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Somos nuestra memoria.

somos ese quimerico museo de fomas inconstantes,
ese mont6n de espejos rctos.

Jome Luis Bones (18sO-1986).

Espero que la frase anterior no suene a un epitafio ni mucho menos, sino que es una frase que
me facilita el relato para contar parte de mi historia y comenzar el amado de los troEos de mi

propio espejo.
La primera pica del espejo, es donde se refl¢a mi ninez. Esta transcurre en su mayorla en la
tranquila  ciudad  de  Los Andes  intemumpida  por  un  breve  paso  por  Arica.  AIlf  cxrmence  mi
educaci6n  esolar  y  fue  en  el   lnsuno  Chacabuco  donde  tuve  mis  primeras  lecciones
acadchicas y de la vida, ademas de comenzar varies amistades que ee prolongan hasta hey.
El nedejo de mi adolesoencia acontece en la amigable ciudad de Quillota. Ahf encontfe nuevos
amigos, nue`res desatfos y aprendf nuevas lecciones. Es en ese lugar donde termine mi ctapa
escolar  en  el  lnstituto  Rafael  AIztTa  pare  luego  emigrar  a  Santiago  donde  se  enouentra  la
temera pieza del espeio.
El   transourso   de   mi   etapa   Universitaria   esta  fragmentada   en   dos   piezas.   La   primera
coT©e  a  Pchanor,  Iugar  que  se  convirG6  en  mi  fesidencia  "estable'  y  la  otra  parfe
correapnde a la Universidad de Chile, Ia casa de estudios a la que le debo mi fomaci6n.
EI ciclo universitario oomienza eon mi ingreso a Bachillerato el aho 2cO1. En este programa nice
amigos incondicionales,  adquirf mis primeras hemamienfas profesionales y confirme mi  gusto

por  la  ciencia.  Es  per  eso  que  en  el  aha  2003  ingress  a  Bioteenologia  en  la  Faoultad  de
Ciencias. Esta Faoultad me acogi6 y me ha enbegado, ademas de charistas entraftables, una
s6Iida fomad6n para enfrentar el oorrienzo de mi vida Ciemffica, refleado en este seminario de
tltulo.
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RESUMEN

Los   carotenoides   son   pigmentos   isoprenoides   sintetizados   por   plantas,   algas,   algunas

levaduras  y  bacterias.  En  las  plantas,  estas  moleculas  se  sintetizan  en  plastidios  como  los

cloroplastos y cromoplastos y cumplen importantes roles en la fisiologla de la planta: aumentan

la captaci6n de la luz durante la fotosfntesis, protegen del dafio oxidativo y disipan el exceso de

energfa termica. Ademas son precursores de la hormona vegetal acido abscisico, involucrada

en procesos de germinaci6n y respuesta al esttes.

La ruta carotenog6nica ha sido ampliamente estudiada y los genes y enzimas que participan de

esta nan sido descritos y caracterizados en  modelos como Arabt.dapsi.s fha/f.ana y tomate.  Sin

embargo,   los  aspectos  regulatorios  que  subyacen   a  la  via,   no   han   sido  completamente

dilucidados.  En general, para cada enzima de la ruta existe un gen que la codifica, no obstante,

se han reportado casos en donde mas de un gen codifica para enzimas con igual actividad. En

estos casos la expresi6n de los genes esta asociada a un 6rgano en espec[fico (hojas o frutos).

En zanahoria (Oaucus carofaJ, nuestro modelo de estudio, al igual que en otras plantas se han

reportado dos genes fitoeno sintasa (psyl y psy2) y dos licopeno P ciclasa, (lcyb y lcyb2 a cos),

pero a diferencia de los otros modelos,  es la tinica planta en  la que se han identificado dos g-

caroteno desaturasa (zds), denominadas zdsl  (DQ222430) y zds2 (DQ192189).  En zanahoria,

estos genes codificarlan  para las enzimas involucradas en  la transformaci6n del €-caroteno a

licopeno.

Para  evaluar  la  importancia y  posibles  regulaciones  6rgano-especrficas  de  los  genes zdsl  y

zds2, se diseFi6 una estrategia para generar el silenciamiento genico postranscripcional (SGPT)

de estos genes en D.  oarofa.  Para ello, en este seminario de titulo se generaron,  mediante la

metodologia   Gateway®,   las  construccio`nes  PMDC/zdsl   y   pHellsgate/zds2.   Se   evalu6   la

funcionalidad   de   ambas   construcciones   agroinfiltrando   transitoriamente   hojas   de   tabaco.

Posteriomente  se  transformaron  establemente  epicotilos  de  D.  carofa  con  A.  fumefac/.ens

portando la construcci6n para el SGPT del gen zds2 (pHellsgate/zds2) y,  luego de someter los

explantes a embriogenesis somatica, se obtuvieron 8 plantas transg6nicas, a las cuales se les



analiz6 dicha condici6n, amplificando el promotor CaMV 35S a partir del ADN gen6mico de las

plantas.

Por lo tanto,  en este trabajo,  se desarroll6 una plataforma que incluy6 el uso de herramientas

moleculares  y  celulares  para  obtener  plantas  transg6nicas  de  zanahorias  que  poseen  una

construcci6n  para SGPT de  los genes zdsl  y zds2.  Esto  permite  iniciar el  estudio  de  estos

genes  en  D.  carofa  y  contribuir  al  estudio  de  la  regulaci6n  de  la  v[a  carotenogenica  en  las

plantas.



ABSTRACT

Carotenoids  are  isoprenoid  pigments  synthesized  by  plants,  algae  and  by  some  yeast  and

bacteria.     In  plants,  these  molecules  are  synthesized  in  plastids  such  as  chloroplasts  and

chromoplasts  and  play  important  roles  in  plant  physiology:  they  increase  light  absorption  in

photosynthesis,  protect  from  oxidative  damage  and  dissipate  heat  excess.  They  are  also

precursors of abscisic acid, a plant hormone involved in germination and stress responses.

The  carotenogenic  pathway  has  been  widely  studied,  and  genes  and  enzymes  have  been

described   and   characterized   in   plant  models  such   as  Arab/.daps/.s  fha//.ana   and   tomato.

However,  the  regulatory mechanisms that  underlie the  pathway  have  not  been  elucidated.  In

general,  each  enzyme  of the  pathway  is encoded  by  a  single gene,  although  in  some cases

more  than   one  gene  encodes  for  enzymes  with  the  same  activity.   In  these  cases,   the

expression of the carotenogenic genes is associated with a specific organ (leaves or fruits).  ]n

carrot (Oaucus carofa), our plant model, two genes for phytoene synthase (psyl  and psy2) and

lycopene  cyclase  (lcyb  and  lcyb2  or  ccs)  have  been  reported,  as  in  other  plants.  However,

unlike other models,  it  is the  only  specie which  has two  €-carotene desaturase genes  (zds),

termed zdsl  (DQ222430) and zds2 (DQ192189).  In carrot, these genes may codify an enzyme

that may be involved in the conversion Of E-carotene into lycopene.

To assess the significance and potential organ-specific regulation Of zdsl  and zds2 genes, we

designed a strategy to generate post-transcriptional gene silencing (PTGS) of these genes in D.

carofa. Therefore, in this seminar we generated the constructs pMDCzdsl  and pHellsgate/zds2,

by   Gateway®   methodology.    Both   constructs   were   functionally   evaluated   by   transient

agroinfiltration of tobacco leaves. Subsequently, D. carofa was stably transformed by means of

Agrobacferi.urn    funefac/.ens    harboring    the    construct    for    PTGS    of    the    zds2    gene

(pHellsgate/zds2)   and   after  the   exposure   of  the   explants  to   somatic  embryogenesis,   8

transgenic plants were obtained and analyzed by the amplification of the CaMV 35S promoter

using genomic DNA extracted from the transformed lines.
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Therefore,  in  this work,  a  platform  that  included the  implementation  of cellular and  molecular

tools was developed to obtain transgenic carrot plants harboring constructs for PTGS of zdsl

and  zds2.  This  work  will  allow  the  study  of  these  genes  in  D.  carofa  and  will  contribute  to

elucidate the regulatory mechanisms of this pathway in plants.
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1. INTRODUCC16N

1.1  Carotenoides: funci6n y biosintesis.

Los carotenoides son pigmentos sintetizados por plantas, algas, Ievaduras y algunas bacterias.

Desde  un  punto  de  vista  quimico,  son  moleculas  isoprenoides  compuestas  por  una  larga

cadena  liposoluble  de  40  carbonos.   Desde  un  punto  de  vista  biol6gico,  Ios  carotenoides

desempefian   numerosas  y  variadas  funciones,   dependiendo  del  organismo  en  el  que  se

encuentren.

En  animales,  actdan  como  potentes  antioxidantes y  son  precursores  de  mol6culas  como  el

retinol (vitamina A), Io que les confiere propiedades anticancerigenas,  importancia nutricional y

funciones de sefializaci6n  principalmente durante el  desarrollo  (Garattini  ef a/,  2007;  Eraser y

Bramley  2004;  Tafti  y  Ghyselinck,  2007).  Dado  que  los  animales  no  pueden  sintetizarlos,  la

unica foma de obtenerlos es a trav6s de la dieta.

En  plantas,  los  carotenoides  son  componentes  esenciales  de  las  membranas fotosint6ticas.

Entre sus roles se encuentran la foto-protecci6n, ya que previene el dafio oxidativo causado por

especies reactivas del oxigeno o aquel  generado por el  triplete de la clorofila en  el  centro de

reacci6n del fotosistema 11 y,  disipando el  exceso de energia termica a traves del ciclo de las

xantofilas  (Demmig-Adams  y  Adams,  2002;  Telfer,  2005;  Niyogi,   1999).  Tambien  funcionan

como pigmentos accesorios de la fotosfntesis, ampliando las longitudes de onda captadas por

la clorofila. Ademas, sirven de precursores para importantes compuestos de la fisiologia vegetal

como   el   acido   abscisico   (ABA).   una   hormona  vegetal   relacionada   en   los   procesos   de

dormancia y respuesta al esttes (Milborrow 2001 ).

De  acuerdo  al  grado  de  insaturaciones  que  poseen  las  mol6culas  de  carotenoides,   son

capaces de emitir coloraci6n amarilla,  roja y naranja a los 6rganos donde se acumulan,  como

flores, frutos y hojas.  Debido a este colorido, los carotenoides cumplen una importante funci6n

en la atracci6n de polinizadores y agentes dispersadores. Ademas, se ha descrito que algunos

apocarotenoides,  es decir,  carotenoides  con  un  esqueleto  de  menos de 40  carbonos,  estan

involucrados en la formaci6n de micorrizas (Fester ef a/, 2002).



En ouanto a la onganizaci6n de los genes que codifican para las erEimas carotenogchicas, se

sate que en las plantas, 6stos se ubican en el ndclco de la ctlula, sin embargo, Ia biosintesis

de  los  carotenoides  se  realiza  en  Ice  plastdios,  tales  como,  cloroplastos,  oronoplastos  y

amiloplastce. Por lo tanto, las protefnas sintetizadas son destinadas a los plastidios, en donde

en  general,  se  agrupan  en  compleos  multi¢nzimatices  para  eiemer  su  actividad.  Se  ha

propuesto que las eruimas lpp isomerasa (lpl), geranilgeranil pipofdsfato sintae (GGPPS) y la

ftceno sintasa  (PSY)  se agrupan en  un  oompleio enzimatico en  el  estrona del  cloroplasto

(Figura  1),  en canbio,  las enzimas fitcerro desaturasa (PDS),  ¢Tcadeno desaturasa (ZDS),

licopeno peiclasa (LYCB) y licopeno €viclasa (LYCE) confoman un condejo multienzimatico

en la menbrana del tilacoide (FiguTa 1) (Bonk ef a/,1997; Cunningham y Grantt,1998).

8 lPIP -

CanTrfugiv  P.P

PTeducto:    P-caroteno

conth ,P,a
q-cairoteno

Modift¢edo de Cunnir\gham y Grants, 1998

Figtira  1.  Esqliema  liipcte6co  de  la  onganizaci6n de  las enzlmas  carotertogenicae.  Las enzimas
formarian crmpleios multienzimaticos tanto en el estroma come en las menbranas del plaeddio.

El  coniemao  de  la  biostntesis  de  los carotenoides  se  puede  abordar  desde  el  isoprenoide

isopentenil pioofosfato (IPP). Este puede ser sintetizado mediante dos vfas, Ia primera es la ruta

del  acctato/mevalonato,  ubicada  en  el  citosol  y  la  segunda  es  la  ruta  de  la  xilulosa-5P,
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independiente de mevalonato y situada  en  los plastidios  (Lichtenthaler Of a/,  1997).  En  la via

independiente de mevalonato,  el  IPP  es sintetizado  por la  condensaci6n  del  gliceraldehfdo-3

fosfato  con  piruvato.  Una  vez  formado  el  lpp,  6ste  es  isomerizado  a  dimetilalil  pirofosfato

(DMAPP)   mediante   la   enzima   IPP   isomerasa   (lpl).   Posteriormente,   se   condensan   tres

moleculas de IPP con una de DMAPP para generar una mol6cula de 20 carbonos denominada

geranilgeranil pirofosfato (GGPP) mediante la enzima GGPP sintasa (GGPPS) (Figura 2A).

Luego,   por  una  uni6n  "cola-cola"  de  dos  moleculas  de  geranilgeranil  pirofosfato  (C2o),   se

sintetiza un esqueleto de 40 carbonos (C4o),  precursor del cual derivan todos los carotenoides

(Britton,1995). Este compuesto incoloro de 40 carbonos es el fitoeno (Figura 2), sintetizado por

la enzima fitoeno sintasa (PSY) y corresponde a la primera reacci6n especlfica de la sintesis de

carotenoides.   Luego,   el  fitoeno  sufre  4  desaturaciones  antes  de  convertirse  en   licopeno,

pasando  por  fitoflueno,   g-caroteno  y   neurosporeno.   A  raiz  de   las  desaturaciones,   estos

compuestos presentan colores que van del amarillo palido en el g-caroteno,  hasta el  rojo en el

licopeno (Figura 2A). Las dos primeras desaturaciones las realiza la enzima fitoeno desaturasa

(PDS)   y   las   dos   dltimas   la   enzima   Z-caroteno   desaturasa   (ZDS)   (Figura  28).   Estas  4

desaturaciones  realjzadas por dos enzimas en  las plantas,  en  la  mayoria  de las bacterias y

hongos  son  catalizadas  por  una  dnica  enzima  denominada  fitoeno  desaturasa  (Armstrong  y

Hearst,  1996).    Posteriormente,  el  licopeno es ciclado para formar a y P-caroteno.  La enzima

licopeno  B-ciclasa  participa  en  la  fomaci6n  del  P-caroteno,  mientras  que  para  producir  a-

caroteno se requiere la licopeno a-ciclasa y la enzima licopeno €-ciclasa (Figura 2A).  Luego,  el

a-caroteno  es  hidroxilado  en  su  anillo-P  por la  caroteno  P-hidroxilasa  y  en  su  anillo-E  por la

caroteno  g-hidroxilasa,  para  sintetizar luteina.  Por su  parte  el  a-caroteno  es  hidroxilado  para

producir zeaxantina (Figura 2A) (Cunningham y Grantt,1998).

Las etapas sucesivas a la formaci6n de zeaxantina, conducen a la sintesis del acido abscisico

(ABA).   Primero  se  sintetiza  un  is6mero  de  la  zeaxantina  denominado  violaxantjna.  Luego,

mediante una serie de reacciones,  se sintetiza neoxantina,  este compuesto es escindido para

formar xantoxina,  una molecula de 15 carbonos precursor del ABA, que seria presumiblemente
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el compuesto que migra deede el plastdio al citosol mediante un mecanismo aon desconocido

(Nambara y Marian-Poll, 2005).
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Figura 2.   Rufa de la biosintesis de lee carotenoides en las planfas. A) Diagrama simplificado de las
enzimas y principales productos de la ruta de biosfntesis de carotenoides en Las plantas.  IPP, isopentenil

pirofosfato;  Ipl,  isopentenil  isomerasa;  DMAPP,  dimetilalil pirofbsfato;  GGPPS,  geranilgeranil  pirofosfato
sintaca; GGPP, geranilgeranil pirofosfato; PSY, ftceno sinfasa; PDS, fitoeno desaturaca; ZDS, ¢-caroteno
desaturasa; LYCB, Iicopeno P{iclasa; LYCE, lioopeno erdclasa; ABA, acido abecisico. B) beatuTaciones
consecutivas de8de ftceno hasta la sfntesis de B¢aroteno. Lag dos piimeras desaturaciones las realiza la
enzima  ftoeno  desaturasa  y  las  dos  segundas  0-8  y  7'e])  la  enzima  i-carcteno  desaturasa.  Las
desaturaciones  se  indican  par  lee  triangulos  invertidos.  Ademas  se  muestra  la  convenci6n  pare  la
numeracj6n de los carbonce del ftoeno.

1.2 Rcoulaclch d® la vfa carotonogenica

Como describinos en el punto anterior. Ios genes y fas enzinas que participen en la rufa se

concoen Con bastante detalle, ro obstante, los aspectos de la regulaci6n que subyacen a 6sta

son en su mayoria desconocidos y por lo fanto un alTibito interecante de irvestigacich.

La  neesided  de eeelarecer los mecanismos reguladores y  los puntos claves de la vfa,  ha

quedado en evidencia en la medida que se ha buscado modificar la ruta de bicelntests de los

carotenoides para maximizar el pctencial de estos y aprovechar sus propiedades.
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Entre los mecanismos reguladores mas estudiados para la via carotenogenica, se encuentra el

efecto de la luz. Se ha descrito en diferentes modelos que la luz ejerce una regulaci6n positiva

sobre la expresi6n estos genes y que las moleculas que median dicho efecto son los fitocromos

y criptocromos (von Lintig ef a/,  1997; Schofield y Paliyath, 2005;  Pizarro y Stange, 2009).  Par

ei.emplo en A.  fha//.ana y la planta de mostara S/.naps/.s a/ba,  se demostr6 que  los niveles de

expresi6n  del  gen  que  codifica  para  la  PSY aumentan  por efecto  de  la  luz  (van  Lintig  ef a/,

1997). Analisis mas exhaustivos, basados en los estudios del promotor, han demostrado que el

gen psy, posee cajas de secuencias en el ADN que permiten la regulaci6n por la luz Ovelsch ef

a/,  2003).  La  misma  activaci6n  se  reporta  por  efecto  de  la  luz  en  el  caso  de  Ipl  de  maiz

(Albrecht  y  Sandmann,  1994)  y  en  los  niveles  de  transcrito  de  Icy-B  en  tomate  (Hirschberg

2001 ).

Otro factor en el que se ha puesto enfasis, por su potencial rol en la regulaci6n, es el desarrollo

de  la  planta.  Se  ha  reportado  que  la sintesis de carotenoides aumenta durante  el  desarrollo

floral (Zhu ef a/, 2003),  Ia maduraci6n de los frutos (transici6n de cloroplastos a cromoplastos)

(Bramley, 2002) y en el proceso de diferenciaci6n de los cloroplastos en las hojas, proceso que

tambi6n es inducido por luz 0/Voitsch y R6mer, 2003).

Un tercer aspecto  que se  relaciona con  la  regulaci6n de  la via,  corresponde a  los casos en

donde se ha reportado que dos o mss genes codifican para enzimas con la misma actividad.

En la planta modelo Arab/.dapsi.s aha/t.ana,  existe una copia tlnica de cada gen carotenogenico

que  codifica  para  las  enzimas  de  la  ruta,  con  la  excepci6n  de  las  enzimas  GGPS,   Ipl  y

caroteno-B hidroxilasa para las cuales existen  11,  2 y 2 genes respectivamente (Cunningham,

2002).

En tomate, tambien se ha reportado mss de un gen carotenogenico que codifica para enzimas

con  la misma actividad.  En este caso.  el paso de licopeno a B-caroteno es llevado a cabo por

dos enzimas LYCB dependiendo del 6rgano que sintetice el pigmento,  por lo tanto, existe una

enzima  espec[fica  de  cloroplastos  (hojas),  LYCB  y  otra  especifica  de  cromoplastos  (frutos),

CYC-B  (Ronen  ef a/,  2000).  Tambien  en  tomate,  se  ham  reportado  dos  genes que  codifican
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para  enzimas con  actividad  PSY,  el  gen  psyl,  que  es  inducido  principalmente  en  petalos y

durante  la  maduraci6n  del  fruto  (Welsch  ef  a/,   2000;   Giorio  e!  a/,   2008)  y  psy2,   activo

principalmente en las hojas maduras (tejido fotosintetico) (Bartley y Scolnik,1993;  Giorio ef a/.,

2008).

1.3 Daucds carofa come modelo de estudio

Nosotros  estamos  interesados  en   estudiar  la  sintesis  de  los  carotenoides  en  D.   carofa

(zanahoria),  debido  a  que  es  una  planta  que  produce  elevados  niveles  de  carotenoides,  en

especial P-caroteno en la raiz de reserva, aproximadamente 0,394 mg/g de peso freso (Jayaraj

ef a/, 2008). Ademas, Ia zanahoria sintetiza carotenoides tanto en hojas, que estan expuestas a

la  luz,   como  en  su   raiz  de  reserva,   que  se  desarrolla  en   oscuridad.   Considerando   los

antecedentes expuestos, la luz tiene un rol activador de la expresi6n de genes carotenogenicos

en hojas, flores y frutos. Sin embargo,  nada se sabe del mecanismo que regula la sintesis de

carotenoides en la ralz de reserva de la zanahoria.

Actualmente en la base de datos del NCBl estan anotadas las secuencias de la mayor fa de los

genes  que  codificarian  para  las enzimas de  la  ruta  de  los  carotenoides  en  D.  carofa  como:

isopentenil  isomerasa  (lpl),  geranilgeranil  pirofosfato  sintasa  (GGPS)  1  y  2,  fitoeno  sintasa

(PSY)   1   y   2,   carotenoide   isomerasa   (CRTISO),   fitoeno   desaturasa   (PDS),   g-caroteno

desaturasa (ZDS) 1  y 2, Iicopeno B-ciclasa (LCYB) 1 y 2, Iicopeno aciclasa (LCYE), entre otras

(Just  ef  a/,  2007).   Estas  secuencias  de  ADNc  han  sido  anotadas  y  recientemente  se  ha

reportado   la  expresi6n  diferencial   de  algunos  de  estos  genes  entre  zanahorias  blancas,

amarillas, naranjas y rojas (Clotault ef a/, 2008). En este estudio se observ6 que la expresi6n de

los genes se correlacion6 con la cantidad de pigmento en las variedades coloreadas y no asi

en la variedad cuya rarz de reserva es blanca, en donde a pesar de no haber acumulaci6n de

carotenoides los genes si se expresaban.
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1.4 lmpor[ancia de[ gen zds en la biosintesis de ]os carotenojdes

La enzima ZDS en plantas es requerida para la desaturaci6n del g-caroteno a neurosporeno y

licopeno  (Figura  28)  y,  mutaciones  en  dicho  gen  o  defectos  en  la  actividad  ZDS,  causan

alteraciones fisiol6gicas graves.  Entre las mutantes descritas que se atribuyen a defectos para

este gen  o para la enzima,  encontramos trabajos con  naranjas  (Rodrigo ef a/,  2003),  girasol

(Conti ef a/, 2004), A,  fha//.ana (Dong ef a/, 2007),  malz (Matthews ef a/, 2003) y cianobacterias

(Bautista ef a/, 2005).

En naranjas, se describi6 la mutante P/.na/ate, la cual presenta frutos de color amarillo en vez

del color anaranjado de la variedad silvestre a causa de la alteraci6n en la composici6n de los

carotenoides en la cascara. La mutaci6n solo afecta a los frutos, ya que en hojas los niveles de

carotenoides son normales. Ademas, esta mutante presenta un  retraso en la desaparici6n del

color verde  durante  la  maduraci6n,  lo  que  se  deberla  a  bajos  niveles  de  ABA  en  la  planta

(Rodrigo ef a/, 2003).

La mutante en las plantas de girasol se denomina nor dormant-7 (nd-7). Esta planta posee una

gran alteraci6n en el locus del gen zds,  lo que genera,  plantas viables solo en condiciones de

luz tenue. Ademas, posee una gran acumulaci6n de g-caroteno, y un fenotipo vMparo (semillas

que germinan antes de tiempo) (Conti ef a/, 2004).

Las mutantes spc7  de A.  {faa/i.ana presentan  un fenotipo  de  muerte celular espontanea.  Esta

mutante posee dos variaciones alelicas, una debil denominada spc7-7 y una fuerte denominada

spc7-2.  La  primera  incluye  blanqueamiento  de  las  hojas,  acumulaci6n  de  super6xido  y  un

mosaico de muerte celular.  La segunda causa una detenci6n completa del desarrollo luego de

la  geminaci6n,  por  lo  que  se  trata  de  un  fenotipo  letal.  En  este  trabajo  se  plantea  que  la

mutante  genera  una  serie  de  otros  problemas  en  procesos  fisiol6gicos  como  el  desarrollo

anormal de cloroplastos, una baja fotoprotecci6n, un nivel reducido de actividad del fotosistema

11, deficiencias de ABA y una insuficiente sefializaci6n retr6grada (plastidio-nacleo) causada por

la perdida de funci6n de ZDS (Dong ef a/, 2007).
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En maiz, las plantas mutantes para el gen zds, presentan un fenotipo vMparo, Io que da cuenta

de deficiencias de ABA y acumula grandes cantidades de g caroteno (Mat[hews ef a/, 2003).

Finalmente,  existe un trabajo en el que se genera una cianobacteria con el  gen zds mutado.

Esta mutante presenta gran fotosensibilidad, por lo que solo crece en condiciones de poca luz,

mermando su crecimiento (Bautista ef a/, 2005).

En  base  a  estos antecedentes  queda  de  manifiesto  la  importancia  del  gen  zds,  ya  que  las

deficiencias  en  la  biosintesis  de  los  carotenoides  repercuten  en  los  procesos  fisiol6gicos  y

metab6licos como por ejemp]o el desarrollo y la fotosensibilidad.

1.5 Los genes zds en D. carofa.

Es interesante destacar que en zanahoria,  al igual que en tomate se han descrito dos genes

psy (psyl y psy2) y lcyb (Icyb y lcyb2 o ccs), pero a diferencia de los otros modelos, es la dnica

planta en la que se han identificado dos g-caroteno desaturasa (zds), zdsl  (DQ222430) y zds2

(DQ192189) (Just ef a/, 2007).  La secuencia anotada para zdsl  posee 2078pb, de los cuales

1722 corresponden a la regi6n codificante. Para zds2, Ia secuencia anotada es de 2038pb y su

regi6n   codificante  consta  de   1728pb.   Estos  genes   poseen   en   la   regi6n   codificante   una

identidad nucleotidica de 88% y en las regiones 5' NTR y 3' NTR un 24 y 53% respectivamente.

Nosotros proponemos que el motivo de que existan dos genes zds,  responde al hecho de que

esta  hortaliza sintetiza carotenoides en  contextos completamente distintos,  por una  parte en

sus  hojas,  expuestas  a  la  luz  y  por  otra  parte,  en  su  raiz  de  reserva,  en  condiciones  de

oscuridad. Bajo este punto de vista, se justificarian dos genes que codifiquen para enzimas con

la misma actividad pero que permitan una regulaci6n diferencial o antag6nica dependiendo del

6rgano  (tejido  fotosintetico  o  rafz  de  reserva)  en  e]  cual  se  requieren.  Adicionalmente,  en

nuestro laboratorio se han realizado ensayos de expresi6n mediante RT-PCR en tiempo real,

determinando  que zdsl  y zds2  aumentan  su expresi6n  durante el  desarrollo  de  hojas y  ralz

modificada,  y  que zds2  tiene  una  expresi6n  dos veces  superior a zdsl  en  raiz  de  reserva.

Ademas,   la   luz   produce   un   efecto  sobre  la  expresi6n   de  ambos  genes  en  zanahoria,
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observando  que  los  niveles  de  mensajero  de  zdsl   aumentan  en  una  raiz  tratada  con  luz

mientras que los transcritos para zds2 disminuyen  respecto a  una raiz de reserva crecida en

oscuridad  (Stange  ef a/,  2008).  Estos  antecedentes  indican  que  ambos  genes  se  expresan

diferencialmente pero no nos informan sobre la importancia de los mismos en la planta.

Es  por  ello,  que  en  este  seminario  te  tftulo  se  realiz6  el  trabajo  molecular  necesario  para

estudiar la importancia de los genes zdsl  y zds2 en la biosrntesis de P-caroteno en 0. carofa.

Para ello,  se construyeron los vectores con los cuales se realiz6 el silenciamiento g6nico post-

transcripcional  (SGPT)  de cada  uno de estos  ge.nes en  D.  carofa y,  en  un  trabajo futuro  se

analizafa el efecto causado sobre la s[ntesis de carotenoides en las hojas y raiz de reserva de

estas plantas,  para determinar si alguno de estos genes tienen funci6n 6rgano-especrfica o si

son requeridos en toda la planta.

1.6 Estrategia a utj]izar

En este seminario de titulo se construyeron los vectores necesarios para el SGPT de los genes

zdsl  y zds2 de D.  carofa,  con la finalidad de poder estudiar la funci6n  de estos genes en  la

carotenogenesis de D. carofa.

EI  SGPT  se  basa  en  la  disminuci6n  de  los  niveles  de  transcrito,  de  tal  manera  de  generar

plantas  "knock  down"  para  el  transcrito  zdsl  y  zds2.  For  lo  tanto,  la  metodologfa  posee  la

ventaja de no generar mutantes nulas (knock out), ya que remanentes de transcrito del gen que

se esta silenciando se lografa traducir.  por lo que eventualmente se lografa ver fenotipos que

generados mediante mutaci6n completa podrian ser letales (secci6n 1.4).

EI SGPT es un mecanismo molecular de degradaci6n de una poblaci6n de ARNs  y aunque no

afecta directamente la traducci6n, su acci6n se correlaciona con una disminuci6n en los niveles

de  las proteinas correspondientes.  Para facilitar el  entendimiento del  PTGS,  este  puede  ser

dividido  en tres etapas:  iniciaci6n,  propagaci6n y mantenci6n  ovaucheret]  2001).  La etapa  de

iniciaci6n consiste en generar los "siARN" que gatillafan el silenciamiento, a partir del clivaje de

la  doble  hebra  de  ARN  (dsARN).   Para  la  etapa  de  iniciaci6n,   se  han  descrito  dos  vfas
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principales.  La primera se  llama mecanismo de cosupresi6n  (Figura 3) y consiste en  generar

una gran cantidad c!e transcrito (hebra +) de manera de sobrepasar un nivel umbral end6geno y

activar  la  ARN  polimerasa  ARN-dependiente  (RPRd)  que  sintetiza  la  hebra  complementaria

(hebra  -)  al  ARN  sobre-expresado,  los  cuales  hibridan  formando  un  ARN  de  doble  hebra

aberrante   para   el   contexto   celular.   La   segunda  via,   consiste   en   generar  transcritos   en

orientaci6n  antisentido   con  respecto  al ARNm  end6geno  (Figura  3).  Estos transcritos deben

tener un porcentaje de identidad  igual  o  mayor al  81%,  de forma que 6stos  hibriden y  sirvan

como  partidores  para  la  RPRd  que  genera fa  la doble  hebra.  Una  versi6n  mas sofisticada y

eficiente de esta via, es la que se usa en este seminario y, consiste en introducir artificialmente

a  la planta las secuencias como invertidos repetidos para generar el  silenciamiento,  de modo

que al transcribirse se obtenga directamente una horquilla de ARN (ver metodos).  Luego, en la

etapa de propagaci6n, Ios dsARN son cortados en fragmentos de entre 21 a 25 nucle6tidos con

2   o   3   nucle6tidos  desapareados  en   el   extremo   3',   por  la   acci6n   de   una   ribonucleasa

denominada  DICER,  generandose  los  siARN.  DICER  es  una  proteina  que  pertenece  a  la

familia  de  las  RNasa  tipo  Ill  y  es  especlfjca  para  dsARN.  Luego,  Ios  si  ARN  se  unen  a  un

complejo  denominado  RISC  (RNA induced  silencing  complex)  el  cual  es  el  encargado  de  la

degradaci6n del ARNm  blanco (Figura 3).  La etapa de propagaci6n,  se basa en que el SGPT

puede ser transmitido desde  un  6rgano o  punto  localizado  en  la planta,  hacia otros 6rganos.

Esto  indica que  las sefiales del  silenciamiento  local  (RISC con  una hebra de ARN "gufa"),  se

pueden mover a trav6s de las c6lulas,  posiblemente a traves de plasmodesmos y propagarse

sist6micamente  via  floema   por  toda   la   planta.   Finalmente,   con   respecto   a   la  etapa   se

mantenci6n,  se  ha  descrito  que para que  el SGPT sea estable  en  el tiempo,  se  requiere de

condiciones similares a las que se necesitan para gatillarlo. Es decir, para que el silenciamiento

sea  estable,  se  necesita  de  un  suministro  constante  de  las  sefiales  que  lo  gatillan  (miARN,

RISC, etc.), lo que refleja lo dinamico del mecanismo.
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Figure 3. Esquerha del mecanismo de S®PT.  RPRd, ARN polincasa ARNrdependiente;  RISC (RNA
induced silencing complex), oompleio RNA inductor de silenciamiento.

La estrategia de SGPT ya ha sido usada para estudios de genes carotenogchicos en tomate,

donde, se evalu6 el efecto de la enzima poligalacturonasa en la maduracich del fwho (Schuch

ef a/,  1989). Tambich se determin6 que la enzima   PSY-2 no contribuye a la sfntesis de los

carotenoides en  la meduracich del fruto (Fraser ct a/,  1999)  y que cycb tiene funcich fndo

espectfica (Ronen ct a/, 2000). En zanahoria fue aplicada para estudiar la funcich del gen leyb

(seminario de tftulo y tosis de Magister de L. Pizaro 2007 y 2008), deteminando que dicho gen

es rdevante pare la sintesis de P¢aroteno en toda la planta. En base a estos antecedentes, se

decidi6 utilizar esta estrategia para evaluar la importancia de zdsl y zds2 en D. carofa.

Para construir lee vectores de silencianiento ce utl.liza Ia region 3' ro traducible (NTR) de zdsl

y zds2 que al ser regiones especfficas de coda gen per presentar alrededor de un 50% de

identidad  nuclectidica,  nos permitifa  generar el  silenciamiento de  un  gen  independiente del

otro.  Los fragmontce seran introducidos en los vectoros utilizando la mctodologfa Gatoway®.

Esta tecnologfa,  se basa en el  uso de secuencias de recombinacich especfficas, generando

rna  pratafoma  universal  de  clonamiento que  permite  destimar  los  genes  a  fragmentos  de

interts a disGntos vectores disminuyendo el n`inero de etapas de subclonamientos.
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1.7 0bjetivos

Objetivo general

•      Desarrollo de herramientas moleculares y celulares para el estudio de

los  genes  zdsl   y  zds2  en  Daucus  carofa  mediante  silenciamiento

genico post-transcripcional (SGPT).

Objetivos especificos

•     Generar vectores para SGPT de zdsl  y zds2 mediante la metodologfa

Gateway®.

•      Evaluaci6n   en   tabaco,   de   la   funcionalidad   de   las   construcciones

generadas para el SGPT de zdsl y zds2.

•     Obtener  plantas  transgenicas  con  la  construcci6n  para  el  PTGS  de

zds2 mediante embriogenesis somatica.

•     Analisis  molecular  para   la   selecci6n   y   confirmaci6n   de   las   lfneas

transgenicas de D. carofa que poseen la construcci6n para el PTGS de

zds2.

16



2. MATERIALES Y METODOS

2.1  REACTIVOS

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las t6cnicas empleadas de bio!ogia molecular

y  analisis.   Estos  productos  fueron  adquiridos  en   Meck,   lnvitrogen,   Fermentas,   Promega,

Axygen,  New  England  Biolabs,  Sigma-Aldrich,  Phyto Technology  Laboratories y  Omega  Bio-

tek.

2.2 METODOS DE B[OLOGiA MOLECULAR

2.2.1  Purificaci6n de ARN de plantas

Para la extracci6n del ARN de D.  carofa o de tabaco, segtin corresponda,  se utiliz6 el metodo

de  RNA-solv®  Omega  Bio-tek.  Aproximadamente  100  mg  de  hojas de  D.  carofa  silvestre  o

tabaco, fueron homogenizadas en un mortero esteril con 1  mL de RNA-solv® en presencia de

nitr6geno liquido.  Luego, se pas6 el homogenizado a tubo de microcentrffuga de 1,5 mL donde

se agreg6 200 uL de cloroformo,  se agit6 en  un vortex por 15 segundos y se incub6 en  hielo

durante  10 minutes.  Posteriormente se centrifug6 a  12.000 x g  por  15 minutos a temperatura

ambiente y se rescat6 el 80% de la fase superior a otro tubo de microcentrrfuga. Enseguida se

precipit6  el  ARN  con  500  HL  de  isopropanol  enfriado  a  -20°C  y  se  agit6  en  v6rtex  por  15

segundos. Se centrifug6 3 minutes a 16.000 x g para obtener el precipitado, el cual fue secado

durante  10 minutos despu6s de descartar el sobrenadante.  Finalmente se resuspendi6 en 20

uL de agua DEPC libre de RNasa.

2.2.2 Transcripci6n Reversa y Reacci6n en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

EI ARN extraido, se trat6 con DNasa I para eliminar posibles remanentes de ADN producto de

la extracci6n.  La reacci6n contenia 7 uL de ARN  (300 ng/uL),  1  LIL de tamp6n de DNasa I,  0,5

uL de agua DEPC, 0,25 uL de inhibidor de RNasa, y 1 uL de DNasa I  (Fermentas) agregado al

final  para  evitar la  degradaci6n  del ARN.  La  reacci6n  se  incub6  a  37°C  durante  30  minutos,

despues se puso en hielo y se agreg6 1  ijL de EDTA-DEPC 25 mM.
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Para la sintesis de ADNc a partir de ARN de D. carofa silvestre o de tabaco se mezcl6, en cada

caso,    5,5    uL    de   ARN    tratado    con    DNasa,    con    1    LIL    de    partidor    oligo    AP    (5'-

CGCCACGCGTCGACTAGTAC -3')  y  se  sometieron  al  programa  "RT-

PCR"  (tabla  I,  secci6n  2.2.2).  El  programa comenz6  con  5  minutos a  70°C,  luego  se  detuvo

momentaneamente  y  se  pusieron  los  tubos  en  hielo  durante  5  minutos,  tiempo  en  que  se

agreg612,5 LIL de la mezcla de la transcripci6n reversa.  Esta mezcla contenia 4 HL de tamp6n

5X lmpromll,  1,7 LIL de Mgc12 (50 mM),  1  dNTPs DEPC,  0,5 uL de inhibidor de RNasa y 5.3 LIL

de de agua DEPC.  Finalmente,  se agreg6 1  uL de Transcriptasa Reversa lmpromll  (Promega)

a cada tubo excepto al  control  negativo sin transcriptasa reversa.  Posteriormente se continu6

con el programa.

La integridad del ADNc obtenido se confirm6 mediante un PCR amplificando el gen constitutivo

de la subunidad ribosomal  18S con los partidores "18S" (tabla Ill, secci6n 2.3.2.1) y el programa

"chequeo"  (tabla  I,  secci6n  2.2.2).  Una vez confirmada  la  integridad  del ADNc,  se  realiz6  un

PCR para amplificar el fragmento de intetes.

El  protocolo  general  para  las  reacciones  de  PCR  utilizadas  en  todo  el  seminario  de  tltulo

contenfan:  1X  del  tamp6n  de  la  enzima,  2  mM  de  Mgc12  (en  el  caso  que  el  tamp6n  no  lo

contenga),  0,2 LiM de los partidores sentido y antisentido,  0,2 mM de los dNTPs,1U de la faq

polimerasa, el ADN o ADNc como molde y agua suficiente para completar 25 uL.

Para  visualizar  los  acidos  nucleicos  (ADN  o  ARN),  se  realiz6  una  electroforesis  en  gel  de

agarosa al 1 °/o. Este fue preparado con tamp6n TAE IX (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1  mM, pH

8) y bromuro de etidio 1  i]g/mL.  Las muestras fueron mezcladas con el tamp6n de carga (Azul

de bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25% y glicerol 80%) previo a ser cargadas en el gel.  La

electroforesis fue  realizada  a  una  diferencia  de  potencial  de  entre  80  y  100  V  durante  30

minutos para ADN y 50 V durante 10 minutos para ARN.  Finalmente los geles se fotografiaron

en quipo Syngene.
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programas  de  PCR  utilizados  en  este  seminario  de  titd]o.  A)  ProgramaTabla  I.  Detalle  de  los
utilizado para amplificar un-fradmento de la regi6n 3' no codificante de los genes zdsl y zds2 de D. carofa.
a)   Programa  utilizado  para  comprobar  la  integridad  del  ADNc  (con   partidores   18S  se  amplific6  la
subunidad ribosomal  18S) y confirmar la transformaci6n estable de las zanahorias (con partidores 35S se
detect6 el promoter CaMV 35S en el genoma de D. oarofa). C) Programa para obtener ADNc mediante la
transcriptasa reversa (RT-PCR).
A. zds

95                         4 minutos                            111

94                     50 segundos
2                           2                                  51                      50 segundos                       35

3                                 72                     50 se undos
31 72                          7 minutos                             1
41 4co1

a. Chequeo

1                                     95                          5 minutos
94                     40 segundos

2                          2                                 52                     40 segundos                      30
3                                 72                    50 se undos

31 72                         10 minutos
41 4co1

C. RT-PCR

1                                               70                                   5 minutes
1                                       2                                               hielo                                   5 minutos

25                                  5 minutos
21

2
42                                60 minutes
70                                  15 minutos

31 4cO

2.2.3 PCR de colonia de E. co/i. y A. twnefaci.ens para la selecci6n de los clones positivos

"PCR de colonia" es una variante del  PCR tradicional en que se usa como molde el cultivo de

bacterias   directamente,   en  vez  del   ADN   plasmidial   purificado.   Las   colonias   de   E.   co/i.

transformadas con las construcciones PMDC/zdsl  y PTOPO/zds2 se analizaron mediante este

metodo.  En  el  caso  de  las  colonias  de  A.  fumefac/.ens,  se  confirmaron  las  construcciones

pMDC32/zdsl  y pHellsgate/zds2.  La reacci6n de PCR estaba compuesta,  como se detalla en

2.2.2 por el tamp6n, Mgc12, dNTPs,  Taq polimerasa, el partidor 5'zdsl  o zds2 GATE, el partidor
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3'zdsl  o zds2 GATE,  0,5 uL de cultivo de E.  co//. o A.  fumefac/.ens segtln sea el caso y agua

nanopura para completar el volumen.  Como control  negativo se utiliz6 agua en vez del cultivo

bacteriano y como control positivo ADN plasmidial de la construcci6n correspondiente.

2.2.4 Purificaci6n de ADN plasmidial de E. co/i.

Para  las  digestiones  enzimaticas  se  utiliz6  ADN  plasmidia[  purificado  de  manera  alternativa

para  los  analisis  preliminares  y,  mediante  kit  comercial,  para  confimar  [os  analisis  con  los

clones de intefes.

2.2.4.1  M6todo de purificaci6n mediante kit comercial

Se  sigui6  el  protocolo  y  se  usaron  los  reactivos  proporcionados  por  el  fabricante  del  kit

AxyprepTM   de   AIygen.    Con   este   ADN   se   confirmaron    los   ana[isis   de   digesti6n,    las

amplificaciones de PCR y se utiliz6 para los procedimientos de transformaci6n,  recombinaci6n

y secuenciaci6n del ADN.

2.2.4.2 M6todo de purificaci6n alternativo

Primero  se  realiz6  un  cultivo  liquido  convencional  en  medio  LB  de  los  clones  de  intetes

(secci6n 2.4.2).  Una vez obtenido el cultivo, se centrifugaron 4 mL de cultivo por 1,5 minutos a

12.000 x g y se elimin6 el sobrenadante. Luego, se resuspendi6 mediante v6rtex con 100 uL de

soluci6n I rna (Glucosa 50 mM, Tris Hcl pH8 25mM y EDTA pH8) y despues se agregaron 200

LIL de Soluci6n  11  (preparada en el momento,  NaoH  0,2M y SDS  1%).  Se mezcl6 par inversi6n

5 veces y §e dejaron los tubos en hielo. Despues se agreg6150 LiL de Soluci6n 111 fria (Acetate

de Potasio 5M,  11,5% de Acido Acetico Glacial y 28,5% de agua), se mezcl6 por inversi6n y se

mantuvo en hielo durante 5 minutes. En seguida, se centrifug6 a 4°C por 5 minutos y se pas6 el

sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga. Se agreg6 un 50% del volumen recuperado

de  una  mezcla  de  fenol:  clorofomo  (1:1),  se  mezcl6  por  v6rtex  y  se  centrifug6  durante  2

minutos a 4°C.  Despues,  el sobrenadante se pas6 a un tubo fresco y el ADN se precipit6 con
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dos volamenes de etanol absoluto. Se incub6 a temperatura ambiente por 2 minutos y luego se

centrifug6 a  12.000 x g durante 5 minutos a 4°C.  Posteriormente,  se elimin6 el sobrenadante

con cuidado y se lav6 agregando 700 uL de etanol 70% mo y centrifugando a 12.000 x g por 5

minutes a 4°C. Enseguida, se elimin6 el sobrenadante y los tubos se secaron por 10 minutes a

temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendi6 en 40 uL de agua nanopura y se trat6 con

RNasa A (2ug/uL) durante 30 minutos a 37°C.

2.2.5 Digestiones enzimaticas pare la selecci6n de los clones positivos

Para  la  construcci6n  pCR8/zdsl,  se  digiri6  con  la  enzima  EcoR/  para  ]iberar  el  fragmento

clonado. La reacci6n contenfa 225 ng de ADN plasmidial,  1X del tamp6n EcoR/, 5 U de EcoR/ y

agua nanopura para completar 20 uL.  Para determinar la orientaci6n del inserto se realiz6 una

digestion con  la enzima Hpa/.  Esta digesti6n estuvo compuesta por 200  ng de vector,  1X del

tamp6n Neb4, 2.5 U de la enzima Hpa/ y agua nanopura para completar 20 lil.

Para confirmar la clonaci6n y orientaci6n del fragmento zds2 en el vector PTOPO se realiz6 una

digestion  enzimatica  doble,  digiriendo  primero  con  la  enzima  Hpa/  y  luego  con  EcoR/.   La

digesti6n  con  Hpa/ estuvo compuesta por 180  ng  de ADN  plasmidial,  1X del tamp6n  React4,

2.5 U de la enzima Hpa/ y agua nanopura para completar 20 lil. Despues de 1  hora a 37°C se

continu6 con  la digesti6n de EcoR/,  en  esta reacci6n  se emplearon  15  uL de la mezcla de la

primera  digesti6n,1  LiL  del  tampon  EooR/  10X,  10  U  de  la  enzima  EcoR/ y  agua  nanopura

hasta completar 20 HL.

En  el  caso  de  la  construcci6n  pMDC32/zd§1,  la  digesti6n  con  EcoR/  permiti6  confimar  la

presencia del fragmento y la orientaci6n de este. La reacci6n estuvo compuesta por 250 ng de

ADN  plasmidial,   1X  de  tamp6n  EcoR/,  5  U  de  la  enzima  Ecofi/  y  agua  nanopura  hasta

completar 20 uL.

Para   la  digesti6n   de   la   construcci6n   pHellsgatel2/zds2,   generado  como   producto   de   la

recombinaci6n LR, se utilizaron 150 ng de ADN plasmidial,1X del tamp6n EcoR/, 7U de enzima

EcoR/ y agua nanopura para completar 20 uL.
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Las reacciones de digesti6n enzimatica fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa  y

las bandas visualizadas mediante tinci6n con BrEt (secci6n 2.2.2).

2.2.6 Extracci6n de ADN de p[antas

Para   la   extracci6n   de  ADN   se   sigui6   el   protocolo   descrito   por   Doyle   y   Doyle   (1987).

Brevemente,100 mg de tejido se molieron en  un  mortero en presencia de  nitr6geno lfquido y

600 HL de tamp6n CTAB (cetil trimetilamonio bromuro (CTAB) al 2%,  Nac] 1.4 M, EDTA 20mM

y Tris pH 8100 mM). La mezcla fue calentada a 60°C por 30 minutos.  Despues, se agreg6 400

uL de  CTAB y se calent6  a 70°C  por 15  minutos.  Posteriormente,  se  agreg6 400  lil  de  una

mezcla cloroformo:  alcohol  isoamllico en  proporci6n 24:1  y se mezcl6 por inversi6n.  Una vez

mezclado, se centrifug6 a 15.000 g durante 10 minutes. Se transfin.6 el 50% del volumen de la

fase superior a un nuevo tuba de microcentrifuga al que se le agreg6 700 LIL de isopropanol de

manera de precipitar el ADN. Esta mezcla se incub6 a -20°C por 30 minutos. A continuaci6n, se

centrifug6  a  15.000  g  por  10  minutos,  se  descart6  el  sobrenadante  y  se  agreg6  700  uL  de

etanol 70°/o. Luego se centrifug6 por 5 minutos a 15.000 g, se elimin6 el sobrenadante y se dej6

secar a temperatura ambiente durante 20 minutos.  Finalmente, se resuspendi6 el ADN con 20

uL de agua nanopura.

2.2.7 PCR para confirmar fas plantas transg6nicas

Para determinar la inserci6n estable en el genoma de  D. carofa de la construcci6n que posee

el fragmento sentido y antisentido de zds2,  se amplific6,  mediante un  PCR,  el promotor CaMV

35S que dirige la expresi6n de dicha construcci6n. Para dicho PCR se utiliz6 ADN gen6mico de

las zanahorias  transformantes  inducidas  por embriogenesis  somatica.  Se  utiliz6  el  programa

denominado "chequeo" y  se detalla  en  el  punto  a  de la tabla  I  (secci6n  2.2.2).  Como control

negativo se utiliz6 ADN de zanahoria silvestre y como control positivo el vector PTOPO/zds2.
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2.3 CONSTRUCCIONES GENETICAS

2]3.1 Metodologia Gateway® y vectores para el SGPT

La generaci6n tradicional de construcciones geneticas se basa en la digesti6n de las hebras de

ADN  con enzimas de restricci6n y la posterior uni6n de estas mediante enzimas ligasas.

La  metodologia  Gateway®,  a  diferencia  de  la  tradicional,  se  basa  en  las  propiedades  de

recombinaci6n   sitio-especificas  del   bacteri6fago   lambda   (A)   para   realizar  las   etapas   de

clonamiento y subclonamiento en la generaci6n de las construcciones geneticas.

El bacteri6fago A es un virus de EscfreH.chi.a co//. que tiene la particularidad de integrar su ADN

en el genoma del organismo hospedero.  Este proceso consiste en una recombinaci6n a traves

secuencias especificas denominadas "att" (attachment),  por lo que el fen6meno se denomina

recombinaci6n     sitio-especifica.     Estas    secuencias    se     han     caracterizado,     aislado    y

comeroialmente  usado  para  generar  una  platafoma  de  mt]Itiples  vectores  que  utilizan  la

recombinaci6n como mecanismo para la clonaci6n. Esta metodologia se conoce con el nombre

de Tecnologia Gateway® y se desarroll6 con el objetivo de aumentar la eficiencia y rapidez de

las  clonaciones.      Las  construcciones  geneticas  en  este  seminario de  t[tulo  se  obtuvieron  a

traves de esta tecnologia.

Para  ingresar  la  secuencia  de  intefes  a  esta  plataforma  de  clonaci6n  Gateway®,  existen

determinados vectores denominados "vectores de entrada".  Estos vectores cuentan  con  una

enzima del tipo topoisomerasa unida covalentemente a ellos (Figura 4 y Figura 6). Esta enzima

se denomina comercialmente TOPO® y es capaz de ligar las hebras de ADN de la secuencia

de intefes, en este caso un producto de PCR, con dicho vector de entrada. Una vez realizada la

clonaci6n, la enzima es escindida del vector (Figura 4).
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Figura  4.  Esquema  de  la  c[onaci6n  del  fragmento  de  interes  en  [os  vectores  de  entrada.  A:
Clonaci6n  de  la  regi6n  3'NTR  de  zdsl   para  la  estrategia  de  antisentido.  a:   Clonaci6n  de  zds2  en
orientaci6n sentido para la estrategia de la horquilla.

Luego de tener clonado el fragmento de intefes en el vector de entrada,  se debe clonar dicho

fragmento en el vector en donde efectivamente se realizafa el analisis del gen de intefes.  Este

segundo vector se denomina vector de destinaci6n y comercialmente existe una amplia gama

de  estos vectores  dependiendo  del  analisis que  se  desee  realizar con  el  fragmento  que  se

encuentra en el vector de entrada.

En   este   seminario   de  titulo   se   utilizaron  vectores   binarios  de   destinaci6n   (pHellsgate  y

pMDC32)  para  insertar establemente  en  el  genoma  de  las  plantas  el  fragmento  de  intefes

(regi6n 3'NTR) de los genes zdsl  y zds2 de zanahoria.  Para insertar el fragmento de intefes

desde  el  vector  de  entrada  al  vector  de  destinaci6n  se   realiza  una  recombinaci6n  sitio

especifica por medio de los sitios "att", como se describi6 anteriormente.

Este  mecanismo  de  recombinaci6n  requiere  de  una  enzima  denominada  LR  Clonasa®  que

pertenece a la familia de las integrasas y tiene la capacidad de generar interacciones intra e
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inter-moleculares.    Esta   caracteristica    permite    que    la   enzima    sola    pueda    realizar    la

recombinaci6n completa a traves de un mecanismo de corfe y ligaci6n de las hebras (Figura 5).

Para ello se ponen en contacto el vector de entrada que posee clonado el fragmento de intefes

entre  los  attL  y  el  vector  de  destinaci6n  en  presencia  de  LR  Clonasa®.   Producto  de  la

recombinaci6n  sitio-especifica  entre  ]os  attL  del  vector  de  entrada  y  attR  del  vector  de

destinaci6n,  se  generan  dos  productos.   Uno  de  ellos  es  el  vector  de  destinaci6n  con  el

fragmento de intefes.

'                             attLl                                                                                          r.'            attL2                            :.1+1ir„"ife::`:=±;;Vector de eBttnda    v€ctor`-~-z{7§~cCAACur
pCR8 o pcoPo     vector---H7§-GGprsAmcAeGgng

:I.X   `

Vector de destinci6fi      `7\ec€or-~-Acaeex

I       REcoueiNAc]6N  ;:.;i            i
'T,*       ~.   SllloE§PEciFICA.z                ,
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I                                  I                     !f!,8tt::i,i,                                    1

Phodqcto no desendo  vac &or--rot.7s-Cca.`}£txp

attR2,      ,``

d® la cecombinaci6n    vac€or-~-H?sTGesTGurLCZLrGT

Verfur dc desiinci6n     vcct:or~~~JuezmGTTTREaz
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i     ``                       t    -lattp2      \

+      lf`:E             '[!-,;      ,,:i.      ,.i,"i(:;+'-~

attBl                                                                                        t`,     att82                         ,h   ti]*,      I
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Figura 5. Esquema de ]a recombinaci6n sitio-especifica. Previo a la recombinaci6n, las secuencias se
denominan  attL y  attR y,    luego  de la  recombinad6n  attB y  attp.  La  LR  Clonasa®  es  la  enzima  que`
permite cortar y ligar el material genetico.

2.3.1.1  C[onaci6n de[ fragmento de zdsl  en orientaci6n antisentido

lnicialmente  solo  se  pretendia  usar  la  estrategia  de  la  horquilla  de ARN  y  por  lo  tanto  los

vectores PTOPO y pHellsgate, sin  embargo esta estrategia solo funcion6 para el gen zds2. Por

ello,  luego de mtlltiples intentos infructuosos para obtener la construcci6n  pHellsagte/zdsl ,  se

opt6  por cambiar a  la  estrategia basada en  la sobre-expresi6n  del fragmento  en  antisentido

(Figura  3  y  Figura  7A).  Por  lo  tanto  para  la  incorporaci6n  del  fragmento  zdsl   al  sistema
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Gateway®,  se  amplific6  a  pahir del  clon  PTOPO/zdsl  la  regi6n  3'NTR del  gen  (295pb)  y  se

clon6 en orientaci6n antisentido respecto al promotor en el vector de entrada pCR8 (Figura 4A).

Posteriormente se  recombin6 con el vector de destinaci6n  pMDC32  (adquirido desde el  stock

ARBC  del  sitio Tair,  N°  de  stock  CD3-738)  para  obtener el  fragmento  en  antisentido  bajo  el

control  del  promotor  CaMV  35S  doble.  AI  expresarse  esta  construcci6n,  se  espera  que  el

fragmento  en  antisentido   hibride  con   el  ARNm   end6geno   que  tiene   orientaci6n   sentido,

formando el ARN doble hebra (Figura 7A).

2.3.1.2 Clonaci6n del fragmento de zds2 en orientaci6n sentido

Para  el  gen zds2,  se  utiliz6  la  estrategia  de la  horquilla de ARN,  por lo tanto  para  la

incorporaci6n de este fragmento al sistema Gateway®, se amplific6 el fragmento 3'NTR del gen

(271pb) a partir de ADNc de zanahoria y se clon6 direccionalmente en orientaci6n sentido en el

vector PTOPO. Para que el clonamiento sea direccional, se agregaron 4 nucle6tidos (CACC) en

el  extremo 5'  del  partidor sentido  (tabla  11).  Estas bases son  complementarias e  hibridan  con

cuatro  bases  presentes  en  el  vector  PTOPO  (Figura  48),  lo  que  permite  que  el  fragmento

ingrese al vector en  la orientaci6n  deseada.  Luego,  se recombin6 con  el vector pHellsgatel2

(donado  por  el  Dr.  Patricio  Arce  del  Laboratorio  de  Bioquimica  de  la  Pontificia  Universidad

Cat6lica  de  Chile),  que  posee  sitios  de  recombinaci6n  en  una  distribuci6n  tal  (attR1-attR2-

intron-attR2-attR1),   que  permite  obtener  el  fragmento  de  intetes  clonado  en  orientaci6n

sentido y antisentido  respecto al  promotor.  De esta forma,  la  horquilla  de ARN  que  gatilla el

silenciamiento se transcribe directamente desde el vector (Figura 78).
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Figure e. Esquema de los vectotes titillzadce en este seminario de tituJo. Los vectores pertenecen a
la familia de vectores Gatemay®.  Los vectores pCR8 y pTOP0 se denominan vectores de entrada y los
vectores PMDC y pHellsgate conesponden a vectoles de destinaci6n.

Table 11. Vectooes utjllzados ®n cste semlnario d® thilo

NOMBRE                  TAMAto {pb)                       RESISTENCIA CO NFERI DA
-------.-.,-      _._T=-_I__''-`_''_. __-_I-.__`'_I_-_-__''_-_____''-`__       _..__-_'__ ---- '--'_'-__. .__ _-

pCR8'GWITOPO                       2817                                Espectinomicina (100 mg/L)

PENTRISD/D-TOPO                    2601                                      Kanamicina (50 mg/L)

pHellsgatel2 17681                     Espectiromicina (100 mg/L) en bacteria

Kanamicina (100 mg/L) en 0. carola

pMDC32 11752                         Kanamicina (100 mg/L) en bacteria

Higramicima (8 mg/L) en D. carofa
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2.3.2 Generaci6n de [as construcciones PMDC/zdsl y pHe[lsgate/zds2

2.3.2.1   Djsefio de los partidores.

Para el disefio de los partidores, se busc6 en la base de datos NCBI Ia secuencia anotada para

las secuencias zdsl  (N° de acceso DQ222430) y zds2 (N° de acceso DQ192189) de D.  carofa

(Just ef a/., 2007).  Los partidores se disefiaron en la regi6n 3' no traducible (NTR) de cada gen,

que como se mencion6 anteriormente,  poseen  una  identidad  nucleotfdica de alrededor de  un

50%.  De esta manera se espera lograr una amplificaci6n exclusiva de cada gen y por lo tanto,

obtener  posteriormente  un  SGPT  especifico.  La  secuencia  de  estos y  todos  los  partidores

utilizados en este seminario de titulo se detalla en la tabla Ill.

Tabla Ill. Partidores utilizados en este seminario de titulo.

El  partidor  5'  posee  las  bases  CACC
Q4Q£TMCGACCITGCGAAAAACA      (subrayadas)       que       permiten       el

clonamiento    direccional    en    PTOPO.
GMTTCIACCAIGTAAACGTATCCC     Junta  con  e|  partidor  3'  amplifican  un

fragmento de 295pb del gen zdsl .

grQGCCITGCAGAAGAAGATTG       EI  Partidor  5.  posee  las  bases  CAcC
(subrayadas)       que       permiten       el

5' zdsl  GATE
sentido

3' zdsl  GATE
antisentido

5'zds2 GATE
sentido

3'zds2 GATE
antisentido

5'18S sentido

3'18S
antisentide

CTCGACGCITGGCCTACTAAT clonamiento    direccional    en    PTOPO.
Junto  con  el  partidor  3'  amplifican  un
fragmento de 271 pb del gen zds2.
Estos    partidores    se    utilizaron    para
verificar   la   integridad   tanto   del   ADN

gen6mico  como  del  ADNc.  Amplifican
un fragmento de 196pb del gen para el
ARN ribosomal 18S.

TTGATTACGTCCCTGCCCTIT

ACAITGATCCITCCGCAGGT

5'35S
sentido

3'35S
antisentido

CCAGTATGGACGAITCAAGG

CGCAATGATGGCATITGTAG

Estos  partidores confirman la  inserci6n
del   DNA-T  ya  que   hibridan  con   una
regi6n  interna del promotor CaMV 35S,
amplificando un fragmento de 401 pb.

P27 5'
sentido

P27 3'
antisentido

GGGATGACGCACMTCC

GAGCTACACATGGTGAGG

La    construcci6n    pHellsgate/zds2    se
secuenci6  con  ambos  partidores  para
verificar  ]a  correcta  orientaci6n  de  los
fragmentos c[onados.

M13 F                         GTAAAACGACGGCCAG                  Se     utilizaron     para     secuenciar     la

M 13 R                        CAGGAAACAGCTATGAC
construcoi6n PTOPO/zdsl .
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2.3.2.2 Clonaci6n de [os fragmentos zdsl y zds2 en [os Veotores de Entrada

EI fragmento de 295pb del la regi6n 3'NTR del gen zdsl  y el fragmento de 271pb de la regi6n

3'NTR  del  gen  zds2  se  amplificaron  a  partir  de  ADNc  de  D.  carofa.   La  reacci6n  de  PCR

contenia tamp6n  de  la  Taq,  Mgc12,  el  partidor zdsl  GATE sentido  a zds2  GATE sentido y  el

partidor  zdsl   GATE  antisentido  o  zds2   GATE  antisentido,   dNTPs,   agua   nanopura,   Taq

polimerasa,  con  las  concentraciones  detalladas  en  la  secci6n  2.2.2  y  1   LiL  de  ADNc  como

molde.  Como  control  negativo  se  us6  agua  en  vez  de  ADNc  y  como  control  positivo  de  la

reacci6n de PCR, se amplific6 la subunidad ribosomal 18S. EL programa de PCR utilizado para

amplificar tanto  el  fragmento  zdsl  como  zds2,  se  detalla  en  la  tabla  I  A  (secci6n  2.2.2).  EI

producto de PCR fue verificado mediante electroforesis y visualizado mediante tinci6n con Bret

(secci6n 2.2.2).

Para la ligaci6n de cada fragmento amplificado,  al vector PTOPO,  se mezclaron 2 y 4  uL de

producto de  PCR  para zdsl  y zds2  respectivamente,  con  1  LiL de  soluci6n  salina y  1  uL de

vector PTOPO.  La mezcla se incub6 durante toda la noche a temperatura ambiente antes de

transfomar  c6lulas  competentes  de  E.   co//.  DH5a  mediante  golpe  t6rmico,  generando  los

vectores PTOPO/zdsl y PTOPO/zds2.

Para obtener la construcci6n pCR8/zdsl, se realiz6 un nuevo PCR con el mismo protocolo de

PCR  descrito  anteriormente  pero  usando  como  molde  de ADN  la  construcci6n  PTOPO/zdsl

previamente generada,  en vez de ADNc.  Para clonar el fragmento amplificado de zdsl  en  el

vector pCR8, se mezclaron  3 uL de producto de PCR con 1  LiL de soluci6n salina,   y 1  uL agua

nanopura y  luL  de vector pCR8.  La mezcla se  incub6 durante toda  la  noche a temperatura

ambiente  antes de transformar las  c6Iulas  competentes de  E.  co//. DH5a  mediante  un  golpe

t6rmico.
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2.3.2.3 Recombinaci6n Gateway ® entre [os vectores de entrada y destinacj6n

Para la recombinaci6n del vector pCR8/zdsl  con el vector de destinaci6n pMDC32 se mezcl6

200  ng  de  la construcci6n  pCR8/zdsl,  50  ng  del vector de destinaci6n  pMDC32,  2  lil de  LR

C|onasaTM 11  Invitrogen y tamp6n TE pH8 para completar 10 uL.

Para la recombinaci6n de PTOPO/zds2 con pHellsgatel2, se mezcl6130 ng de la construcci6n

PTOPO/zds2 (26 ng/uL),100 ng del vector de destinaci6n pHellsgatel2 (50 ng/HL), 2 uL de LR

C|onasaTM |1 y tamp6n TE pH 8 para completar 10 uL.

Tanto  para  la  recombinaci6n  del  fragmento  de  zdsl  como  para  zds2,  una vez  realizada  la

mezcla, se agit6 mediante v6rtex dos segundos, dos veces y luego se incubaron las reacciones

toda la noche a temperatura ambiente.  Para detener la reacci6n se agreg6 1  lil de Proteinasa

K (Invitrogen) y se incub6 durante 10 minutos a 37°C.

Finalmente,  se  transformaron  las  bacterias  competentes de  E.  co//. DH5a  por  golpe termico

(secci6n  2.4.8)  y  se  seleccionaron  los clones  transformantes en  placas  de  LB  agar con  los

antibi6ticos respectivos (tabla 11, secci6n 2.3.1).

2.3.3 Secuenciaci6n

Los  clones  positivos de  la  construcci6n  PTOPO/zdsl ,  pHellsgate/zds2  identificados mediante

los analisis de digesti6n enzimatica, PCR de colonia y de ADN plasmidial, fueron secuenciados

en  Macrogen Co.  (USA),  usando el  partidor P27 Sentido y P27 Antisentido para pHellsgate   y

los partidores del fago M13 para PTOPO (tabla 111, secci6n 2.3.2.1).

2.3.4 Evaluaci6n de la funcionalidad de las construcciones plvIDC/zdsl y pHellsgate/zds2

Para  comprobar  la  funcionalidad  de  las  construcciones  PMCD/zdsl   y  pHellsgate/zds2,  se

transform6  A.  fumefac/.ens  (secci6n  2.4.9)  con  cada  uno  de  los  vectores  para  lo  cual  se

agroinfi[traron  hojas  de  tabaco  (secci6n  2,4.10)  para  determinar  mediante  RT-PCR  (secci6n

2.2.2) Ia expresi6n de los fragmentos zdsl y zds2.
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2.4 CULTIVO Y MATERIAL BIOL6GICO

2.4.1  Material Biol6gico

Genotipo  de  la  cepa  de  E.  co/f.  DH5a:  supE44,  A/acu169(qt80/aczAM15),  hsdR17,  recA1,

endAI , gyrA96, thi-1. relA1.

Genotipo de la cepa de AgrobacfeH.urn funefact.ens GV3101:  C58,  plasmido Ti curado,  GenR,

RifR.

Se utiliz6 D. carofa variedad Nantes para realizar el trabajo.

2.4.2 CuraNo de E. coli y A. tumefaoiens

Las bacterias E.  co//. de la cepa DH5a se crecieron en medio LB Iiquido (1 % (p/v) de triptona y

0.8%(p/v)  Nacl),  con  una  agitaci6n  de  200  rpm  y  medio  LB  s6lido  (1%  (p/v)  de  triptona,

0.8%(p/v)  Nacl y  1.6°/a  (p/v) de agar),  durante  16  horas a  una temperatura de 37°C y con  el

antibi6tico correspondiente a la resistencia otorgada por el vector (tabla 11, secci6n 2.3.1 ).

En el caso de A. funefacf.ens, se utiliz6 la cepa GV3101. Para su cultivo se utiliz6 medio LB con

los antibi6ticos rifampicina 10mg/L, para la selecci6n cromos6mica y gentamicina 50mg/L para

la  selecci6n  del  plasmido  Ti,  ademas  del  antibi6tico  correspondiente  para  la  selecci6n  del

plasmido de intefes (tabla 11, secci6n 2.3.1).  El cultivo liquido se creci6 durante 18 horas, y con

una agitaci6n de 200 rpm,  mientras que el cultivo s6lido se creci6 por 48 horas. Ambos a una

temperatura  de  28°C.  De  todos  los  cultivos  liquidos  se  realiz6  un  respaldo  en  glicerol  para

guardar las bacterias a -8o°C.

2.4.3 Cu[tivo de A. funeraci-er7s para ]a infecci6n de tejidos vegetates

Para  la  preparaci6n  de  este  cultivo,  se  inocularon  100  uL  de A.  funerac/.ens transformadas

(secci6n  2.4.9)  en  15  mL  de  LB  con  los antibi6ticos  respectivos  (tabla  11,  secci6n  2.3.1)  y  se

crecieron  de  manera  convencional  en  agitaci6n  durante  18  horas  a  28°C  (secci6n  2.4.2).
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Luego,  se centrifug6 por 10 minutes a 8.000 x g,  se elimin6 el sobrenadante y se resuspendi6

en  30  mL de MS  Ifquido  (Murashige y Skoog,  1962)  con  acetosiringona a  una concentraci6n

final  de  25mM.  Finalmente,  se  dej6  creciendo  por  3  horas  en  agitaci6n  a  28°C  antes  de

utilizarlo para infectar el tejido vegetal.

2.4.4 Cultivo de D. carofa /.n v/.fro y en e[ invemadero

Para la transformaci6n estable de la zanahoria, se utilizaron explantes de plantulas cultivadas

i.n  vt.fro.  Para  el  cultivo  i.n  vt.fro,  primero  se  esterilizaron  las  semillas  durante  15  minutos  en

agitaci6n  con  una  soluci6n  de  2°/o  de  fungicida  CAPTAN.  La  mezcla  se  dej6  decantar  para

descartar  el  liquido.   Luego,  se  enjuag6  tres  veces  con  50  mL  de  agua  destilada  est6ril.

Despu6s, se les agreg6 a las semillas 100 mL de una soluci6n de hipoclorito de sodio al 20°/o y

se  mantuvo  en  agitaci6n  durante  1  hora.  Las  semillas  se  enjuagaron  tres veces  con  agua

destilada  est6ril  y  se  retir6  el  exceso  de  agua  de  las  semillas  con  papel  absorbente.  Luego,

estas se sembraron en placa§ con medio basal MS.  Las plantas regeneradas fueron utilizadas

para la transfomaci6n estable de zanahoria con pHellsgate/zds2.

Para  el  cultivo en  invernadero,  las plantulas /.n  vt.fro  obtenidas de  la embriogenesis somatica

producto de la transfomaci6n con pHellsgate/zds2, se trasplantaron a maceteros de 1200 cm3

aprox., con una mezcla de tierra de hoja: vermiculita (2:1) y condiciones de 16 horas de luz y 8

de oscuridad a una temperatura constante de 24°C.  Para la aclimataci6n de las plantas, estas

inicialmente fueron cubiertas con un vaso plastico de manera de mantener la alta humedad a la

que  fueron  sometidas  durante  su  cultivo  /.n  v/.fro.   Luego  de  2   semanas.   Ias  plantas  se

comenzaron  a  destapar gradualmente,  para teminar por destaparlas  completamente  en  un

periodo de 6 semanas aproximadamente.
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2.4.5 Embriog6nesis somatica de D. carofa

La  zanahoria  es  una  planta  ampliamente  utilizada  para  realizar  estudios  que  involucran

embriogenesis  somatica,  por lo  que  este  procedimiento  esta  bien  establecido  (Pennell  ef a/,

1992;   Sato-Nara ef a/, 2004).

Una vez realizada la infecci6n del tejido vegetal con A. fumeracifens (secci6n 2.4.11) y pasadas

las 35  horas,  los explantes se  lavaron  con  agua destilada  esteril  para eliminar el  exceso  de

Agrobacter7.urn y se  depositaron  en  nuevas placas MS  con  las hormonas  necesarias para  la

embriogenesis  somatica  y  kanamicina  como  antibi6tico  de  selecci6n  ya  que  pHellsgatel2

expresa el  gen  nptll  en  plantas.  El  primer medio  (medio I)  contenia kanamicina  (25  mg/L),  Ia

auxina  2,4D  (1  mg/L)  y  cefotaDtime  (300  mg/L)  el  antibi6tico  que  elimina  al  Agrobacten.win.

Despues  de 5  semanas,  los explantes se  pasaron  al  segundo medio (medio  11),  que estaba

conformado por kanamicina (50 mg/L),  2,4D (0,5 mg/L) y cefotaxime  (300 mg/L).  Despu6s de

permanecer 4 semanas en el segundo medio, con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad,   los  explantes   desarrollaron   embriones   en   estado   inmaduro.   Al  finalizar  las  4

semanas  se  pasaron  al  tercer  (medio  Ill).  En  el  medio  Ill  se  aumento  la  concentraci6n  de

kanamicina  a  100  mg/L,  se  elimin6  la  homona  2,4D  para  favorecer  la  maduraci6n  de  los

embriones los que generaron plantulas y el cefotexime se redujo a 150mg/L. Finalmente,  luego

de 4  semanas,  las  plantulas  regeneradas  se  pasaron  a  frascos  de  MS  donde  elongaron  y

enraizaron.   Luego  de  5   meses,   se  obtuvieron   plantulas  con   raices  apropiadas  para   su

aclimataci6n a tierra (secci6n 2.4.4).

2.4.6 Transformaci6n de E. co//.

Primero se prepararon celulas competentes de E. co/i. cepa DH5a,   para esto se crecieron 100

uL de in6culo en 5 mL de LB durante toda la noche a 37°C con agitaci6n (secci6n 2.4.2). Luego

se pasaron 500 uL de este cultivo a 80 mL de LB en un matraz y se puso a crecer hasta una

densidad 6ptica de 0.4-0.5 a 600 nm (3 horas aproximadamente). Despues se centrifug6 a 4°C

por 10 minutos a 1600 x g en tubas esteriles, se resuspendi6 el precipitado cuidadosamente en
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10 mL de Cac12 0.1M esteril y frio.  Luego, se volvi6 a centrifugar a 4°C por 5 minutes a 1.100 x

9, se elimin6 el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en 10 mL de Cac12 0,1M esteril y

frio.  Luego, se incub6 en hielo en el refrigerador por 30 minutos.  Posteriormente,  se centrifug6

a 4°C  por 5  minutos a  1.100  x  g,  se  elimin6  el  sobrenadante y  se  resuspendi6  en  2  mL  de

Cac12  0,1M  est6ril  y mo.  Finalmente,  alrcuotas de 200  lil se  guardaron  a -80°C  con  glicerol

(35%) para su uso posterior.

Para  la transfoimaci6n  de las construcciones  geneticas  obtenidas,  se  mezcl6 y  mantuvo  en

hielo durante 30 minutos,  100 uL de bacterias E.  co//. competentes con la reacci6n de ligaci6n

de intefes.  Luego, se aplic6 el golpe termico a 42°C por 1,5 minutos y se deposit6 la mezcla de

reacci6n en hielo por 1  minuto.  Posteriormente, la mercla se puso en  1  mL de LB liquido y se

dej6 incubando durante  1  hora a 37°C con  agitaci6n.  Despues,  en  un tubo de microcentrifuga

de  1,5  mL  se  centrifug6  a  8.000  x  g,  se  elimin6  el  sobrenadante  y  se  resuspendi6  con  las

celulas  en  50  LiL  que  fueron  plaqueados  en  una  placa  de  LB  s6lido  con  los  antibi6ticos

respectivos  (tabla  11,  secci6n  2.3.1).  La  placa  se  dej6  a  37°C  por  toda  la  noche  hasta  la

aparici6n de colonias.

2.4.7 Transformaci6n de A. funefacjens

Primero se prepararon celulas de A. fumefaci.ens competentes para lo cual se realiz6 un cultivo

de  la  manera  convencional  (secci6n  2.4.2)  en  4  ml  de  medio  LB  con  rifampicina  10  mg/L y

gentamicina 50 mg/L en agitaci6n durante 18 horas a 28°C. Luego el in6culo fue vertido en 100

mL  de  LB  liquido  con  rifampicina  10  mg/L y  gentamicina  50  mg/L  y  se  incub6  con  agitaci6n

hasta  una  D.O.Goo =  0,5.  Despues se mantuvo en  hielo durante  10  minutos y se centrifug6  a

3.000 x g por 20 minutos a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en

lmL de Cac12 20 mM esteril y frio. Finalmente, se fraccion6 en alicuotas de 100 lil, las que se

congelaron con nitr6geno liquido para ser guardadas a -80°C hasta su utilizaci6n.
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Para  la  transformaci6n,  se  descongel6  en  hielo  una  alicuota  de  100  uL  de  celulas  de  A.

funefac/.ens competentes y se mezclaron con 500  ng de la construcci6n  pHellsgate/zds2.  Se

congel6 en nitr6geno liquido durante 5 minutos y luego se descongel6 a temperatura ambiente

durante  15  minutos.  La  mezcla  se  incub6  en  medio  LB  a  28°C  durante  toda  la  noche  con

agitaci6n.  Finalmente,  para la selecci6n de los clones transformados,  se plaquearon 50 LiL de

las celulas en  una placa de   LB-agar con rifampicina 10mg/L,  gentamicina 50mg/L ademas de

kanamicina 50mg/L para las celulas transformadas con PMDC/zdsl  y espectinomicina 100mg/L

para las transformadas con pHellsgate/zds2.

2.4.8 Transformacj6n transitoria de tabaco

Se realiz6 la transfomaci6n transitoria de las hojas de tabaco con un cultivo de A. fL/mefaci.ens

preparado  para  la  infecoi6n  del  tejido  vegetal  (secci6n  2.4.3).   El  cultivo  de  bacterias  que

contiene  la  construcci6n  PMDC/zdsl  a  pHellsgate/zds2,  se  recogi6  en  una jeringa  sin  aguja,

esta se presion6 contra el enves de la hoja de manera que el liquido invada el tejido.  Luego de

cuatro dias se realiz6 la extracci6n de ARN (secci6n 2.2.1) de la zona agroinfiltrada.

2.4.9 Transformaci6n estable de D. carofa

En  a.  oarofa  se  ha  estandarizado  el  metodo  de  transformaci6n  estable  por A.  fumeraci.ens

(Chen  y  Punja,  2002).  En  este  procedimiento  se  coincubaron  explantes  de  los  epicotilos  de

zanahoria de  1,5  cm  cultivadas /.n  v/.fro (secci6n 2.4.4),  con  el  cultivo de A.  fumerac/.ens   que

contiene  la  construcci6n  pHellsgate2/zds2.  Esta  coincubaci6n  se  realiz6  en  una  placa  Pefrr.

durante  10  minutos,  con  agitaci6n  esporadica  y  mediante  incisiones al  tejido vegetal  con  un

bisturi de manera de favorecer la acci6n de la bacteria.  Luego,  los explantes se  secaron  en

papel  absorbente  est6ril  y  se  depositaron  en  una  placa  de  MS  sin  antibi6tico.  La  placa  se

mantuvo en  condiciones de  oscuridad  durante  35,  para  luego  traspasar los  explantes  a  las

placas respectivas e inducir la embriogenesis (secci6n 2.4.5).
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3. RESULTADOS

3.1±on8trucc[6n d®l vector DMDcrdsl v an£I[±±ald® eu func]onallda±

3.1.1  Amplificaci6n  de  la  regi6n  3'  NTR de[  gen  zdsl  y  su  ctonaci6n  en  e]  vector de

entrada.

En la Figura 8A se muestra la amplificaci6n del fragmento de 295pb de la region 3'NTR del gen

zdsl a partir del ADNc de D. carofa, el cual fue clonado en el vector de entrada PTOPO, debido

a que inicialmente se pretendia recombinar con el vector de destinaci6n pHellsgate.  Los clones

positivos fueron secuenciados y,  la secuencia indic6 que posee un 100% de identidad respecto

a  parte  de  la  regi6n  3'NTR  del  gen  zdsl  de  D.  carofa  sp  sativus  (Figura    9).  Con  el  clon

secuenciado,  se  intent6  recombinar infructuosamente PTOPO/zdsl  con  el vector pHellsgate,

por ello, se amplific6 nuevamente el fragmento de zdsl a partir de la construcci6n PTOPO/zdsl

secuenciada  (Figura  88)  y  se  clon6  en  el  vector  de  entrada  denominado  pCR8.  Una  vez

realizada  la  reacci6n  de clonaci6n  (secci6n  2.3.2.2),  se  transfom6  E.  co//. y  las colonias se

seleccionaron en medio LB con espectinomicina (secci6n 2.4.8)
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Figura 8. Amplificaci6n de la regi6n 3'NTR del gen zdsl:  Electroforesis en g

-295 pb
;

I

'i
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el de agarosa al  1% con
110-`_  ---```-r`` ----------   ___               -

bromuro  de  etidio.  A)  D.a..  amplificaci6n  del  fragriento  de  295pb  a  partir  de  ADNc  de  D.  oarofa.  C+:
amplificaci6n  de  un  fragmento  de   196pb  de  la  subunidad   ribosomal   18S.   a)   1   y  2  muestran   la
amplificaci6n usando ADN plasmidial de PTOPO/zdsl  como molde.  En A y a,  el  carril PM es el estandar
depesomoleoularyelcarrilC-correspondealcontrolnegativoendondeseutiliz6aguacomomolde.
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Fjgura 9. Alineamiento (BLAST) entre la secuencia de la construcci6n  PTOPO/zdsl  y la base de
datos.

3.1.2 Analisis de la construcci6n pCR8/zdsl.

EI ADN plasmidial de los clones crecidos en espectinomicina fue extraido mediante kit (secci6n

2.2.4.1) y digerido con enzimas de restricci6n.

El  primer analisis se hizo para verificar que existe un fragmento clonado en   el vector pCR8.

Para esto se digiri6 el clon 4 y 5 con la enzima EcoR/ (secci6n 2.2.5) que posee sitios de corte

flanqueando la zona de clonamiento en el vector.  Como se observa en la Figura 10,  al digerir

con EcoR/ se obtiene la liberaci6n de una banda del tamafio esperado de 304pb. La diferencia

de tamafio entre el fragmento amplificado inicialmente de 295pb con este el esperado de 304pb

se debe a que el corte con la enzima EcoR/  no flanquea exactamente al inserto y por lo tanto

agrega 9 bases nitrogenadas al fragmento.
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Figura 10. Digeat6n de pCRanid$1 con EcoRI: A) Esquena de la digestion en donde se repnesenta el
hagmento liberado de 304pb.  a) Electroforesis en gel de agarosa al  1% con Brct.  El carril  1  muestra la
digesti6ndelADNdelclon4yelcarril2fadigesti6ndelcton5.Ambasdigestionesmuestranlaliberaci6n
deunabandadeaprorfuadamente300pb.ElcarrilPMeselestandardepesomoleoular.

Pare  dcteminar  si  alguno  de  los  clones  posee  la  construcci6n  con  el  fragmento  en  la

orientacich antisentido descada, se digiri6 con la enzima Hpa/ (seccich 2.2.5).  Esta digestion

libefounhagmentode250pbenelclon4indicandosuorientacichsentidorespectoalossitios

de isoTibinaci6n attL y 407pb en el Clon 5 indicando su orientacich antisentido fespecto a los

sitios de reeombinaci6n attL, Io que indica que este dltimo es el clon de intefes (Figura 11).

rq    Ltnl

EIand
i  ++    -'

fty'                 Lqu

cO, pb

Flgura 11. Digestl6n de pCR8/zdel con «pe/: A) Esquena de la digestion en donde se representa el
fragmento liberado dependiendo de la orientaci6n de la seouencia clonada,  a) Electroforesis en gel de
agarosaal1%conBrEtElcarril1muestralad©esti6ndelADNdelclon4enque§eHberaunabandade
250pb y el carril 2 muestra una banda de 400pb aprox. producto de la digestion del ADN del clon 5.  PM:
Se us6 un estandar de peso moleeular.
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3.1.3 Analisis de la construcci6n plvIDC/zdsl.

Una vez confirmada la construcci6n pCR8/zdsl  por digesti6n,  se realiz6 la recombinaci6n con

el vector PMDC (secci6n 2.3.2.3). Se transform6 E.  co//. y los clones se seleccionaron en medio

LB con kanamicina (secci6n 2.4.8).

De los clones crecidos, se realiz6 un PCR colonia con los partidores para el fragmento de zdsl

y encontrar asf los clones que poseen  la construcci6n PMDC/zdsl.  La Figura  12 muestra que

existe una t]nica amplificaci6n del tamafio esperado de 295pb para el carril 1, que corresponde

al clan  1.

295 pb -,

Figura 12. PCR en co[onia de E. co/i.transfomadas con PMDC/zdsl: Electroforesis en gel de agarosa
al  1% tefiido  con  bromuro  de  etidio.  Se analizaron  5  clones  (1-5)  a los  que se realiz6  un  PCR con  los
partidores  zdsl  GATE.  Coma  control  negativo  (C-)  se  utiliz6  agua  en  vez  de ADN  como molde.  Como
control  positivo  (C+)  se  us6  el ADN  plasmidial  pCR8/zdsl.  En  el  carril  PM  se us6 un  estandar de peso
molecular.

Posteriormente,   la  presencia  de  la  construcci6n  PMDC/zdsl   en  el  clan   1   fue  confirmada

mediante  digesti6n  enzimatica  con  la  enzima  EcoR/  (secci6n  2.2.5).  El  partidor  "Antisentido

zdsl  GATE" posee un sitio de corte para EcoR/ en su extremo 3', por lo tanto, en el caso que el

fragmento no se encontrara clonado, s6lo se linealizaria el vector.  En el caso que el fragmento

se  hubiese  encontrado  en  la  orientaci6n  deseada,  antisentido,  la  digesti6n  con  esta  enzima

generaria la liberaci6n de un fragmento de 300pb.  Este es el caso y la banda de dicho tamafio

se observa en la Figura 13.
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Figure 13. Djgesti6n de ADN del clon 1 cofl EcaRF: A) Esquema de la digestion en donde se representa
el fragmento liberado de 300pb. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio.
El carril 1 muestra la digestion del ADN plasmidial del don 1 en que se libera una banda de 300pb. PM:
Estandar de peso molecular.

3.1.4 EvalLiaci6n de la funclonalided d® Ia construccl6n pMDCAzdsl.

Si  bien  los  analisis de  PCR  y  digestich,  muestran  qLie  la  construccich  PMDC/zdsl  estaba

correctamente construida,  para comprobar si 6sta es funcional,  es decir,  si  se transcribe,  se

realiz6 un F`T-PCR a partir de hQjas de tabaco agroirriltradas con PMDC/zdsl .

Para  lograr  este  objetivo  se  transfom6  el  Agrobacterfum  con  ADN  plasmidial  del  vector

PMDC/zdsl  como se describe en lee mctodos (seccich 2.4.9). A los clones del Agrobactow.t7m

oreeidos en el medio de selecci6n,  se les realiz6 un PCR en colonia con los partidores "zdsl

GATE" (secci6n 2.2.3).  En la Figura 14 se apneeia que el clan 2 de A.  fumefacfons, amplifica

una banda del tamano esperado de 295pb, que coincide con la banda del fragmento de zdsl .

Par lo tanto el clon 2 de Agrobacten.z7m es el que se utiliz6 pare agroiiviltrar las hoja8 de tabaco.

pin             1               2              3               4             5            c+              c-

sOopb
anpb

.,"rfu

41lN                   - - 295pe

FigLlra  14.  PCR colonia de A.  drm®facfons transforTrtadas con  las  consrfuccj6n  pMDcfadsl.  Se
ampljfic6 el fragmento clonedo del gen zdsl  pare 5 colonias (1-5). Como control positivo (C+) se usa ADN
plasmidial PMDC/edsl  coma molde y pare el control negative (C-) agua en lugar de ADN.  PM: Estandar
de peso molecular.
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Luego de la agroinfiltraci6n,  se mantuvieron las plantas aisladas por 4 dras en  el  invernadero.

Posteriormente se extraj.o el  RP\IA de la zona infi[trada (secci6n 2.2.1) y se procedi6 a realizar

RT-PCR (secci6n 2.2.2). En la Figura 15 se observa el resultado del RT-PCR para el fragmento

de intetes del gen zdsl.  En las hojas agroinfiltradas con la construcci6n PMDC/zdsl  se obtuvo

una banda del tamafio esperado de 295pb, al igual que en el control positivo. Los partidores de

zdsl  usados en el  RT-PCR no hibridan con zds ni otro gen end6geno en tabaco,  con lo cual

podemos asegurar que zdsl se esta transcribiendo desde la construcci6n PMDC/zdsl .

Por lo tanto tenemos la construcci6n PMDC/zdsl  que es capaz de expresar un fragmento del

gen  zdsl  de  D.  carofa,  el  cual  sera  utilizado  en  trabaj.os  futuros  para  silenciar  de  manera

especlfica el gen zdsl  en esta e§pecie.

RE.fabacum

Phi            CRT           SRT  3 ,

300 pb
-`                            ur#ffl%RE%ff#ffffiff#%di

'REf f if f if f iff iffiffif I f f ifff f if f iff if  g       '                             „>'        I    ,   ;#,`   `¢,         ,f IS    '  %§`

z              3}                                                                                                                                                             ,  1,,''•,.x,,SSyy*RT/§.ny,.,&.!,,#,,.,ue.I.`Refflffif f iRERE

I-+1                        I,      r,

•(

`              'i                         I                 lt,1,

L29§pH

Figura  15. Amp]lficaci6n de  la  regi6n 3'NTR del  gen zdsl  a partjr ADNc de tabaco agroinfi]trado
con   la   construcci6n   plvIDC/zdsl.   CRT:   Transcripci6n   reversa   con   transcriptasa   reversa.   SRT:
Transcripci6n  reversa  sin  transcriptasa  reversa.  C+:  Control  positivo  usando  ADN  plasmidial  PMDC/zl
como templado. C-: Control negativo usando agua en vez de ADN. PM: Estandar de peso molecular.
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3.2 Construcci6n del vector DHellsaate/zds2 v analisis de su funcionalidad.

3.2.1  Amplificaci6n  de  la  regi6n  3'  NTR del  gen  zds2  y  su  clonaci6n  en  el  vector  de

entrada.

Como  se observa  en  el  carril  1  de  la  Figura  16,  al  realizar el  PCR  con  los  partidores "zds2

GATE"  (tabla Ill,  secci6n 2.3.2.1) a partir de ADNc de D.  carofa,  se obtuvo la amplificaci6n de

una banda tlnica del tamafio esperado de 271pb.

pill        1          ,C`..   ,Ci

•2?Q.pb =::`:EE
.`

-L: ..... 3,   i       -.                                        J.I

'"=^          '`

Figura  16.  Amplificaci6n  de  la  regi6n  3'NTR  del  gen  zds2  a  partir  del  ADNc  de  la  zanahoria.
Electroforesis en gel de agarosa al  1% tefiido con bromuro de etidio.1) Se us6 como templado ADNc de
zanahoria silvestre.  C-)  Control  negativo:  Se  utiliz6  agua  en  vez  de ADN  como templado.  C+)  Control

positivo.  Se  amplific6  un  fragmento  del  gen  de la  subunidad  18S  de ARN  ribosomal.  PM)  Estandar de
peso molecular.

Este fragmento amplificado,  se clon6 en  el vector PTOPO  (secci6n 2.3.2.2),  se transform6 E.

co/i. y se seleccionaron los clones en medio LB con kanamicina (secci6n 2.4.8).

3.2.2 Analisis molecular de la construcci6n PTOPO/zds2.

Se extrajo el ADN de los clones crecidos en kanamicina y se realiz6 Ia btlsqueda de los clones

positivos primero por PCR en  colonia  (secci6n 2.2.3) con  los partidores "zds2  GATE" y luego

por digesti6n enzimatica (secci6n 2.2.5).
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Como se observa en  la Figura  17,  de los 7 clones analizados,  la banda del tamafio esperado

de 271pb solo se obtuvo en el clon 33 y en el control positivo.  Esto indica que el clon 33 esta

efectivamente transformado con la construcci6n PTOPO/zds2.

PM      31        33      35       37      39      41      43        C-        C+

250 pb

ffivi^VI£`,%±g'RE`ugiv%   '   <i&RE,%!¢o%y>ti#i=`tt';        T„,+%yis#&;g§#``§*  ifeffi"J'`   +"t¢#RE#+i;!`RE§<#ck+          ``       '``REgr%%#§`ife*#*!.y     Of        ~#<€x'„^     `   x.,,EN*.*,

`3%.I,                                                                                                                                    .                                                                                               %,,                                                                         ,,                                   ,>>.,-,

Figura 17. PCR colonia de E. co#  transfomadas con PTOPO/zds2. Electroforesis en gel de agarosa
al  1% tefiido con BrEt. Analisis de los clones 31  al 43.  C-): Como control  negativo se utiliz6 agua en vez
de ADN  como molde.  C+)  Coma  control  positivo se usa  una  alfcuota  de ADNc.  PM)  Estandar de peso
molecular.

La siguiente comprobaci6n de que el fragmento del gen zds2 estuviera clonado en el vector de

entrada, se hizo mediante digesti6n enzimatica. Se realiz6 una digesti6n doble con las enzimas

EcoR/ y Hpa/ a partir del ADN plasmidial del clon 33 (secci6n 2.2.5). La Figura 18A, muestra un

esquema en donde se  representa el  sitio de corte de Hpa/ en  el vector (nucle6tido 502) y el

sitio  de  corte  EcoR/ en  el  fragmento  clonado  del  gen  zds2  (nucle6tido  133).  La  Figura  188,

muestra el resultado de la digesti6n, en donde se aprecia un fragmento del tamafio esperado

de 333pb.

En base a estos resultados, se utiliz6 Ia construcci6n del clon 33 para realizar la recombinaci6n

entre  PTOPO/zds2  y  pHellsgatel2  (secci6n  2.3.2.3).  Luego  se transform6  E.  co//.,  las  cuales

fueron crecidas en medio LB s6lido con espectinomicina (secci6n 2.4.8).
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333pb

Figtira  18.  Digestl6n  enz!matlca  dobl®  con  EcaRI y  «pe/ de  la  constniccl6n  pTOpous2:  A)
Esquema de la digestion doble,  fragmento esperado 333pb.  B) Electroforesis en gel de agaroca al  1%
tefiido con BrEt.  1: ADN pEasmidial del don 33. PM: Estandar de peso molcallar.

3.2.3 Anflisis molecular de la constnlccl6n pH®lisgatofzds2

Pare cornprobar la correcta recombinaci6n del fragmento en el vector pHellsgate, se extrajo el

ADN   plasmidial   de   las   colonias   qile   crecieron   en   el   medio   LB   suplementado   con

espectinomicina y se rcaliz6 uma digestion eon la eruima EcoR/ (seccich 2.2.5).  En la Figura

19A se muestra un esquema en que se representan los sitice de corfe de la enzima EcoR/. La

construocich presenta un sitio en el vector y ctro en el frogmento del gen zds2 clonado, que par

estar dos v© (sentido y antisentido) genera tres sitice de corte en total.  Se muestran los

fragmentos esperados de 164 y 1400pb. En la Figura 198, se muestra que el clan 5 es el dnico

que llbera un fragmento de aproximadamente 1400pb, lo que indica que este clan contiene la

construocich espereda. El hagmento de 184pb es demasiado pequcho pars detecfarlo en este

gel.
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FI9ura 19. "9estl6n enzlmatica con fech/ de la corwhccl6n pHellsgate/de2. A: Esquena de la
digestion y frogmentos esperados 8: Electroforesis en gel de agaresa al 1 % tchido con bromuro de etidio.
Sercaliz6ladigesti6ndelos4clones(1al5).Paracadaunosecarg6elADNplasmidialsindigerir(a/dig)
y digerido eon EcoR/ (dig). PM: Marcador de peso molecular de 1 kb.

La  oonfimaci6n  definitiva  de  la  construoci6n  se  realize  mediante  secuenciaci6n  del  ADN

plasmidial  del  clan  5  (sedch 2.3.3).  La Figura 20 muestra el  alineaniento de la seeuencia

obtenida contra la base de dates (NCBl).  En el alineamiento existen 267 identidades de 268

nucle6tidos lo que corresponde a un 99% de identidad nucleotldica con la ~encia del ADNc

de zds2 de a. carofa sp sativus (N® DQ192189). La mutaci6n se observa par el cambio de una

guanosina en vez de una citosina. Aunque solo se muestra una seeuencia, dec(ivamente se

realize la seouenciacich de los dos fragmentos clonadce y se determine que los fragmentos se

encontraban  en  la  orientaci6n  deseada,   sentido  y  antisentido  de  uno  nespecto  al  ctro

(infomacich ro mostrada).

46



(                                              /:\vy

gb ipQ192189.1 I     R£!£e!:a  aa=rfu  £;±±sB`-e£±±±E±:  e!e±a±±z±  zetr'. Sa=e±£ES
(ZDS2}   aENA,   complete  cds                            ,

L®ngthfE2038                                     i                                       `„     A

Sao=e  a    479  bits   (530) ;  .`Eireot ,11.eT131
Identltiag  -  26?/2€t8   {9g`S}`,,: ®ap8  I  a/2€8   {OS)     I.!'.x`  :;
s€rand=pltis/plus                                                                            ,, I.-t

9.¥-,9.E¥     L38

desatu=ase

€cc"ocAaAA®Aj\sAneoTeTjLATT6jrsneAACACoccTACAf!aAecTGAS"A¢T    i 9 7
I,111''1,11111''1'11111'1111111111'11'       „

§±±st   1755    8CC"CACENArsAureoTOTAAnGasTCCRACAcaecirACAz=GAGcacAagr¢.AGT ,4t
1814                                                                                                                                                            |`r         ..I,--„       `                                       I

=B

Q±   19S      enGneToasccaRE"a[TA"enTCTerATAcas"ACcas¢3b¢Tagquuses®A !'. a2^5? tr
I,11   I  I   I  J,,,,   I  I   ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,   I  ,,,,,  1]   ,   ,  _ ,,,,,,,,,,,,,,   I  ,   ,  .„

§±j±   1815    c"ercpeasccaeroTm:TA"C:A:TcrmATh¢an¢"xpCAesacTerc"ifeescA ,`!; t ;`\."r
1874                                                                                                                                                                       ..                                            i

I-t                                                                                                      t'        :3\                      I

Qseex   2S8      neasunxpcxne®Aa:*eeGacGqTH6xpt£C3*mcacacapAn:qnAbAIS"xpC:P;T ,`. '.;?#Fif
1111,11,1`1    I,I    ,.,,    I    ,,,, J ,,,,,,,, ``   ,,,,  i.,   ,    I    ,    ,    ,I,:,.I    I,Ill.,I.'1111-I.11.I    I    I   Ill    I    11    I

S;±±j±   1875    TcacaarmoercenanceeACGG{prASAmGCA"cAcrsENTcaENTr,AH"A"
1934                                                                                   .L„                            (,'`a4`,i           "-f.'                                                                                                            ,I           „                    I..i:I,jv`,,i         ,                   1.;.,i,r."',`T.,.

!2REE¥   318       €TATAAq"ATTGRACcacG[asAACCTCATATasRAcusAT6TesTAREAmn:Taco•111111,I   '   11   i,11   I  .I   11111.I   I   lil.I,I,Ill   rl   I   J:lil  I   I   I   I   ,11   lT,I   I   11,   '',,11`1,   ,   I .,,,   r

®rsHp:sLh::m€rHtITes,SfcziftstyBhpec*cAIAI`neAItyrms!Ttstif5aitsAhhBptEREttscne&
-I-''1,         r,I                                                                                                                                                                                                                            ::,       -.!i       !!r,-i.1!

_  1935
1994                                                            ..I-,I     ,,,.-    +    `1

gseex.   37S       ®AGarcRAqAcgAquccascoTcocoA    4o5      '.1,-I,'r.:,
I   r  Ill,11,I   i  I.  I   1''   I,I   11   I   I   I   I   I,,I   I,I   I   I   I

a;±ig±    1995    €A€AICAflA®mesccArfecogceasA    2p22.,  y:

Figura 20. Alineamiento (BLAST) entre la secuencia de la construcci6n pHellsgatel2/zds2 y la base
de datos.

Una  vez  confimada  esta  construcci6n,  se  procedi6  a  transformar  A.  fumofac/.ens  (secci6n

2.4.9) para realizar el analisis de funcionalidad.

3.2.4  Evaluaci6n de la funcionalidad de la construcci6n pHellgate/zds2.

Si  bien  la secuenciaci6n  muestra  que  la  construcci6n  pHellsgate/zds2  estaba  correctamente

construida,  al  igual  que  el  caso  para  la  construcci6n  con zdsl,  es  necesario  comprobar que

esta construcci6n es funcional, por lo que se realiz6 un RT-PCR (secci6n 2.2.2) de las hojas de

tabaco agroinfiltradas con pHellsgate/zds2 (secci6n 2.4.10).

Para  ello,  se  transform6 A.  £t/mefac/.ens con  pHellsgate/zds2  (secci6n  2.4.9)  y,  se  realiz6  un

PCR  en  colonia  de  estos  con  los partidores  para  el  fragmento  del  gen  zds2  (secci6n  2.3.3).

Como  se  observa  en  la  Figura  21,  los 6  clones  probados  amplifican  una  banda  del  tamafio

esperado de 271 pb, lo que indica que todos poseen la construcci6n pHellsgate/zds2.
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Figura 21. PCR colonia de A. funefac/.ens transformadas con las construcci6n pHellsgate/zd§2. Se
amplific6 el fragmento clonado del gen zds2 para 6 colonias (1-6). C+:  control positivo para lo cual se usa
ADN plasmidial como molde.  C-:  control negativo en el cual se usa agua en lugar de ADN.  PM:  Estandar
de peso molecular.

Se seleccion6  la colonia 5 de AgrobacteH.urn transformada con  pHellsgate/zds2 y se prepar6

para la agroinfiltraci6n de las hojas de tabaco (secci6n 2.4.10).

Las  plantas  fueron  mantenidas  en  el  invernadero  por  4  dias  hasta  su  analisis  molecular

mediante RT-PCR. En el analisis de RT-PCR se espera detectar los ARN mensajeros del gen

zds2  de  zanahoria  transcritos  desde  el  ADN  transferido  por  A.   tw7?erac/.ens.   Estos  ARN

mensajeros  provienen  tanto  de  las construcciones que  se  encuentran  transitoriamente  en  el

ndcleo de la c6lula vegetal, coma de las construcciones que se hayan integrado establemente

en  el  genoma  del  tabaco.  De cualquier manera,  este es un  ensayo  de  expresi6n  transitorio,

debido a que no se genera una planta a partir de estas celulas infectadas. En la Figura 22A y

228,  se muestra el resultado del RT-PCR para el fragmento de zds2 en tabaco agroinfiltrado.

Se  observa  la  banda  del  tamafio  esperado  de  271pb  solo  en  el  caso  del  tejido  de  tabaco

agroinfiltrado con nuestra construcci6n (pHellsgate/zds2) (Figura  22A: IV.  fabacum zds2 y 228:

CRT).   Como  control  positivo  se  amplific6  el  fragmento  a  partir  de  ADNc  de  la  zanahoria

silvestre.  Como control negativo se usa tejido agroinfiltrado con una construcci6n que porta un

gen  para  el  factor de transcripci6n  CBF3  de  respuesta  a  la  deshidrataci6n  y  no  se  detect6

amplificado al usar partidores para zds2 (Figura  22A).  Este resultado indica que los partidores

son  especificos  y  no  amplifican  en  tabaco  infiltrado  con  otra  construcci6n  y  que  nuestra

construcci6n pHellsgate/zds2 esta siendo transcrita en tabaco.

En   la   Figura  228   se  muestran   los  controles  para   la  transcripci6n   reversa.   Mediante   la

amplificaci6n  en ausencia de transcriptasa  reversa (SRT) se comprueba que el fragmento de
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zds2    amplificado    proviene    de    la   transcripci6n    del    fragmento    desde    la    construcci6n

pHellsgate/zds2. Tanto en la Figura 22A, como 228,  Ia banda del C+ es mas intensa.  Esto se

debe a que se utiliz6 ADN plasmidial pHellsgate/zds2 purificado mediante kit comercial,  lo que

hace el PCR mss eficiente.

N.rabaoum
c+     a.carora    zds2       ct]f

300pb        i.

300 pb

pin        ¢RT         IRT
r.-,i},,-,.:i,`j.I         '

•,,                             ,                                                                                   ,i`%t,-271 pb
`i    +-A

i:i                    1             .,L~         i

i,I      ,J      `,

Figura  22.  Amp]ificaci6n  del  fragmento  de[  gen zds2  en  hojas  de tabaco  agroinfi[tradas  con  la
construcci6n   pHellsgate/zds2.   A)   W.   fabacun   zds2:   EI   ADNc   del   tabaco   agroinfiltrado   con
pHellsgate/zds2,  W.  fabacun cbf: ADNc de tabaco agroinfiltrado con una construcci6n que porta el gen
cbf3 C+: ADN plasmidial de pHellsgate/zds2 como templado.  D. carofa.. control positivo usando ADNc de
zanahoria silvestre.  C-: agua en vez de ADN como molde a) Se muestran los controles de transcripci6n
reversa.    CRT:   Transcripci6n   reversa   con   transcriptasa   reversa.   SRT:   Transcripci6n   reversa   sin
transcriptasa reversa.  C+: ADN plasmidial de pHellsgate/zds2 plasmidial  como templado.  C-: Agua como
templado. PM: Tanto en A como en a se usa el estandar de peso molecular.

Este resultado indica que la construcci6n pHellsgate/zds2 es funcional y se esta transcribiendo.

por  lo  tanto,  se  utiliz6  esta  construcci6n  para  transformar  zanahorias  de  manera  estable

(secci6n 2.4.11 ).

3.3  Gonoracl6n  d®  Dlantas  transq6nlcae  de  D.  carofa  que  Doso®n  la  con8tnlccl¢n.  do

si]enciamienfo DHellsaate/2ds2.

3.3.1 Transformaci6n estable de D. carofa.

Con la construcci6n pHellsgate/zds2 previamente evaluada, se transformaron los explantes de

zanahoria y se sometieron al proceso de embriogenesis somatica (secci6n 2.4.5).  La Figura 23

muestra  los  explantes  en  los  diferentes  estadios  del  procedimiento.   En  la  Figura  23A  se

presentan  los explantes de epicotilos de zanahoria  recien transformados con A.  funefac/.ens

pHellsgate/zds2.  En  la Figura 238 se aprecia el engrosamiento del diametro de los explantes,
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lo que refleja la acci6n de AgrobacteH.urn y de la hormona 2,4 D inductora de la embri.og6nesis.

En el detalle de la Figura 23C se observa la generaci6n de  los embriones en estado globular

sobre el explante inicial obtenido a las 8 semanas del cultivo.  En la Figura 23D se muestra un

explante en el medio 3, correspondiente aproximadamente a 15 semanas de cultivo, donde ya

se  aprecia  la  maduraci6n  de  los embriones,  observando  los  cotiledones elongados  (ce)  y  la

formaci6n de plantulas fotosinteticamente activas (p). Estos explantes se pasaron a frascos con

MS  sin   hormona  para  favorecer  el   enraizamiento  (Figura  23E)  y  luego  de  la  etapa  de

aclimataci6n se pasaron a la tierra (secci6n 2.4.4) para finalmente mantenerlas en condiciones

normales de cultivo en el invernadero con un   fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hr oscuridad a 23°C

(Figura  23F).  Mediante  este  procedimiento  se  obtuvieron  80  Iineas  transformantes,  de  las

cuales  50  fueron  pasadas  a  la  tierra.  Sin  embargo,  solo  la  mitad  sobrevivi6  a  la  etapa  de

aclimataci6n.

3.3.2  Analisis  molecular  de  [as  [ineas  transgenicas  de  D.  carofa  con  la  construcci6n

pHellsgate/zds2.

Para   confirmar   la   inserci6n   de   la   construcci6n   para   el   PTGS   de   zds2   en   las   plantas

transformadas con pHellsgate/zds2, se extrajo el ADN de las hojas de las zanahorias obtenidas

a  partir de  la  embriogenesis  (secci6n  2.4.5).  Este ADN  se  us6  como  molde  para  realizar  un

PCR con partidores para el promotor CaMV 35S,  el cual dirige la expresi6n de la construcci6n

pHellsgate/zds2  en  la  planta.  Como  muestra  la  Figura  24,  se  obtuvo  una  banda  del  tamafio

esperado de 401pb en  las 9  lineas analizadas.  De este modo concluimos que estas plantas

regeneradas son transgenicas para la construcci6n del silenciamiento g6nico de zds2 ya que

amplifica  el  fragmento  del  promotor  que  dirige  la  expresi6n  de  esta  construcci6n  (Figura  6,

pHellgatel2).
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Fjgura  24.  PCR  del  promotor  CaMV  35S  a  partir  de  ADN  gen6mico  de  plantas  de  D.  carofa
transfomadas  con  la  construcci6n  pHe][sgate/zds2.  Se  analizaron  8  ITneas  transformadas  de  D.
carofa.  C-)  Se  utiliz6  agua  en  vez  de  ADN.  C+)  Se  utiliz6  ADN  plasmidial  de  pHellsgate/zds2.  PM)
Estandar de peso molecular.
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4. DISCUSIONES Y PROYECCIONES

Este seminario de titulo se enmarca dentro del estudio de la funci6n de los genes zdsl  y zds2

en  D.  carofa.  Para esto,  se desarrollaron  herramientas moleculares y celulares con  el fin  de

gatillar el  silenciamiento  g6nico  post-transcripcional  (SGPT)  de los genes zdsl  y zds2  en  las

zanahorias transformadas establemente.

Para  la  construcci6n  de  los  vectores  binarios  se   utiliz6  la  metodologia  Gateway®,   esta

tecnologia  se  describe  en  la  literatura  coma  fapida  y  eficiente  comparada  con  las  tecnicas

tradicionales de digesti6n clonamiento que involucran con enzimas de restricci6n y ligaci6n con

ligasa  T4  (Vvaterhouse  y  Helliwell,  2003).  Por ello,  en  este  trabajo  se  utiliz6  esta  estrategia

obteniendo la construcci6n PMDC/zdsl  y pHellsgate/zds2.  En un comienzo se intent6 obtener

pHellsgate/zdsl,  sin embargo,  no fue posible probablemente debido a mutaciones detectadas

en  los sitios de recombinaci6n en el vector PTOPO.  Por este motivo, tuvimos que optar por el

vector  de  destinaci6n   pMDC32   que  posee  el   promotor  CaMV  35S   doble  (Figura   6).   La

utilizaci6n  de  un  promotor  doble  para  inducir  SGPT  tambi6n  ha  sido  realizada  de  manera

exitosa en el laboratorio durante el seminario de tltulo de L.  Pizarro (2008), por lo cual tambien

esperamos,  con nuestras construcciones,  obtener diferentes grados de silenciamiento del gen

zdsl en D. carofa.

Un factor que resulta decisivo al obtener y analizar las colonias, es contar con una cepa de E.

co//. que sea sensible al gen ccdb que portan los vectores de destinaci6n del sistema Gateway

®.  El gen ccdb codifica para la protelna CcdB que impide la acci6n de la ADN girasa (Bahassi

ef a/,  1999). De este modo, si no existe recombinaci6n, estos genes no se escinden del vector y

la   colonia   no   crece.   En   el   caso   de   la   construcci6n   pHellsgate/zds2   no   realizamos   el

procedimiento con dicha cepa de E.  co//. por lo que se analizaron alrededor de 40 clones para

obtener solo uno positivo.  En cambio,  al  utilizar el vector pMDC32,  si se cont6 con  una cepa

sensible al gen ccdb y aunque el ntimero de colonias obtenidas en la placa fue bajo (10 aprox.),

de   las   5   colonias  analizadas,   una   poseia   la   construcci6n   deseada   del   producto   de   la

recombinaci6n.  Por  ello,  la  tasa  de  recombinaci6n  fue  de  un  20%  usando  cepas  de  E.  co//.
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sensibles a CcdB respecto al 2,5% obtenido de cepas de E.  co//. resistentes a CcdB.  Esta baja

eficiencia en la recombinaci6n,  se puede atribuir a que la metodologia Gateway® requiere que

la secuencia de los sitios de recombinaci6n (attL y attR) debe permanecer inalterable y por lo

tanto  cualquier  mutaci6n  en  algon  paso  de  la  amplificaci6n  afecta  de  manera  dfastica  la

obtenci6n de las construcciones.

Con respecto a la determinaci6n del fragmento empleado para gatillar el silenciamiento, este se

escogi6 con el objetivo de generar un silenciamiento especffico para el  gen zdsl  respecto del

gen  zds2  de  D.  carofa,  y  viceversa.  Dado  que  la  identidad  nucleotidica  es  menor  en  las

regiones NTR, en este caso de un 50% aprox., se amplific6 un fragmento de 295pb de la regi6n

3 NTR del gen zdsl  y un fragmento de 271pb de la regi6n 3'  NTR del  gen zds2.  La regi6n 5'

posee una menor identidad nucleotidica ente ambos genes (24%), pero el tamafio es inferior a

200pb,  por lo que se desech6  utilizar esta regi6n como blanco del silenciamiento. A pesar de

que  se   ha   reportado  que   el   SGPT   puede  ser  gatillado   incluso   con   secuencias  de   23

nucle6tidos,  tambien se  ha descrito que secuencias de mayor longitud aumentan la eficiencia

del  silenciamiento  (Thomas ef a/,  2001).  Esto,  sumado al  hecho de que en  la mayoria de los

trabajos se  utilizan fragmentos entre  los 200  pb y  800  pb  (Vvesley  ef a/,  2001;  Ronnen  ef a/

2000),  se  descart6  utilizar  los  tamafios  inferiores  a  los  200pb.  Finalmente,  el  BLAST  de  los

partidores  contra  la  base  de  datos  disponible  a  traves  del  NCBl  indica  que  los  partidores

efectivamente son especificos para cada gen (informaci6n no mostrada).

La estrategia inicial  (gatillar el silenciamiento mediante la transcripci6n de la horquilla de ARN)

consideraba  clonar  los  fragmentos  del  gen  zdsl   y  del  gen  zds2  en  el  vector  PTOPO  y

posteriormente  en  pHellsgatel2.  Sin  embargo,   en  el  caso  del  gen  zdsl   se  cambi6  a  la

estrategia de sobre-expresi6n del fragmento en antisentido, dado que no se logr6 obtener una

recombinaci6n  exitosa  entre  construcci6n  PTOPO/zdsl   y  el  vector  pHellsgate.   Para  esta

estrategia alternativa, se utiliz6 como vector de entrada el pCR8 y como vector de destinaci6n

el  PMDC.  Este es el motivo por el cual existe la construcci6n  PTOPO/zdsl,  pero no se utiliza
L

para recombinar, sino que s6lo para amplificar el fragmento zdsl y clonarlo en pCR8.
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La secuenciaci6n de la construcci6n PTOPO/zdsl  (Figura 9), permite confirmar la amplificaci6n

de un fragmento especifico del gen zdsl  (DQ 222430) de D. carofa.

La secuenciaci6n de los dos fragmentos de zds2 clonados en pHellsgate/zds2 a partir del clon

5 (Figura 20),  nos permiti6 confirmar que se amplific6 un fragmento especifico del gen zds2 y

ademas  que  uno  de  los  fragmentos  se  encontraban  en  orientaci6n  sentido  y  el  otro  en

antisentido  de  modo  que  al  transcribirse  se  forme  la  horquilla  de ARN.  Ambas  secuencias,

sentido y antisentido) presentan e[ cambio de "C" por "G" (Figura 20),  cambio que puede tener

dos motivos.  EI primero,  es que se deba a un error de la polimerasa en la amplificaci6n inicial

del  fragmento,  ya  que  la  mutaci6n  existe  en  la  secuencia  clonada  en  el  vector  de  entrada

PTOPO  previo a la recombinaci6n  (datos no mostrados) y,  la otra alternativa sugiere que sea

un  cambio  a  nivel  gen6tico  de  la  variedad  Nantes,  de  la  cual  se  realiz6  Ia  amplificaci6n,

respecto a la variedad sativus de la cual se tiene la informaci6n en la base de datos de NCBI.

Se espera que la mutaci6n en esta base no impida gatillar el SGPT ya que, a pesar de esto, Ia

identidad nucleotidica entre esta secuencia y la end6gena sigue siendo muy alta (99%).

Respecto  al  analisis  funcional  mediante  agro-infiltraci6n  en  las  hojas  de  Ivi.cofi.ana  fabacum

(tabaco)  de  las  construcciones  pHellsgate/zds2  y  PMDC/zdsl,   podemos  asegurar  que  la

amplificaci6n de una banda del tamafio esperado en los distintos RT-PCR (Figuras 15 y 22), al

usar como molde ADNc de las hojas de tabaco, se debe exclusivamente a los transcritos de las

construcciones de  intetes y  no al gen zds end6geno del  tabaco.  Esta conclusi6n se basa en

que los partidores tanto del  gen zdsl  como del gen zds2,  se disefiaron para la regi6n 3'  NTR

de zanahoria y no  presentan  identidad  nucleotidica con  ningt]n  gen  de tabaco y,  por lo tanto

estos son especificos para zanahoria y no para tabaco. Esto tambi6n se demostr6 en la Figura

22A (IV. fabaoum ibf), en donde se infiltr6 tabaco con A. fumefaci.eps transformado con un gen

control (cbf) y se realiz6 el  RT-PCR para zdsl,  indicando la especificidad de los partidores.  EI

control  sin la enzima transcriptasa reversa "SRT"  (Figura  15 y  Figura 228)I  es necesario para

asegurar  que  la  amplificaci6n  es  producto  del  ARNm  y  no  de  ADN  remanente  luego  de  la

extracci6n de ARN y tratamiento con DNasa (secci6n 2.2.2).
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Las construcciones obtenidas fueron funcionales en tabaco,  Io cual posiciona a la metodologia

de clonamiento Gateway® como eficiente desde ese punto de vista. Esto sumado al hecho que

el  promotor CaMV 35S se  ha  reportado como funcional  en zanahoria Ovally ef a/,  2008),  nos

hace suponer que las construcciones permitifan inducir el silenciamiento genico en D. carofa.

Con respecto a la transformaci6n estable y embriogenesis somatica de D. carofa, los explantes

(epicotilos)  de  zanahoria  sometidos  a  este  procedimiento,  previamente  estandarizado  en  el

laboratorio, generaron una gran cantidad de plantas.  En este caso, de un explante (1,5 cm), se

obtuvieron   aproximadamente   50   plantulas   hasta   la   etapa   de   maduraci6n   (Figura   23E),

obteniendo un total de 100 plantulas viables de las cuales 50 aproximadamente fueron pasadas

a tierra.  Luego de la aclimataci6n, se lograron establecer en tierra aproximadamente 25 lineas

transfomantes,  lo  que  convierte  el  paso  de  la  aclimataci6n  en  una  etapa  clave  y  de  alta

vulnerabilidad de las plantas. Debido a que los explantes responden favorablemente al fegimen

de la embriog6nesis, esta metodologia sera usada para inducir embriones a partir de las lrneas

transgenicas   adultas  para   pHellsgate/zds2   y  obtener  asi   plantas  geneticamente   iguales

(clones), de manera de mantener la linea transgenica en el tiempo.

La   estrategia   utilizada   en   este   trabajo   para   generar   zanahorias   transg6nicas,   es   un

procedimiento que puede ser dividido en dos ambitos.  Par una parte se encuentra la infecci6n

del tejido vegetal por A.  £umefac/.ens y por otro lado,  que el tejido vegetal infectado sea capaz

de inducir embriones y lograr la generaci6n de plantulas.  Par lo tanto, para analizar la eficiencia

de   la   transformaci6n   es   importante   considerar   estos   dos   aspectos.    De   80   explantes

transformados   con   A.    fumefacfens,    2    Iograron   finalizar   exitosamente   el    proceso    de

embriog6nesis   (2/80),   lo   que   corresponde   a   un   2.5%   de   eficiencia   en   el   proceso   de

embriog6nesis.   EI   porcentaje   obtenido   esta   levemente   par  sobre   el   promedio  reportado

previamente para la transformaci6n de zanahorias mediante Agrobacfen.urn, que corresponde a

un 2.2%  (Chen  y  Punja,  2002).  Si  bien  esta  cifra  puede parecer mezquina,  el  procedimiento

mej.ora   su   eficiencia   considerando   que   de   cada   uno   de   estos   explantes   se   originaron

aproximadamente 50  plantulas.  De  estas plantulas aproximadamente la mitad  sobrevivi6  a la
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aclimataci6n y,  de las 25  plantas aclimatadas,  se analizaron  9  molecularmente   confimando

que todas poseen  la inserci6n del  CaMV 35S  (Figura 24),  Io que corresponde a  un  100%  de

eficiencia   en   la   infecci6n.    Esto   posiciona   a   la   transformaci6n   con   A.   fc/mefac/.ens   un

procedimiento  eficiente y a  la zanahoria en  un  modelo sustentable  para  la  realizaci6n  de  los

estudios que se tienen proyectados.

Para realizar los analisis, tanto de las plantas obtenidas en este seminario de tftulo como de las

plantas que  se  proyecta  obtener en  el  futuro  con  el  gen zdsl,  y  las dobles  silenciadas,  es

importante considerar los trabajos previos que reportan mutantes del gen zds (Rodrigo ef a/,

2003; Conti ef a/, 2004; Dong ef a/, 2007; Matthews ef a/, 2003 Bautista ef a/, 2005), de manera

de optimizar la obtenci6n e interpretaci6n de los resultados.  En general,  mutaciones en el gen

que codifica para la enzima ZDS,  muestran  anomalias en  los procesos coma  la fotosfntesis,

fotoprotecci6n o respuesta al esttes, principalmente producto de una inadecuada composici6n y

contenido de los carotenoides.

Dado que existe una gran identidad entre el gen zdsl  y zds2,  una posibilidad es que al silenciar

uno, el otro gen sea capaz de mantener la via sin alteraciones, lo que estaria dando cuenta de

una redundancia genica.  Esto podrfa explicar el  hecho que las plantas obtenidas a partir de la

embriog6nesis sean en primer lugar, viables y en segundo lugar,  normales bajo una inspecci6n

visual  de  hojas  y  raiz  modificada,  lo  cual  se  puedo  apreciar  en  las  25  Iineas  transg6nicas

pHellsgate/zds2  obtenidas en  este seminario de titulo.  No obstante,  para determinar si  estas

plantas  poseen  alguna  alteraci6n  a  nivel  fisiol6gico  y  molecular,  sabre  todo  en  la  ruta  de

sintesis de los carotenoides, se realizafan analisis del contenido y composici6n de carotenoides

(HPLC en fase reversa), y del nivel de la acumulaci6n de transcrito de los genes zdsl  y zds2

(PCR semi-cuantitativo y en tiempo real), como tambien de otros genes involucrados en la ruta

de sintesis de los carotenoides.  El otro escenario, seria que efectivamente existan diferencias

en  la  composici6n  de  los  carotenoides  y  expresi6n  de  los  genes  carotenog6nicos  entre  las

plantas  transg6nicas  y  las  plantas  silvestres,  lo  que  nos  plantearia  la  existencia  de  cierta

regulaci6n diferencial entre ambos genes.

57



En un futuro se transformafan establemente plantas con la construcci6n PMDC/zdsl  y ademas

se realizara la obtenci6n de lineas doble silenciadas transformando las plantas obtenidas de la

transformaci6n con pHellsgate/zds2 con la construcci6n  PMDC/zdsl.  Mediante esta estrategia

se pretende gatillar el  silenciamiento  de ambos genes,  zdsl  y zds2,  a  la vez y completar el

estudio  de  la funci6n  de  los genes zdsl  y zds2  en  la biosintesis  de  los  carotenoides en  D.

carota.

El  desarrollo  de  las  herramientas  como  las  que  se  obtuvieron  en  este  seminario  de  titulo,

permitifan  dilucidar  la  funci6n  de  genes  esenciales  para  la  planta  que  por  medio  de  otras

metodologfas como mutag6nesis serian diffciles de determinar.  La estrategia de silenciamiento

96nico  post-transcripcional  ya  ha  sido  evaluada  como  una  herramienta  dtil  y  eficiente  en

trabajos previos realizados en nuestro laboratorio al silenciar el gen lcyb (Tesis de magister de

L.   Pizarro,  2008).   Es  por  ello  que  confiamos  en  que  se  pod fan  dar  luces  a  resolver  la

importancia de estos dos genes que codifican para z-caroteno desaturasa (ZDS) en zanahoria.

Este trabajo  es  una aproximaci6n  inicial  para continuar con  el  estudio  de  la  regulaci6n  de  la

biosintesis  de  los  carotenoides  en  D.  carofa  y  permitifa  dirigir  los  estudios  para  encontrar

puntos  clave  de  la  regulaci6n,  que  en  un  futuro  podrfan  ser  la  base  para  el  estudio  de  la

identificaci6n y caracterizaci6n de los promotores 6rgano-especlficos (hojas o raiz modificada)

en esta especie.
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5. CONCLUSIONES

En  este  seminario de tftulo  se desarroll6  una  plataforma que  incluy6  la obtenci6n  de

herramientas  moleculares  y  celulares  para  obtener  plantas  transgenicas  de  zanahorias  que

poseen una construcci6n para silenciamiento g6nico post-transcripcional (SGPT).

Se   obtuvieron   las   construcciones   pMDC32/zdsl    y   pHellsgate/zds2   funcionales,

mediante  la tecnologia  Gateway® que  se  espera,  gatillen  espec[ficamente el  SGPT del  gen

zdsl y zds2 de D. carofa, respectivamente.

Se logr6 realizar la transformaci6n estable de la zanahoria mediante A. fumefac/.ens y la

regeneraci6n   de   las   plantas   transformadas   a   partir   de   epicotilos   de   a.    carofa,    por

embriog6nesis somatica.  La eficiencia de la transformaci6n fue de un 2.5°/o para la generaci6n

de  los explantes inducidos y  de  un  100%  para  las plantas transgenicas obtenidas a  partir de

estos explantes.

Finalmente,   se  comprob6  la  inserci6n  de  la  construcci6n  pHellsgatel2/zds2  en   el

genoma de las plantas adultas de D. carofa obtenidas, amplificando el promotor CaMV 35S que

gobierna la transcripci6n de la horquilla de la construcci6n pHellsgate/zds2.
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