides en plastidios y la via del mevalonato
(MVA) relacionada con formacioén de esteroles en citoplasma. Si bien ambas vias estan
compartimentadas existe evidencia de una regulacién metabdlica entre ambas (Stange
y Flores, 2011; Vranova y col., 2013).

La primera reaccion en la biosintesis de carotencides es la condensacién de
dos moléculas de geranilgeranil pirofosfatoc (GGPP) formando fitoeno, reaccion
catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY). En plantas el fitoeno se acumula
principalmente como el isémero 15-cis (figura 1, Fraser y Bramley, 2004). A
continuacion el fitoeno sufre dos desaturaciones por parte de las enzimas fitoeno
desaturasa (PDS) para formar 9-15-9°-tri-cis-Z-caroteno. Luego, la molécula es
isomerizada en el doble enlace 15-cis, catalizado por la enzima {-caroteno isomerasa
(Z-1SQ) para producir 9-9°-di-cis-{-caroteno, reaccién que ademas puede ser mediada
por luz {(Chen y col, 2010). 9-9'-di-cis-{-caroteno sufre dos nuevas desaturaciones
catalizadas por la enzima Z-caroteno desaturasa (ZDS) generando 7-9-7°-9'-tetra-cis-
neurosporeno. Posteriormente, la molécula sufre dos isomerizacion catalizadas por la
enzima CRTISO llevando finalmente a la formacién de licopeno (y, y-caroteno), la cual
también puede ser mediada por luz (Giuliano y col., 2002; Park y col., 2002; Isaacson y

col., 2004; Howitt y Pogson, 2008; Chen y col., 2010; Stange y Flores, 2011).




La ciclacién de uno o ambos extremos de licopeno marca el primer punto de
ramificacion de la ruta, por un lado estan los carotenoides con dos anillos de
ciclohexano beta (B, B-carotenoides) y aquellos carotenoides con un anillo de
ciclohexano beta y épsilon (B, e-carotenoides); carotenoides con dos anillos de
ciclohexano épsilon son poco frecuentes (Cunningham y col., 1996). Las enzimas
claves en este punto son licopeno B-ciclasa {(LCYB) que media la introduccién de
anillos beta, y licopenc e-ciclasa (LCYE) que cataliza la formacién de un anillo épsilon.
La rama de los B, B-carotenoides comienza con la ciclacién de un extremo de licopeno,
llevando a la formacion de y-caroteno (B, w-caroteno) seguido de una segunda
reaccion de ciclacién que lleva a la formacion de B-caroteno (B, B-carotenc), ambas
reacciones son catalizadas por LCYB (figura 1). En el caso de la rama de los B, ¢-
carotenoides, inicialmente LCYE cataliza la formacién de &-caroteno (g, y-caroteno)
seguida de una segunda ciclacion que lleva a la sintesis de a-caroteno (B, e-caroteno),
reaccién catalizada por LCYB (Cunningham y col., 1996; Hirschberg y col., 1997,
Stange y Flores, 2011). Luego puede ocurrir la hidroxilacion de ambos anillos, ¢-
caroteno hidroxilasa (ECH) cataliza |a hidroxilacién en el anillo épsilon mientras que B-
caroteno hidroxilasa (BCH) cataliza la hidroxilacién del anillo beta. De esta manera
BCH conduce a la formacién de zeaxantina a partir de B-caroteno, mientras ECH y
BCH llevan a la sintesis de luteina a partir de a-caroteno. Zeaxantina puede sufrir una
epoxidaciéon en sus dos anillos betas, catalizadas por Zeaxantina epoxidasa (ZEP)
llevando a la formacién de violaxantina. El paso final en la rama de los B, B-
carotenoides es la formacion de neoxantina a partir de violaxantina, reaccion catalizada
por neoxantina sintasa (NSY) (Cunningham, 2002).

Los apocarotenoides son producidos a partir de la escision oxidativa de los

carotenoides por parte de un grupo de enzimas llamadas dioxigenasas de ruptura de




carotenoides (CCD). Estas moléculas estan ampliamente distribuidas en bacterias,
hongos, animales, algas y plantas superiores en donde pueden actuar como
pigmentos, fitohormonas, odoriferos, o participar en procesos de sefializacién. En el
caso de plantas dos importantes apocarotenoides son las estrigolactonas y el 4cido

abscisico (ABA) (Auldridge y col., 2006; Huang y col., 2009; Waiter y col., 2012).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de caroctenoides en plantas. GGPP, geranilgeranil pirofosfato;
P8Y, fitoeno sintasa; PDS, filoeno desaturasa; Z-1SO, -caroteno isomerasa; ZDS, {-caroteno
desatuarasa; CRTISO, caroteno isomerasa; LCYB, licopeno B-ciclasa; LCYE, licopeno e-ciclasa;
ECH, e-caroteno hidroxilasa; BCH, B-caroteno hidroxilasa; ZEP, Zeaxantina epoxidasa; NSY,
neoxantina sintasa. (Modificado de Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012).




Existe evidencia que las enzimas involucradas en la sintesis de carotenoides se
encontrarian formando complejos enzimaticos, y a su vez estos complejos estarian
asociados a membranas plastidiales y a plastoglébulos (Ruiz-Sola y Rodriguez-
Concepcion, 2012; Shumskaya y col., 2013). Estas interacciones serian claves en la
actividad de estas enzimas (Cunningham y Ganit, 1998; Ruiz-Sola y Rodriguez-

Concepcion, 2012).

1.3. Laenzima fitoeno sintasa en plantas

PSY es una enzima agrupada dentro de la subfamilia de enzimas trans-isoprenil
pirofosfato sintasa cabeza-cabeza (TIPPSHH), la cual media la formacién de 15-cis
fitoeno a partir del precursor GGPP. Esta etapa consta de dos reacciones: la primera
es la condensacion cabeza-cabeza de dos moléculas de GGPP que conduce a la
formacion de prefitoeno pirofosfato (PPPP), seguido de la remocion del grupo
pirofosfato resultando en 15-cis fitoeno (figura 2; Fraser y Bramley, 2004).

Se ha detectado actividad de fitoeno sintasa en fracciones solubles de
cromoplastos de tomate (Schofield y Paliyath, 2005) y de pimiento (Dogbo y col, 1988).
Sin embargo, existe mayor evidencia mostrando a PSY de manera activa como parte
de un complejo enzimatico junto a IPl y GGPPS, a su vez asociado periféricamente a
membranas de plastidios (Schledz y col., 1996; Fraser y col., 2000; Fraser y Bramley,
2004; Liy col., 2008, Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién, 2012; Wang y col., 2013). En
el caso de cloroplastos, PSY se encontraria de manera activa asociada a membranas
tilacoidales; mientras que en amiloplastos PSY estaria asociada a la membrana de Ia

envoltura plastidial (Li y col, 2008). PSY también puede encontrarse de manera inactiva




formando complejos en el estroma (Schletz y col., 1996) o asociadas a cuerpo

prolamelares en etioplastos (Welsch y col, 2000).
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Figura 2. Sintesis de 16-cis-fitoeno. MEP, metileritritol 4-fosfato; MVA, mevalonato; 1PP,
isopentenil pirofosfato; DMAPP, dimetilalil difosfato; IPIl, isopentenil pirofosfato isomerasa;
GGPPS, geranilgeranil pirofosfato sintasa; GGPP, geranilgeranil pirofosfato; PPPP, prefitoeno
pirofosfato; PSY, fitoeno sintasa.

La presencia de paralogos de genes carotenogénicos es comun en plantas y se
ha reportado en especies de tomate, arroz, malz y zanahoria, entre otras. Ademas, se
ha descrito que puede existir una regulacién distinta entre cada pardlogo, lo que
llevaria a roles especializados entre estos (Ahrazem y col., 20010; Welsch y col.,
2010). En el caso de Solanum lycopersicum se ha descrito que PSY1 es responsable

principalmente de la sintesis de carotenoides en frutos, mientras que PSY2 lo es en



hoja. En tanto, en Zea mays y Oryza sativa se ha descrito que de los tres paralogos de
PSY existentes, PSY1 y PSY2 participan en la sintesis de carotenoides en toda la
planta y sélo PSY3 esta involucrado en la sintesis de ABA en respuesta a estrés
(Welsch y col., 2008, Liy col., 2008).

El nivel de expresion de PSY se ha asociado al aumento en el nivel de
carotenoides durante el desarrollo de frutos (Ronen y col., 1999; Fraser y col, 1999,
Giovannoni, 2001; Kato y col., 2004; Tao y col., 2007) y flores (Hirscheberg, 2001;
Moehs y col., 2001; Zhu y col., 2002). Por ofro lado, en el proceso de fotomorfogénesis
en plantulas de Sinapis alba y Arabidopsis thaliana, durante el cual se incrementan los
niveles de carotenoides y clorofilas, existe un aumento en la expresion de PSY
asociado a luz y que es mediado por fitocromo A (PHYA) (von Lintig y col., 1997). Por
otro lado, se ha reportado en O. sativa un aumento en la expresion de PSY3 mediado
por ABA, mientras que en A. thaliana la sobreexpresioén de PSY lieva al aumento en el
nivel de transcrito de Desoxixilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), mediando de esta forma
un aumento en el nivel de los precursores de la ruta carotenogénica en la via del MEP
(Cazzonelli y Pogson, 2010). Lo anterior se condice con estudios del promotor de PSY
de A. thaliana y Daucus carota, donde se han encontrado elementos de respuesta a luz
y ABA (Welsch, y col., 2003; Fuentes, 2012)

Sin embargo, el aumento en el nivel de transcrito no implica un aumento en la
actividad de PSY. En plantulas de A. thaliana y S. alba el aumento en la actividad de
PSY, ocurre cuando ademas existen condiciones que permitan la sintesis de clorofila
(luz blanca). Bajo estas condiciones PSY pasa de una forma inactiva asociada a
cuerpos prolamelares, a una forma activa asociada a membrana tilacoidales (Welsch y
col., 2000). A lo anterior se suman estudios que indican que la expresién de PSY es

limitante en tejidos no fotosintéticos, donde ia acumulacién de carotenocides ocurre en
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estructuras cristalinas; sin embargo, en tejidos fotosintético donde existe una activacién
de PSY que depende de un proceso de desarrollo de los cloroplastos, la expresién de
PSY no tendrfa un papel limitante dentro de la ruta carotenogénica (Maass y col., 2009)

Existen variedades de maiz (Zea mays} capaces de acumular carotenoides en
el endospermo y de yuca (Manihot esculenta) que acumulan carotenoides en la raiz; en
ambos casos la acumulacion de carotenoides se debe a que presentan alelos de PSY
en que sélo un nucleétido cambia respecto a los alelos presentes en variedades
blancas que no acumulan carotenoides (Welsch y col., 2010; Shumskaya, y col, 2012).
A estos antecedentes se suma el trabajo de Gady (Gady y col., 2012) en que a través
de una mutacién puntual gue llevé a la sustitucién de un residuo en PSY1 de tomate
(S. fyeopersicum), obtuvieron una disminucion en el nivel de carotenoides en el fruto de
tomate. Si bien el cambio en un residuo aminoacidico puede implicar un cambio en la
actividad de la enzima, como se vio en el caso de M. esculenta (A191D) (Welsch y col.,
2010), esto no siempre implica que exista un cambio en los niveles de carotenocides. En
este sentido, el tipo de plastidio y la localizacién de PSY dentro de éstos, es tanto o
mas determinante en Ja acumulacién de carotenoides (Schledz y col., 1996; Welsch y
col., 2000; Shumskaya y col., 2013). Lo anterior se observé en Z. mays donde la
sustitucién de un residuo (Thr257Pro) en ZmPSY2 llevd a un cambio en su
localizacién, a la modificaciéon en la estructura de los plastoglébulos y a la falta de
carotenoides en el endospermo (Shumskaya y col.,, 2012). Considerando estos
antecedentes, en el presente seminario de titulo realizamos el modelamiento in silico
de MdPSY3 y las variantes polimérficas de MdPSY2 para predecir posibles cambios
conformacionales producto de la sustitucion Tyr358Phe, que puedan afectar a la

interaccion de MdPSY2 con el sustrato.
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Es por su importancia dentro de la ruta carotenogénica y por codificar una
enzima altamente regulada, que PSY ha sido usada en programas de mejoramiento
genético en plantas en conjunto con ofros genes carotehogénicos para aumentar la
cantidad de carotenoides, en especial B-caroteno (Maass y col., 2009; Cazzonelli y col.,

2010; Welsch y col., 2010; Couso y col., 2011).

1.4. Malus domesticay los genes carotenogénicos.

La manzana doméstica (Malus domestica) es una especie arborea
perieneciente a la familia Rosaceae y agrupadas dentro de la subfamilia
Amygdaloideae donde se incluyen ademas peras, membrillos y nisperos. Su flor es
autoincompatible y el fruto recibe el nombre de pomo, el que se caracteriza por tener
de 2 a 5 carpelos encerrados en una cubierta carnosa (hipanto). Son plantas diploides
(2=34) y su genoma, secuenciado en el 2010, es de 750 Mb (Hofer y col., 2010;
Velasco y col., 2010). El ancestro comUn de las variedades actuales de manzano es
Malus sieversii, el cual es originario de Asia central, en la region de Kazajistan (Janick
y col., 1998; Cornille y col., 2012). La historia evolutiva del género Malus se encuentra
estrechamente relacionada con la historia del hombre. Existe evidencia arqueoldgica
de su cultivo de hace 3.000 afios por parte de los Romanos; sin embargo, su
recoleccién se remonta hace 11.200 arios y fueron los primeros pueblos némades en
Asia central los responsable de dispersar semillas de manzana hacia regiones de
Europa y Asia oriental (Harris, 2002; Cornille y col., 2012). Las variedades actuales de
manzana son el resultado de un largo proceso de domesticacién que ha involucrado

procesos de hibridacion e introgresién (Harris, 2002; Cornilie y col., 2012) y que ha
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llevado a un extenso flujo génico entre variedades cultivadas y silvestres (Cornille y
col., 2014).

Actualmente, su fruto es uno de los mas ampliamente consumidos en el mundo
principalmente por la variedad de formas en que puede ser consumido y por su alto
valor nutricional que incluye flavonoides, vitamina C y alto contenido de fibra (Janick y
col., 1996). Sin embargo, el contenido de carotenoides en el hipanto del fruto es muy
bajo (6 pg/g peso seco). A pesar de ello, en M. domestica se expresan todos los genes
involucrados en la ruta carotenogénica (Ampomah-Dwamena y col., 2012; Cerda,
2013) y se observa la presencia de genes paralogos que muestran una expresion tejido
especifica. Por otro lado, resultados obtenidos en nuestro grupo muestran que de los
dos genes de licopeno B-ciclasa identificados, MdLCYB1 muestra una expresion
preferente en hojas, mientras que MdL.CYB2 muestra una expresién principalmente en
frutos; y de los cuatro posibles genes de PSY identificados, MdPSY71 y MdPSY2 se
expresan preferentemente en frutos, a diferencia de MdPSY3 y MdPSY4 que lo hacen
en hojas. Cabe destacar que la expresion de MdPSY7 y MdPSY4 es 2 y 3 ordenes
menor, respectivamente, en comparacion al resto de los genes carotenogénicos.
Sumado a esto, logramos evaluar a fravés de complementacién heterédloga la
funcionalidad de MdLCYB1 y MdLCYB2, siendo solo MdLCYB1 capaz restituir [a ruta
carotenogénica en una cepa de E. coli mutante en LCYB (Diaz, 2013).

En el tltimo tiempo ha existido un creciente interés en la generacién de nuevas
variedades vegetales, que entre otras cosas sean capaces de acumular altos niveles
de carotenoides, supliendo de esta forma las necesidades nutricionales de una
creciente poblacion (Beyer, 2010; Welsch y col., 2010, Ampomah-Dwamena y col,,
2012; Bhullar y Gruissem, 2013; Shumskaya y col., 2013). Lo anterior sumado al alto

consumo de manzanas en el mundo y al impacto de Chile dentro de la exportacién
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mundial de éstas, hace de M. domestica un excelente candidato en la aplicacion de
técnicas biotecnologicas que permitan un enriquecimiento de su valor nutricional.
Enmarcado en el proyecto FONDEF D1011022, nuestro grupo esta interesado
en entender la biosintesis de carotenoides en frutos de M. domestica con el fin de
generar variedades de manzanas capaces de acumular altos niveles de carotenoides

en el hipanto del fruto.

1.5. Escherichia coli como modelo de complementacién heteréloga

Escherichia coli es un modelo ampliamente usado a nivel experimental, médico
e industrial. Algunas de las razones son su facil manejo, bajo costo de manipulacién,
rapida tasa de crecimiento, facilidad de transformacion, secuenciacion de su genomay
el acceso a mutantes (Blattner y col, 1997). Entre las tecnologias asociadas a E. coli
se encuentran el disefio de sistemas de expresidn que permiten el clonamiento de
genes de interés en E. coli y que ademas redireccionan el flujo metabdlico de la
bacteria hacia la expresion y posterior sintesis del producto génico. Uno de los
sistemas de expresién es el sistema pET (Novagen) basado en el promotor de la ARN
polimerasa del bacteriofago T7, el cual es inducible por Isopropil--D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG).

Modelos mutantes de Rhodobacfer capsulatus (Bartley y col., 1990) y el
clonamiento de la ruta carotenogénica de Erwinia uredovora en E. coli (Misawa y col.,
1990) han permitido evaluar la funcionalidad de genes carotenogénicos a través de
complementacion heteréloga (Bariley y col., 1992; Cunningham y Gantt, 2000;
Niklitschek y col., 2008; Song y col., 2013; Diaz, 2013). Entre las ventajas de evaluar

genes carotenogénicos en sistemas bacterianos, se puede mencionar la simplicidad en
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la ruta carotenogénica de bacterias puesto que no posee puntos de ramificacién como
en plantas y ademas la ruta involucra tan solo 5 enzimas que median el paso desde
GGPP hasta zeaxantina (Misawa y col., 1990). Estas razones nos permitieron elegir
este sistema para evaluar en el presente trabajo la funcionalidad de los genes PSY de
manzana: MdPSY3 y MdPSY2, incluyendo dos mutantes de MdPSY2: MdPSY2 CG,

MdPSY2_F.

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo general

o Estudiar [a funcionalidad de los genes MdPSY3 y MdPSY2 de M. domestica,

incluyendo las mutantes de MdPSY2 (MdPSY2_CG y MdPSY2_F)

1.6.2. Objetivos especificos

1. Generar vectores de expresién que contengan los marcos abierto de lectura de
MdPSY3, MdPSY2 y de las mutantes MdPSY2_CG y MdPSY2_F, para evaluar
su funcionalidad mediante complementacién heteréloga.

2. Evaluar la composicién de carotenoides a través de RP-HPLC en la cepa
recombinante de E. coli pDS1B AcriB, transformada con las construcciones
obtenidas en (1).

3. Modelar la estructura terciaria de MdPSY3, MdPSY2 y la mutante MdPSY2_F a
través de modelamiento por homologia, con el fin de entender cémo la

mutacion Tyr358Phe puede afectar la actividad de MdPSY2.




MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos

15

Se emplearon reactivos de calidad adecuada para las técnicas de biologia

molecular desarrolladas a lo largo del presente trabajo. Estos fueron obtenidos de

empresas y marcas registradas como Invitrogen, Thermo Scientific, Sigma-Aldrich,

Promega, US Biological, MO BIO Laboratories Inc., Axygen, BioRad, Novagen y Merck.

2.2. Material Biolégico

2.2.1. Partidores

Los partidores disefiados en las reacciones de PCR realizadas durante el

presente seminario de titulo se listan en la tabla |.

Tabla I. Partidores disefiados y usados en este seminario.

MdPSYD TCC ATG TCA
sentido GGT GTT CTACTC | para la amplificacidon del marco abierto
TGG de lectura (ORF) de todas las variantes Cerda,
MdPSY2 | GTC GAC TCATCT ggmgg{fjf“:: ?r'agr?:iﬁg d: Srt:lqur‘ﬁccl:cié’ﬁ: 201
antisentidos | AAG CAC CAACTGC 1206pb ’ ’
MdPSY3 GGA TCC ATG TCT Ambos partidores fueron disefiados Cerda,
: GTG GCATTAGTT R .
sentido GG T para la amplificacion del marco abierto 2013
TCAAAG ATT GTA de lectura (ORF) de MdPSY3, desde
Mc_:IPSY3 TTT TCT AAG CTC ADNc_de M domestica. Fragmento de Cerda,
antisentido TGG AGA GGT amplificacion: 1401pb 2013
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2.2.2. Vectores, plasmidos y cepas

En el presente trabajo se usaron cepas de E. coli transformadas con diferentes

plasmidos, en las tablas Il y Il se encuentra un detalle de estos.

FE—
k<
R [

= Descripcion’

Tabla Il. Plasmidos utilizados y construVidos en el presente trabajo
: == ,

{(pCRB8) Vector de clonamiento abierto, con extremos 3°
PCR8IGWITOPO cohesivos de desoxitimidina y topoisomerasa | unida

H
£
3
i

covalentemente. Posee origen de replicacion pUC y Invitrogen
resistencia a espectinomicina.
Vector de expresion inducible por [PTG. Posee el
romotor T7, el operador lac y un sitio de unién a
PET28a Eibosoma. Ademéspposee el in%ibidor facl, origen de Novagen
replicacion {1 vy resistencia a Kanamicina.
Plasmido con los genes de la ruta carotenogénica criB, Niklitschek
pDS1B criE, crfl, ey y criX de E. uredovora. Posee y col., 2008

resistencia a cloranfenicol.

Plasmido con los genes de la ruta carotenogénica de
E. uredovora prasentando una escisién de 522 pb en | Niklitschek
el gen crtB (ortdlogo de PSY de plantas). Posee | ycol., 2008
resistencia cloranfenicol.

pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de
lectura del gen mutante MdPSY2_CG, el cual presenta
una escision de 18 pb entre las bases 91 y 110, y tres Cerda,
PCR8/MdPSY2 _CG | sustifucion de adenina, guanina y timina en las| 2013 (no
posiciones 121, 468 y 1073 respectivamente | publicado)
(91_110del, 121G>A, 468A>G, 1073A>T). Posee
resistencia a espectinomicina.

pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de

pDS1B AcrtB

Cerda,
pCR8IMdPSY2 F lectura de-l gen mutantg MdPSYZ_F, el cu.all ’presenta 2013 (no
una sustitucion de timina en la posicion 1073 publicado)

(1073A>T). Posee resistencia a espectinomicina.
pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de Cerda,

pCRB/IVMAPSY2 lectura del gen MdPSY2. Posee resistencia a| 2013 (no
espectinomicina. publicado)
pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de Cerda,

pET28/MdPSY3 lectura del gen MdPSY3. Posee resistencia a| 2013 (no
kanamicina. publicado)
pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de

PET28/MdPSY2 CG | lectura del gen mutante MdPSY2 CG. Posee Pt’eze‘.“e
resistencia a kanamicina. ranajo
pCR8 clonado con el ADNc¢ del marco abierto de Present

pPET28/MdPSY2_F | lectura del gen mutante MdPSYZ2_F. Posee resistencia traba?oe

a kanamicina.

pCR8 clonado con el ADNc del marco abierto de Present
pET28/MdPSY2 lectura del gen MdPSY2. Posee resistencia a ?)el]e
kanamicina. trabajo
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Tabla lll. Cepas deE co

T == =
DH5a supE44, AlacU168 (@80/acZAM15), hsdR17, recAl, | Sambrook
endA1, gyrA98, thi-1, relA1. y col,, 1989
Cepa BL-21 de E. coli transformada con el plasmido
BL-21 pDS1B pDS1B, el cual posee los genes de [a ruta de sintesis | Niklitschek
de B-caroteno de E. uredovora. Presenta coloracién y col., 2008
naranja por la acumulacién de B-caroteno.
Cepa BL-21 de E. cofi transformada con el plasmido
DS1B AcriB, el cual posee una escisién en el gen | Niklitschek
BL-21 pDS1B AcrtB grtB, ortdlogo del gen PSY de plantas. Presenta | y col., 2008
coloracién blanca por no presentar -caroteno.
Cepa DH5a transformada con el plasmido [ CerdaA.,
PCR8/MdPSY2 CG | pCR8/MdPSY2_CG. Posee resistencia al 2013 (no
espectinomicina. publicado)
Cepa DH5a transformada con el plasmido | Cerda A,
PCR8/MdPSY2 _F | pCR8/MJPSY2_F, Posee resistencia al 2013 {no
espectlinomicina. publicado)
P Cerda A.
Cepa DHSa transformada con el plasmido ’
PCR8/MdPSY2 pCR8/MdPSY2. Posee resistencia a espectinomicina. pi%}iiefgg)
3 Cepa DHSa transformada con el plasmido | Cerda A.
pET28/MdPSY3. Posee resistencia a Kanamicina, 2013
cG2 Cepa DHSa transformada con el plasmido | Presente
PET28/MdPSY2_CG. Posee resistencia a Kanamicina. trabajo
F1 Cepa DHS5a transformada con el plasmido | Presente
PET28/MdPSY2_F. Posee resistencia a Kanamicina. trabajo
Y1 Cepa DH5a transformada con el plasmido | Presente
PET28/MdPSY2. Posee resistencia a Kanamicina. trabajo
Cepa BL-21 pDS1B AcriB transformada con el Presente
G2.1 plasmido pET28/MdPSY2_CG. Posee resistencia a trabaio
Kanamicina y cloranfenicol. I
Cepa BL-21 pDS1B AcrtB ftransformada con el Presente
F1.1 plasmido pET28/MdPSY2_F. Posee resistencia a trabaio
Kanamicina y cloranfenicol. I
Cepa BL-21 pDS1B AcriB ftransformada con el Presente
Y141 plasmido pET28/MdPSY2. Posee resistencia a trabai
Kanamicina y cloranfenicol. rabajo
Cepa BL-21 pDS1B AcriB transformada con el Presente
3.1 plasmido pET28/MdPSY3. Posee resistencia a trabai
Kanamicina y cloranfenicol. rabajo

2.2.3. Medio de cultivo bacteriano

Los cuitivos bacterianos fueron realizados en medio Luria-Bertani (LB) liquido,

compuesto por NaCl 0,8% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), triptona 1% (p/v) vy

suplementado con el antibistico de seleccién correspondiente (tabla Ill). En el caso de
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cuitivos en placa se usé LB con agar-agar 1,6% (p/v) también suplementado con el
antibidtico de seleccién adecuado. Los cultivos fueron incubados a 37 °C durante 16 h

y con agitacién constante de 200 rpm en el caso de los cultivos liquidos.

2.3. Metodologias

A continuacion se detallaran los procedimientos llevados a cabo en el presente
seminario, con el fin de evaluar la funcionalidad de MdPSY3, MdPSY2 vy de las
secuencias mutantes MdPSY2_Fy MdPSY2_CG de M. domestica.

2.3.1. Métodos de Biologia Molecular
2.3.1.1. Extraccion de ADN plasmidial

Para la extraccién de ADN plasmidial se sigui6 el protocolo proporcionado por el
fabricante del kit Axyprep™ (Axygen). El ADN plasmidial fue utilizado en los ensayos
de digestién enzimatica, ligacion y transformacion.

La pureza y concentracion de las muestras de ADN plasmidial obtenidas, fueron

determinadas a través del espectrofotémetro NanoVue™ Plus.

2.3.1.2. Digestion enzimatica

Se realizaron ensayos de digestion enzimatica con las enzimas BamHI y Sall
con el fin de liberar el fragmento de interés desde [as construcciones derivadas de

pCR8 (tabla I} y para linealizar el vector pET28. Posteriormente, se confirmé la

orientacion y presencia del fragmento de interés clonado en el vector pET28 con la
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enzima Aval. Todas las reacciones de digestion se hicleron segln las indicaciones del

proveedor {Thermo Scientific).

2.3.1.3. Electroforesis en geles de agarosa y purificacion de bandas de ADN

desde geles

La electroforesis se realizé en geles de agarosa al 1,5% (p/v) diluidos en TAE
1X (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8) a 90 V durante 50 min.
Previamente a ser cargadas en el gel, las muestras se mezclaron en una relacién 5:1
con un tampdn de carga (10 mM tris-HCI a pH 7,8, azul de bromofenol 0,03%, xilen
cianol FF 0,03%, glicero! 60% y EDTA 60 mM). Se usd Gene Ruler de 1 Kb
(Invitrogen) como estandar de peso molecular. Posteriormente, los geles se tifieron en
una solucién de bromuro de etidio 1 pg/mL durante 20 min y se visualizaron en el
transiluminador GeneGenius Classic (SynGene).

Con el fin de clonar las bandas de interés, éstas fueron escindidas y purificadas
desde el gel de agarosa con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promegay), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3.1.4. Clonacién de MdPSY3, MdPSY2 incluyendo las mutantes MdPSY2 F y

MdPSY2_CG, en el vector de expresion pET28a

Una vez que los fragmentos de interés fueron liberados desde pCR8 (seccién
2.3.1.2) y posteriormente purificados (seccién 2.3.1.3), éstos fueron ligados al vector
de expresion pET28a en los sitios de restriccion BamH| y Sall. La reaccién de ligacién
se llevé a cabo con la enzima T4 ADN ligasa (New England Biolabs) segin las

indicaciones del proveedor y usando una relacién molar entre vector e inserto de 1:5.
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Posteriormente, el producto de ligacion fue usado para transformar células
quimiocompetentes de E. coli DH5a mediante golpe térmico (seccién 2.3.1.7). Luego,
las bacterias se sembraron en placas de LB en presencia de kanaricina como agente
de seleccién del vector pET28a (tabla Il). Las colonias fueron seleccionadas por PCR
de colonia (seccion 2.3.1.5) y |a direccionalidad del fragmento de interés fue verificada

por digestién enzimatica con Aval.

2.3.1.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizéo PCR de colonias con el fin de verificar la presencia del fragmento de
interés en las colonias transformadas con [as construcciones pET28/MdPSY2_CG,
pPET28/MdPSY2_F, pET28/MdPSY2 y pET28/MdPSY3. Para esto se usé [a enzima
Tag ADN polimerasa (Sigma-Aldrich) y los partidores indicados en la tabla 1. Como
plantilla se usé 1 uL de colonias que se tomaron y diluyeron en 10 pL de H,O4 estéril.
Todas las reacciones se llevaron a cabo segln las indicaciones del proveedor en el
termociclador MyCycler™ de BioRad. El programa usado para todas las reacciones se

detalla en la tabla IV.

Denaturacion inicial 95 5 1
Denaturacién 95 0,5
Hibridacion 54 0,5 35
Extension 68 1,5
Extension final 68 5 1
10 o 1
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2.3.1.6. Preparacién de cepas de E. coli quimiocompetentes

Se prepararon células quimiocompetentes de cepas de E. coli DH5a y pDS1B
AcriB (tabla Ill) con el fin de propagar las construcciones derivadas de pET28 y realizar
los ensayos de complementacién, respectivamente. Para esto se inoculd 1 mL de un
cultivo de 16 h en 250 mL de LB y se dejé creciendo a 37 °C con agitacion moderada
hasta alcanzar una DOgy de 0,3. Posteriormente, el cultivo fue separado en tubos
falcon de 50 mL y centrifugado a 3.000 g por 10 min. El sobrenadante fue descartado y
el precipitado fue suspendido cuidadosamente en 5 mL de CCMB8O0 frio (KCH,CO, 10
mM a pH 7, CaCl, 2H,0 80 mM, MnCl, 4H,0 20 mM, MgCl, 6H.0 10 mM, glicerol 10%
y ajustado a pH 6,4 con HCI), una vez suspendido se llevé a un volumen final de 20 mL
y se incubd 20 min en hielo. Se centrifugé a 2.000 g por 8 min a 4 °C, se descarid el
sobrenadante y luego el precipitado fue cuidadosamente suspendido en 10 mL de
CCMBB80 frio. Se midié la DOgqe de 200 yL mas 800 uL de LB y se agregé CCMBS80
frio hasta alcanzar una DOgg entre 1 y 1,5. Finalmente, las células fueron incubadas
20 min en hielo y se prepararon alicuotas de 100 JuL en tubos Eppendorf frios de 1,6

mL. Las células se mantuvieron a -80 °C hasta su uso.

2.3.1.7. Transformacion de cepas de E. coli quimiocompetentes

Células quimiocompetentes de la cepa de E. coli DH5q, fueron descongeladas
en hielo y se agregaron 2 L del producto de ligacién (seccidén 2.3.1.4). Luego se
incubaron en hielo durante 30 min, seguido de un golpe de calor de 1 min a 42 °C y
luego se incubaron en hielo durante 2 min. Se agregé 900 mL de LB a cada tubo y se

dej6 incubando durante 1 h a 37 °C bajo agitacién moderada. El cultivo fue

centrifugado a 6.500 rpm por 5 min, el sobrenadante fue descartado y el precipitado fue
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suspendido en 100 pL de LB para luego ser sembrado sobre LB sélido suplementado
con kanamicina 50 pg/mL. Las placas fueron incubadas de forma invertida durante 16 h
a37°C.

Se verificé la presencia de la construccidén y orientacion del gen a través de
PCR de colonias (seccion 2.3.1.5) y ensayos de digestion con Aval (seccién 2.3.1.2).
Finalmente, se selecciond una colonia portadora de cada una de las consirucciones

pET28/MdPSY2_CG, pET28/MdPSY2_Fy pET28/MdPSY?.

2.3.1.8. Complementacion de la cepa de E. cofi BL-21 pDS1B AcrtB

Células quimiocompetentes de E. coli BL-21 pDS1B AcriB fueron
transformadas de acuerdo a lo descrito en la seccion 2.3.1.7, con los plasmidos
pET28/MdPSY2_CG, pET28/MdPSY2_F, pET28/MdPSY2 obtenidos desde los clones
seleccionados y pET28/MdPSY3 facilitado por Ariel Cerda (Cerda A., 2013). Como
control positive de la complementacion, se usaron cepas de E. coli BL-21 pDS1B que
poseen los genes de la ruta de sintesis de B-caroteno de E. uredovora y como control
negativo se usaron células de E. coli BL-21 pDS1B AcriB, transformadas con el vector
pET28 vacio. Para esto se usd la cepa de E. coli BL21 pDS1B AcrtB, la cual contiene el
vector pDS1B con la ruta carotenogénica de E. uredovora y una escision de 522 pb en
el gen crtB, ortblogo bacteriano de PSY (Niklitschek y col, 2008). El fenotipo de E. coli
BL21 pDS1B AcrtB es blanco puesto que no es capaz de acumular carotenoides; sin
embargo, al complementar la ruta con una copia funcional de PSY, la cepa es capaz de
acumular carotenoides cambiando su fenotipo a una coloracién anaranjada.

Las células transformadas fueron sembradas en placas con medio LB sélido

suplementado con kanamicina §0 pg/mL, cloranfenicol 34 pg/mL e IPTG 1 mM y se
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incubaron en oscuridad a 28 °C durante 48 h. Fueron seleccionadas aquellas colonias

que presentaron una coloracién anaranjada

2.3.2, Extraccion y analisis de carotenoides

2.3.2.1. Preparacion del cultivo.

Se preparé un preinéculo de los clones seleccionados y del control negativo en
LB suplementado con kanamicina 100 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL, en el caso del
control positivo el medio fue suplementado sélo con cloranfenicol 34 pg/mL. Todos los
preindculos fueron incubados a 37 °C, durante 16 h y con agitaciéon moderada. Se
agregd 3 mL del preinéeculo a 200 mL de medio LB y se incubé a 37 °C con agitacién
moderada hasta alcanzar una DOgyp entre 0,5 y 0,8. Luego, los cultivos fueron
separados en dos matraces y a uno de los dos se le agregé IPTG hasta una
concentracion de 1 mM. Los cultives fueron incubados en oscuridad a 28 °C durante

42 h y con agitacién de 200 rpm. Todo el procedimiento fue realizado en friplicado.

2.3.2.2. Determinacion del peso seco

De los 100 mL de cultivo {con y sin IPTG) se tomaron 15 mL en tubos falcon de
15 mL previamente pesados y se centrifugaron a 3.500 g durante 15 min. El
sobrenadante fue descartado y el precipitado fue secado a 50 °C durante 24 h.
Posteriormente, se pesaron los tubos con los precipitados secos y se determind el

peso de éstos, restandoles el peso de los tubos vacios.
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2.3.2.3. Extraccion de carotenoides

Los 85 mL del cultivo restante, fueron separados en dos tubos falcon de 50 mL
y centrifugados a 3.500 g durante 15 min. Luego, el sobrenadante fue descartado y el
precipitado fue suspendido en 7 mL de H.O4 por agitacion en vortex. Se traspasé a
tubos falcon de 15 mL, se centrifugd a 4.000 g por 10 min y luego el sobrenadante fue
descartado. Luego, se agregé 0,5 mL de perlas de vidrio de 0,5 mm, 1 mL de H,O4 ¥
se agité en vortex a maxima velocidad por 5 min. A continuacion se agregé 1 mL de
acetona, se agitd en vortex a maxima velocidad por 5 min y se centrifugé a 4.000 g
durante 10 min para luego recolectar el sobrenadante en tubos falcon de 15 mL (éste
paso se repitié 3 veces). Se agregé 2 mL de acetona a la fase colectada, se agitd en
vortex a maxima velocidad, se centrifugé a 4.000 g por 5 min y se rescaté la fase
superior (este paso se repitid 3 veces). El sobrenadante colectado fue traspasado a
tubos pyrex con tapa y se agregé 2 mL de éter de petréleo, luego fue agitado en vortex
a maxima velocidad y se centrifugé a 4.000 g durante 5 min. La fase organica superior
que contenla B-caroteno fue rescatada y traspasada a tubos de vidrio para
posteriormente ser secada con N, gaseoso. Finalmente, los pigmentos fueron

suspendidos en 1 mL de acetona y guardados a -80 °C hasta su uso.

2.3.2.4. Cuantificacion y determinacion de la composicion de carotenoides

La cuantificacion de carotenoides totales fue realizada a través de
espectrofotometria, segln lo descrito por Lichtenthaler H. y Buschmann C., 2001.

La determinacién de la composicién de carotencides en las muestras de cultivo
bacterianos se realizé a través de cromatografia liquida de alta resolucion en fase

reversa (RP-HPLC) utilizando una columna cromatografica 100 RP 18-5u 150 x 4,6 mm
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(MultiHigh®) con una bomba de flujo LC-20AT (Shimadzu) y un detector con arreglo de
fotodiodos SPD-M20A (Shimadzu). Se utilizé una fase mévil compuesta de acetonitrilo,
metanol e isopropanol en una razén de 17:2:1 con un flujo de 1,5 mL/min durante 60
min a temperatura ambiente y en condiciones isocraticas. El andlisis de los
carotenoides se realizd a 474 nm y fueron identificados en funcién de su tiempo de
retenciéon y espectro de absorcion. Los datos registrados fueron analizados con el

programa Labsolutions 5.42 SP3 (Shimadzu).

2.3.2.5. Analisis estadistico

El valor de la cuantificacién de carotenoides corresponde al promedio de siete
réplicas experimentales para el caso de los clones transformados con pET28/MdPSY2,
pET28/MdPSY2_F, pET28/MdPSY3; seis replicas para el clon transformado con
MdPSY2_CG; cuatro replicas para el control positivo y 3 réplicas para el control
negativo. Los gréaficos y andlisis estadisticos de los datos, fueron realizados con el
programa GraphPad Prism version 6.01. Se usé ANOVA de una via seguido de [a
prueba de comparaciéon mtiltiple de Newman-Keuls, con un nivel de significancia de

p<0,05.
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2.3.3. Bioinformatica

2.3.31. Analisis de la secuencias de MdPSY3, MdPSY2 y las mutantes

MdPSY2_F y MdPSY2_CG

El alineamiento multiple entre las secuencias aminoacidicas de PSY se realizo
a través de ClustalO (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y su posterior edicién se
realizé a través del programa Jalview 2.8 (Waterhouse A. y col, 2009) e llustrator CS6.

Por otro lado, la prediccién del péptido de transito se llevé a cabo con ayuda de
los programas ChloroP 1.1 (hitp://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) y TargetP 1.1

(hitp:/iwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

2.3.3.2. Modelamiento in-silico de las secuencias aminoacidicas de MdPSY3,

MdPSY2 y la mutantes MdPSY2_F

La prediccion de la estructura terciaria de las secuencias estudiadas se realizé
a través de modelamiento por homologia.

Para el modelamiento fueron identificados a fravés de PSI-BLAST
(blast.nchi.nlm.nih.gov), tres moldes con estructura terciaria determinada por
cristalografia de rayos-x, disponibles en la base de datos de PDB (www.rcsb.org).
Estas fueron: escualeno sintasa de Alicyclobacillus acidocaldarius, 4HD1 (Chang C. y
col., 2012); dehidroescualeno sintasa de Staphylococcus aureus, 2ZCO (Liu C. |. y col.,
2008) y escualeno sintasa de Homo sapiens, 3VJ8 (Liu C. I. y col., 2012). El porcentaje
de identidad entre los moldes y las secuencias de MdPSY2 son: 28% para 4HD1, 25%
para 2ZCO y 22% para 3VJ8; en el caso de MdPSY3: 29% para 4HD1, 26% para

2ZC0 y 20% para 3VJ8.
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El modelamiento fue realizado tomando el alineamiento multiple realizado a
través de ClustalO (http:/fiwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) entre los moldes y cada
una de las secuencias de interés (MdPSY2, MdPSY2_F y MdPSY3), sin considerar la
regiébn amino terminal correspondiente al péptido de transito. Los modelos fueron
generados mediante el programa Modeller (version 9.13)

Los modelos obtenidos para cada secuencia fueron posteriormente refinados a
fravés de los servidores 3Drefine (hitp://sysbio.ret.missouri.edu/3Drefine) y KoBaMIN
(hitp://csb.stanford.edwkobamin); por un lado 3Drefine optimiza los puentes de
hidrégeno y realiza una minimizacién de energia a través de la modificacién de
parametros que involucran la torsién, angulo y giro de enlaces (Bhattacharya y Cheng,
2013), mientras que KoBaMIN considera esto udltimo y ademas realiza una
minimizacién de energia potencial (Summa y Levitt, 2007; Chopra y col. 2010). Los
modelos refinados fueron evaluados a través del servidor ModFOLD4
(http:/iwww.reading.ac.uk/bioinf/ModFOLD) el cual realiza una aproximacién al mejor
modelo a partir de las caracteristicas estructurales y perfiles de energia de todos los
modelos generados (aproximacion de agrupamiento) (McGuffin y col, 2013) y
finalmente fue seleccionado uno para cada secuencia en funcién del puntaje obtenido.
Posteriormente, se evaluaron las regiones funcionales de los modelos obtenidos y
estas fueron comparadas con las regiones de los moldes a través del servidor
Verify3D, el cual realiza una evaluacion en funcidon de la compatibilidad entre la
secuencia y la estructura del modelo (Eisenberg y Bowie, 1997). Un esquema con los
pasos realizados se muestra en la figura 3.

Los modelos seleccionados fueron visualizados y editados a través de VMD y

se realizé una superposicidn de éstos a través del programa Multiseq, incluido en VMD.

Se compard la estructura tridimensional de MdPSY2_F y MdPSY3 respecto a MdPSY2
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a través del valor de desviacion media cuadratica (RMSD) entre cada residuo
superpuesto y para la secuencia completa a través de VMD.
Finalmente, la edicién de los graficos y figuras de los modelos generados fue

realizada a través del programa lllustrator CS6.

1. Secuencias 2. Busqueda de 3. Alineamiento
iniciales moldes multiple
PSI-BLAST

»,

e

MJPSY2
MdPSY2_F D ClLustalO
MdJPSY3

22CO 4HD1  3VJ8

4. Modelamiento
por Homologia

Modelller

U

5. Refinamiento Servidores:

KoBaMIN 3Drefine

U

6. Eleccion de Servidor:
adeion Modfold4

Modelos finales

MdPSY2 MdPSY2_F MdPSY3

Figura 3. Esquema de los pasos realizados en la obtencién de los modelos a través de
modelamiento por homologia.
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RESULTADOS

3.1. Analisis de las secuencias aminoacidicas de MdPSY3, MdPSY2 vy las

mutantes MdPSY2_F y MdPSY2_CG

Previamente se logré clonar en el vector pCR8 las secuencias de ADNc de
MdPSY2 y MdPSY3 obtenidas a partir de hojas de M. domestica (Cerda A., 2013). La
secuenciacion de MdPSY2 desde ocho clones seleccionados, dio como resultado seis
secuencias distintas en las que identificamos 3 mutaciones puntuales (ADNc.121G>A,
468A<G y ADNc.1073A<f), una de ellas neutra (ADNc.46BA<G), y dos escisiones
(ADNc.91_110del y ADNc.841_844del) en que una daba origen a una protefna trunca
(ADNc.841_844del). Sélo ADNc.841_844del estuvo presente en uno de los clones
secuenciados, el resto de las mutaciones se encontraron en 3 o mas clones
(ADNc.91_110del: 3 clones; ADNc.121G>A: 3 clones; ADNc.468A<G: 4 clones;
ADNc.1073A<T: 5 clones). Para los posteriores estudios consideramos aquellas
variantes que presentaban mutaciones que generaban un cambio a nivel aminoacidico
en las regiones conservadas de MdPSY2 y la escision en la regién predicha como
péptido de transito. De ésta manera estudiamos la secuencia silvestre MdPSY2 que
posee Tyr358 y las secuencias mutantes MdPSY2_CG y MdPSY2_F: MdPSY2_CG
posee una escisidn de 6 residuos entre [a posicién 30 y 37 (Arg30_Leu37del) y la
sustituciéon Gly41Ser, estas Ultimas dentro de la region predicha como péptido de
transito a plastidio, y ademas posee la sustitucion Tyr358Phe; en el caso de

MdPSY2_F posee |a sustitucién Tyr358Phe.
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En el caso de MdPSY3, la secuenciacion de 4 clones seleccionados permitié
identificar dos secuencias que se diferenciaban en la presencia de una valina (Val8) o
una fenilalanina en el residuo 8 (Phe8). Esta mutacién no fue considerada en los
posteriores ensayos por encontrarse en la region predicha como péptido de transito y

se continué el analisis con la secuencia que poseia Val8.

- ------- RVLAYS- - .- - .- -- ... - - - -GAVVNP . - - - AR] 48
-------- RVLAYS . co s GAVVYNP . - - . ARS8

MdPSY2_GC
MdPSY2_F

SGVLLWVVSPKENASSLLGLMP - - R ICTPRREE

MdPSY2 SGVLLWVVSPKENASSLLGLMP - - RICTPRR]
MdPSY3 S VAL WWVSPNTE VFKF ¥YG | LDSSRF VFGNR {
0 I s A R e o DO SR Sy T
T2 - o o Oy
1 e T e e s

MdPSY2_GC S3EEWVVE UVIKUALC URETETURARBTUUGERT VYEGCORWO L L DK A YORCGE VC AE YARTE YL GTLLMTPERRRAVWA | YWACR 135
MdPSY2_F SSEEKVYEVVLKOAAL VKEQS TVKRKS LDLOER | VTEGLDNWOL LDKAYORCGE VCAE YARTE YLGTLLMTPERRRAVWA | YVACR 141
MdPSY2  SEEKVYEVVLKOAALVKEQS TVKRKSLDLDER | VTEGLDNADL LDKAYDRCGE VCAE Y LGTLLMTPERRRAVWA | YWWCR 141
MdPSY3  §SEQKVYDVVLKOASLVKKQLRSNG- YLDVKPD | ILPG- - NLSLLSKAYDRCGE VCAE ¥ EYLGTLLMTPERRRA IWA | YWACR 168
4HD1 e A A T s s DFEVCRRL TRSH VVSLFVPRHLRPHF YSVYAFCR 52
2zCo ISYAFDL LPEDQRKAVWA | YAVCR §1

IR e e s i GSHMDODS - - -~ = === ===~ LSSSLKTCYKYLNQ FAAYV | QALDGEMRNAVC | FYLVLR 50
MdPSY2_GC RTDELVDGP - - - - - - - - - - NASY | TPKAL DRWEKRL TDLFEGRP YD - - - MYDAALSDTVTK YPVD | QP FRDMVE GMRLDLRKSRYQ 208
MdPSY2_F RT e - -NASY | TPKALDRWEKRL TOLFEGRP YD - - - MYDAALSDTVTKYPVD | QP FROMVE GMRL DL RKSRYQ 214
MdPSY2 RT| R NASY | TPKALDRMEKRLTDLFEGRPYD- - - MYDAALSDTVTKYPVD | QP FRDMVEGNMRLDLRKSRYQ 214
MdPSY3 RTDELVRGP - - . - - . . ... NASH I TPTALDRWELRLDDLFQGRPFD- - -MLDAALSDTVTKFPVD | QP FKDMI EGNMRMDLRKSRYQ 242
4HD1 GVDBDLGDEF - - - - - - - - - - AGDRMA- - ALDAYEEELRRAFAGEATT- - - PAFRALOFT 1 ATCNLPMEPFLRL | EANRRDQRKHTYD 123
2Z2COo KIpDSIBvVY- - - - - - - - - - GDIQFLNQIKED IQS IEKYPYE YHHFQSDRR | MMALQHVAQHKN | AFQSFYNL IDTVYKDQHF TMFE 127
3vJe AL IDDOMT | SVEKKVPLLHNFHSF L YOPDWRFMESKEKDRQVLEDFPTISLEFRNLAEKYQTV | AD I CRRMG | GMAEF LDKHVT 136

IBARRGRVYLPQDE L AQAGLSDDD | FRG 254

ARRGRVYLPQDE L AQAGLSDOD | FRG 300
IBARRGRVYLPQDE L AQAGLSDOD | FRG 300

ARRGR | YLPQDE LEEAGLSDAD | YAG 328
JLALGR | YVPRADLEQFGATLDDIRAR 203
FENERI|YFSKOQRLKQYEVD I AEVYQN 208
RE FWPOE VWSRYVKKLGDF AKP 222

MdPSY2_GC NFDELYLYCYYVAGT VOLMS VP VMG I CPESSAS TESVYNAALALG I ANGL TN L
MdPSY2 F NFDELYLYCYYVAGTVGLMS VP VMG | CPESSAS TESVYNAALALG I ANGL TN L
MdPSY2 NFDELYLYCYYVAGT VOLMS VP VMG | CPESSAS TESVYNAALALGIANGLTN L
MdPSY3 NFDELYLYCYYVAGTVGLMS VP VMG | SPESQATTESVYNAALALGIANGLTNIL
4HD1 TWEDLROYCRYS ADP VGRL VLG | FGCLDDERARLSDAT- - - - - - CTALQVANHMG
2zco TDAELFGYCYGVAGTVGEVLTF IL- - - - - SDHE THQTYDVARRLGESLOL IN | LRI
3vJs SEQEWOK YCHYVAGL VG | GLSRL FSASEFEDP L VGEDTERANSMOL FLOKTN | |

MdPSY2_GC KVTDKWQS FMKGQ | KRARMF FDE AEKGVSE LNSASRWP WVASLLL YRQILDA | E AN NF T AKKFVSLPVAYGR. . . . 376
MdPSY2_ F  KVTDKWOS FMKGQ | KRARMF FDE AEKGVSE LNSASRWP WVASLLL YRQILDA | EAN INF TKR AKKFVSLPVAYGR - - - - 382
MdPSY2 KVTDKWOS FMKGQ | KRARMF FDE AEKGVSELNSASRWP VWVASLLLYRQILDA |EAN NF TR AKKFVSLPVAYGR- - - - 382
MdPSY3 KVTDKWRS FMKDQ | KRARMFFOEAEKGVTELSEASRWPVLASLLLYRQILDE |EAN INF T KAKKLLALPIAYTK- - - - 410
4HD1 RATDGVRRC | ALEVDRACALFDEGRRLESLVPPRLARGLKLYRLGGEA | LAA |RR P FAGE GKOKLRIALSVLAG- - - - 285
2ZCo GVNNHY IDLWE YYAA | AEKDFRDVMDQ IKVFS IEAOP I IELAAR I Y IE | LDE VROA «LH RKKAKLFHE INSK- - - - 289

3vJe ENIDLAVQCLNEL | TNALHHIPDV I TYLSRLANQSVFNFCA | PQVMA I ATL AAC YNNQOQVFKGA AVTLM&JATNLPAUK 308
*
MdPSY2_ GC - - - - - - - - - Al IGPSKLTKQLVLR- . 31
MdPSY2_F - --------- Al IGPSKLTKQLVLR- - -~ - - ---- 397
MdPSY2 - Al IGPSKLTKQLVLR- - -« - -+~~~ 397
MdPSYZ - S| IRPSRTSPELRKYNL-------- 427
4HD1 0 il GAKGEGGSA- - - - =« -cecnccnnn 204
2ZCO0  ceeeeeeees YHR |- -eseveennacansnanans 293
3vus Al 1 YQYMEE | YHR IPDSDPSSSKTRQ! ISTIRTQON 343

Figura 4. Alineamiento multiple de las secuencias de PSY de M. domestica y de sus
ortélogos bacterianos. En el diagrama se destaca en rectangulos negros, las mutaciones en la
secuencia de MdPSY2: escisién de 6 residuos en MdPSY2_CG, sustitucion de una glicina por
una serina; destacado en asterisco, sustitucién de una tirosina por una fenilalanina. Dominios
funcionales y motivos conservados dentro de la subfamilia trans-isoprenil pirofosfato sintasa
cabeza-cabeza (TIPPSHH): rectangulos grises, regiones que conforman la tapa del sitio activo;
en negrita se destacan los residuos de Ios sitios catalitico y de union a sustrato; rectangulos
celeste, regiones de unién a sustrato-Mg®*; rectangulo rojo, region predicha como péptido de
transito; rectangulo punteado rojo, regién no alineada con ortélogo bacterianos.
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Las secuencias de MdPSY3 y las variantes de MdPSY2 poseen todos los
dominios funcionales conservados dentro de la subfamilia trans-isoprenil pirofosfato
sintasa cabeza-cabeza (TIPPSHH), grupo que incluye a las enzimas fitoeno sintasa y
escualeno sintasa (figura 4). Cabe destacar que el residuo Tyr358 es altamente
conservado dentro de ortdlogos de PSY tanto en dicotiledéneas como en
monocotiledéneas (figura 5), incluso en los ortélogos bacterianos 4HD1 y 2ZCO,
usados como moldes en el modelamiento por homologia. El residuo Tyr358 se
encuentra entre dos regiones conservadas dentro de la subfamilia TIPPSHH: una que
involucra residuos del sitio catalitico y de unién a sustrato, y una segunda que

corresponde a una de las regiones que conforma la tapa del sitio activo (figura 5).

358
— I
MdPSY2_GC Malus domestica LLYRQILDA IEANGEDNF THRAYVGK AKK F VS -
MdPSY2_F Malus domestica LLYRQ ILDA IEANGEDNF TKIRAYVIGKAKK FVS -
MdPSY?2 Malus domestica LLYRQILDA IE ANCREONF TKIRAYVGK AKK F VS -
MdPSY3 Malus domestica LLYRQILDE |EANCEINNF TRIRAYMSKAKKL L A-
XP007215479 Prunus persica SLLLYRQILDA IEANGIDONF TKIRAYVGK AKK L VS -
ACRG61392 Fragaria ananassa LLYRQILDA IEANGREIONF TKIRAYVIGK AKK L VS -
ABBS52067 Daucus carota ASLLLYKQILDA IEANCRIONF TKIRAYVGK AKK L VS -
ABB52068 Daucus carota LLYRQILDE IEANCRINNF TKIRAYVBKPKK | LA-
g XP00O7048944 Theobroma cacao LLYRQILDA IEANCRINNF THIRAYVGKAKKF AS -
@ | AFV33363 Cucurbita pepe SLMLYKQ ILDS |EANCRIONF TKIRAYMGKAKKLLS -
8| ACY42669 Manihot esculenta LLYRR | LDE |E ANCRINNF TKIRAYVSK TKK | AS -
T | ACY42670 Manihot esculenta LLYRR ILDE |EANCRINNF TKIRAYVSK TKK | AS -
= | NP001031895 Arabidopsis thaliana LLYRR | LDE | EANCRENNF TKIRAYVGK VKK | AA-
D | ACE78189 Capsicum annuum LLYRR |LDE |EANCRINNF TKIRAYMSKPKKL | A-
O | NP001234812 Soianum lycopersicum VLYRK |LDE | EANCREINNF TKRAYVSKSKKL | A-
a NP001234671 Solanum lycopersicum LLYRK ILDE IEANCEINNF TRRAYMSKPKKLLT -
BAF49052 Prunus mume LLYRQILDE IEANDCREINNF TRIRAYVISKAKKL L A=
AENS4302 Brassica napus LLYRR ILDE IEANDCRINNF TKIRAYVIGK AKK | AA-
CAC19567 Hehanthus annuus LLYRQILDE |EANCRENHF TKIRAYVISKPKK | VA-
AAD38051 Citrus paradisi LLYRQILDE |EANCRINNF TKIRACVSKAKK | AA-
CAAB5775 Cucumis melo LLYRQILDE IEANCRIDNF TKIRAYVSKAKK | L A-
ABG72805 Canca papaya LLYRK ILDE |EANCRENNF THIRAYVISKAKK | L A~
AFP28795 Vitis vinifera LLYRQ|LDE |IEANCRINNF TRRAYVSK AKK | VA-
g | ACO53104 Actinidia deliciosa LLYRQILDE |EANCRINNF TRRAYVSKPKK VL A-
g '-AAR08445Zea mays LLYRQILDE IEANCRINNF TKIRAY VIGKGKKLL A=
8| wPo01108117 Zea mays WLYRQ | LDA | E AN CRRNNF TKIRAYMGK AKK L LS -
| NP001108125 Zea_Mays LLYRQILDE IEANCRIONF TRRAY VWK TKKLMA -
'cg BAG93381 Oryza sativa LLYRQILDE |EANCEINNF TKIRAYVIGK AKKL L A-
O | AK073290 Oryza sativa WLYRQILDA |EANCRINNF TKIRAYVUNKAKKLLS -
g ACI62767 Oryza sativa LLYRQILDE IEANCRNNF TKHIRAY VWWKAKK | VA=
© | AEH05560 Hordeum chilense ALLYRQILDE |EANCRINNF TKIRAYVGK AKK VL A=
= |_ ACY68560 Tnticum aestevium SLLLYRQILDE IEANCRINNF TKIRAYVIGK AKK VL A -

Figura 5. Alineamiento miltiple entre paralogos de MdPSY y sus ortdélogos en plantas.
En gris de destaca el residuo Phe358 y en negro el residuo Tyr358; rectangulos rojos, residuos
que forman parte de los sitio catalitico y de unién a sustrato; rectangulo negro, residuos de la
tapa del sitio activo. A la izquierda de la imagen se indica el codigo de acceso de la enzima y la
especie en que se encuentra.
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3.2. Generacion de las construcciones pET28/MdPSY2_CG, pET28/MdPSY2 F

y pET28/MdPSY2

lLos fragmentos de interés fueron liberados desde los plasmidos
pCR8/MdPSY2_CG, pCR8/MdPSY2_F y pCR8/MdPSY2 (tabla Il) mediante digestion
doble con las enzimas BamHl y Salfl, obteniéndose bandas de 1.176 pb
correspondiente al marco abierto de lectura (ORF) de MdPSY2_CG vy de 1.194 pb
correspondiente a los ORF de MdPSY2_F y MdPSY2 (figura 6). Las mismas enzimas
fueron usadas para linealizar el vector de expresion pET28a el cual posee un tamaiio

de 5.369 pb (figura 6).

PM pET28a MdPSY2_CG MdPSY2_F  MdPSY2

5Kb
3Kb

1Kb

Figura 6. Digestién de pET28a, pCR8/MdPSY2_CG, pCR8/MdPSY2_F y pCR8/MdPSY2 con
las enzimas BamH| y Sall. Carril pET28a, la banda corresponde al vector de pET28a digerido
de 5.369pb. En los carriles MdPSY2_CG, las bandas inferiores corresponden al ORF de
MdPSY2 CG de 1.176 ph; carriles MdPSY2_F, las handas inferiores corresponden al ORF de
MdPSYZ2_F de 1.194 pb; carriles MdPSY2, las bandas inferiores corresponden al ORF de
MdPSY2 de 1.194. Las bandas superiores en estos carriles corresponden al otro segmento del
vector pCR8 de 2.817 pb; PM, marcador de peso molecular de 1Kb.

Luego de liberar los fragmentos de interés desde pCRS8, éstos fueron
purificados desde el gel y posteriormente ligados al vector de expresiéon pET28a entre

los sitio BamHI y Sall (figura 7), el cual también fue purificado desde el gel. El producto

de ligacion fue usado para transformar células quimiocompetentes de E. coli DH5q, las
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que fueron sembradas en placas con medio LB suplementado con kanamicina 50
pg/mL y seleccionadas por PCR de colonias (seccion 2.3.1.5). Salvo por los clones G4
y F8, todos los demas clones mostraron una banda de aproximadamente 1.200 pb, lo
que se ajusta al tamafio esperado de los genes MdPSY2_CG (1.176 pb), MdPSY2_F

(1.194 pb) y MdPSY2 (1.194) (figura 8).

Terminador T7 B Terminador T7
A Origen 1 Origen 1 Aval (159)
Sa(180) Safl(180)
A MdPSY2_CG - MdPSY2_F
KmR st
2 Aval (1237) | 5 ai(5480T 20 Aval (1237)
Aval(5462) BamHI (1362) - ; BamHI (1380)
Promotor T7 Promotor T7
pET28/MdPSY2_CG PET28/MdPSY2_F
il Operador lac 8650 pb Operador lac
Q'Igen___ m”ﬂ___
pBRIZS pBR3ZZ
\_’ \5‘5"(2488) \_— \ S
Lacl Lacl
c Terminador T7 D Terminador T7
Origen # Aval(159) Origen f1
Sall(180)
- MdPSY2 - BstEll(822)
knR__o KmR__ MAPSY3
Aval(s48d) T val (1237) |Aval(s570) Mg
; f:'-mHl t1318_:11 BamH| (1470)
PET28/MdPSY2 Operador lac PET28/MiPSY3 Promotor T7
8660 pb 6640 pb
Operador lac
Origen Origen_ *
pBRAZ2 pBRAZZ
x’ \a.ﬁll(zaas) \, % BsfEll(2576)
Lacl Lacl

Figura 7. Esquema de las construcciones derivadas de pET28a y los marcos abiertos de
lectura de MdPSY. A, pET28/MdPSY2_CG; B, pET28/MdPSY2_F;, C, pET28/MdPSY2; D,
pET28/MdPSY3 (Cerda A., 2013).
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MdPSY2 CG MdPSY2 F
PM G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

1Kb R p—————— L X o s N e TS

MdPSY2
PM Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8

C+C-
1Kb

Figura 8. PCR de las colonias de E. coli DH5a transformadas con los productos de
ligacién. Se amplificé la region codificante de los genes MdPSY2_CG, MdPSYZ2_F y MdPSY?2
de 1.176 pb, 1.194 pb y 1.194 pb respectivamente. Carriles G1-G5, corresponden a los clones
transformados con pET28/MdPSY2_CG, carriles F1-F8 corresponden a los clones
transformados con pET28/MdPSYZ F y los carriles Y1-Y8 pertenecen a los clones
transformados con pET28/MdPSY2, respectivamente; C+, PCR desde pCR8/MdPSY2_CG
usado como conftrol positivo; C-, control negativo de la reaccién usando H,04 estéril como
plantilla; PM, marcador de peso molecular de 1 Kb.

A partir de los resultados de PCR de colonia, se seleccionaron 4 colonias
transformada con cada construccién y posteriormente se realizé una extraccién de
ADN plasmidial desde cultivos de cada una de éstas (seccién 2.3.1.1.). Con el ADN
plasmidial obtenido, se realizé una digestién con Aval con el fin de confirmar la correcta
orientacién del fragmento de interés. Todos los clones mostraron tener el fragmento de
interés en sentido respecto al promotor T7 dentre del vector pET28. En la figura 9, se
puede apreciar el patron de banda obtenido para la construccion MdPSY2_CG de
4.225 pb, 1.229 pb y 1.078 pb, vy en el caso de las construcciones MdPSY2_F y

MdPSY2 el patron esperado de 4.243 pb, 1.229 pb y 1.078 pb.
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G1 G2 G3__G5_ _F1 F2 F3 F4
PMs/d d s/d d s/dds/dds/dd sidd s/idd s/d d

Y1 Y2 Y3 Y4
PMs/d d s/d d s/dd s/dd

Figura 9. Digestion con la enzima Aval de clones que portan los marcos abiertos de
lectura de MdPSY en el vector pET28a. Carriles G1-G5, corresponden a la digestion de ADN
plasmidial purificado desde clones transformados con pET28/MdPSY2_CG mostrando el patrén
de banda esperado para un clonamiento en sentido: 4.225 pb, 1.229 pb y 1.078 pb; carriles F1-
F4 y carriles Y1-Y4 corresponden a la digestion de ADN plasmidial purificado desde clones
transformados con pET28/MdPSY2_F y pET28/MdPSY2 respectivamente, mostrando el patréon
de banda esperado para un clonamiento en sentido: 4.243 pb, 1.229 pb y 1.078 pb; s/d,
plasmido sin digerir; d, plasmido digerido con Aval; PM, marcador de peso molecular de 1 Kb.

Se seleccionaron los clones G2, F1 e Y1, transformados con las construcciones
obtenidas (figura 7) para continuar con los ensayos de complementacion heteréloga.
En el caso de la construccion pET28/MdPSY3, ésta fue obtenida en un trabajo previo

realizado por Ariel Cerda, y fue usada en los posteriores ensayos de complementacion.

3.3. Complementacion heterdloga de la cepa de E. coli BL-21 pDS1B AcrtB

Con el fin de evaluar la funcionalidad de los genes MdPSY, se realizé la
complementaciéon heteréloga en la cepa de E. coli BL-21 pDS1B AcrtB con las
construcciones derivadas de pET28a y los ORF de MdPSY2_CG, MdPSY2_F,
MdPSY2 y MdPSY3. Esta cepa contiene todos los genes de la ruta de sintesis de

carotenoides de E. uredovora; sin embargo, presenta un fenotipo blanco por no ser
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capaz de acumular carotenoides. Esto se debe a que posee una escision de 522 pb en
el gen criB el cual codifica la enzima responsable de catalizar el primer paso de la ruta
de sintesis de carotenoides (PSY en plantas).

Cepas quimiocompetentes de E. coli BL-21 pDS1B AcriB fueron transformadas
con las construcciones obtenidas (figura 7) (seccion 2.3.1.4). Las células
transformadas fueron cultivadas en medio LB soélido suplementado con kanamicina
50 upg/mL, cloranfenicol 34 ug/mL e IPTG 1mM. Las colonias obtenidas fueron
seleccionadas por PCR de colonias (figura 10) y por presentar una coloracion

amarillenta.

> he)
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Figura 10. PCR de colonias de BL-21 pDS1B AcrtB transformadas con las construcciones
pET28/MdPSY3, pET28/MdPSY2, pET28/MdPSY2_F y pET28/MdPSY2_CG. En la reaccion
se amplifico la region codificante de los genes MdPSY2_CG, MdPSY2_F, MdPSY2 y MdPSY3
de 1.176 pb, 1.194 pb, 1.194 pb y 1.311 pb, respectivamente. Carriles G2.1-G2.6, clones
transformados con pET28/MdPSY2_CG, carriles F1.1-F1.6, clones transformados con
pET28/MdPSY2_F, carriles Y1.1-Y1.6, clones transformados con pET28/MdPSY2; carriles 3.1-
3.8, clones transformados con pET28/MdPSY3; 2C+ y 3C+, PCR desde pET28/MdPSY2_CG y
pET28/PSY3 respectivamente, usados como control positivo; C-, control negativo de la reaccion
usando H,04 estéril como plantilla; PM, marcador de peso molecular de 1 Kb.

Se seleccionaron los clones G2.1, F1.1, Y1.1 y 3.1 (figura 10) transformados
con las construcciones pET28/MdPSY2_CG, pET28/MdPSY2_F, pET28/MdPSY2 y

pET28/MdPSY3 respectivamente, para realizar los ensayos de complementacion. Los
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clones obtenidos fueron incubados en condiciones que favorecian la acumulacién de
carotenoides (seccion 2.3.2.1). Al comparar el fenotipo de los clones seleccionados
con el de los controles, todos mostraron una coloracién de tono amarillo similar a la del

control positivo y que varia en intensidad dependiendo del clon (figura 11).

MdPSY3

Figura 11. Fenotipo de las cepas complementadas. MdPSY3, clon 3.1 transformado con
pET28/MdPSY3; MdPSY2, clon Y1.1 transformado con pET28/MdPSY2; MdPSY2_F, clon F1.1
transformado con PpET28/MdPSY2_F, MdPSY2_CG, clon CG2.1 transformado con
pET28/MdPSY2_CG; control positivo (C+), cepa BL-21 pDS1B; control negativo (C-), cepa BL-
21 pDS1B AcrtB pET28a.

3.4. Extraccidén y analisis de carotenoides desde las cepas complementadas

A partir de cultivos liquidos de cada uno de los clones seleccionados, se realizé
la extraccién de pigmentos (seccion 2.3.2.3) los que fueron cuantificados a través de
espectrofotometria y analizados por cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase
reversa (RP-HPLC) a una longitud de onda de 474 nm (seccién 2.3.2.4).

La cantidad de carotenoides totales medidos por espectrofotometria fueron
relativizados con el peso seco del cultivo correspondiente, previo a la extraccién. Los
resultados se muestran en la figura 12. Todas las cepas obtenidas mostraron
acumulacion de carotenoides; sin embargo, las cepas transformadas con MdPSY3 y
MdPSY2 mostraron hasta dos veces mas carotenoides respecto a las cepas

transformadas con MdPSY2_CG y MdPSYZ2_F.
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Carotenoides totales mg/g peso seco

C+ C- MdPSY3 MdPSY2Y MdPSY2F MdPSY2
CG

Figura 12. Carotenoides totales de las cepas complementadas con PSY de M. domestica.
MdPSY3, clon 3.1 transformado con pET28/MdPSY3; MdPSY2, clon Y1.1 transformado con
pET28/MdPSY2; MdPSY2_F, clon F1.1 transformado con pET28/MdPSY2_F; MdPSY2_CG,
clon CG2.1 transformado con pET28/MdPSY2_CG; control positivo (C+), cepa BL-21 pDS1B;
control negativo (C-), cepa BL-21 pDS1B AcrtB pET28a. ANOVA de una via seguido de la
prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls. |déntica letra indica que los datos no son
estadisticamente diferentes (p<0,05).

Posteriormente se realizé el RP-HPLC para determinar la composiciéon de los
carotenoides en los cultivos bacterianos obtenidos. Los cromatogramas mostraron un
solo pico con un tiempo de retenciéon que varié de 40 a 42,5 min cuyos espectros de
absorciéon mostraron el patrén que se ajusta al espectro de B-caroteno (figura 13).

Todos los resultados fueron comparables al control positivo.
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Figura 13. Cromatogramas y espectros de absorciéon de los carotenoides obtenidos
desde las cepas con PSY de M. domestica. Composicion de carotenoides del clon 3.1 de la
construccion pET28/MdPSY3; MdPSY2, clon Y1.1 transformado con pET28/MdPSY2,
MdPSY2_F, clon F1.1 transformado con pET28/MdPSY2_F, MdPSY2_CG, clon CG2.1
transformado con pET28/MdPSY2_CG; control positivo (C+), cepa BL-21 pDS1B; control
negativo (C-), cepa BL-21 pDS1B AcriB pET28a. Cromatogramas en negro, eje horizontal:
tiempo de retenciéon (min); eje vertical: unidades arbitrarias de absorbancia (mAU). Espectro de
absorcion (recuadro interno en rojo), eje horizontal: longitud de onda (nm); eje vertical: unidades
arbitrarias de absorbancia (mAU).

3.5. Modelamiento in-silico de MdPSY3, MdPSY2 y la mutante MdPSY2_F

Con el fin de obtener un modelo de la estructura terciaria de las secuencias de

MdPSY, a través de modelamiento por homologia (seccién 2.3.3.2) se obtuvieron
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inicialmente 10 posibles estructuras para MdPSY2, MdPSY2_F y MdPSY3.
MdPSY2_CG no fue considerado en el modelamiento puesto que los cambios respecto
a MdPSY2_F se encontraron dentro de la regién predicha como péptido de transito, la
que no es parte de la proteina madura. Las estructuras predichas fueron refinadas a
través de los servidores 3Drefine y KoBaMIN (secciéon 2.3.3.2) obteniéndose 50
modelos para cada secuencia. Estos fueron evaluados a través del servidor Modfold4
siendo seleccionado el mejor modelo en funcién del puntaje obtenido. Las estructuras
predichas no fueron resolutivas en el extremo carboxilo terminal, donde se observoé el
mayor grado de incertidumbre reflejado en el valor del factor B (figura 14). Esto

debido principalmente a que los moldes usados no cubrieron esta region.
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Figura 14. Modelos de MdPSY3, MdPSY2 y MdPSY2_F. En A, MdPSY2; B, MdPSY2_F; C,
MdPSY3, modelos seleccionados a partir del servidor Modfold4. Para cada modelo el nivel de
incertidumbre de cada residuo se encuentra reflejado en el valor del factor B, regiones con
menor error se indican en azul mientras que en rojo se indican las regiones con mayor grado de
error. En D, MdPSY2; E, MdPSY2_F; F, MdPSY3, se muestran graficamente los valores del
error predicho para cada residuo.
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Se realizé6 una evaluacion de los modelos generados a través del servidor
Verify3D, el cual entrega un perfil de energia éstos (seccion 2.3.3.2). Respecto al perfil
de energia obtenido, se observdé que la mayor parte de las regiones funcionales se
encuentran evaluadas por sobre 0,2, correspondiente al limite considerado aceptable

(figura 15), con excepciéon de la regién carboxilo terminal donde se encuentra la

mutacién Tyr/Phe358 y una regién identificada como tapa del sitio activo.
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Figura 15. Evaluacién de los dominios funcionales de MdPSY. En A, MdPSY2; B,
MdPSY2_F; C, MdPSY3. Se muestra graficamente los resultados obtenidos de Verify3D
comparando entre el modelo inicial generado por Modeller (en azul) y el modelo final refinado a
través de Kobamin y 3Drefine (en rojo). Las regiones funcionales se representan en la parte
superior del grafico: en naranjo regiones de la tapa del sitio activo; en magenta, regiones de
unién a sustrato y Mg lineas negras, residuos de unidon a sustrato y del sitio catalitico. En
asterisco se destaca la posicién del residuo Tyr/Phe358. Cada valor corresponde al promedio

de 10 residuos.
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Ademas se comparé el perfil de energia entre los moldes usados y modelos
obtenidos, con el fin de identificar posibles regiones con alto nivel energético que
estuvieran conservadas entre estos. Sin embargo, no fue posible encontrar una
correlacion clara (datos no mostrados).

En los tres modelos fue posible apreciar una estructura conformada por catorce
(MdPSY2) a quince a-hélices (MdPSY2_F y MdPSY3). De estas, las a-hélices 2, 3, 7, 8
y 12 (figura 16) se encontraron formando una cavidad central y se caracterizaron por
contener residuos involucrados en el sitio catalitico y de unioén a sustrato. En el caso de
MdPSY3 y MdPSY2_F, la hélice adicional (hélice 14) se ubica en la regién carboxilo

terminal.

Figura 16. Modelos predichos de MdPSY. En A, MdPSY2; B, MdPSY2_F; C, MdPSY3, en
negrita se destaca el amino terminal (N) y carboxilo terminal (C). El orden de cada estructura de
a-hélice a lo largo de la secuencia se indica con numeros desde la region amino terminal en
azul hasta la region carboxilo terminal en rojo. Cada hélice tiene un tono de coloracién distinto
con el fin de diferenciarla.
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Al visualizar la superficie de los modelos obtenidos, se aprecia que todas
conservan una estructura altamente compacta frente al solvente, manteniendo una
cavidad central donde se encuentran los residuos involucrados en el sitio catalitico y de
unién a sustrato. En la parte externa de esta cavidad se encuentran las regiones que
mantienen al intermediario prefitoeno pirofosfato aislado del solvente (tapa del sitio
activo) y las regiones ricas en aspartato (figura 17), éstas Ultimas son capaces de
acomplejar sustrato-Mg® vy llevar a cabo la primera reaccién que conduce a la
formacién de prefitoeno pirofosfato (PPPP) (seccion 1.3).

Con el fin de comparar la estructura tridimensional de los modelos obtenidos, se
realizd la superposicion de éstos tres y se determind el valor de la desviacién media
cuadratica (RMSD) para cada residuo (figura 18), a través del cual fue posible apreciar
que las enzimas mantienen una estructura conservada a lo largo de su secuencia, Io
cual es reflejado en su bajo valor de RMSD respecto a MdPSY2: 2,01 Ay 3,07 A para
MdPSY2_F y MdPSY3 respectivamente, considerando que para proteinas con una
estructura similar se espera valores de RMSD cercanos a 2 A (Marti-Renom y col.,
2000; Maiti y col., 2004). Sélo en cuatro regiones el valor de RMSD es mayor al
promedio (enfre 2 y 7 A). Sin embargo, estas regiones se limitan a estructuras
predichas como bucles y a la regién carboxilo terminal, donde no es de extrafiar estos
valores por corresponder a conformaciones menos rigidas y con un mayor nivel de

incertidumbre respectivamente.
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Figura 17. Regiones funcionales de los modelos predichos de MdPSY. Ay B, MdPSY2; Cy
D, MdPSY2_F; E y F, MdPSY3. A la izquierda (A, C y E) representacion en estructuras de a-
hélice y a la derecha (B, D y F) representacion en superficie de la enzima. En rojo, residuos del
sitio catalitico y de union a sustrato; naranjo, tapa del sitio activo; rosado, regiones de unién a
sustrato-Mg*; flechas negras y en cian, residuos Tyr358 (MdPSY2), Phe358 (MdPSY2_F) y
Tyr386 (MdPSY3).
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Figura 18. Valor de RMSD por residuo. En rojo, MdPSY2_F; verde, MdPSY3; negro,
MdPSY2. En asterisco se destaca la posicion del residuo Tyr/Phe358. Las regiones funcionales
de las enzimas se representan en la parte superior del eje de nimeros de residuos: en naranjo,
regiones de la tapa del sitio activo; en magenta, regiones de unién a sustrato y Mgz"; lineas
negras, residuos de union a sustrato y del sitio catalitico.

Al visualizar el entorno de 5A en que se encuentra el residuo Tyr/Phe358 se
observa que éste se ubica entre las hélices 8, 11, 12 (figura 17), y parte del extremo
C-terminal en medio de una zona hidrofébica (figura 19). Sin embargo, también es
posible reconocer la presencia de residuos polares cargados, en el caso de MdPSY2
se encuentra cercano a Arg286 y Glu354, mientras que Tyr386 (MdPSY3) se
encuentra proximo a Glu382 y Ser292 (figura 20). A través del programa VMD no fue

posible predecir la formaciéon de puentes de hidrogeno entre Tyr358 (MdPSY2) o
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Tyr386 (MdPSY3); sin embargo, por ubicarse dentro de una region predicha como
bucle y la cercania con Glu354 y Glu382, respectivamente, hacen suponer una

interaccién de tipo puente de hidrogeno, entre estos residuos.

Figura 19. Entorno hidrofébico del residuo Tyr/Phe358 (MdPSY2) y Tyr386 (MdPSY3). En
A, MdPSY2; B, MdPSY2_F,; C, MdPSY3; D, sobreposicion de los tres paralogos de MdPSY. En
morado se destacan los residuos apolares ubicados a menos de 5A de Tyr/Phre 358. En
naranjo, tapa del sitio activo; rojo, residuos de union a sustrato y del sitio catalitico; rosado,
region de unién a sustrato-Mgz*.
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Figura 20. Residuos cercanos a Tyr/Phe358 (MdPSY2) y Tyr386 (MdPSY3). En A, MdPSY2;
B, MdPSY2_F; C, MdPSY3. En forma de bastones se representan los residuos a una distancia
menor a 5A de Tyr/Phre 358 y Tyr386 (verde); en linea discontinua, se destaca la distancia de
los residuos Glu354 y Arg382 en MdPSY2 y MdPSY2_F (A y B) y Glu354, Pro358, Ser416 y
Arg417 en MdPSY3 (C). En cian, atomos de carbonos; rojo, atomos de oxigeno; azul, &tomos
de nitrégeno; amarillo, atomos de azufre. En naranjo, tapa del sitio activo; rojo, residuos de
unién a sustrato y del sitio catalitico; rosado, region de union a sustrato-Mng
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DISCUSION

En trabajos previos en nuestro laboratorio se identificaron cuatro posibles genes
de MdPSY, dos de MdL.CYB y uno de MdPDS en el genoma de M. domestica var. fuji.
Se determindé que los genes MdPSY1, MdPSY2 y MdLCYB2 se expresan
preferentemente en frutos, mientras que MdPSY3, MdPSY4 y MdLCYB1 lo hacen en
hojas (Cerda, 2013). Ensayos que dan cuenta de la expresion génica es una
aproximacion de su funcionalidad en la planta pero no nos entrega un resultado directo
respecto a la actividad del producto génico. Para esto se requieren de ensayos que
permitan evaluar la actividad enzimatica in-vitro o a través de la expresién en modelos
vegetales o bacterianos. Con el fin de evaluar [a funcionalidad de los posibles genes de
MdJLCYB se realizaron ensayos de complementacion heterdloga en una cepa
recombinante de E. coli productora de carotenoides con una mutacién en el gen crtY.
Lo que permitié apreciar que solo la enzima codificada por MdLCYB1 tiene actividad
licopeno ciclasa capaz de restituir el fenotipo de dicha cepa (Dfaz, 2013). Sin embargo,
aln guedaba por evaluar la funcionalidad de los probables genes de MdPSY, trabajo

que se desarrolld en el presente seminario de titulo

4.1. Analisis de las secuencias aminoacidicas MdPSY3, MdPSY2y las

mutantes MdPSY2_F y MdPSY2_CG

De los genes pardlogos de MdPSY identificados previamente (Cerda, 2013),
fue posible clonar en el vector de clonamiento pCR8, sélo las secuencias de ADNc de

MdPSY2 y MdPSY3 (Realizado por Ariel Cerda). No se obtuvo ADNc de los
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genes MdPSY1 y MdPSY4, probablemente debido a su menor nivel de expresion
respecto a MdPSY3y MdPSY?2 (dos 6rdenes de magnitud menor, Cerda, 2013).

A partir de los clones transformados con MdPSY2 se obtuvieron 8 variantes de
un conjunto de 8 secuencias (posibles polimorfismos), lo que evidencia una amplia
variabilidad en PSY2 de M. domestica. Cabe destacar, que las tres mutaciones
seleccionadas estuvieron presentes hasta en 5 clones. Ademas, en el caso de las
sustituciones ADNc.1073A<T (que lleva a Tyr358Phe) y ADNc.468A<G (neutra), estan
anotadas dentro de la secuencia génica de MdPSY2 (Gl: 103443641) como W (To A) ¥y
R (A o G) respectivamente (anexo 3).

Si bien la propagacion de especies comerciales es principalmente vegetativa
(esquejes) con el fin de mantener inalterable su identidad genética, el proceso de
domesticacién de las variedades vegetales actuales ha sido resultado de una presién
selectiva sobre caracteres de interés para el humano (Wright y col, 2005; Zeder, 2006;
Purugganan y Fuller, 2009), esto ha llevado a una rapida evolucién y a la aparicién de
polimorfismo en las plantas domesticadas, como se ha reportado en plantas anuales
tales como rabano (R. safivus L.) (Ellstrand y Marshall, 19885), frijol (P. vulgaris L.)
(Sonnante y col, 1994), maiz (Z. mays) (Wright y col, 2005) y arroz (O. sativa) (Caicedo
y col, 2007). En el caso de manzana, su domesticacion y generacion de nuevas
variedades ha sido resultado de procesos de hibridacion e introgresidn que a su vez
llevaron a un extenso flujo genético entre variedades domesticadas y silvestres
(Cornille y col., 2014). Aunque existe poca informacién respecto a los efectos en la
domesticacién a nivel génico en especies de plantas anuales, como arboles frutales
(Cornille y col, 2012), la presencia de polimorfismo en manzana puede ser uno de los
efectos del flujo genético entre especies de manzana, a lo largo de su exienso proceso

de domesticacion.
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PSY es una enzima clave y altamente regulada dentro de la sintesis de
carotenoides (Maass y col., 2009; Cazzonelli y col., 2010; Welsch y col., 2010; Couso y
col., 2011) y se ha visto que cambios de un solo residuo puede alterar su actividad o su
localizacion dentro de cloroplastos. Lo anterior se ha observado en variedades de
maiz y yuca que no son capaces de acumular carotenoides en el endosperma y la raiz
respectivamente, y con respecto a las variedades que si lo hacen, solo existe el cambio
de un residuo en PSY (Welsch y col., 2010; Shumskaya y col., 2012). En el trabajo de
Shumskaya (Shumskaya y col, 2012) a través de modelamiento por homologia
observaron que la mutacién Thr257Pro llevaba al cambio en la posicién de un bucle
cercano a una de las regiones de unidén a sustrato-Mg®* (regiones ricas en aspartato),
sugiriendo que esto podria medificar la localizacién subplastidial de ZmPSY1
explicando la falta de carotenoides en la variedad de maiz. Respecto a los cambios en
la actividad de PSY debido a la sustitucion de un residuo, Welsh y cols. (2010)
observaron en a través de ensayos in-vifro que la sustitucion Ala191Asp en MePSY2
conduce a un aumento en la actividad enzimatica, encontrando resultados similares en
PSY mutante de narciso, maiz y arabidopsis con la mutacién Ala191Asp. En PSY1 de
tomate (Gady y col., 2012} la sustitucién Pro192Leu llevé a una disminucién en la
actividad enzimaética, reflejado en los menores niveles de carotencides en el fruto.
Ademas al realizar una prediccion de la estructura secundaria de la enzima, asociaron
la sustitucion Pro192Leu con [a presencia de una estructura de alfa hélice adicional. El
cambio en actividad enzimatica y funcionalidad también ha sido descrito para otros
genes claves en la ruta de sintesis de carotenoides, como LCYB de melén (C. lanatus)
en que la coloracion amarilla de la pulpa estaria asociada un marcador de tipo SNP
{polimorfismo de nucledtido Unico), el cual genera la sustitucion Phe226Val (Bang v

col,, 2007). Otro ejemplo es el caso de LCYE de lechuga (L. sativa) donde la
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sustitucion His457Leu lleva a la produccion de e-caroteno (dos anillos €) a partir de
licopeno y en ausencia de esta sustitucion, LCYE solo es capaz de ciclar uno de los
extremos de licopeno (Cunningham y col., 2001).

En nuestro trabajo se seleccionaron 2 variantes de MdPSY2, cada una con
mutaciones puntuales y dos escisiones. Ellas poseen la sustitucion ADNc.1073A<T que
genera el cambio de una Tyr por una Phe en la posicion 358 (Tyr358Phe) y la escision
ADNc.91_110del (Arg30_Leu37del) ubicada dentro de la regién predicha como péptido
de transito {seccién 3.1).

Si bien Tyr358, presente en MdPSY2, no es un residuo que forme parte de los
sitios funcionales que son conservados entre las enzimas PSY (sitio activo, sitio de
unién a sustrato, regiones de unién a sustrato-Mg®* vy tapa del sitio activo), este residuo
es ampliamente conservado entre dicotiledéneas y monocotiledéneas. Ademas, de
ubicarse en una regién altamente conservada, Tyr358 se encuentra enfre una regién
involucrada en mantener al intermediario prefitoeno pirofosfato (PPPP) alejado del
solvente (tapa del sitio activo) y otra que involucra a tres residuos que forman parte de
los sitios catalitico y de unién a sustrato. Lo anterior es posible reconocerlo al observar
la secuencia aminoacidica (figura 4); sin embargo, la estructura terciaria de la misma
puede arrojar mayor informacién respecto a la interaccion de Tyr358 con sitios
funcionales de MdPSY2, y como la sustitucion de Tyr358 por una Phe puede afectar a

la estructura o actividad de la misma.
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4.2. Evaluacion de la funcionalidad de MdPSY3, MdPSY2 y las mutantes

MdPSY2_F y MdPSY2_CG

Se usé el sistema de expresion pET por ser un sistema inducible, en que se
inhibe la expresion basal a través del inhibidor Lac! y que al ser inducido por IPTG, es
capaz de direccionar el flujo metabélico hacia la expresién del gen de interés (tabla Il).
Por otro lado, E. coli fue seleccionado como modelo de estudio, puesto que ha sido
ampliamente usado en ensayos de complementacién heteréloga con el fin de evaluar
la funcionalidad de genes carotenogénicos (Misawa y col., 1990; Bartley y col., 1991;
Cunningham y col. 1991; Gallagher y col., 2003) (tabla IIl).

Las células transformadas con las construcciones pET28/MdPSYS3,
pPET28/MdPSY2, pET28/MdPSY2_F y pET28/MdPSY2_CG mostraron una coloracién
amarilla de diferente intensidad (figura 11) y que se ajusta al fenotipo de la cepa usada
como control positivo (E. coli pDS1B). Las cepas que fueron transformadas con
pET28/MdPSY3 y pET28/MdPSY2 contienen hasta dos veces més carotenoides
respecto a las que fueron transformadas con pET28/MdPSY2_F y pET28/MdPSY2_CG
(Figura 12). Resulta interesante el hecho que MdPSY2 y MdPSY3 comparten el
residuo Tyr358, el cual los diferencia de las mutantes MdPSY2_F y MdPSY2_CG.

Si bien ninguna de las cepas alcanzd el nivel de carotenocides del control
positivo, el simple hecho de acumularlos da cuenta de la presencia de una enzima con
actividad fitoeno sintasa capaz de revertir el fenotipo mutante de la cepa de E. cofi. El
bajo nivel de carotenoides respecto al control se debe a que la actividad de las
enzimas carotenogénicas estd determinado por su interaccién con estructuras de
membranas y otras proteinas, y en el caso de MdPSY en un sistema que no es

vegetal, estas interacciones pueden verse afectadas. (Bonk y col., 1997; Ruiz-Sola y
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Rodriguez-Concepcién, 2012; Song y col., 2013; Shumskaya y col., 2013). Lo anterior
se ejemplifica en un trabajo realizado por Welsh (Welsh y col, 2010), en el cual se
realizaron ensayos in-vitro con PSY de yuca (M. esculenta); sin embargo, no fue
posible realizar la reaccion in-vitro en ausencia de GGPPS. Lo anterior da cuenta de la
importancia de la interaccién proteina-proteina entre PSY y GGPPS, la cual ha sido
ampliamente reportada y en la que ademas participaria IPI (Cunningham y Gantt, 1998;
Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién, 2012; Shumskaya y col., 2013). De ésta manera,
la mutacién Tyr358Phe puede llevar a cambios estructurales de MdPSY2 que afecten a
las interacciones de tipo proteina-proteina y/o proteina-membrana, lo que explicaria la
menor actividad (medida en cantidad de B-caroteno y carotenoides totales producido}
de la mutante MdPSY2_F respecto a MdPSY2.

El modelamiento por homologia de la estructura terciaria de MAPSY3,
MdPSY2_F y MdPSY2 permiti6 visualizar el entorno en que se encuentra el residuo
Tyr/Phe358. Esto permitid predecir posibles interacciones con su vecindad, que

podrian verse afectadas por [a sustitucion Tyr358Phe.

4.3. Modelamiento in-silico de MdPSY3, MdPSY2 y [a mutante MdPSY2_F

A la fecha no ha sido posible obtener estructuras cristalizadas de PSY de
plantas, sin embargo, como aproximacion se ha realizado el modelamiento por
homologfa (Sharma y col.,, 2010; Shumskaya y col., 2012) o la prediccién de su
estructura secundaria (Gady y col., 2012). El modelamiento por homologfa ha sido
realizado a partir de las estructuras cristalizadas de enzimas de la familia TIPPSHH,

disponibles en la base de datos de PDB. Estas ultimas fueron usadas en el presente
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trabajo como moldes para obtener un modelo de la estructura terciaria de las enzimas
MdPSY (figura 3).

Al realizar la superposicion de los modelos de MdPSY2, MdPSY2_F y MdPSY3
se observé que todos comparten una estructura central conformada por cinco a-
hélices, las que rodean una cavidad central donde se aloja el sustrato. Esta estructura
es similar a las de otras enzimas de la subfamilia TIPPSHH que han sido cristalizadas
(Pandit y col., 2000; Liu y col., 2008). El bucle en el que se encuentra Tyr/Phe358
incluye ademas uno de los dos sitios involucrados en [a entrada al sitio activo (figura
17). Estas regiones estan involucradas en la primera reaccion que media la formacién y
estabilizacion del intermediario prefifoeno (secciéon 1.3, figura 2) impidiendo que
moléculas de agua interactiien con este (Pandit y col., 2000).

Si bien el residuo Tyr358 no interactuaria directamente con el sustrato o con
alguno de los sitios conservados, el cambio de Tyr por un residuc apolar como Phe,
podrfa afectar la posible formacién de puentes de hidrégenos con Glu354 (figura 20) y
favorecer una interaccién de tipo Van der Waals con el entorno hidrofébico (figura 19).
Estas interacciones podria afectar la movilidad de la regién involucrada en Ia
estabilizacién del intermediario, llevando a una disminucion en la actividad enzimatica.
Sin embargo, para validar este supuesto y tener una mejor aproximacion, se hacen
necesarios mayores andlisis a través de dinamica molecular y/o “Docking” de manera
que permitan entender como el cambio de un residuo dentro del bucle que incluye a la
tapa del sitio activo, puede afectar ia interaccidn entre la enzima y el sustrato o

intermediario.
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CONCLUSIONES

Existen variantes de MdPSY2 que presentan tres mutaciones puntuales, una de
ellas neutra y una escisién. Las enzimas codificadas presentan una escision
Arg30_Leu37del y una sustitucion Glu41Ser, ambas en la region amino terminal
y una sustitucién Tyr358Phe en una regioén altamente conservada de la enzima.
MdPSY3 y las mutantes de MdPSY2 (MdPSY2_CG y MdPSY2_F) codifican
enzimas con actividad fitoeno sintasa, las cuales son capaces de restituir el
fenotipo de la cepa recombinante de E. coli pDS1B AcriB.

En E. coli, la sustitucion Tyr358Phe en MdPSY2 conduce a una menor
efectividad enzimatica, que es reflejade en el menor nivel de B-caroteno
acumulado en la cepa mutantes complementada.

La estructura terciaria de MdAPSY3, MdPSY2, MAdPSY2_F es altamente
conservada y la sustitucion Tyr358Phe no genera cambios dramaéticos dentro

de la estructura de MdPSY2.
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ANEXQOS

7.1. Anexo 1: Secuencias aminoacidicas de las enzimas MdPSY

MdPSY2:

MSGVLLWVVSPKENASSLLGLMPRICTPRRSKFCPKLGFSGRVLAYSGAVVNPARSSEEKVYEV
VLEKQAALVKEQSTVKRKSLDLDERIVTEGLDNWDLLDKAYDRCGEVCAEYAKTFYLGTLLMTPE
RRRAVWAIYVWCRRTDELVDGPNASY ITPKALDRWEKRLTDLFEGRPYDMYDAAT,SDTVIKYPV
DIQPFRDMVEGMRLDLRKSRYONFDELYLYCYYVAGTVGLMSVPVMGICPESSASTESVYNAAL
ATGIANQLTNILRDVGEDARRGRVYLPODELAQAGLSDDDIFRGRKVTDEKWOSFMKGO IKRARME
FDEARKGVSELNSASRWPVWASLLLYROILDATEANGYDNFTKRAYVGKAKKFVSLPVAYGRAT
IGPSKLTKQLVLR

MdPSY2_F:

MSGVLLWVVSPKENASSLLGLMPRICTPRRSKFCPKLGFSGRVLAYSGAVVNPARSSEEKVYEV
VLKQAALVKEQSTVERKSLDLDER IVTEGLDNWDLLDKAYDRCGEVCAEYAKTFYLGTLLMTPE
RRRAVWAIYVWCRRIDELVDGPNASYITPRKALDRWEKRLTDLFEGRPYDMYDAALSDTVIKYPV
DIQPFRDMVEGMRLDLRKSRYQNFDELYLYCYYVAGTVGLMSVPVMGICPESSASTESVYNAAT,
ALGIANQLTNILRDVGEDARRGRVYLPQDELAQAGLSDDDIFRGKVTDEKWOSFMKGQIKRARME
FDEARKGVSELNSASRWPVWASLLLYRQILDAIEANGFDNFTKRAYVGKAKKFVSLPVAYGRATL
IGPSKLTKQLVLR

MdPSY3:
MSVALVWVVSPNTEVFKFYGILDSSRFVFGNRSSIRAKMGGKQDWKSCSLSTDVKY SSVGGSGL
GSEAKFPVSLSMVANPLGESAVSSEQKVYDVVLEKQASLVKKOLRSNGYLDVKPDI ILPGNLSLL
SKAYDRCGEVCAEYAKTFYLGTLLMTPERRRAIWAIYVWCRRTDELVDGPNASHITPTALDRWE
LRLDDLFQGRPFDMLDAALSDTVTKFPVDIQPFKDMIEGMRMDLRKSRYONFDELYLYCYYVAG
TVGLMSVPVMGISPESQATTESVYNARATAT.GIANQLTNILRDVGEDARRGRIYLPQDELEEAGL:
SDADIYAGKVTDKWRSFMKDQIKRARMFFDEAEKGVTELSEASRWPVLASLLLYRQIT.DETEAN
DYNNFTRRAYVSKAKKLLALPTAYTKSTITRPSRTSPELRKYNL
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7.2. Anexo 2: Alineamientos usado en el modelamiento por homologia.

MaPSY2 - - - -WOLEDKAYDREGEVCAE YAKTRYLGTLLMTPERBRENMWVA | RT E GPNASY I TP------ 61
4HD1 MGSVPVELRGDFEVERRLTRSHYENES VVS LF VPRHLBPHF YSVIAF EFAGDR- -M- - - - - - 63
22C0 - - - - MTMMDMNFKYBHK | MKKHSKSBS YAFDLLPEDQ I | VYGD | QF LNQ IKED | 67
W8 e slsSSLKTEYKYLNQTSRSEAAV | QALDGEMEN LVLEAL T DMT ISVE- - - - - KKV 60
MaPSsY2  KABDRAE- - - - - KRLTDLFEGRPYD- - - - - - - MYDARESDTVTKYPVD Q- - - PEROMVEGMRLBLRKSRY 117
4HD1 A AYE ----- EELRRAFAGEATT------- PAFR FT\ATCNLPME---P LRL | EANRRBGRKHTY 119
22C0 QS |EKYP- - - - - YEYHHFQSD- - -R--- - - - - RIMMAEQHVAQHKN | AFQ- - - SEYNL IDTVYKBQHF TMF 120
38 P LEHNFHS F LYQPDWRFMESKEKDRQVLEDFP TISLEFRNLAEKYQTV | AD | CRRMG | GMAE F LBIKHVTSE 131
MdPSY2  QNF LMSVPVMG | CPESSASTESVYNAILAL’I ARR v 188
4HD1 DTWE RLVLG | FGCLDDERARLSDAT- - - - - - HMQ IDRELAL v R 184
27C0 ETDA EVLTPILSDH-- - - - ETHGTYDVI Ll FENE FSK186
3v.J8 IGLSRLFSASEFEDPLVGEDTERANSM Y LEBQQG FV\.Q199
MdPSY2 ABAGLSDDB | FRGKVTH- - - - KWOS FMKGQ I KRERMF FBEAEKGVEBELN- - SASRWP VWAS LLLYRQJE 253
4HD1 FGATLDD | RARRA -GVRRC | ALEVDRACALFBEGRRLESLVP - - PRLARQLKLYRLGGEAll 249
2ZC0 YEVDIAEVYONGVNNHYLDLWEYYAAIAEKDFRDVM 0 IKVFS IEAQ- - - - - - P I IELAARIY |E[ll 251
avJe EWMSRYVKKLGIFAKPEN IB- - - - LAVQCLNEL I TNELHH | PDV | TYLERLRNQSVFNFCA [PQVMA | ATL 266
MaPsy2  HDA | EANGHDNF T E SRR A mim e mcmim oo e YGRA | - WGPIKL-TKQLVLR-- 301
4HD1 AAIRRQ NPFAG o BR1AESML- - -« - nonnnn e AGGAKGEGGEA- - - - - - - - - - - 291
22co DEVROANYTL - HE E AKLFHE IN--=---caseomuzn- §K=s sn Bran ¥ sz s 284
ave AACYNNOQVFKGAVKIRKGQAVTLMMDATNMPAVKAI I YOYMEE | YHR | PDSDPSSBKTRQ | ISTIRTQ 335
Figura 21. Alineamiento entre MdPSY2 y los moldes 4HD1, 2ZCO y 3VJ8.
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Figura 22. Alineamiento entre MdPSY2_F y los moldes 4HD1, 2ZCO y 3VJ8.

64




MaPsyd - ---LsLEskavORBGEVCAEYAKTREvLGTLLMTPERERE 1WA | T PNASH [ T--n--- PTA B3

4HD1 MGSYPVELRGDFEVEBRR L TRSHYENESVVSLFVPRHLEPHF vSVAFCRGY EFAGDR - - - --- -~ MAA B5

2zC0 - - -MTMMDMNFK YBHK | MKKHSKSBS YAFDLLPEDQ ww I GO | QF LNQ I KED | QS 68

WIB eeeees sEssSLKTEYKYLNQTSRSEAAV | QALDGEM c | FRELVLEAL MT ISVEK - - - - - KVPL 62

MaPSY3 BR- - \WELR- -LDDLFQGRP- - - - - - - FOML- - -DABM- - - - ---- SDTVTKFPVD | QP GWMRMBLR 113
4HD1 A---YEEE--LRRAFAGEA------- TTPA---FRAM- - ------ QFTIATCNLPMEP ANRRBIGR 115
2zc0 IEK - - -YPYE- - YHHFQSD - - - - - - - - - - RR1---MMAM- - - ----- QHVAGHKN | AFQS TvyKBoH 116
w8 EHNFHSFLYQPDWRFMESKEKDRQVLEDFPT ISLEFRNBAEKYQTV | AD | CRRMG | GMA - - - - - - - - EFLBKH 127
MdPSY3  KSRYQNFD LMSVPVMG | SPESQATTESVYNABLALE I AN L 186
4HD1 KHTYD TWED LYLG | FGCLDDERARLSDAT - - - - - - CTA MQ IDR LAL 182
22c0 FTMFETDA FG EVLTPILSDHE- - - - - THQTYDV o FENERIYF 184
3ves VTSEQ- - IGLSRLFSASEFEDPLVGEDTER aGBREFN 197
MdPSY3 Eo tEAGLSD IYAGKVT - WRSFMKDQIKR MFFEAEKGVTELS s EASRWPVLASLLLYROI 253
4HD1 ADEEQFGATLD IRARRAT -YRRC | ALEVDRBAQALFREGRRLESLVP - -PRLARQLKLYRLGGEAI 249
22c0 SKQREKQYEVD | AEVYONGYNNHY | DLWEYYAA | AEKDFRDVMBQ | KVFS | EAG- - - - - - P1IELAAR I Y1 Efl 251
avis BoewsRYVKKLGBIF AKPEN 1L - - - - AVQCLNEL | TNELHH | PDV | TYLSRLRNQSVFNFCA | PQVMA I ATL 266
MdPSY3 E | EANDFNNF TR KAK LALP IAYTKS | IR-=-=-=--c2m-nn- PSR- -TSPELRKYNL- - - 303
4HD1 A |RRQGYNPFAG] IALSVLAGBA K+« cvuasasniss GEG=-GBA= = =w= cawa= 291
22C0 EVROANNTLH-E KRK | 4 284
awa AAC YNNQQVFKGAVK IRKGOAVT.\&MDATNMPAVKAI I YQYMEE | YHR | PDSDPSSSKTRQI ISTIRTQ 335

Figura 23. Alineamiento entre MdPSY3 y los moldes 4HD1, 2ZCO y 3VJ8.

7.3. Anexo 3: Secuencia de MdPSY2 y MdPSY3 anotada desde el borrador del
genoma de M. domestica. En negrita aparecen destacados los nucleétidos asociados
a las sustituciones ADNc.468A<G (R) y ADNc.1073A<T (W) en MdPSY2. De igual
forma se destacan en MdPSY3, los residuos que pueden ser Ao T (W)y G o A (R).
Sitios de inicio (ATG) y término de la traduccion (TGA) aparecen subrayados y en
negrita.

MdPSY2: gi|651213248:¢c11203529-11200214 Malus x domestica cultivar
Golden Delicious chromosome 9, MalDomGD1.0 Primary Assembly, whole
genome shotgun sequence

TACTAGACACACATTTGCCAACTACCACTGCTTTCAAAACTTTGCCTTACCCTCCAATCTCCATAAGAGA
RGCCACAACCTCACAGCTCACATACTCACACCCTCACACTCAAAACCTAAAACCCAEEgETCAGGTGTTCT
ACTCTGGGTGCGTGAGCCCCAAAGAGAATGCCAGCTCCCTACTGGGTCTGATGCCCAGAATTTGCACCCCA
AGGAGGTCTAAATTCTGCCCAAAGCTGGGATTTTCAAGTAGGGTTTTGGCCTACTCGGGTGCAGTTGTAA
ACCCAGCAAGATCTTCAGAAGAGAAGGTGTATGAAGTGGTGCTGAAGCAGGCTGCGCTGGTGAAAGAACA

GAGCACGGTAAAAAGGAAATCTCTGRATTTGGATGAACGGATTGTAACTGAAGGTTTGGACAACTGGGAT

TTACTGGATAAGGCTTATGATCGGTGTCGTGAAGTCTGTGCTGAGTATGCCAAAACTTTTTACCTGGGTA
AGAAACTTTTCTGGATTTCTGCTGCTCCTCCTTCATCGATCTGTTTCTGTGGTGTGTTTTTGCTGTCTGT
TTATCTGTTTATCTTTTTTTTTTTAATGGGATCCAGTCATTTTCGTGGATATAGAATATACTAATTAAGT
ACACTATTTTAATAAAGTGGACAGAGCACTTGATTTTGTTTCCATTTTTTATTGTTCAAGCAGTTTAGTG
CACATCTTGGATTACTTTTTACTCCTAAAACGTTCACACGTGAGTCTTAAGTAGTTTATATCATCATTCA
CTCAATACTTAATTGGAAGTCATGGGAAGAGAGAAGGAAATATAGTTAATCTAACTGATCTGTTCTGATT
TTTCAAGCATTGAATTACGGATTTTAATATGGAATCTACACTTTTTTGTGGTTCCATATGTTAGTAAACA
CAAAAAAGTCGGCAATTGAATTAATACCAACACTCATGTTTTAGTAAGCACACGGAAGTTAAGAATCTGA
CTAATTCTAATTTTCATTGCATGCAAGTAAAGGGAAATGGAGAAATGGATTGGAAATTTGAGGGCAATTA
GATTAATTCTACTTTTCTAACTATTATTGCAGGCAAGAARACTTGGAATCGTTTTTCTTTCCATTTTTTA
CTTGAAATGGATGTTCTATTTAATTGGCAAGACACTGTACTTATCAACTTCTTTCTGTGTGTTTTCAGGC
ACATTGCTCATGACACCGGAGCGGCGACGAGCTGTTTGGGCAATCTATGGTTAGGATATGCCTAACGTTG
CAAATTTAGTCCACTTAAAACTGATTTCTACATGCTCTTTACAACTGAGGCAACAAATCCCTTTTGGARA
AAGCATTTTTTTTCCTGCATTAACATCTACTTGACTCAAATTTTCATTGTAAAGATTGCAAATGAGGGAA

65




CAAATTGTGCATAATCTTTGGGCTCAGAGATTATTTAATGATTTGCGAATGCTAAATACTAAATGAAGAGT
GCTTCTTTTTTTTCTTTCTGCAGTGTGGTGCAGAAGGACAGATGAGCTAGTGGATGGACCTARTGCTTCA
TACATTACGCCCAAAGCTCTTGACAGATGGCGAGAAAAGACTGACTGATCTCTTTGAAGCGCCGACCTTALG
ATATGTATGATGCTGCTCTATCTGATACTETCACCAACGTACCCTGTTGACATTCAGGTACAAATACCGCA
TGCTCACAATCAGATATTAACTCTTTTTTATCTATCGAAATTCCGAAAGTACGGAATGATTCACCATACAR,
ATTTTGTTTTTTTGACAGCCCTTCAGAGACATGGTAGAAGGAATCGACGATTAGACTTGAGCGAAGTCAAGAT
ACCAGAACTTTGATGAACTTTACCTTTACTGCTACTATGTTGCTGGAACTGTTGCGATTCGATGAGTGTTCC
GGTAATGGGGATATGCCCAGAATCAAGCGCCTCAACAGAAAGCGTTTACAATGCTGCATTGGCCCTTGGA
ATTGCTAATCAGCTCACTAACATTCTGAGAGATGTTGGAGAAGAGTAAGTTTATTCTTATAATAAATCGAG
TCATTTTAAACATTCCATGTTTAGAAACTCGTGTTGCACGACTATGAGTATGAACCATTGATTAGTCTAG
CCTTTTCTTGAACGTGGTCCGAGATTCACAGTATGATAACATAAATATTTATTTGGCARAGACAACATTCECA
CATCCAAAATAATATGGTTATTGTTCATGTCTAACTAAAATTTGCTCTTTCGAATTGATCATTTARAGTGCT
AGGAGAGGAAGAGTATATCTCCCCCAAGATGAGCTTGCCCAAGCCGGCCTATCAGACGATGACATCTTTC
GCGGGAAGGTGACTGACAAGTGGCAAAGTTTCATGAAGGGACAAATAAAGAGAGCTAGGATGTTCTTTGA
TGAGGCTGAGAAGGGTAGTCTCAGACGCTCAACTCAGCCAGTAGATGGCCAGTATGEGGCATCTTTCTTGCTG

TATAGGCAGATTCTAGATGCAATTGAAGCARATGCTTWIGACAATTTCACAAAARGGGCTTATGTGGGAA
AAGCARAGAAGTTTGTATCATTGCCTGTGGCCTATGGAAGAGCCATTATAGGACCCTCTARATTAACTAR
GCAGTTGGTGCTTAGAEE%EATTAGATGTTTAATTAGATGATATTTGAAGTCTCAATCTCTAAATTTTTAG
ACAAAGTCCAACTTGAAGTTGGGTCTCAAGTCCGAAATATGTAAATTTTTTATACTAATTTTTTTTGTTTA
GTCAATCTTTTAATTACCTGCGTTTGGATGATGCATATAAAAGTAGTAATTAGTGGTAGAGGTTAATAGA
TETGTGETGAGAGTGETCECCATGRAGTGGTTGATAGATGTGTCAGGGGCEETAGAGTETCTCCTAGTGA
TAAGATGGTAGCAATTGTGGT TGTGGCATTGGCGETGETGATGGTTGTEGGAGGTGETCGATGACAGTGAT
GGETGGATACGGTCGGAATGATGGTGGCAATTGCAATGACATTGGGECTTCATGGTAGTACTTATGGTCAT
GAGAATATGGAGGTITGTIGCCATAGARRACGACGATAGTGETGAGGATEGCTEGCAACGATGGTTGTGGGGA
TGGTGETEGCGACTACGGTGACAATARCATCGCGATCTCATTAGCCAACGTCAATCAARACTCACCACAACA
CTCGCCAACAGCAACACTCETTCETCGCCCGACCAAAAATTTTCTCTTTGCTTCTTCTTATCTCTTCCTTT
CTCTTTTCATACCACATCCAACCAGATCTGTTGCATGCTTGTTTCTTATGTGGTGTAAAGT TTTAAATGT
AAATAGAAATTTCTTTARTCTGTTAA

MdPSY3: gi]651213248:30583244-30587221 Malus x domestica cultivar
Golden Delicious chromoscome 9, MalDomGD1l.0 Primary Assembly, whole
genome shotgun segquence
CAAGAAACAAATGAATCAGCCAAATCTCAGTTTAAGGGTTAAAAMATATATAAACAAAAATTAGARRACCA
GAAGAAAARACATTTTTGTAGGAAATTGCAAAACAGAGAAACAAGTTAAGAACCAARCGCATTGTAGTTA
GAGAGAGAATCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTCTGGAAGAGTGGAGAGGTGAGCTCTCEGETTATGGE
AGGAAAACGTCTTAATCGCCCTTGTTAGTTTGTATTTTTTTAGGGGAAGATGGTGACSCTTTGAACTTGG
TTTTTTGGAAGATGCTGATGCTGCTTTTTCTTTAAGTAGACAGTGCGAAGTGGGTCTCTAAGCAARAGCAG

CATCCTACAAACCCAACAAACAGGTAGAGAACCCEGTWGTTCTACTTCCCOTCTTTGATGCTACAARAGTG
GGCACAGTTTTTGCTTACAAATATTTGTTTCAGGCATTCAGTGATTATCTGCTTGTCAAGTTETTGACCA
TTTTAGTTTCAATTTATGTTTGTTGTTGTTGTTAATGCTTTTTTATTTACAAGTGAARCAAAGATCGAGT
TACAGGAGTTGAGTGGCGAAGTTTGACTTTTAAGGGAGAAAGT RAGATTARAATCGAGTTAGAGGGATTC
GGGAGCCGAATAAAAAAGCCTTTGY TTTTCTGTTTTGCGTAAGTCAGCAATCAAGTAGT TAGAGTITGTT
CGGCTGTTTTTTT TCTCCATTTTTGTGGGCTTATACTTCGCTTTCAAACAGGATGATGAAACTGAATGAR
ATGAGTTTTTGTGTGAATTAAGGTTTGAGAAAGAAGTGTARGACCACAAGGCATATCTGGCTAGAGTTTR
TTTGGTTGGTGGGCTGAGGTTGGTGYTTTCAAGTTGAAACAAACEEEETCTGTGGCATTAGTTTGGTTTGT
TTCCCCCAACACCGAGGTGTTCAAATTCTATGGGATTTTAGATTCATCGAGGTTTGTTTTGGGGAATCAA
AGTTCGATTAGAGCARAGATGGGTGGCGARACAGGATTGCAAATCTTGCTCTCTCTGCACAGATGTGAAGT
ATTCATCAGTAGGAGGGTCTGETTTAGGGAGTGAAGCCARATTTCCAGTTTCATTAAGCATGETGGCCAA
CCCGCTTGGAGAATCAGCTGTCTCGTCGGAACAGAAGGTGTATCACGTGETGCTGAAGCAGGCATCCCTE




GTTAAGAAGCAGTTGAGGTCTAATGGATATCTTGATGTGAAGCCGGATATTCTTCTTCCCGEGAATCTGA
GCTTGTTGAGTAAAGCTTATGATCGATGTGGAGAAGTATGTGCAGAGTATGCCARGACTTTTTACCTCGEG
TTGGTCCTCTCTTGCATAATTTTTATTTTGGCTGTTTAAAGGCATATTGGTTGAACTTTGCAGCTARAGT
ACGTGCTCTAACTGCAATTACTAATCTTTTGGAGTCACCTAATTCTTATTCTTTTTCACTTTTCAGGTACT
CTGCTTATGACGCCCGAAAGAAGAAGGGCCATCTGGGCAATATATGGTGAGTGACTATAACTGTTATTCT
GATACTTTGGACTGAATCCTAAATGAAGCGTTTATTCCTTTTGEGTAGCAAAAGTACATTCCATATATTTG
GTAGGTTACCTTTAGCAGAGAGCGARACTGTGAGATCATAAAAGTAATACTTCTCCACTGAATCTGTGTT
TACGAAGAATGATTTGATTGTCTTCAACTTGTCCGAATTCAAATTCAATTTAAGGACAAGAGGTCTTGAA
ARTTCATCATCTTCTAAATAT TGAAGACCAGCCTTCACATGTCCTATCTGAATGAACCAAAGTGAGAACA

TGTATTGTTCGTCTTTTCTCCTTAﬁVATGATTAATTTTCTTGCGAGTTGTGAACTCCTGCATCGCTACAAA
AATTTCTTCTCAAACTTCCGAAAACACCATGCACTACCATCAATGTGAAGCGAAGTTAATETACATCCTTT
CTGTGAAGAGAGAGCGACAGAAAAGAGATTGAGAGGAGAAATAGGAGGAGTAGARATTGTACTGCAGCGT
ATATTATACTGATTATTTGCTTGAGTAGCATATGACAGAGETEGEGTCAGGAGATTAGTCCTTTCTGTTCTT
CTCAGATAATACATTTTCTGTGARACATATATTTTCCATGGATGCTTACTCTTCACTTCAGCACAAGTGA
CAAAACATATTGCCTTATGATCTCTTGCACATATAGTGTGGTGCAGCAGCACGRATGAGCTTETTGATERE
GCCTAATGCTTCACACATAACACCCACAGCTTTAGATAGGTGCGAATTGAGATTGGACCGATCTGTTCCAA
GGTCGTCCATTTGATATGCTTGATGCTGCTTTGTCAGATACGGTCACCAAATTTCCGGTTGACATTCAGE

TTAGAATTACTGCTCAAAGATTTTATAAI@ETCAAAAGGCCTAAGTTTTTTGCTTTCATCTTTAAAGACTT

AGTTTTTGCATCGTGTGATACTAATTT TGTCTTTTTATCTTTCTTCTTTTGAAACTGTATCTTGARATGTG
AAAAGGAACTTAGAAACATTTGAGTTGAATACGTATCCATTTTCATCCACCGAAAAGTTCCCTTTCCAAT
TTGATTGATAGTTAAATCAARAACAACGGGAAAGCT TGTGAATTTAATTGAAGGCTTTGCTTTTTGAGTAA

CTTCTGAGTTCTGACTCCACCTTGTGCTCTTTCTGTAGCCIbTTCAAAGATATGATAGAAGGAATGAGAAT

GGACCTCAGGAAGTCAAGATACCAAAACTTCOATGAACTATATCTTTACTGCTATTATGTTGCCGGAACT
GTTGGATTAATGAGTGTTCCAGTTATGCGCATTTCACCTGAATCGCAAGCAACAACGGAGAGTGTATATA
ATGCTGCCTTGGCATTAGGGATTGCGAATCAGCTAACAAACATACTCCGTGATCTTGGRCAGCACTAAGT
ATACAACATTAACGATTTATAACTGAACATTTTAGTCATGTTAGCAACATTGTTGAAACARAAGTGCCCA

AAGCTATAGAGTA]WGCTGGTATATTCAATTGAAGATAGCTCTGACAAAGTCTGATATTTTAGCTGCTTGC
TTTCGAAAGTCACATAAGACTGCAAGACACAATTCTCTAACTTTAGT TGAAT TAGAGCCAGAGAAGAGAC
AGAGATGCAATTGGAATCTTATAACAGACTTCATTCTCTCACTCTCTCTTGATCTCTTACTCTCGATATT
AGTACTAGGAGCAATCACTTTCATGAATGTTGTAGTTTGTATCCCACTGACAAACATTCTCTTCAGCAGT
GCAAGGAGAGGAAGAATTTATTTACCCCAAGATGAGCTTGAAGAAGCAGCGCTCTCCGACGCTGATATAT
ATGCTGGAAAGGTCACAGACARATGGAGGAGT TTCATGAAGGATCARATTAAGAGGGCAACGGATGTTCTT
CGACGAGGCAGACGAAGGGAGTGACAGAGTTGAGTGAAGCCAGCAGATGECCGGTAAGCCTCGCAAGTTTA
GTAAATATGAAACAARAACTGACAAAGATATGAGATCCTACTTGETTCTAGTTAAWCTTTCACGARAART
TATTGTGTCTATCCGATCAACCGTCCAAATTTTTCTAAAACATCTGATCARAACATTAAACCGTTGCAGE
TATTGGCGTCSCTACTCCTGTATCGCCAAATATTGGACGAGATAGAAGCTAACGATTACAACAACTTCAC
AAGARGGGCTTATGTAAGCAAAGCTAAGAAACTACTTGCCTTGCCTATTGCGTATACTAAATCGATAATT
CGCCCCTCAAGAACCTCTCCAGAGCTTAGAAAATACAATCTT?ZE&CAACAAAATGCTGGAGTTGCCTATA
TATGCATAGAGATTGAAAAGCAKAATTTGTATATTATAAATTCTATTGTTGCAGCCTGTATTTATAAALC
TGAAGGGTTATATTTATTCCAGTTCAAAGCTATGCACCCATTGTTGTTTGGTGTTARA
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