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largo trabajo de parto.  Creo que ego  ha  marcado de
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trasfadamos  a  Temuco,  ciudad  en  donde  creci  y  se
forty gran parfe de La persona que hoy soy.

Mi vida en  el sur esfa marcada por momentos
muy felices,  coma  el tiempo  que  pass  en  el  campo,
aprendiendo  tantas  cosas  de  mi  Omi,  compartiendo

navidades y vacaciones muy lindas y disfrutando y maravillandome con la magia de la
naturaleza.  Recuerdo con  mucho cariffo  La  infancia compartida  con  mi  hermana,  que
estuvo marcada por juegos a[egres, pero fambien par srfuaciones dolorosas. que nos
IIevaron  a crear los lazos tan fuerfes que  hay nos unen,  y que a  pesar de  nuestras
diferencias nos hacen queremos y protegemos siempre.  De mi colegio tengo tambien
s6fo buenos recLierdos, ya que fue pare mi Lln lugar que quise mucho, donde encontte
la satisfacci6n de ver reconocidos mis esfuerzos y donde comenz6 a nacer mi intefes
por la ciencia. En paralelo a mi intefes cientifico, mi mama incentiv6 en mi la curiosidad
par lo  mistico,  por comprender mi origen y mi  prop6sito en  esta vida  y el  poder que
tengo dentro de mi para ser feliz. Esto me ha llevado a ser una persona de mucha Fe,
capaz de aprender de  los  momentos diflciles,  gujandome  siempre  por mi  intuici6n  y
escuchando mi coraz6n.

Cuando cumpli  10 aflos mis  papas se  separaron.  Fue un tiempo  muy diflcil  y
doloroso,  pero  ese  hecho  me  permiti6  disfrutar junto  a  la  Sole  del  mejor  papa  del
mundo,  y  crecer  segura  y  protegida  por  su  amor.  De  mi  papa  aprendi  a  seguir  mi
coraz6n,  a sofiar y  luchar por hacer rcalidad  mis sueftos,  a  no  rendirme y comenzar
cada dia pensando que sera un dia mejor. De 61 aprendi tambi6n el valor de la verdad,
Ia responsabilidad y el respeto, y fa importancia de la familia. Mi papa y mi Omi fueron
sjempre mis pi fares y mi ejemplo a seguir.

Cuando  decidi  estudiar  Biotecno[ogia  volvi  a  Santiago.  Desde  entonces  he
crecido mucho coma persona,  adquiriendo mss confianza en  mi y valorando mss  las
infinitas   bendiciones  que  Dios   ha   puesto  en   mi  vida.   Durante  la  carrera  conoci
personas muy lindas, grandes amigos y un grupo de gran ca[idad humana y cientifica
cuando entre a trabajar al  laboratorio.  donde descubri  que  lo que en  realidad  deseo
hacer en mi vida es trabajar con las pfanfas.

En Noviembre del afro 2007, y tras la reaparici6n de un cancer fulminante, Dios
se  llev6  a  mi  papa.  Sin  embargo,  durante el  tiempo  que  pas6 en  el  hospital  tuve  la
oportunidad de conversar mucho con el, de demostrarle mi amor y de agradecerle por
haber dedicado toda su vida a mi hermana y a mi. Denfro de toda la pena que trajo ese
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momento,  Dios envi6 a  mi vida a JuanK,  que desde el  principio de  nuestro amor ha
sido una estrella luminosa que ha llenado de alegria mi coraz6n y que me ha apoyado,
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juntas.  Y  aunque  mi  Omi  y  mi  papa  ya  no  est6n  aqui,  su  amor,  su  recuerdo  y  sus
ensefianzas pemanecefan  por siempre conmigo, guiando mi camino e iluminando mi
vida.



Hay solo dos manera_s_9? _vjv_ir la.vi?a: una es.pensa!.clue n9da es un milagro; la ctra es
pensar que todo es un milagro (Albert Einstein)

A mis dos angelitos
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RESUIVIEN

Los  carotenoides  son  compuestos  lipfdicos  isoprenoides  que  participan  en  la

fotoprotecci6n, fotosintesis y la sfntesis de hormonas en las plantas.  En los animales,

estos  son  precursores  de  la  vitamina  A  y  actuan  como  antioxidantes,   dadas  sus

propiedades    biofisicoquimicas   otorgadas   por   su   estructura   de   dobles   enlaces

conjugados.   Debido   a   esto,   su   acumulaci6n   y   metaboli§mo   han   sido   procesos

ampliamente   estudiados,   dilucidandose   para   esto   la   mayor   parte   de   los   genes

involucrados.

Con  respecto a su  regulaci6n,  la mayor parte de los estudios se nan realizado

en   las   hoja§   de   diversos   organismos,   tales   como  tomate,   Arab/.daps/.s  y  tabaco,

determinandose  que  la  luz  es  un  factor  clave  en  la  activaci6n  transcripcional  de  los

genes  carotenog6nicos  y  que el  gen  de  la  fitoeno  sintasa  tosy7,  que  codifica  para  la

primera   enzima   involucrada   directamente   en   la   ruta,   seria   un   punto   clave   de

regulaci6n.

La  zanahoria  (Daucus  carofa)  es  uno  de  los  vegetales  que  acumula  gran

cantidad  de  carotenoides  en  su  raiz  modificada,  llegando  a  almacenar  900  pug/g  de

peso seco a las 12 semanas de desarrollo, de los cuales mss de la mitad corresponde

a P-caroteno.  La acumulaci6n de estos pigmentos esta asociada al nivel de desarrollo

de  la  rafz,  el  cual  a  su  vez  ocurre  s6lo  en  la  oscuridad.   Esta  elevada  slntesis  y

acumulaci6n de los carotenoides en ausencia de luz hacen de la zanahoria un modelo

novedoso e interesante para estudiar la regulaci6n de la ruta carotenog6nica.

Durante  este  seminario  de  titulo  se  evaluaron  los  niveles  de  RNA mensajero

(RNAm)  de  los  genes  fitoeno  sintasa  tosy7  y  psy2J,  fitoeno  desaturasa  teds/,  ¢-
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caroteno  desaturasa  (zds7  y  zds2/  y  licopeno  a-ciclasa  (/cyb/  en  las  hojas  y  la  ralz

modificada  de  plantas  silvestres  de  D.  oarofa,  durante  tres  estado§  del  desarrollo.

Se  determin6  que  el  nivel  de desarrollo  se correlaciona  directamente  con  los  niveles

de los RNA mensajeros de todos los genes, excepto zds7, en la raiz de D. carofa, y de

psy7, pds, zc/s2 y /cyb en las hojas. En ambos 6rganos, /cyb fue el gen que present6 el

mayor  aumento  de  RNAm  entre  las  4  y  las  12  semanas  de  cultivo.  Ademas,  se

determin6  que  a  las  12  semanas  de  desarrollo  los  genes psy2 y  zds2  son  los  que

presentan los mayores niveles de RNAm.

En   las   hojas   de   D.   carofa   no  se  obtuvo   una   correlaci6n  directa   entre   la

acumulaci6n    de    los    carotenoides    y    los    niveles    de    RNAm    de    los    genes

carotenog6nicos,  por  lo  que  sugerimos  que  en  este  6rgano  existirian  modificaciones

post-transcripcionales  a  post-traduccionales,  o  bien  que durante distintos estados del

desarrollo existirian distintos factores activadores de los genes carotenogenicos.

Por otra  parte,  se  observ6  que  la  luz  provoca  un  aumento  en  los  niveles  del

RNAm de todos los genes, excepto de /cyb, en al menos un estado del desarrollo.

La  luz  inhibe  el  desarrollo  normal  de  la  raiz  modificada,  lo  que  ocasiona  que

esta  se  desarrolle  de  manera  similar  a  un  tallo  (6rgano  fotosintetico)  durante  sus

etapas tempranas.   En estas condiciones,  los niveles del  RNAm de la mayorla de los

genes   carotenogenicos   son    mayores   que   los    presentes   en    una    raiz   juvenil

desarrollada   en   la   oscuridad.   Sin   embargo,   al   llegar  a   la   etapa   madura,   la   ra[z

desarrollada  en  la  luz  no  alcanza  su  fenotipo  normal  y  los  niveles  del  RNAm  de  los

genes  carotenogenicos  son  mucho  menores  que  los  presentes  en  la  raiz  madura

desarrollada en la o§curidad.



ABSTRACT

Carotenoids      are      lipidic      isoprenoid      compounds      that      participate      in

photoprotection,  photosynthesis and hormone synthesis in  plants.  In animals, they are

precursors  for  vitamin  A  and  acts  as  antioxidants  due  to  the  biophysicochemical

properties   given   by   their   structure   of  conjugated   bonds.    For   this   reason,   their

accumulation   and   metabolism   have   been   widely   studied,   which   has   led   to   the

elucidation of most of the genes involved.

With regard to its regulation,  most studies have been developed in leaves from several

organisms,  such as tomato, Arabi.daps/.s and tobacco,  indicating that the light is a key

factor in the transcriptional activation of the carotenogenic genes and that the phytoene

synthase  tosy)  gene,  which  encodes  for the  first  enzyme  directly  committed  to  this

pathway, would be a key regulatory point.

Carrot (Oauous carofa) is one of the vegetables that accumulate large amounts

of carotenoids in  its modified  root,  reaching  levels of 900 Hg/g dry weight at 12 weeks

of   development,    of   which   more   than   half   is   a-carotene.   The   accumulation   of

carotenoids is associated with root development, which takes place only in darkness.

The high  synthesis and accumulation  of carotenoids in the presence of light in

leaves  and  jn  the  darkness  in  roots,  makes  carrot  a  novel  and  interesting  model  to

study the regulation of the carotenogenic pathway.

During  this  work,  we  evaluated  the  messenger  levels  of  phytoene  synthase

tosy7  and psy2),  phytoene desaturase teds),  ¢-carotene desaturase  (zds7  and zds2)

and  lycopene  a-cyclase  (/cyb)  genes  in  carrot  leaves  and  in  modified  roots,  at  three

developmental stages.
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\/\le conclude that  developmental  stage  correlates  directly with  the  messenger

levels of all genes in the modified root of carrot,  except zdsl ,  and with the messenger

levels  of psyl,  pds,  zds2  and  lcyb  in  the  leaves.  This was  especially  remarkable for

/cyb,  which  presented  the  highest  increase  in  its  messenger  levels  between  early  (4

weeks)  and  late  (12 weeks)  developmental  stages. We also  observed that psy2 and

zds2 were the genes with the highest messenger levels at 12 weeks of development. In

addition, there is an absence Of a direct correlation between carotenoid accumulation in

leaves of carrot and the messenger RNA levels of the genes,  so we suggest that the

enzymes codified by the carotenogenic genes could be post-translationally regulated or

the  carotenogenic  genes  could  be  differentially  activated  by  different  factors  present

through development.

On  the  other  hand,  light  plays  a  differential  function  in  the  leaves  of  carrot,

according to their developmental stage, where it causes an increase in the messenger

levels Of all this genes in at least one developmental stage, except for /cyb.

Light  also  inhibits  the  normal  development  of the  modified  root,  causing  it  to

resemble  a  photosynthetic  organ  in  the  early  stages,  which  also  correlates  with  a

higher carotenogenic genes mRNA levels than in a young root developed in darkness.

However,  in an adult plant,  light prevents the normal development of the modified root,

which   correlates   with   the   lower   level   of   most   carotenogenic   genes   mRNA,   in

comparison to those observed in a normal modified root developed in darkness.



1. INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: Estructura, funci6n y biosintesis

Los carotenoides son compuestos lipfdicos isoprenoides naturales sintetizados

por  todos   los   organismos  fotosint6ticos   (plantas   y   algas)   y  tambi6n   por  algunas

bacterias y levaduras.

Estos  derivan  de  la  condensaci6n  de  varias  unidades  isopfenicas  de  cinco

carbonos formando moleculas de cuarenta carbonos, que contienen hasta 15 enlaces

conjugados (Taylor y Ramsay, 2005; Giorio y col., 2007; Armstrong y Hearts,  1996).

La  presencia  de  estos  numerosos  enlaces  conjugados  les  confiere  distintas

propiedades.   por   ejemplo,   como   crom6foros   (parte   de   una   molecula   capaz   de

absorber  luz  y  generar  color).  A  mayor  ntlmero  de  dobles  enlaces  conjugados,  el

sistema  absorbe  fotones  de  mayor  longitud  de  onda  (y  menor  energia),  otorgando

diversos  colores  como amarillo,  naranjo  o  rojo.  EI  P-caroteno,  por ejemplo,  posee  11

dobles enlaces conjugados y presenta una coloraci6n naranja intensa.

Ademas,  debido  a  su  estructura  quimica,  Ios  carotenoides  son  capaces  de

resonar  los  electrones  a  lo  largo  de  su  esqueleto  carbonado,   lo  cual  permite  la

absorci6n  de  los  electrones  desapareados  de  las  mol6culas  radicalaria§   (Britton,

1995:  Britton y col.,1998;  Nelson y col., 2003).

Actualmente,   se  nan  descrito  mas  de  700  carotenoides  estructuralmente

djstintos  (Giorio  y  col.,  2007),  los  cuales  se  subdividen  en  dos  grandes  grupos:  los

carotenos,  que  contienen  solo  atomos  de  carbono  e  hidrogeno  y  las  xantofilas,  que

poseen ademas sustituyentes oxigenados.
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Los carotenoides cumplen roles esenciales tanto en  las plantas como en los

animales.  En las plantas, se encuentran asociados a las membranas fotosinteticas en

los  cloroplastos   activos,   mientras  que  en   los  cloroplastos  senescentes  y  en   los

cromoplastos  se  encuentran  asociados  a  las  membranas,  en  cuerpos  oleosos  y en

estructuras  cristalinas  del  estroma  (Cunningham  y Gantt,1998;  Vlshnevetsky  y  col.,

1999).   Estos   pigmentos   participan   en   procesos   fisiol6gicos   esenciales   como   la

fotosintesis,  donde captan  la energia  luminica de diversas longitudes de onda (rango

espectral de absorci6n entre 400 y 500 nm) en los complejos captadores de luz de los

fotosistemas,  la  cual  es  transferida  a  la  clorofila  a  durante  la  fotosf ntesis  (Britton,

1995;  Schmid,  2008).  Actuan  tambien  en  la  disipaci6n termica  del  exceso  nocivo  de

energia luminica,  ademas  de generar un  alto nivel  de  protecci6n fotooxidativa  contra

los  efectos  del  singlete  de  oxigeno,  del  radical  super6xido  y  del  triplete  excitado  de

clorofila generado en los centros de reacci6n del fotosistema 11 como consecuencia de

la  fotosintesis  (Armstrong  y  Hearts,1996;  Cunningham  y  Gantt,1998;  Giorio  y  col.,

2007; Takano y col., 2005; Telfer, 2005). Ademas, son precursores en la sintesis de la

hormona  acido  abscisico  (ABA).  Esta  hormona  participa  en  procesos  vitales  de  la

fisiologfa  de las  plantas,  tales  como  el  crecimiento  y desarrollo,  la  dormancia  de  las

semillas y la adaptaci6n a distintos tipos de esttes ambiental, en especial a la sequla y

la elevada salinidad   (Chen y col.,   2008; Crozier y col.,  2000).

Adema§,  al  ser pigmentos  coloreados,  los  carotenoides  se  evidencian  en  las

rafces  de  reserva,  los frutos y  las  flores,  donde facilitan  la  polinizaci6n  (Armstrong  y

Hearts,1996;  Grotewold,  2006),  y tambien en las hojas senescentes al degradarse la

clorofila.



Las  funciones  que  cumplen  los  carotenoides  son  de  tal  importancia  para  las

plantas, que un impedimento en la formaci6n ciclica de estos es letal.

En  los  animales,  algunos  carotenoides  (P-caroteno,  or-caroteno,  criptoxantina)

son  convertidos  a  la vitamina A (retinol)  luego  de  un  clivaje molecular seguido  de un

proceso   reductivo.   La   vitamina   A   cLlmple   a   su   vez   funciones   esenciales   en   la

formaci6n  de  los  dientes,  tejidos  sanos,  piel  y  mucosas,  ademas  de  participar  en  la

generaci6n   de   los   pigmentos   necesarios   para   el   funcionamiento   de   la   retina.

Adicionalmente  los  carotenoides  (por  ejemplo  el  licopeno,  la  luteina  y  la  zeaxantina)

funcionan coma poderosos antioxidantes, que previenen y reducen el dafio celular. Par

ello, han sido ligados a una reducci6n en las probabilidades de desarrollar ciertos tipos

de  cancer,  enfermedades  degenerativas y vasculares y problemas visuales  (Breimer,

1990;   Esterbauery   col.,   1992;   Mayne,   1996;   Rao  y  Rao,   2007;   Snodderly,   1995;

Taniimihardjo y Yang, 2005).

Dado  que  los  animales son  incapaces  de  sintetizar estos  compuestos,  deben

ingerirlos  en   la  dieta   mediante  el  consumo  de  vegetales  ricos  en  ellos,  como  la

zanahoria.

Los   carotenoides   poseen   una   importancia   vital   en   la   salud   y   la   nutrici6n

humana,  por lo que la regulaci6n de su slntesis y metabolismo nan  sido ampliamente

estudiadas en las t]ltimas decadas. Los avances en esta area de estudio ham permitido

el descubrimiento de la mayoria de lo§ genes involucrados en la ruta de sintesis de los

carotenoides,  tanto  en  las  plantas  como  en  otros organismos  sintetizadores de estos

compuestos (Cunningham y Gantt,1998;  Cunningham,  2002;  Howitt y Pogson, 2006).

La manipulaci6n de varios de los genes de la ruta ha permitido aumentar la sfntesis de



los  carotenoides  en  diversos  organismos,  en  especial  en  las  plantas  (AIuru  y  col.,

2008;  Davuluri  y  col.,  2004;  Diretto  y  col.,  2007;  Lamers  y  col.,  2008;  Shewmaker y

col.,1999; Ye  y col., 2000).

En   las   plantas,   la   biosintesis  de  los   carotenoide§   ocurre  en   los   plastidios

(cloroplastos  y  cromoplastos)  de  las  celulas  vegetales  e  involucra  varias  reacciones

enzimaticas.  En  la  primera  reacci6n  de  biosintesis  de  los  carotenoides  se  forma  el

fitoeno por la union cola-cola de dos mol6culas de geranil geranil pirofosfato (GGPP),

mediada   por   la   enzima   fitoeno   sintasa   (PSY)   (Figura   1).   Luego   ocurren   cuatro

desaturaciones seguidas  llevadas a  cabo  por la fitoeno  desaturasa  (PDS)  y por la ¢-

caroteno desaturasa  (ZDS),  con  la finalidad de extender las series conjugadas de los

dobles enlaces.  El fitoeno sufre asi cuatro desaturaciones que resultan en la formaci6n

secuencial  de fitoflueno,  z-caroteno,  neuroesporeno y  por  t]ltimo  licopeno,  el  cual  es

de color rojo (Figura  1,  Cunningham y Gantt,  1998).

En este punto de la vfa, ocurre la separaci6n en dos ramas principales producto

de la ciclaci6n del  licopeno  por dos enzimas diferentes:  la  licopeno a-ciclasa  (LCYB),

que actda como un homodimero para generar P-caroteno, y en forma de heterodimero

con  la  licopeno  a-ciclasa  (LCYE),  generandose el  a-caroteno,  precursor de  la  luteina

(Cunningham y Gantt,1998).

Luego,   el   a-caroteno  es   hidroxilado  a  zeaxantina,   Ia  cual  es  epoxidada   a

compuestos que generan finalmente el acido abscisico (ABA).



AdRAt
xen,ox'n®J

Figure 1 : Ruts de sintesis de los carotonoides.  Fjgivra modi#cada de
Done y col. (2007).

1 .2 Regulaci6n de la riita carotonog6nica en [as plantas

1.2.1     Regulaci6n g6nica

A nivel genico existe un primer punto de regulaci6n,  dado por la presencia de

mas de un gen que codifica para la misma acti\/idad enzimatica. Esto puede deberse a

una  redundancia  genica  o  a  una  expresi6n  6[gano  especifica  de  cada  gen.  Par

ejemplo,  en tomate existen dos genes que codifican  para  [as enzimas  PSY y  LCYB:

psy7 y cycb,  son  expresados en  los frutos del tomate,  mientras que psy2 y /eyb se
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expresan  preferencialmente  en  los  6rganos fotosint6ticos  y  los  petalos  (Armstrong  y

Hearts,1996;  Bartley y Scolnilt,1993; Giorio y col., 2008;  Ronen y col.,1999; Welsch y

col., 2000).  En  mafz (Zea mays) y arroz (Oryza sat/.va),  se describieron recientemente

tres genes psy.  En  ambas especies,  ps}J7  y psy2 son  inducidos  por la  luz durante la

de-etiolaci6n  de  las plantulas de  maiz y arroz,  mientras que  los  niveles del transcrito

psy3 son regulados en respuesta al estfes abi6tico  (sequia y salinidad) y al ABA (Li y

col., 2008; Welsch y col., 2008).

Por  otro  lado,  Arab/.daps/.s  fha//.ana  posee  5  genes  que  codifjcan  para  los

polipeptidos  del  tipo  GGPPS,  pero  s6lo  dos  de  ellos  (Ggpps7  y  Ggppsg  poseen  la

actividad   enzimatica,    aunque   se   desconoce   el   rol   especifico   y   la   localizaci6n

subcelular de cada uno de ellos (Cunningham y Gantt,1998).

Por  lo tanto,  atin  cuando  se conoce  la  mayoria  de  los genes  involucrados en

esta ruta biosintetica, resta atln di[ucidar la funci6n y regu]aci6n de la mayoria de estos

genes carotenogenicos en las plantas.

Para  abordar  esta  problematica  se  ha  estudiado  el  fenotipo  de  las  mutantes

(Dong y col.,  2007;  Qin y col.,  2007;  Rodrigo y col.,  2003;  Ronen y col.,1999) y de las

planta§  donde  el  gen   carotenog6nico   ha  sido   §ilenciado   post-transcripcionalmente

(Fraser  y  col.,   1999;  Pizarro,  2008).  Estos  enfoques  experimentales  han  permitido

evidenciar   la    importancia    biol6gica   de   zc/s   y   pc/s,    para    los    cuales   mutantes

homocigotos son letales y plantas heterocigotas poseen fenotipos albinos y deficiencia

en  la  fotoprotecci6n,  entre  otros  (Dong  y  col.,  2007;  Qin  y  col.,  2007;  Rodrigo  y  col.,

2003).   Mediante  el  silenciamiento  de  genes  se  ha  estudiado  la  regulaci6n  de  la
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biosfntesis  de  carotenoides  y  la  especificidad  de  expresi6n  de  ciertos  genes  a  un

6rgano (hoja o fruto,  Bartley y Scolnik,1993;  Fraser y col.,1999).

1.2.2    Regulaci6n transcripcional de los genes carotenog6nicos

La regulaci6n  a nivel transcripcional ha sido  propuesta  como el principal punto

de modulaci6n de la ruta carotenogenica, por lo que la mayoria de los estudios se han

enfocado   en   determinar   los   factores   involucrados   a   este   nivel   (Bramley,   2002;

Cunnjngham,  2002;  Howitt  y  Pogson,  2006;  lto  y  col.,  2009;  R6mer y  Fraser,  2005;

Shanker y col.,  2003; Tanaka y col.,  2008; Taylor y Ramsay, 2005).  Entre los factores

mas    estudiados    que    son    capaces    de    regular    la    expresi6n    de    los    genes

carotenog6nicos  a  nivel transcripcional,  se encuentra  el  proceso  de  desarrollo  de  los

6rganos y el efecto de la luz sobre estos.

1.2.2.1. Efecto del desarrollo sobre la expresi6n de los genes carotenog6nicos

Durante el desarrollo de los 6rganos como  las  hojas,  las flores y los frutos se

observa un cambio de tamafio,  morfologfa y coloraci6n. Al  respecto,  la sintesis de los

carotenoides aumenta durante el desarrollo de las flores de Gent/.ana /ufea (Zhu y col.,

2003)  y  la  maduraci6n  de  distintas  variedades  de  frutos,  como  citricos  (Kato  y  col.,

2004) y damascos  (Kita y col.,  2007).  Tambi6n existe una correlaci6n directa entre la

expresi6n de los genes carotencigenicos como psy, /oyb, cbhx y zap con la sintesis de

los pigmentos en las variedades naranjas de los damascos /Prunus mume,  Kita y col.,

2007)  y  cftricos  /C/.fas  refi.ow/afa,  naranja  Valencia,  Kato  y  col.,  2004).  Durante  el

desarrollo de las hojas del tomate ocurre un aumento en los niveles de RNAm del gen

pc/s (Giuliano,  1993).
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1.2.2.2 Efecto de la luz sobre la expresi6n de los genes carotenog6nicos

La  luz  tiene  funciones  vitales  en  la  fisiologla  vegetal,  y  es  protagonista  en

variados procesos,  como la fotosintesis y el desarrollo fotomorfogenico.  Este efecto es

mediado   por   los   fotorreceptores   (moleculas   receptoras   de   la   luz),    los   cuales

desencadenan   la   activaci6n   de   los   genes   regulados   por   la   luz.   Dentro   de   los

fotorreceptores,   los  mas  estudiados  son  el  fitocromo  y  el  criptocromo.   Estos  son

activados en  presencia de la  luz con  lo  cual se  induce  la  maquinaria de transducci6n

de  las  sefiales  que  derivan  en  la  activaci6n  de  la  transcripci6n  de  los  genes  de

respuesta a la luz,  entre los que se encuentran  los genes carctenog6njcos (AI-Sady y

col.,  2006;  Ballesteros  y  col.,  2001;  Chattopadhyay  y  col„   1998;  Pizarro  y  Stange,

2009; Tepperman y col„ 2001).

La  regulaci6n  de  la  ruta carotenogenica  se  ha  estudiado  mayoritariamente en

los  6rganos  que  acumulan  los  carotenojdes  producto  de  la  exposici6n  a  la  luz,  tales

como las hojas, flores y frutos y tambien en los etioplastos en transici6n a cloroplastos

(Bramley,  2002;  R6mer y  Eraser,  2005).  Los  resultados  indican  que  la  luz  induce  la

expresi6n de los genes carotenogenicos en las hojas, frutos y flores (Adams-Phillips y

col.,  2004;  Giovannoni,  2004;  Hirschberg, 2001; Simkin y col.,  2003; Woitsch y R6mer,

2003).

Por  ejemplo,  en  IV/.cot/.ana  fabacum  (tabaco)  la  expresi6n  de  psy  se  induce

luego  de  la  exposici6n  continua  de  las  hojas  a  luz  roja  y  blanca  (Vvoitsch  y  R6mer,

2003).  En  las  hojas  del  pimiento,  se demostr6  una  regulaci6n  negativa  de los  genes

psy, pc/s, zds y /ayb en la oscuridad (Simkin y col., 2003), mientras que en las hojas del

tomate se determin6 que la luz activa los genes carotenogenicos a nivel transcripcional
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(Bramley,  2002).  En A.  fha//.ana,  por su  parte,  se demostr6  que la  activaci6n  del  gen

psy esta mediada par los fotorreceptores (von Lintig y col.,1997).

Sin embargo, la activaci6n de los genes carotenog6nicos mediada por luz no se

traduce  necesariamente  en  un  aumento  en  los  niveles  de  los  carotenoides.  Esto fue

demostrado  por  von  Lintig  y  colaboradores  (1997)  quienes  determinaron  que  bajo

diversas condiciones de luz,  los niveles del mensajero del gen psy en las plantulas de

Arab/.daps/.s aumentaban considerablemente,  pero los niveles de los carotenoides solo

aumentaban una vez que se sintetizaba la clorofila.

Por  otro  lado,  en  esa  misma  investigaci6n  se  demostr6  qiie  los  niveles  de

mensajero  de  otros  genes  carotenog6nicos  tot/s y ggpps)  permanecian  constantes,

at]n  cuando  los  niveles  de  los  carotenoide§  aumentaban,  por  lo  que  la  activaci6n

transcripcional de los genes carotenogenicos en las hoja§ no seria el t]nico mecanismo

encargado de activar la sintesis de los carotenoides en este 6rgano, sino que existirian

tambien modificaciones post-transcripcionales y post-traduccionales.

1.2.3    Regulaci6n     post-transcripcional     y     post-traduccional     de     la     ruta

cai.otenogenica

A pesar de que la regulaci6n transcripcional de los genes carotenogenicos es el

punto  clave  de  la  regulaci6n  de  esta  ruta  en  las  plantas,  tambien  existen  reportes

sobre la regulaci6n de las enzimas involucradas en la sfntesis de los carotenoides.

En  las  plantas,  los  genes  carotenog6nicos  son  nucleares,  pero  las  proteinas

que codifican actdan a nivel de las membranas de los plastidios,  par lo cual deben ser

destinadas a ellos como pre-proteinas que son posteriormente modificadas.  Dentro de

los  plastidios,  Ia  velocidad  de  reacci6n  de  las  enzimas  podria  verse  afectada  por  la
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forma  en  que  estas  se  asocian  y  acumulan.   Por  ejemplo,  en  el  estroma  de  los

cloroplastos  se  forman  los  complejos  multienzimaticos  de  GGPPS  y  PSY,   Io  cual

podria aumentar la velocidad de la reacci6n en los pasos iniciales de la ruta,  mientras

que  otras  enzimas  de  la  via  actt]an  asociadas  a  la  membrana  tilacoidal  (Camara,

1993).  En  narciso,  las enzimas PSY y PDS se encuentran  inactivas en  las fracciones

solubles, pero en forma activa al unirse a membranas (Al-Babili y col.,1996)

La enzima PSY de la planta de mostaza se encuentra en forma inactiva en los

cuerpos  prolamelares  de  los  cloroplastos,  atln  cuando  sus  niveles  de  RNAm  y de  la

proteina  aumentan.  Esta  enzima  tiene  actividad  solo  al  ubicarse  en  los  tilacoides  en

desarrollo,  Io que denota una regulaci6n mediada por factores distintos a la regulaci6n

transcripcional (\/\/elsch y col.,  2000).

Ademas,   los   carotenoides   serf an   secuestrados   en   forma   de   cristales   y

complejos  lipoproteicos   (Baranska  y  col.,   2006;  Vlshnevetsky  y  col.,   1999).   Estos

complejos secuestradores de los carotenoides podrian aumentar el flujo de sintesis al

retirar los productos finales de la ruta.

1.3 Davcus carofa: un modelo de estudio novedoso

La  zanahoria  (Daucus  carofa  L.)  es  una  planta  dicotiled6nea  bienal  que  se

caracten.za  por poseer una  raiz modificada de gran tamafio.  En  la  naturaleza existen

zanahorias  de  diferentes  colores,  que  van  desde  el  blanco  al  morado,  debido  a  la

composici6n especrfica de los carotenoides y los antocianos que posee cada una.  Las

zanahorias  mas  consumidas  poseen  una  raiz  modificada  de  color naranjo,  debido  a

una elevada acumulaci6n de carotenoides, en especial er y f}-caroteno, los que pueden

sumar el 95°/a del total de los carotenoides presentes (Baranska y col., 2006).
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D.  carofa es una planta que sintetiza los carotenoides en  la raiz modificada en

ausencia  de  luz,  y  en  las  hojas  en  presencia  de  luz.  Por  ello,  se  presenta  coma  un

modelo novedoso para estudiar la regulaci6n de la ruta carotenog6nica en los 6rganos

expuestos natiiralmente a la oscuridad, coma es la raiz modificada.

En las hojas,  los niveles de los carotenoides se mantienen constantes durante

el  desarrollo,   con  niveles  cercanos  a  los  400  Hg/g  de  peso  seco,   de  los  cuales

aproximadamente 100 ug/g de peso seco corresponden a P-caroteno (Figura 2)

Figura 2:

Carotenoides eli la hoja de D. c4roro durante el desarrollo                       A0.5RE4semaus

0.4 EH  8semanas
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•.              ,I...`.     ....`

Carotenoides erl la raiz modificada de D. cnrota durante el desarrollo            aC1.aE5RE4senanas
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afH                aEE

.I..,I... .
Niveles de los carotenoides durante el desarrollo de D.  carofa.  (A)  Niveles de

los  carotenojdes   en   las   hojas  de   D.   carofa;   (a)   Njveles  de   loscarotenoides  en   la   rarz
modificada de D.  oarofa.  Las mediciones fueron  realjzadas  medjante  HPLC.  Letras djstintas
indican diferencias significativas tras los analisis de ANOVA   de dos vl.as (P<0,05) y post-test
de Bonferroni. Figura de Fuenfes y co/., 2009.
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Por otro  lado,  los  niveles de estos pigmentos  aumentan  en  paralelo al estado

del desarrollo de la raiz modificada de a. carofa, desde 16,6 |ig/g de peso seco de los

carotenoides totales presentes a las 4 semanas de desarrollo hasta 968 pug/g de peso

seco  a  las  12  semanas  (de  los  cuales  617  ug/g  de  peso  seco  corresponden  a  P-

caroteno).

En  la  base  de  datos  se  encuentran  disponibles  las  secuencias  completas  o

parciales  de  la  mayoria  de  los  cDNAs  de  los  genes  carotenogenicos  de  D.  carofa

como:    isopentenil,  isomerasa    (i.p/.,    DQ192183),    geranilgeranil    pirofosfato   sintasa

(ggpps)   1   y  2,  fitoeno  sintasa  1   y  2  tosy7:   DQ192186,  psy2:   DQ192187),  fitoeno

desaturasa  tot/s:  DQ222429),  €-caroteno  desaturasa  1  y  2  (zds7:  DQ222430,  zds2:

DQ192189)  licopeno P-ciclasa  (/cyb:  DQ192190),  licopeno €-ciclasa  (/eye,  DQ192192)

y capsantina  capsorubina  sintasa  (cos:  DQ192191)  entre  otras  (Just y col.,  2007).  Al

igual   que   en   otros   modelos,   existe   mas   de   un   gen   para   una   misma   actividad

enzimatica.  Este es el caso de los genes psy tosy7 y psy2),  zds (zc/s7 y zc/s2) y /oyb

(/cyb7  y  /cyb2  o  cos),  pero  se  desconoce  si  las  enzimas  codificadas  por  ellos  se

expresan     diferencialmente.     Estudios     realizados     en     nuestro     laboratorio     han

determinado  mediante  silenciamiento  genico  post-transcripcional  (SGPT)  que  el  gen

/ycb7  es  necesario  para  la  sintesis del  P-caroteno tanto en  las  hojas  como en  la  ralz

modificada  (Pizarro,  2008).  Adicionalmente,  se  ha  reportado  la  expresi6n  diferencial

de  algunos  de  estos  genes  entre  zanahorias  blancas,  amarillas,   naranjas  y  rojas

(Clotault y col.,  2008).  En  este estudio  se  observ6  que  la  expresi6n  de  los  genes  se

correlacion6 con  la  cantidad  de pigmento en  las rafces de las variedades coloreadas

durante  el  desarrollo.  Sin  embargo,  en  la  variedad  cuya  raiz  de  reserva  es  blanca
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(Blanche),  los  genes  carotenogenicos se expresan  a  pesar de no haber acumulaci6n

de los carotenoides.

Sumado a estas investigaciones,  es interesante poder determinar la  expresi6n

de los genes carotenog6nicos tanto en las hojas como en la ralz modificada durante el

desarrollo  de  la  planta,  dada  la  presencia  de  mas  de  un  gen  para  algunas  de  las

actividades enzimaticas de  la  ruta  carotenog6nica  en  esta  planta y dado que  ambos

6rganos  poseen  un  desarrollo  y  requerimientos  luminicos  diferentes.   Una  primera

aproximaci6n  para evaluar si estas enzimas tienen  una funci6n 6rgano-especffica,  es

analizar los  niveles del  RNAm  de estos genes en  las  hojas y la  raiz modificada de la

zanahoria.

Estudios previos realizados en el laboratorio determinaron que si al comenzar a

desarrollarse la plantula una parte del hipocotilo queda fuera de la tierra, esta secci6n

no se desarrolla como rafz modificada.  Este fen6meno  puede ser revertido al exponer

a oscuridad dicho segmento (Stange y col., 2008). Con este resultado se concluy6 que

la  luz reprime reversiblemente el desarrollo  de  la  raiz modificada  en  D.  carofa.  Estos

resultados son contrarios al efecto activador que posee la luz sobre la acumulaci6n de

los transcritos de los genes carotenog6nicos en las hojas y los frutos en otros modelos

vegetales.  Par  ello,  durante  este  seminario  de  titulo  evaluamos  la  expresi6n  de  los

genes  carotenog6nicos  en  las  hojas  y  raiz  modificada  de  D.  carofa  en  ausencia  o

presencia de luz,  respectivamente.
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1.4. Estrategia de estudio

Para evaluar el efecto del desarrollo y de la luz en la acumulaci6n del RNAm de

los seis genes carotenogenicos se considerafan plantas en tres estados de desarrollo

caracteristicos y diferentes entre si.

Para cuantificar de manera fidedigna y representativa los niveles del RNAm de

los seis genes en los distintos 6rganos y condiciones, se utiliz6 RT-PCR cuantitativo (o

PCR en tiempo real) mediante la sonda fluorescente SYBR® Green.  Como marcador

de la expresi6n constitutiva  (normalizador)  se utilizaron  los  niveles de RNAm  del  gen

de ubiquitina (ub/.,  DCU68751).

Este  metodo,  a  diferencia  del  PCR  semicuantitativo,   permite  determinar  en

forma precisa los niveles del RNAm de un gen, ya que se sigue el curso de la reacci6n

ciclo  a  ciclo  gracias  a  la  utilizaci6n  de  las  sondas fluorescentes.  AI  determinar el  Ct

(ciclo   umbral   en   el  cual  se  sobrepasa   la  fluorescencia   basal)   en   la  zona  de  la

amplificaci6n  exponencial  de  cada  ciclo,  se  obtiene  la  relaci6n  directa  entre  la  sefial

fluorescente emitida y la cantidad de RNAm original.  De esta forma,  al comparar el Ct

de   un   gen   en   un   cierto   6rgano   y   condici6n,   con   el   Ct   del   calibrador,   ambos

normalizados por el  Ct del  gen  ubiquitina en  la  misma  muestra,  es posible cuantificar

los  niveles de  cada  RNA mensajero  en  las  condiciones estudiadas  (Bustin,  2004).  EI

SYBR®  Green  es  una  de  las  sondas  fluorescentes  que  puede  utilizarse  en  esta

metodologia  y que fue escogida  para  realizar los experimentos  de este trabajo.  Esta

sonda funciona  uniendose  inespeclficamente a todo  DNA doble  hebra  presente en  la

reacci6n,   por  lo  que   la  fluorescencia  emitida  sera   proporcional   al  ntimero  de  las

moleculas de doble hebra presentes.
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1.5 HIP6TESIS

1)  Durante el  desarrollo  de  las  hojas y  la  raiz  modificada  de D.  carofa aumentan  los

niveles de los RNA mensajero de los genes carotenogenicos.

2)  La  luz  induce  un  aumento  en  los  niveles  de  los  RNA  mensajeros  de  los  genes

carotenogenicos en las hojas, y una disminuci6n de estos en la  raiz modificada de D.

carota.

1.6 0BJETIVOS

1.6.10bjetivo general

Cuantificar los niveles de RNAm de los genes carotenogenicos psy7, psy2. pc/s, zds7,

zds2 y /ayb en las hojas y la ra[z modificada de la zanahoria diirante su desarrollo y en

exposici6n a la luz u oscuridad, mediante PCR cuantitativo.

1.6.2 0bjetivos especificos

1.6.2.1: S[ntesis de los CDNA de hoja y ralz modificada durante el desarrollo (4,  8 y 12

semanas de cultivo) y con tratamientos de luz y oscuridad.

1.6.2.2:  Establecimiento de las curvas de eficiencia para los partidores especfficos de

los genes psyl , psy2, pds, zdsl . zds2. Icyb y ubi.

1.6.2.3:  Cuantificaci6n  de  los  niveles  de  RNAm  de  los  genes psy7,  psy2,  pds,  zds7,

zds2 y /cyb durante el desarrollo de las hojas y la raiz modificada y en los tratamientos

de luz/oscuridad.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1  Materiales

2.1.1  lvlaterial biol6gico

Para  todos  los  analisis  se  utilizaron  plantas  de  Oaucus  carofa  (zanahoria)

variedad Nantes cultivadas en tierra en una camara de cultivo vegetal.

2.1.2 Reactivos, insumos y equipos

Se  utilizaron  reactivos  para  biologia  molecular  y  analisis  de  diversa§  marcas

(Merck,  Favorgen,  Stratagene,  Fermentas,  Fermelo,  Promega y Omega-Biotek).  Para

los  experimentos  de  tiempo   real  se  utilizaron   los  siguientes   insumos:   puntas  de

micropipeta  con    filtro  (Neptune),  tubas  Eppendorf  de  1,5  y  0,2  mL,  tubos  y  tapas

6ptico§ en tiras de 8 pocillos contiguos (Stratagene) y guantes dispensables.

Entre  los  equipos  se  cuenta  un  autoclave  para  esterilizar soluciones  y tierra,

una  centrifuga    refrigerada  (Universal  32  R  Hettich),  un  termociclador  convencional

Mycycler"  (Bio  Rad)  y un termociclador acoplado  a  un  sistema  6ptico de detecci6n,

Mx3000P" (Stratagene) cuyas caracteristicas se detallan a continuaci6n.

2.1.2.1 Termociclador acoplado a un sistema 6ptico de cletecci6n: Mx3000P"

El   equipo   utilizado   para   hacer   los   experimentos   de   RT-PCR   cuantitativo

corresponde  a  un  termociclador  Mx3000P"  (Stratagene),  el  cual  posee  un  sistema

6ptico  compuesto  por  una  lampara  hal6gena  de  cuarzo-tungsteno  y  un  tinico  tubo

fotomultiplicador  (PMT),  ademas  de  incluir  cinco  filtros  que  permiten  una  separaci6n
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6ptima entre las sondas.  Este equipo entrega una alta resoluci6n de datos al utilizar la

sonda SYBR® Green (para la cual se utiliza el filtro FAM).

El  programa  incorporado  permite  la  visualizaci6n  de  los  datos  en  mtlltiples

formatos   (graficos  de  amplificaci6n,  intensidad  de fluorescencia,  reportes  de texto y

curvas de disociaci6n, entre otros), lo cual facilita un analisis eficaz de la validez de los

datos, asi como de la amplificaci6n especffica.

Ademas   provee   variados   algoritmo§   que   son   usados   para   mejorar   los

resultados,   tales   como   "umbral   basado   en   la   amp[ificaci6n"   (Amplification-based

threshold) y "referencia adaptable" (Adaptive baseline).  El  primero de estos determina

la porci6n de los gfaficos de amplificaci6n donde todas las curvas de datos exhiben un

aumento  exponencial  en  la  fluorescencia  (para  hacer  esto  el  soft\^rare  determina  el

cambio   de   fluorescencia   en   cada   curva   corregida   por   la   lfnea   de   referencia,

determinando un punto justo encima de la referencia como un 0% de amplificaci6n y al

maximo de la primera derivada como un 100% de amplificaci6n).  Por defecto, el rango

de btlsqueda del algoritmo cae en los cambios de fluorescencia entre 5 y 60%.  Luego,

el algoritmo calcula el valor umbral que minimiza la desviaci6n estandar en los valores

de Ct para cada set de feplica§.

El algoritmo   de "referencia adaptable" se  usa  debido  a que para  cada gfafico

los  datos  de  fluorescencia  "cruda"  dentro  de  un  determinado  rango  de  ciclos  es

ajustada  a  una  recta,  usando  un  algoritmo  lineal  de  media  por  minimos  cuadrados

para producir una   linea de referencia.  El valor de la llnea referencial es calculado para

cada ciclo y restado de la fluorescencia "cruda" para generar la fluorescencia corregida

par   la   linea   referencial   (dR).   EI   algoritmo   "referencia   adaptable"   permite   que   el

21



programa  automaticamente  determine  el  rango  de  ciclos  6ptimo  para  la  linea  de

referencia,  para  cada  sonda  en  cada  experimento,  resultando  en  el  valor de  Ct  mas

preciso para cada combinaci6n de pocillo/sonda  (Mxpro"  QPCR Software Instruction

Manual, Software version 3.00, Stratagene).

2.2 M6todos

2.2.1 Cu[tivo de las p[antas de Dawcus carofa variedad Nantes

Se  sembraron  semillas  previamente  hidratadas  de  a.  carofa  vd.  Nantes  en

tierra,  separadas  una  de  otra  cada  2  centfmetros  (cm)  aproximadamente  en  varios

maceteros  de  25  cm  de  diametro  y  30  cm  de  profundidad,  relleno§  con  una  mezcla

esterilizada  y  hdmeda  de tierra  de  hoja y vermiculita  en  proporci6n  3:1.  EI  cultivo  se

realiz6  en  un  invernadero  cerrado,  especialmente  acondjcionado  para  tal  prop6sito,

con  una  temperatura  constante de 22°  y fotoperiodo  de  16  horas  luz.  El  regimen  de

riego  fue  el   necesario  para  mantener  la  tierra  de  los  maceteros  hdmeda.   No  se

aplicaron fertilizantes ni acondicionantes a la tierra y tampoco se utilizaron insecticidas

o herbicidas durante el cultivo.

2.2.2 Sintesis de CDNA de las rafces y las hojas de las plantas de D.carofa.

2.2.2.1  Extracci6n de RNA

Luego de cuatro semanas post-sembrado se tomaron muestras de la hoja y la

raiz de nueve plantas para sintetizar cada lino de los siguientes cDNAs: hoja luz (H/L),

ralz oscuridad  (R/O) y raiz luz (R/L).  La muestra de raiz luz se tom6 de la porci6n de

raiz modificada  tiusto debajo de los cotiledones)  que se desarroll6 en exposici6n a  la

luz,  mientras  que  la  muestra  de  raiz  oscuridad  se  obtuvo  del  mismo  tejido,   pero

22



desarrollado   bajo   tierra.   Ademas,   se   obtuvo   una   cuarta   muestra   biol6gica,   hoja

oscuridad  (H/O),  para  la cual se sometieron a oscuridad  hojas de cuatro semanas de

desarrollo durante 48 horas, envolviendo una hoja par planta en papel aluminio. Todas

las muestras se recolectaron a partir de las mi§ma§ nueve plantas, separandose luego

las muestras en tres grupos de tres muestras cada uno,  para obtener un total de tre§

feplicas biol6gicas por cada una de las cuatro condiciones.

Para  las  muestras  de  ocho  y  doce  semanas  de  cultivo  se  sigui6  el  mismo

protocolo.

La extracci6n de RNAm   para cada replica biol6gica se realiz6 utilizando el  Kit

RNA-So/v®  Reagent  (Omega  Bio-tek),  el  cual  consiste  en  una  extracci6n  fen6lica  y

posterior  precipitaci6n  con  isopropanol.  El  procedimiento  se  llev6  a  cabo  a  partir de

aproximadamente  100  mg de cada tejido,  los cuales fueron  pulverizados en  morteros

esteriles,  en presencia de nitr6geno lfquido.  Luego,  se agreg6  1  mL del reactivo a 4°C

y se traspas6 el homogenizado a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.  Se agregaron 200 HL

de  cloroformo  a  4°C  y  se  agit6  durante  15  segundos.  Posteriormente,  se  incub6  la

extracci6n en hielo durante  10 minutos,  tras los cuales se centrifug6 por 15 minutos a

12.000 g a 4°C.  El sobrenadante se rescat6 en un tubo limpio y se precipit6 durante 20

minutos a -20°C, utilizando 500 HL de isopropanol frio. Luego, se centr.rfug6 durante 10

minutos en las mismas condiciones previas, se lav6 el precipitado obtenidb con etanol

80%  (en  agua  libre  de  nucleasas),  se  centrifug6  durante  3  minutos  a  12.000  g  y se

dej6   secar   el   precipitado   hasta   eliminar   la   totalidad   del   etanol.   Finalmente,   se

resuspendi6 cuidadosamente el precipitado en 15 HL de agua libre de RNasa.
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La calidad de la extracci6n de RNAm se verific6 mediante electroforesis en gel

de agarosa  al  1%  (Lafken)  tefiido  con  bromuro de etidio,  a  60 V durante  10  minutos.

Se  cargaron  3  prL  de  muestra  junto  a  0,5  uL  de  tamp6n  de  carga  (0,25%  azul  de

bromofenol,   0,250/o   xylen   cyanol,   15%   glicerol).   Los   geles   fueron   observados   y

fotografiados  bajo  luz  UV  en  un  transiluminador  con  camara  fotografica  incorporada

(SYNGENE).  La  calidad  de  las  muestras se  evalu6  segun  la  presencia  nitida  de  las

tres  bandas  caracteristicas  de  una  muestra  de  RNA  integra  y  de  buena  calidad,

correspondientes  a  los  RNA  ribosomales  de  23  y  18S  y  al  RNA  de  transferencia.

Posterior a la verificaci6n de la calidad de las muestras, se determin6 su concentraci6n

mediante  espectrofotometria   en   un  equipo   NanoDropTM   a  260   nm   con  el  fin  de

determinar el volumen de extracci6n a utilizar para la transcripci6n reversa, de manera

tal que todas los cDNAs fueran sintetizados a  partir de la  misma cantidad de RNA (2

pug).  Ademas  se  consideraron  las  razones  260/280  y 260/230  de  cada  muestra  para

evaluar la posible presencia de protefnas contaminantes (absorbancia a 280 nm) o de

compuestos fen6licos  en  la  muestra  (absorbancia  a  230  nm).  Las  muestras  de  RNA

que  presentaron  el  bandeo  caracteristico  en  el  gel,  ademas  de  valores  de  la  raz6n

260/280 21,9 fueron seleccionadas para sintetizar los CDNA correspondientes.

2.2.2.2 RT-PCR

Una alicuota de 2 ng de RNA, el cual fue tratado con DNasa I por 20 minutos a

37°C  (1  lil de  DNasa  I  (1u/uL,  Fermentas),1  prL de Tamp6n  10x de  la  DNasa  I  con

Mgc12  (Fermentas)  y  agua  libre  de  nucleasas  necesaria  para  completar  10  pL),  se

utiliz6 para sintetizar la  hebra complementarja del RNAm  utilizando el programa   "RT-

PCR" (Tabla  1,  Secci6n 2.2.3.3).
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Se  agregaron  5,5  HL  de  cada  una  de  las  reacciones  anteriores  mss  1  HL  de

oligo AP (5'-cgccacgcgtcgactagtacttttttttttttttttt-3') a tubos de PCR (Eppendorf de 0,2 mL) y

se  sometieron  al  paso  inicial  del  protocolo  RT-PCR.  EI  programa  se  detuvo  tras  el

paso 1  del segmento 2 y una vez que la temperatura baj6 a 25 °C se agregaron 13,5

HL del mix RT (4 prL de Tamp6n 5x lmprom-II, 2,5 prL de Mgc12 50 mM,  1  pL de dNTPs

(Fermenta§),  6,25  prL  de  agua  libre  de  nucleasas  y  1  HL  de  la  enzima  Transcriptasa

reversa lmprom-ll (Promega) a los tubos y se continu6 con el programa.

2.2.2.3 Verificaci6n de la sintesis de CDNA

Para   verificar   la   calidad   de   los   cDNAs   sintetizados,   se   realiz6   un   PCR

convencional   utilizando   el   protocolo   "PCR1"   ITabla   1)   con   Taq   DNA   polimerasa

(Favorgene)  y  los  partidores  especfficos  para  el  gen  de  ubiquitina  (ubiq-F  y  ubiq-R)

que  amplifican  un  fragmento  de  121  pb  en  la  zona  codificante  del  gen  de  ubiquitina

(ub/).   Se   incluyeron   los   siguientes   controles:   1)   control   positivo   (C+),   un   CDNA

previamente sintetizado y corroborado;  2)  control  negativo  sin  molde  (C-)  y 3)  control

de la transcripci6n reversa  (S/RT).  Para este tlltimo,  se agregaron 2 lil de RNA como

molde, en lugar de CDNA.  Este tiltimo control se utiliza para determinar la presencia de

DNA g6nomico remanente de la extracci6n de RNA, ya que el RNA se degrada con la

temperatura de denaturaci6n de la reacci6n (95°C), por lo que cualquier amplificado en

esta condici6n corresponderia a DNA contaminante.

La  reacci6n  se  llev6  a  cabo  en  un  volumen final  de  25  HL,  en  los  cuales  se

incluyeron 2,5  HL de Tamp6n  10x (Favorgene),  0.5  HL de dNTPs  (Fermentas)  0,5  HL

del   partidor   ubiqF,   0.5   prL   del   partidor   ubiqR,   0,2   HL   de   Taq   DNA   polimerasa

(Favorgene,  5U/pL),18,3 HL de agua  libre de nucleasas y 2 prL de muestra (cDNAs a
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verificar,  agua  libre  de  nuclea§as  en  el  control  negativo  y  RNA  en  el  control  de  la

transcripci6n reversa).

Ocho  microlitros  de  cada  reacci6n de  PCR se sometieron  a  electroforesis  par

20 minutos a 90 V en gel de agarosa al  1%  pretefiido con bromuro de etidio (Bret).  El

gel se observ6 y fotografi6 en el equipo SYNGENE.

2.2.3 RT-PCR cuantitativo

2.2.3.1  Disefio y prueba de los partidores especificos para los genes psy7, ps]/2,

pds, zdsl, zds2, Icyb y ubi.

Cada par de partidores se disefi6 a partir de las regiones 5' o 3' no traducibles

(NTR)  de  cada  gen  de  Daucus  carofa  subespecie  sativus,  anotadas  en  la  base  de

datos  del  NCBl,  generandose  de  esta  forma  partidores  altamente  especlficos.  .Las

secuencias escogidas se analizaron con el programa OligoAnalizer 3.1  (IDT) con el fin

de evitar aquellas secuencias que formaran homo o heterodimeros. Ademas se realiz6

un alineamiento contra la base de datos de la colecci6n de nucle6tidos (nr/nt) de NCBI

mediante  la  herramienta  bioinformatica  BLAST  con  lo  cual  se  corrobor6  que  cada

partidor fuera especifico para  el gen  objetivo.  Las temperaturas de disociaci6n  de los

partidores fueron obtenidas mediante el programa Amplifx  1.5.4, variando 6stas entre

los 55 y 57°C en  promedio para cada par de partidores (por lo que la temperatura de

hibridaci6n  escogida  para  hacer  los  PCR  fue  de  52°C).  Los  partidores  se  disefiaron

para amplificar fragmentos de pequefio tamafio (100 a 150 pb aproximadamente).

Una vez sintetizados los partidores,  6stos se probaron  con el CDNA de una de

las muestras biol6gicas, mediante el programa "PCR1" ITabla 1) y la misma mezcla de
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reacci6n descrita  en  el  punto  2.2.2.3.  Los  productos de  PCR  se verificaron  mediante

electroforesis, tal como fue descrito anteriormente.

Los  ntimeros de  acceso  de  los genes  anotados en  la  base  de datos de  NCBI

son:    DCU68751    (ubi),    DQ192186    tosy7),    DQ192187    tosy2),    DQ222429    tocJs),

DQ222430  (zc/s7),  DQ192189  (zds2)  y  DQ192190  (/cyb).  Los  partidores  utilizados  en

este seminario se resumen en la Tabla 1.

Tabla   1:   Secuencia   y   caracteristicas   de   los   partidores   utilizados.   La   letra   F   hace
referencia a partidor en sentido,  mientras que la letra R hace referencia al partidor antisentido.

„b'' ubiq-F              gctcgaggacggcagaac
ubiq-R               cttgggcttggtgtaggtcttc

psy7          psy 1 q-F           agtcgatggagcattaccataattc
psyl q-R           ctaatgggttacagagggttgtgtta

psy2          psy2q-F           gctaataaacttccgtgggtgttc
psy2q-R           gctggagttagtgctaccc

pds           pdsq-F             tctccacctccttcattcagtctaa
pdsq-R            gcaaaatgaagtcgctatgtgtct

zds 7          zds 1 q-F           gaattcaacgaccttgcgaaaaac
zds 1 q-R          ctagtggtccgaatacagctataacg

zds2         zds2q-F          accggatcagaattcctogaat
zds2q-R          ttctcgtggttcaatacaattatacaatg

/cyb lcybq-F             tgagtgcagcttacacctacttgatta
lcybq-R            aactgcagaagatattggaga

121

55,1
56,4                  95

56,4
54,1                      112

56,7
56,4                  95

56,4
56,9                   106

55,6
54,7                    91

58
50,8                    161
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2.2.3.2 Determinaci6n de la eficiencia de los partidores

A  partir  de  cada  fragmento  g6nico  amplificado  por  PCR  convencional     se

realizaron  cinco  diluciones  seriadas  (1/100,1/1000,   1/10000,   1/100000,1/1000000),

utilizando agua libre de nucleasas.  Con estas diluciones se realizaron ensayos de RT-

PCR cuantitativo  utilizando  el  protocolo  "PCR cuantitativo en tiempo  real"  (Tabla  1) en

el  termociclador Mx3000P"  (Stratagene)  y  utilizando  el  Kit  Brilliant®  SYBR-Green®

QPCR   Master   Mix   (Stratagene),   el   cual   incluye   un   Master   mix   con   una   DNA

polimerasa, tampon de la enzima, dNTPs y ROX (sonda pasiva).

La mezcla de reacci6n se realiz6 en un volumen final de 25 prL (12,5 HL de 2x

Master Mix,  9,425 pL de agua  libre de nucleasas,  0,35  prL de partidor sentido  10  tiM,

0,35  HL de partidor antisentido  10 prM,  0,375 prL de una diluci6n  1/2000 de ROX 1  mM

y 2 HL de cada dilllci6n), segdn las instrucciones del fabricante.

Cabe mencionar que a mayor concentraci6n de la  muestra se obtiene un valor

de Ct menor, ya que se sobrepasa antes el valor de fluorescencia basal.

La  eficiencia (E) de cada par de partidores se obtuvo a partir de la pendiente

de la recta obtenida al graficar el ciclo umbral (Ct) de cada diluci6n vs. el ntimero de

diluci6n. La siguiente ecuaci6n explica c6mo se obtiene la eficiencia de cada par de

partidores.

E  =  1 0  I-1/pendiente]

2.2.3.3 Ensayos de RT-PCR cuantitativo

Ec.1

Para  realizar  el  RT-PCR  cuantitativo  se  us6  el  Kit  Brilliant®  SYBR-Green®

QPCR  Master Mix  (Stratagene),  utilizando  el  programa  que  incluye  la  realizaci6n  de
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una   curva   de   disociaci6n   al   final   del   experimento.   En   el   tipo   de   experimentos

realizados  se obtiene  una  cuantificaci6n  relativa  de  los  niveles de  RNAm,  por lo  cual

no es necesaria la realizaci6n de curvas de calibraci6n.

Todas las reacciones fueron realizadas en el laboratorio de Biologfa Molecular

Vegetal en la mayor esterilidad posible y con puntas con filtro selladas. Posteriormente

las  reacciones  fueron  congeladas  a  -20°C  y  llevadas  al  laboratorio  de  Bioquimica,

Departamento  de  Genetica  Molecular  y  Microbiologia  (Casa  Central  de  la  Pontificia

Universidad Cat6lica de Chile), donde se nos facilit6 el termociclador Mx3000P".

Los  ensayos  cuantitativos  se  realizaron  para  los  seis  genes  carotenog6nicos,

ademas de ub/. (gen normalizador),  en las cuatro muestras biol6gicas (H/L,  H/O,  R/L y

R/O)  de  los  tres  estados  de  desarrollo  definidos  (4,  8  y  12  semanas).Cada  muestra

bjol6gica  se  evalu6  en   triplicado  biol6gico  y  duplicado  t6cnico   (obteniendose  seis

valores  para  cada  muestra  en   cada  estado  de  desarrollo  al   analizar  iin  gen  en

particular).  EI  programa  utilizado  fue  el  mismo  detallado  en  el  punto  2.2.3.2,  al  igual

que  la  mezcla  de  reacci6n  de  PCR  (en  este caso  se reemplazaron  los 2 prL de cada

diluci6n  seriada  por  2  prL  de  una  diluci6n  1/10  de  cada  CDNA).  Se  realiz6  un  control

negativo,   denominado   NTC   (con   su   respectiva   replica   t6cnica)   para   cada   gen

analizado, al cual se le agregaron 2 prL de agua libre de nucleasas en lugar de 2 HL de

una  diluci6n  de  CDNA.  Ademas,  s8  realizaron  controles  de  la  calidad  de  los  CDNA,

reemplazando  los 2  prL  de diluci6n' por 2  prL  de  RNA de cada  muestra,  con  el fin  de

confirmar  la  ausencia  de  DNA  en  las  muestras  de  CDNA  (prevjamente  analizada

durante el primer PCR control de la §,intesis de CDNA, punto 2.2.2.3).

`'
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Tabla 2: Programas de PCR

A: RT-PCR

Paso 1
I.ify,at                  fyan.

£Z€,;:S:~             +

Segmento 1

7ooC/ 5 minutos

25°C/ 5 minutos

1

No

Segmtehto,2"

42oC/ 6o minutos

7ooC/ 15 minutos

1

No

a: PCR1

`r'^-=Se`griie~ntolt

Paso 1 95°C/ 5 minutos

Scgmento 2

95°C/ 50 segundos

52°C/ 5o segundos

72°C/ 50 segundos

36

No

"     ife.j&TY  +_¥,':    *:j%i5  i,g;

72°C/ 8 minutos

Sogmonto 3

1

Posterior al paso 1,
medjante Bret

C: PCR cuantitativo en tiempo real
~S,'6"gitie'r,to-1

RIB

95°C/ 10 minutos

;.#?.s,9?:r6,6§#

#  :i :, ;-{

segmenty:-2:g-<'`h^`;``S:\j~`y`th:,

95°C/ 30 segundos

52°C/ 30 segundos

72°C/ 30 segundos

40

Sogmonto 3

95°C/ 1  minuto

52°C/ 3o segundos

95°C/ 3o segundos

1

No                        Alfinaldelpaso2,par           Desdeelpaso2al3, por
fluorescencia.                                fluorescencia
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2.2.4 Analisis de los datos de RT-PCR cuantitativo

2.2.4.1  Verificaci6n del experimento

Se analiz6 la fluorescencia de los datos obtenidos, verificandose primeramente

que  sus  valores  se  encontraran  entre  3.000  y 45.000  unidades  de fluorescencia,  ya

que  la  serial  de fluorescencia  se satura  a  65.536  unidades  de fluorescencia y pierde

precisi6n   por   sobre   las   45.0004   (Mxpro"   QPCR   Software   Instruction   Manual,

Software versi6n 3.00,  Stratagene).  Luego,  se observaron las curvas de amplificaci6n,

las  cuales  poseen  una  forma  sigmoidea  caracterrstica  y  finalmente  las  curvas  de

disociaci6n  de  cada  fragmento  genico,  en  las  cuales  se  grafica  la  primera  derivada

negativa de la fluorescencia versus la temperatura y es posible observar la presencia

de   una   tinica   y   aguda   serial   para   cada   fragmento   g6nico,   a   una   determjnada

temperatura    de    disociaci6n    (Tin)    y    correlativo    con    la    temperatura    calculada

te6ricamente.

Finalmente,  se observaron los datos para los controles negativos.  Idealmente,

la fluorescencia de estos  no  debiera  sobrepasar la  linea  umbral,  pero es posible que

esto  ocurra  debido  a  contaminaciones  o  la  formaci6n  excesiva  de  dimeros  de  los

partidores.  En  los  casos  en  que se  observ6  algun  amplificado  en  estos  controles,  se

determin6  a  qua  producto  correspondia  mediante  la  curva  de  disociaci6n.  Se  tom6

como   criterio   de   confiabilidad   de   los   datos   obtenidos   cuando   el   Ct  del   producto

amplificado  en  los  controles  negativos  aparecia  10  ciclos  mas  tarde  que  los  de  las

muestras (Introduction to Quantitative PCR: Methods and application guide, Stratagene

2007).
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2.2.4.2 Determinaci6n de la fluorescencia basal

Para  poder  comparar  datos  de  diferentes  experimentos  utilizando  los  ciclos

umbrales  (Ct)  en  los  PCR  cuantitativos  comparativos,  es  necesario  utilizar la  misma

fluorescencia basal (Bustin, 2004).

Con  este  objetivo  se analizaron  las fluorescencias ajustadas automaticamente

por el programa para cada experimento realizado y se observ6 la minima fluorescencia

basal que permitiera la detecci6n de los datos, la cual result6 ser de 0,216 unidades de

fluorescencia dRn (normalizada por la referencia adaptable y la sonda pasiva ROX).

2.2.4.3 Calibraci6n y normalizaci6n de los datos.

Se  utilizaron  dos  algoritmos  al  obtener  los  Ct.  El  primero  fue  el  del  "umbral

basado  en   la  amplificaci6n"  y  el  segundo  el  de  "referencia  adaptable",   detallados

previamente.

Una  vez  normalizadas  las  fluorescencias  y  obtenidos  los  Ct,  se  procedi6  a

realizar  los   calculos  para   poder  determinar  los   niveles   de   RNAm   de  cada  gen,

normaljzados  con   respecto   a  los  niveles  de  RNAm   de  ub/.  (gen   normalizador)   y

calibrados.

La  utilizaci6n  del  gen  wb/. como  normalizador  se  realiza  exclusivamente  para

regular posibles diferencias  debido  a  la  utilizaci6n  de supuestas cantidades variables

de CDNA, debidas a posibles variaciones en la extracci6n y cuantificaci6n del RNA y a

la eficiencia de la transcripci6n reversa (Introduction to Quantitative PCR: Methods and

application guide, Stratagene 2007).
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Los valores de Ct fueron incorporados en la  Ecuaci6n 2 determinada por Pfaffl

(2001),  junto   a   los  valores   de  eficiencia   de  cada   par  de  partidores,   que  fueron

determinados previamente.  Luego,  se determinaron los grupos de datos a comparar y

se decidi6 cual seria el  calibrador en  cada caso  (ver punto 2.2.4.3).   En  los casos en

que el equipo arroj6 como  resultado "NO CT" para  alguna reacci6n,  es decir no  hubo

fluorescencia asociada a la reacci6n de PCR, en la f6rmula se le asign6 un valor de Ct

de 40 para poder realizar los calculos, ya que un valor de 0 serla incorrecto, debido a

que  indicaria  un  valor  de  Ct  muy  pequefio  asociado  a  una  mayor  acumulaci6n  de

mensajero. Ademas,  al  incorporar un  valor de  0  en  la  secci6n  Ct gen objetivo,  se anula  el

valor  completo  para  la  raz6n  en  la  Ec.  2.   El  ndmero  "40"  se  escogi6  porque  se

realizaron  40  ciclos  de  amplificaci6n  (segmento  2  del  programa  PCR  cuantitativo  en

tiempo real).

Raz6n       =        (Egenobjetrvo)*e-(Ct genobjetrvo -Ct cahbradorgenobjetrvo)

(Egennomalizador)*e-(Ctnomalizador-Ctcalibradornomiallzador)

Ec.2

Al  realizar  los  experimentos  de  cuantificaci6n  relativa  es  necesario  utilizar  un

calibrador.  En este tipo  de experimentos,  la concentraci6n  relativa del  RNAm del gen

de  intefes se  compara  con  la  de  una  muestra  control  (calibrador).  De  esta  forma,  el

calibrador acttla como una referencia de expresi6n de un gen objetivo determinado. En

la  mayoria  de  los  casos,  se  utiliza  coma  calibrador  los  niveles  de  expresi6n  en  el

tiempo 0 o bien una condici6n sin  tratar. Usando esta aproximaci6n, las diferencias de

acumulaci6n  de  mensajero  entre  una  muestra  y  el  calibrador  son  expresadas  como

razones  de  cambio.  Ademas  de  la  utilizaci6n  de  un  calibrador,  se  hace  necesarja  la

normalizaci6n  de  los  datos  con  respecto  a  un  gen  control  de  expresi6n  constitutiva
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tanto  en  las  muestras  como  en  el  calibrador  (ub/. en  este  caso),  como  fue  descrito

previamente.

Dado  que  en  los  experimentos  realizados  durante este seminario  de tltulo  se

analizaron   los   niveles  de   RNAm  de  seis  genes  carotenogenicos  en  la   planta  de

Dauous caro{a a las 4,  8 y 12 semanas de cultivo,  no existe una condici6n sin tratar o

un tiempo 0, ya que todos los tiempos analizados son de intefes.  Por esta raz6n hubo

que   determinar   una   forma   alternativa   de  escoger  el   calibrador,   llegandose   a   la

conclusi6n  de  que  el  calibrador  debia  ser  especlfico  para  cada  grupo  de  datos  a

comparar.  Es  decir,  el  calibrador  es  diferente  en  todos  los  gfaficos,  por  lo  que  los

resultados de un gfafico no son comparables con los de otros.

En  la  mayor  parte  de  los  analisis  realizados,  el  calibrador  corresponde  a  la

media aritm6tica de todas las feplicas en comparaci6n.

2.2.4.4 Gfaficos y analisis estadisticos

Los  analisis  estadisticos  de  los  valores  de  Ct y de  las  razones  de  expresi6n

obtenidas   se   realizaron   mediante   el   programa   estadlstico   NCCS   2007   (Hintze,

2007).Los  datos  de  abundancia  relativa  de  los  RNAm  fueron  graficados  medjante  el

programa Graphpad Prism.

Primeramente  se  analiz6  la  normalidad  de  los  valores  de  Ct  comparados  en

cada grafico, con el fin de validar estadisticamente el uso de su media aritmetica como

calibrador.  Posteriormente,  se  analiz6  la  normalidad  y homocedasticidad  de varianza

de  las  razones  graficadas  y  se  determin6  que  no  todos  los  grupos  comparados

pose fan  una  distribuci6n  normal.  Con  el fin  de  obtener un  analisis  estadJstico  preciso,

se utiliz6 el analisis de datos no-parametricos de Kruskal Walljs, con post-test de Dunn
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(p<0,05)  ciiando  se  compararon  tres  o  mas  grupos  de  muestras,  y  un  test  de T no

pareado con correcci6n de Welch cuando se compararon 2 grupos de datos.  Este tipo

de  analisis  estadlstico  funciona  al  comparar  en  dos  grupos  la  diferencia  entre  los

promedios con  el error estandar de las diferencias.  La  correcci6n  de Welch  se utiliza

para no asumir que los dos grupos de datos poseen igual varianza.  Se considera que

los  dos  grupos  son  significativamente  distintos  si  poseen  un  valor  p  de  dos  colas  <

0,05.  Las diferencias significativas fueron indicadas con letras distintas a asteriscos en

los gfaficos.
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3. RESuLTADOS

3.1  Desarrollo de fas Dlanfas de Dadc(/s_carofa

El  curso  del  desarrollo  de  las  plantas  se  sigui6  cuidadosamente  durante  tres

meses,  determinandose  los tiempos en  los  cuales se  presentaron  los tres  estados

particulares a  estudiar:  4,  8 y 12  semanas  post siembra.  La§  plantas de 4 semanas

§e  eligieron  por  ser  plantas  j6venes  inmaduras,  en  las  que  adn  no  se  aprecia  un

engrosamiento  de  la  rafz  modificada.  Las  plantas  de  8  semanas se  escogieron  por

poseer un fenotipo intermedio entre las plantas juveniles y   maduras y debido a que

se ha descrito  que en  este  estado ya  se  inicia  la  sintesis de  los  carotenoides y el

desarrollo  secundario  de  la  ralz  modificada  (Baransl(a  y  col.,  2006;  Clotault  y  col.,

2008).  For t]ltimo,  se eligieron  las plantas de  12 semanas,  tiempo  en el  cual  la  raiz

modificada alcanza su desarrollo maduro  (Clotault y col.,  2008) y presenta elevados

niveles de los carotenoides, lo cual se evidenci6 por su intensa coloraci6n naranja.

Se observ6 que tras cuatro semanas post-siembra, las plantulas alcanzaron un

crecimiento longitudinal de aproximadamente 10 cm, presentando un tallo por encima

de los dos cotiledones que abarcaba aproximadamente la mitad de la extension total

de  la  planta  y que terminaba  apicalmente  en  una  o  dos  hojas  desarrolladas,  y una

rafz de igual  longitud y grosor que el tallo (1  mm,  Figura 3A).  El tallo presentaba  una

coloraci6n verde claro, mientras qlie la ralz era de color blanco (Figura 3A). Luego, a

las ocho semanas post-sembrado,  se observ6 el inicio del  engrosamiento de la ralz

expuesta  a  oscuridad  y  un  leve  cambio  en  su  coloraci6n,  tornandose  esta  de  color

amarillo.  La porci6n de la ralz que quedaba por sobre la tierra y expuesta a la luz no

present6 cambios en su grosor,  pero si en su coloraci6n exterior, ya que se observ6
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el desarrollo de una pelicula de color ptlrpura (Fjgura 38). Debajo de esta pelfciila, la

rafz modificada expuesta a la luz conservaba su coloraci6n verde.

A  Ias  doce  semanas  ya  fue  posible  observar  las  plantas  con  caracterl.sticas

maduras, aunqlie de menor tamafio que las plantas cultivadas con fines comerciales,

debido  a  su  desarrollo  en  un  espacio  reducido  (macetero).  Estas  plantas  poselan

raices  modificadas  de  mayor  grosor,   aroma  e  intensa  coloraci6n   naranja  en  su

porci6n  expuesta  a   la  oscuridad,   mientras  que  la  porci6n   desarrollada  en   la  luz

presentaba un leve aiimento en su grosor en comparaci6n al estado de 8 semanas,

pero presentaban atln  una coloraci6n verde,  debajo de la capa color pdrpura (Figura

3C).   Estas  plantas  presentaron   ademas  un  mayor  nt]mero  de  hojas,   las  cuales

presentaban  la  mjsma  morfologla  que  las  de  las  plantas  en  los  estados  previos  de

desarrollo,   aunque  su  textura  era  mss  gruesa  y  su  coloraci6n  verde  de  mayor

intensidad (datos no mostrados).
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3.2 RT-PCF` cunntitativo

3L2.1  Disefio y prueba de los partidores especificos

Los  partidores  para  amplificar  los  genes  carotenogenicos  fueron  disefiados  a

partir de  las regiones 5'  o 3'  ro traducibles (NTR)  de cada gen,  ya que estas zonas

presentan  exclusividad  gchica,   lo  que  permife  la  sfntesis  de  particlores  altamente

especificos.  Los  partideres  para  el  gen  ub/  fueron  disefiados  a  partir  de  la  region

codificante  del  gen.   Los  partidores  para  los  genes  psy7,  pey2,  pcis  y  /ayb  fuerorn

disefiados  a  partir  de    sue  respectivas  regiones  5'  no  traducibles,  mientras  que  los

partidores para zds7 y zds2 se disefiaron a partir de la§ zonas 3' rro traducibles. Todos

los   partidores   fueron   disefiados   de   manera   tal   que   amplificaran   fragmentos   de

tamafios similares (entre 100 y 150 pb,  lo cual es requisito de la t6cnica). Ademas, se

realiz6  un  PCR  con  rna  muestra  de  CDNA  para  verifjcar  la  amplificaci6n  efectiva  y

especlfica  de  cada  par de  partidores  (dates  no  mostrados),  probandose  ademas  fa

eespecificided  de  cada  partidor  al  realizar  una  curva  de  disociaci6n  al  final  de  cada

eexperimento de RT-PCR cuantitativo y correlacionando  la temperatura reportada para

cada fragmento con la estimada te6ricamente.

3.2.2 Curvas de eficiencia de los partidores

En   los   experimentos   de   RT-PCR   con   cuantificaci6n   relativa   existen   dos

modalidades  de  analisis:  la  primera  considera  que  la  eficiencia  de  los  partidores  es

constante y del  100%  para  calcular la  raz6n  de la  abundancia  relativa  al  calibrador y

normalizada por los niveles de un gen constitutivo,  mientras que la segunda considera

la eficiencia  de cada  par de partidores en  la f6rmula.  Dado que en este seminario se

evaluaron  las  abundancias  relativas  de  6  genes  carotenogenicos  en  muestras  de

distintos  tejidos  (hoja  y  raiz)  y  en  distintos  estados  de  desarro]]o,  existieron  ciertas

39



diferencias  en  las  eficiencias  de  los  partidores,  por  lo  cual  se  escogi6  la  segunda

modalidad   de   analisis   (Ecuaci6n   2)   para   obtener   resultados   mas   confiables   y

comparables entre si.

Con  este fin se determjn6  la eficiencia de cada par de partidores,  incluidos los

del   gen   t/b/.,   para   lo   cual   se  realizaron  cinco   diluciones  seriadas   (1/100,   1/1000,

1/10.000,1/100.0001/1.000.000)  de un fragmento  amplificado  por PCR de cada  uno

de  los seis  genes  carotenog6nicos,  con  sus  respectivos  partidores especificos.  En  la

Figura 4A se  ilustran  las  curvas de amplificaci6n  de cada  una  de  las  cinco diluciones

seriadas  para  el  gen  ub/..   En  la  Figura  48  se  muestran  las  curvas  de  disociaci6n

(primera derivada negativa de la fluorescencia vs. temperatura) correspondientes a los

productos  de  amplificaci6n  de  cada  diluci6n  del  PCR  del  gen  ubi.  La  serial  a  84°C

corresponde  al fragmento  de  121  pb  de  ub/..  En  la  Figura  5  se ilustran  las  curvas  de

disociaci6n  de  los  genes  carotenogenicos  que fueron  analizados  en  este trabajo.  Se

observa  un   t]nico  producto   de  amplificaci6n,   lo  que  indica   la  especificidad  de  los

partidores y de  la reacci6n de  PCR.  Se obtuvieron temperaturas de disociaci6n   ITm)

de 73,8 °C. 75°C, 72,8°C. 78°C, 74,5°C y 75,9°C, para psyl, psy2, pds, zdsl, zds2 y

/cyb,   respectivamente.   Estas   temperaturas   se   correlacionan   con   las   calculadas

te6ricamente, lo que corrobor6 la amplificaci6n de un fragmento especifico.

En  base  a  las  curvas  de  amplificaci6n  de  los  genes  en  diluciones  seriadas

(Figura  4A)  se  defini6  la  eficiencia  de  amplificaci6n  de  cada  par de  partidores.  Para

ello se grafic6 el Ct (ciclo en el cual la fluorescencia sobrepasa el nivel basal) obtenido

para cada diluci6n  (Materiales y Metodos secci6n 2.2.3.2).  En  la  Figura 6 se ilustra el
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gfafico  resulfante  de este  analisis  pare  los  partidores de  ub/..  Las  eficiencias  de  los

genes carotenog6nioos se dctal[an en la Tabla 3.

Ag,,_,gi

•  .  '    /  I  1  I  I.  -

11_-,I,I

'

IE-I--
2                I                ®                8               13               12              1.              a              11             29              2              Z.              29              3S              sO              93              3.              9.              3.

Cy-

a    29COi'

J

I,
1

-`\ I,I.'--,-..

a            so            co            e!            ei.            ao            ca            7]            Tz            7.            n9            a            co            82            8.            8o            a            co            92            9.
",..,`,

FigLira 4. Curves do amplificaci6h y disocfacj6n d®I gen de la Libiquitina. (A) Curvas de la
amplificaci6n del fragmento del gen «b/. de D. carofa. En azul se ilushan dos ourvas (feplicas
tdenicas)  para   La  diluci6n   1/100  del  hagrnento.   ILas  curvas  sucesivas   hacta  la  dereeha
coriesponden  a  feplicas  tecnicas  de  fas  di[uciones  seriadas  sjguientes  (1/1000,  1/10.000,
1/100.000  y  1/1.000.000).  La  lfnea  horizontal  en  0,216  unidades  de  fluorescencia  (dRn)
corresponde  al  nivel  de fluorescencia  basal;  (8)  Se  ilustra  la  ourva  de  disociaci6n    de  los
preductos de amplificaci6n de cada diluci6n del PCR del gen «b/..
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Pendiente : -3.436 ± 0.09082

12345
Ndmero de diluci6n

Figura 6. Curva de eficiencia de los partidores especfficos para el gen  ub/..
La  diluci6n  5  corresponde  a  1  prL  de  producto  de  PCR  diluido  100  veces.  Las
diluciones 4  a  la  1  corresponden  a  djluciones  seriadas  de  10 veces  cada  una.
Ct:  ciclo umbral en el cual se sobrepasa la fluorescencia basal.

Tabla   3.   Efjcienc[a   de   ampliflcaci6n   de   los   partidores   utilizados.   Las   eficiencias   se
calcularon  segdn  la  Ecuaci6n   1.   Los  valores  oscilan  entre  1,6  y  2.1   (Tango  te6rico;   Bustin,
2004).

'Gefi:`amplifiot:.ado                                             trfu          *,bH >EqE{:~e<jF,n%j;?tl:;~

EEEffljjjr[jEEjE[,joHjifEEHEEj
ubiquitina  (ubi)

fitoeno sintasa uno (psyl)

fitoeno sintasa dos (psy2)

fitoeno desaturasa (pds)

z-caroteno desaturasa uno (zdsl)

z-caroteno desaturasa dos (zds2)

Iicopeno beta ciclasa (Icyb)
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3.2.3 RT-PCR cuantitativo de los genes carotenog6nicos de D. carofa

Luego de obtenidas las eficiencias de cada par de partidores,  se realizaron los

experimentos de PCR en tiempo real para cuantificar la abundancia relativa del RNAm

de los genes carotenogenicos en cada tejido y tratamiento.

Los datos obtenidos en estos experimentos fueron verificados en varias etapas.

La  primera  de  estas  fue  corroborar  que  la  fluorescencia  sin  normalizar estuviera  en

valores entre 3.000 y 45.000  unidades  de fluorescencia  (datos  no  mostrados).  Luego

se determin6  una fluorescencia umbral minima a todos los datos obtenidos,  con el fin

de poder realizar las  comparaciones  mtlltiples entre todos  los datos.  Esta  result6  ser

de 0,216 (dRn). Los valores promedio de Ct para el gen ub/. fueron de 22,2 ± 1,8 ciclos,

lo cual corrobora su caracter de constante a traves de todos los tratamientos y valida

su utilizaci6n como gen normalizador.

En  los casos en que hubo amplificaci6n en los controles negativos,  los valores

no fueron considerados y se repiti6 el experimento, salvo en los casos en que el Ct del

control negativo apareciera al menos diez ciclo§ despu6s del Ct de las muestras.

una vez ajiistada la fluorescencia basal y aplicados los algoritmos descritos en

Materiales y M6todos (secci6n 2.2.4.3),  los valores de Ct obtenidos fueron trasladados

a  una tabla  en  hoja  de  calculo  para  aplicar  la f6rmula  de  Pfaffl  (Ecuaci6n  2,  secci6n

2.2.4.3),  determinar  los  calibradores  a  utilizar  para  cada  grupo  de  datos  graficado  y

obtener la  razones de abundancia  relativa  de  cada  muestra  (en  relaci6n  al  calibrador

utilizado y normalizado por los niveles de ub/).
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3.3  Expresi6n  de  los  genes  carotenog6nicos  durante  el  desarrollo  de  Daucus

carota

La hoja de D. carofa presenta elevados niveles de carotenoides, en especial er

y a-caroteno (aproximadamente 100 Hg/g de peso seco de cada  uno ),  al igual que la

raiz   modificada   de   12   semanas,   siendo   el   P-caroteno   el   principal   carotenoide

acumulado (600 pug/g de peso seco).

Dada esta notable acumulaci6n de carotenoides en toda la planta de zanahoria,

en  tejidos  expuestos  a  luz  y  oscuridad  y  en  distintos  estados  del  desarrollo,  resulta

interesante  determinar  si  existen  niveles  diferenciales  de  los  RNAm  de  los  genes

carotenog6nicos  entre ambos 6rganos.

Para  analizar  comparativamente  el  efecto  del  desarrollo  en  los  niveles  del

RNAm  de los genes en  una  determinada condici6n  biol6gica  (las  hojas desarrolladas

en  la  luz  o  la  raiz  modificada  desarrollada  en  la  oscuridad),  se  grafic6  de  manera

conjunta  los  tres  estados  de  desarrollo  definidos,   manteniendo  constantes  el  gen

analizado y la muestra biol6gica en cada caso.  En estos graficos, el calibrador utilizado

es  el  promedio  de  todas  las  feplicas  en  los  tres  estados  de  desarrollo,  siendo  este

tlnico y diferente para  cada  gen  en  la  misma condici6n  biol6gica.  De esta  manera es

posible comparar los tres estados entre si para un mismo gen.
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3.3.1  Niveles  de  RNAm  de  los  genes  carotenog6nicos  en  las  hojas  durante  el

desarro[lo de D. carofa

Se  determin6  el  perfil  de  los  niveles  del  RNAm  de  cada  gen  en  las  hojas

desarrolladas en  la  luz a  las 4,  8 y  12 semanas del cultivo.  En  la  Figura 7 se ilustran

los niveles del RNAm de los genes psy7, psy2, pc/s, zds7, zc/s2 y /cyb en las hojas.

Se observ6 un efecto significativo del desarrollo sobre los niveles del RNAm en

todos   los   genes   analizados.   Los   niveles   del   RNAm   de  psy7,   pc/s,   zc/s2  y  /cyb

aumentaron en los estados mss desarrollados (a las 12 semanas en comparaci6n con

los  niveles  a  las  4  y/o  8  semanas  de  cultivo),  mientras  que  los  genes  psy2  y  zds7

presentaron un mayor nivel de RNAm en las ho|.as de las plantas juveniles (4 semanas

de cultivo).

A  las  doce  semanas  del  cultivo,  los  genes  psy7  y  /cyb  presentaron  el  mayor

aumento  en  los  niveles  del  RNAm  con  respecto  a  los  dos  estados  de  desarrollo

anteriores (aproximadamente 10 y 16 veces,  respectivamente).  En cambio,  los niveles

del RNAm de los genes pc/s y zds2 aumentaron a las 12 semanas solo con respecto a

las  8 semanas  de  cultivo  (56  y 7 veces,  respectivamente).  Por otra  parte,  los  niveles

del RNAm de los genes psy2 y zds7 fueron 5 a 8 veces mayores a las 4 semanas de

desarrollo respecto a los  estados del desarrollo posteriores.

Por lo tanto, el desarrollo de la hoja de D.  carofa ejerce un efecto diferencial en

los  niveles  del  RNAm  de  los  seis  genes  analizados,  produciendo  un  aumento  en  los

niveles de RNAm de cuatro de ellos, y una disminuci6n en los niveles de los otros dos.
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Figura  7.  Loo  nivolco  do  RI\IAm  d®  Ice  9ence pey1,  pey2,  pds,  zds7,  zds2 y  /cyb
durarfee ol  desarrollo de las  hojas ds Dav¢«s carofa,  El calibrador utilizado en  cada
gfafico corresponde al promedio de ts replicas obtenidas en los tres estadce de desarrollo.
Distin¢as letras indican diferencias sisnificaGvas deteminadas por test de Kruskal Wallis y
post-test de Dunn (p<0,05).
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3.3.2 Niveles de RNAm de los genes carotenog6nicos durante el desarrollo de la

raiz modificada de D. ca/ofa.

Al evaluar la expresi6n de los genes carotenogenicos en la raiz modificada de

la zanahoria  observamos  que  entre  las  cuatro  y  ocho  semanas  del  desarrollo  no  se

presentaron  diferencias  significativas  para  los  genes  analizados,  excepto  para psy7.

Este resultado concuerda con la observaci6n visual del desarrollo de la raiz modificada

en   la   oscuridad,   la  cual   alcanza   su   desarrollo   maduro   y   acumulaci6n  de   niveles

elevados de los  carotenoides  a  las  12  semanas del  cultivo,  mientras  que a  las 4 y 8

semanas no se observa un engrosamiento ni coloraci6n naranja en 6sta.

Al comparar una  raiz no desarrollada  (4 semanas)  con  una raiz modificada en

estado  maduro  (12  semanas),  se  apreci6  un  aumento  significativo  en  los  niveles  del

RNAm de todos los genes carotenogenicos, excepto zds7, desde 2 veces para el gen

psy7 hasta 12 veces para el gen /cyb (Figura 8).

Este  resultado  permite  concluir  que  el  desarrollo  de  la  rafz  modificada  de

zanahoria  ejerce  un  efecto  positivo  en  los  niveles  del  RNAm  de  todos  los  genes

carotenogenicos  estudiados,  excepto  zds7.  Esto  difiere  respecto  a  lo  obtenido  en  la

hoja,  donde  se  observ6  una  disminuci6n  de  los  niveles  del  RNAm  de  psy2  y  zds7

vinculada al desarrollo.
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Figura  8.  Lee  hivoles de  Rl\lAm  de los  9ones psy7, psi¢ pds,  zds7,  zds2 y  /cyb
duranto  el  dcarrol]o  ®n  la  oscuridad  do  la  ralz  modificada  de Datious  carofa.  EI
calibrador utilizado en ceda graeco comesponde al promedio de las   replicas obtenidas en
los    tree    estades    de    desarrollo.    Dis6ntas    letras    indican    diferenctas    significativas
dcteminedas par el test de Kruskal Walli§ y post-test de Dunn (p<0,05).
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3.3.3  Niveles  de RNAm  de  los  genes  carotenog6nicos  en  las  hojas y  las  raices

modificadas de D. carofa a las doce semanas del cultivo.

La   mayor   acumulaci6n   de   los   carotenoides   en   la   ra[z   modificada   de   la

zanahoria  ocLirre  cuando  esta  alcanza  un  estado  de  desarrollo  maduro.   Par  esta

raz6n,  se determinaron  el  o  los  genes  con  la  mayor expresi6n  a  las  12  semanas  de

cu'tivo.

En este estado de desarrollo,  el gen zds2 present6 niveles de RNAm mayores

que  los  de  los  demas  genes,  excepto  psy2  (Figura  9A).  Estas  diferencias  variaron

entre 12 y 64 veces.  Par otra parte, el gen psy2 present6 niveles de RNAm 40 veces

mayores que los del gen  /cyb.  No se observaron  diferencias en  los niveles de  RNAm

de los genes psyl, pds, zdsl y lcyb (F.igura 9A:).

En  la  raiz  modificada  de  igual  estado  de  desarrollo,  los  genes  ps)/2  y  zds2

presentaron niveles de RNAm mayores que los genes psy7, pds y /cyb, con diferencias

desde 27 veces entre los niveles de RNAm de zc/s2 y /cyb,  ha§ta 158 veces entre los

niveles  de  RNAm  de  psy2  y  psy7.  Por  otra  parte,  el  gen  zds7  present6  niveles  de

RNAm 10 veces mayores que los del gen psy7. Al igual que en las hojas de las plantas

de 12 semanas de cultivo,  no se observaron diferencias entre los niveles de RNAm de

los ger\es psyl, pds, zdsl y lcyb (Flgura 98).

Los  resultados  anteriores  permiten  concluir  que  psy2  y  zds2  son  los  genes

carotenogenicos   con   los   mayores   niveles   de   RNAm   en   una   planta   madura   de

zanahoria.
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Figure 9. Lo8 niveloe de Rl\LAm do Ice 9once  pey7, pey2, pds, zds7, zds2 y /cyb a las 12
semamas  do  desarrollo  ®n  una  p]andB  eomedda  a  oondiciones  noma[es  de  luz  y
cecuridad.(A) Los niveles registrados en lee hojas decarrolladas en  la luz,  utilizando coma
calibrador el promedio de las feplicas de zds7 en este 6rgano a las 12 semanas de curmro.(B)
Los  niveles registrados en  la ralz modificada desarrolleda en  la oscuridad,  utilfando como
calibradoT el promedio de las feplicas de zds7 en eke 6rgano a fas  12 semanas de cultivo.
Distintas letras indican diferencias significativas deteminadas por el test de Kruskal Wallis y
post-test de Dunn (p<0.05).
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3.4  Evaluaci6n  del  efecto  de  la  luz  sobre  [os  niveles  de  RNAm  de  los  genes

carotenog6nicos

Considerando que la luz inhibe el desarrollo de la raiz modificada de D.  carofa

(Stange y col., 2008),  decidimos evaluar el efecto que produce la luz sobre los niveles

del  RNAm  de  los seis genes  carotenogenicos estudiados en  la  raiz de D.  carofa.  Del

mismo  modo,  evaluamos  el  efecto  que  produce  la  oscuridad  en  las  hojas  sabre  los

niveles de RNAm de los mismos genes.

Para  ello, se cuantificaron los niveles de RNAm de los seis genes en las hoj.as

sometidas al tratamiento de 48 hrs en oscuridad y en  las raices crecidas en presencia

de la luz, a las cuatro, ocho y doce semanas del cultivo (Figuras 10 y 11).

3.4.1  EI efecto de la luz en los niveles de RNAm de los genes carotenog6nicos en

las hojas de D. carofa en los tres estados de] desarrollo.

Al realizar el tratamiento de oscuridad en  las hojas de las plantas de D.  carofa

fue posible detectar cambios significativos en los niveles del RNAm de todos los genes

en al menos un estado del desarrollo, excepto para el gen /c)/b (Figura 10).

En  las  hojas  de  las  plantas  de  cuatro  semanas  de  cultivo  sometidas  a  la

oscuridad por 48 hrs. fue posible observar una disminuci6n significativa en los niveles

del  RNAm  de  los  genes psy2,  zc/s7  y zds2  (46;  3,8  y  14,3  veces,  respectivamente),

mientras que los niveles del RNAm del gen pc/s aumentaron 2,4 veces (Figura 10).

En  las  hojas  de  las  plantas  de  ocho  semanas  de  cultivo  no  se  observaron

diferencias   significativas   al   ap]icar  el   tratamiento   de   oscuridad,   excepto   para   los

niveles del RNAm del gen psy7, que disminuyeron 4,3 veces (Figura 10).
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F]gura 10. Loo nive]es de RNAm de los genes psy7, p§)¢ pds, zds7, zds2 y lcifo ®n las
hojas  oxpueetis  a  [a  lLiz  y  la  aeeLiridad  a  Ice  4,  8  y  12  s®manas  d®l  docarrollo.  EI
calibrador  utilizado  en  cada  graeco  colTesponde  al   promedie  de  las     feplicas  de  los
tratamientos  de  luz  y  oscuridad  para  cada  estado  de  desarTollo.  Los  asferiscos  indican
diferencias  sisnificativas  entre  los  distintes  tratamientos,  deteminadas  por test  de  T  no-
pareado con correccton de Welch  ®<0.05).
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Por  otra   parte,   en   las  hojas  de  las   plantas  de  doce  semanas   de  cultivo

sometidas al tratamiento de oscuridad, se observ6 una disminuci6n en los niveles del

RNAm  de los genes pc/s y zc/s2 (35,8 y 4 veces,  respectivamente),  mientras que se

produjo un  leve aumento de  1,9 veces en  los niveles del  RNAm del gen zds7  (Figura

10).

De lo anterior se desprende que la luz tiene efectos diversos en los niveles de

RNAm de los genes carotenogenicos en las hojas de D. carofa, y que su efecto puede

causar el aumento y tambi6n la disminuci6n de los niveles de RNAm de un mismo gen

segtln el estado de desarrollo de estas.

Es  importante  destacar  que  cada  estado  de  desarrollo  posee  un  calibrador

particular,   lo   que   permite   evaluar   solo   las   diferencias   en   los   niveles   de   RNAm

generadas par el tratamiento de luz/oscuridad para cada gen y estado del desarrollo.

3.4.2 EI efecto de la luz en  los niveles del  RNAm de ]os genes carotenog6nicos

en la raiz modificada de DaucL/s carofa, a [as cuatro, ocho y doce semanas de

cultivo.

A diferencia  de  las  hojas,  las  raices  no fueron  sometidas  a  un  tratamiento de

luz,  sino  que  se  desarrollaron  en  la  presencia  de  esta  (fotoperiodo)  durante  los  tres

meses del cultivo (secci6n 2.2.2.1, Materia[es y metodos).

Al comparar los niveles del  RNAm de las raices desarrolladas en la luz versus

los de las desarrolladas en  la oscuridad,  se observaron  diferencias significativas para

todos los genes en los tres estados del desarrollo, excepto en los niveles del RNAm de

los genes psy7, pds y /cyb a las ocho semanas del cultivo (Figura 11).
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rai¢es d®cairolladas ®n  la luz y la cecuridad a Ice 4, 8 y 12 somahae d®l dosarrollo.  El
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pareado con conecoi6n de Welch  (p<O.05).
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Las raices crecidas en  la presencia de la  luz durante 4 semanas presentaron

mayores  niveles del  RNAm  de todos los genes analizados,  con  respecto a  las rafces

crecidas en la oscuridad.  Las diferencias fueron de 2 veces para los niveles de RNAm

de los genes zc/s2 y /cj/b hasta 16 veces para los de psy2 y pc/s (Figura 11).

A  las   ocho   semanas   se   present6   la   misma   tendencia,   observandose  un

aumento de 3 a 4 veces en los niveles del RNAm de psy2, zds7 y zc/s2 (Figura 11).

Sin   embargo,   en   las   raices   de  doce  semanas   del   cultivo,   se   observ6   lo

contrario  a  lo  obtenido  en  los  estadios  previos  de  desarrollo  para  todos  los  genes,

excepto zds7.  En este estado del desarrollo se observ6 un aumento significativo de los

niveles  de  RNAm  de  los  genes ps)J7,  psy2,  pds,  zc/s2  y  /cyb  en  la  rafz  modificada

desarrollada   en   la   oscuridad   respecto   a   las   crecidas   en   la   luz,   obteniendose

diferencias de 2 veces para los niveles de RNAm del gen psy7 hasta 15 veces para los

del gen /cyb (Figura 11).

En  el caso de la raiz modificada de D.  carofa,  a diferencia de lo que ocurre en

sus hoja§,  la luz tiene un  efecto positivo en  los  niveles del  RNAm  de todos los genes

en las etapas tempranas del desarrollo,  mientras qiie en la etapa madura este efecto

se  enmascara  para  todos  los  genes,  excepto  zc/s7,  respecto  a  los  altos  niveles  de

expresi6n de los genes en una rafz modificada madura crecida en la oscuridad.

Lo  anterior se  correlaciona  con  lo  observado  al  graficar los  niveles del  RNAm

durante  el  desarrollo  de  la  rafz  modificada  en  la  oscuridad  (Figura  6),  en  donde  se

observaron mayores niveles de los RNAm de todos los genes a la§ doce semanas de

desarrollo, excepto de zc/s7.

Cabe  recordar que  los  resultados  graficados  solo  son  comparables  para  cada

gen en un estado de desarrollo.
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4. DISCUS16N

4.1  RT-PCR cuantitativo en tiempo real

EI  RT-PCR  cuantitativo  (qRT-PCR)    es  una t6cnica  actual  altamente  utilizada

en las areas de genetica y biologia molecular. Esta presenta varias ventajas, dentro de

las cuales destaca la  determinaci6n  de los niveles de  RNAm  en  la  etapa  exponencial

de la reacci6n.  Esto permite cuantificar, ya sea absoluta o relativamente, los niveles de

RNAm   en   un   6rgano   y   condici6n   determinada,   lo   cual   es   de   gran   importancia,

especialmente  al  estudiar  los  genes  cuyo  principal  punto  de  regulaci6n  es  a  nivel

transcripcional.   Las   otras  tecnicas,   como   RT-   PCR   convencional  y  Northern   blot

tambien   permiten   realizar   este   tipo   de   analisis,   aunque   solo   de   manera   semi-

cuantitativa y con una menor sensibilidad.

En los experimentos realizados, se amplificaron fragmentos desde las regiones

3'  o 5'  no traducibles de cada  gen,  las cuales son  de  corta  extension.  Se escogieron

estas  regiones  para  poder  obtener  los  amplificados  especificos  y  poder  diferenciar

entre los genes psy7 y psy2, y entre zc/s7 y zds2, los cuales poseen una baja identidad

nucleotfdica  en  estas  zonas,  mientras  que  esta  asciende  a  73  y  88°/o  en  la  regi6n

codificante, respectivamente.

El  objetivo  de  este  Seminario  de  TItulo  fue  determinar  la  expresi6n  de  los

genes   carotenogenicos  durante  el   desarrollo   de  las   plantas   de  P.   parofa  y  en

tratamientos de las hoj.as en  la oscuridad y de las raices en  la luz.  Por esta raz6n,  se

escogi6  la  aproximaci6n  de  cuantificaci6n  relativa  (Introduction  to  Quantitative  PCR:

Methods and application guide,  Stratagene 2007) en la cual  se mide la concentraci6n
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del  gen  de  intefes  en  relaci6n  a  una  muestra  control  (calibrador),  que  actt]a  como

punto de referencia de la expresi6n del gen de intefes.

En  nuestro  caso  no  contamos  con  un  calibrador tipico  que  ser[a  una  planta

control  o  tiempo  0  (cero)  de  tratamiento.  En  otros  estudios  de  la  expresi6n  de  los

genes  carotenogenicos  en  las  plantas  (Clotault  y  col.,  2008;  Diretto  y  col.,  2007;  Li,

2008;  Welsch,  2008)  se ha  iitilizado  como  calibrador la muestra  a  el tratamiento  que

present6  los  menor  nivel  de  expresi6n  (mayores  valores  de  Ct).  Sin  embargo,  no

pudimos  aplicar  esto   a   nuestros   resultados   debido   a   que   no   siempre   la   menor

expresi6n  se  asoci6  a  la  misma  muestra,  posiblemente  debido  a  la  amplia  gama  de

tratamientos analizados.

Por lo tanto,  escogimos   utilizar como calibrador el promedio de los valores de

Ct de las muestras  a  comparar (metodo  utilizado en  Poupin  y col.,  2007).  Al tomar la

media  aritmetica  como  calibrador  (punto  de  referencia),  resulta  la  misma  distribuci6n

en  los  resultados  que  al  usar  como  calibrador  una  sola  muestra,  pero  se  observan

diferencias  menos  acentuada§  en  las  razones  de  cambio.  Este  analjsis  permite  asl

aumentar  la  certeza  en  la  determinaci6n  de  las  diferencias  estadisticas  entre  los

distintos grupos.

Para  utilizar  la  media  aritmetica  de  los  valores  de  Ct  como  calibrador,  se

verific6   que   todos   los   valores   tuvieran   una   distribuci6n   normal   en   cada   grupo

comparado mediante el programa estadistico NCCS 2007 (Hintze, 2007).

Solo  en  los  casos  en  que  se  compararon  los  niveles  del  RNAm  de  los  seis

genes  carotenogenicos en  un  6rgano en  un  mismo  estado de desarrollo  (Figuras 8 y

9),  se utiliz6  como  calibrador el  promedio de las replicas de  la  muestra con  la  menor
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expresi6n  (en  este  caso  el  gen  zc/s7),  con  el  fin  de  ilustrar  de  forma  ma§  clara  los

genes que  presentaran  mayores  niveles de RNAm.  Sin  embargo,  estos datos fueron

tambien  graficados utilizando  como  calibrador el  promedio  de todas  las  replicas y se

confirmaron   las   diferencias   observadas   al   utilizar   el   otro   calibrador   (datos   no

mostrados).

Para    determinar    las    diferencias    estadisticas    entre    los    distintos    grupos

comparados se realizaron analisis no param6tricos (Kruskal Wallis), dado que no todas

las  razones  de  cambio  comparadas  presentaron  una  distribuci6n  normal.   Esto  es

esperable,  ya  que  al  analizar los datos de la  cuantificaci6n  absoluta  o  relativa  de  los

niveles de RNAm, se obtienen tasas de cambio y varianzas que pueden ser miiy altas,

que  no  cumplen  necesariamente  con  las  caracterrsticas  de  una  distribuci6n  normal

(Pfaffl y col., 2002).

4.2  EI  desarrollo  de  la  hoja  de  D.  carofa  genera  efectos  diferenciales  en  los

niveles de RNAm de los genes carotenog6nicos.

EI   efecto   del   desarrollo   en   la   expresi6n   genica   en   las   plantas   ha   sido

ampliamente  estudiado,  identificandose  la  influencia  de  variados  factores  bi6ticos  y

abi6ticos,  dentro  de  los  cuales  destacan  la  luz  y  las  hormonas  relacionadas  con  el

desarrollo (auxinas,  citoquininas y gibere]inas).

Durante   los  tres   estados  del   desarrollo   analizados,   las   hojas   presentaron

fenotipos    similares.    Esto    se    correlaciona    con    los    niveles    constantes    de    los

carotenoides   en   ellas,   cercanos   a   los   400   pug/gr   de   peso   seco,   determinados

previamente en el laboratorio (Figura 2) y por otros autores (Booth,  1957).
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Sin embargo,  al  analizar los niveles del RNAm   de los genes carotenogenicos,

se observ6 un incremento de al menos 3 veces para los genes psy7, pds, zds2 y /cyb

a las 12 semanas de cultivo en comparacibn con los niveles del RNAm de los genes a

las 4  semanas  del  cultivo,  y el  mayor aumento  fue  de  los  niveles  del  gen  /cyb  (16,2

veces,  Figura 7), seguido por psy7 (10 veces,  Figura 7).  Las variaciones en los niveles

del  RNAm de los genes carotenog6nicos durante el desarrollo de la  hoja de D.  carofa

tendrfan relaci6n con la importante funci6n de estos pigmentos en la§ hojas juveniles y

adultas  durante  la fotosintesis  o  bien  con  las  modificaciones  post-transcripcionales  y

post-traduccionales de las enzimas.

En  las  hojas existe un equilibrio entre la sintesis de los carotenoides y la toto-

oxidaci6n   de   estos   (Simkin   y   col„   2003),   por   lo   cual   debe   existir  una   continua

expresi6n de los genes de la ruta carotenogenica,  con el fin de mantener una slntesis

estable y alta de los carotenoides, ya que continuamente tambien se van degradando.

El  aumento  en  los  niveles  de  RNAm  de  los  genes psy7,  pc/s,  zds2  y  /cyb  ligado  al

desarrollo  de  las  hojas  de  a.   carofa  (Figura  7)  podria  explicarse  por  la  fisiologfa

particular de una hoja madura, la cual presenta una coloraci6n verde mas intensa y es

de una textura mas gruesa  (datos no mostrados).  Estas diferencias podrl'an involucrar

a su vez mayores niveles de radicales libres asociados al envejecimiento de las hojas

(Zimmermann y Zentgraf, 2005).  Considerando que el principal punto de regulaci6n de

la  ruta  carotenogenica  ocurrirla  a  nivel transcripcional  (Bramley,  2002;  Shanker y col.,

2003;  Cunningham,  2002;  Howitt  y  Pogson  2006;  Ito  y  col.,  2009;  R6mer  y  Eraser,

2005; Tanaka y col.,  2008; Taylor y Ramsay, 2005),  los mayores niveles en los RNAm

de  los  genes  carotenogenicos  serfan  necesarios  para  aumentar  la  sintesis  de  los

carotenoides,  con  el  fin  de  mantener  el  nivel  de  carotenoides  constante  observado
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(Figura 2),  que ser[a necesario para la  protecci6n y funcionamiento adecuados de las

hoja§.

Una  hip6tesis  alternativa seria  una  regulaci6n  a  nivel  proteico,  donde algunas

enzimas tendrian  mayor estabilidad o  actividad en  los distintos estados del desarrollo

de  la  hoja.  Es  probable  entonces  que  a  nivel  proteico  cada  enzima  efectivamente

coincida   con   los   niveles   de   los  pigmentos   obtenjdos   en   la   hoja   (Figura  2).   Para

estudiar esto,  la  aproximaci6n  adecuada seria  realizar ensayos de Western  Blot y de

medici6n de la actividad de las enzimas.

Por otra parte,  los niveles del RNAm de los genes carotenog6nicos en las hojas

de las plantas maduras de a.  carofa se correlacionan  con  lo observado previamente

en  las hojas de otros modelos vegetales.  En tomate,  el  gen psy2,  de expresi6n foljar

exclusiva,  ha sido  asociado  con  la sintesis  de  los  carotenoides  principalmente en la§

hojas maduras (Bartley y Scolnik,1993;   Fraser y col.,1999). Ademas se ha reportado,

en este mismo  modelo vegetal,  un  aumento en  los niveles del  RNAm del gen pds en

las  hojas,  ligado  al  desarrollo  de  estas  (Giuliano,  1993).  Este  aumento  podrja  estar

involucrado en el delicado equilibrio que afecta el desarrollo de las hojas, ya que este

gen  codifica  para  la  enzima  encargada  de  desaturar el fitoeno,  disminuyendo  asl  los

niveles excesivos de este compuesto que ocasiona una inhibici6n en la ruta de sfntesis

del  acido giberelico  (GA),  el  cual  esta  involucrado en  el  desarrollo  vegetal  (Qin  y col.,

2007).

Por  otro  lado,  los  niveles  del  RNAm  de  los  genes psy2 y zds7  resultaron  ser

entre 5 y 8 veces  mayores  en  las ho|.as de las  plantas juveniles en  comparaci6n  con

las  de  las  plantas  en  estado  de  desarrowo  intermedio  y  maduro  (Figura  7).  Io  cual

podrfa  indicar  una  activaci6n  de  estos  genes  por  factores  presentes  en  las  etapas
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tempranas del desarrollo, donde podrian tener una funci6n importante en la slntesis de

los carotenoides acoplada al establecimiento del aparato fotosintetico.

El  hecho de que tanto  los genes ps)J7  como psy2 presenten  altos  niveles de

RNAm  en  las hojas de zanahoria,  el primero en  la  etapa  madura y el  segundo en  los

estados  juveniles   (Figura  7),   indicaria  que  los  niveles  de  RNAm  de  estos  genes

estarian  regulados  por  factores  presentes  en  distintos  estados  del  desarrollo  de  la

hoja, y que ambos tendrian una funci6n en la carotenogenesis en este 6rgano.

Lo mismo ocurriria con los genes zc/s, ya que ambos se expresan en la hoja en

algt]n  momento  del desarrollo de esta  (zds7  preferentemente en  las  hojas de  plantas

juveniles y zcys2 en las hojas de las plantas maduras,  Figura 7).  Dado que D. carofa es

el  dnico  organismo  donde  se  ha  reportado  la  presencia  de  dos  genes  zds,  serfa

interesante estudiar mas detalladamente los elementos relacionados a la regulaci6n de

estos dos genes y la funci6n de las proteinas codificadas por ellos.

Por   lo   tanto,   el   desarrollo   ejerce   efectos   diferentes   en   los   seis   genes

carotenogenicos estudjados en las hojas de a.  carofa,   al generar un aumento en los

niveles de RNAm de algunos genes tosy7, pc/s, zds2 y /ayb) y una disminuci6n en los

niveles  de  otros  tosy2  y  zc/s7,  Figura  7).  Esto  podria  asociarse  a  la  presencia  de

activadores  o  jnhibidores  de  la  transcripci6n  de  los  distintos  genes  en  los  distintos

estados del desarrollo, a diferencias en la estabilidad de los RNAm o a modificaciones

post-transcripcionales de ellos,  en  los distintos estados del desarrollo de las  hojas de

D. carota.
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4.3  EI  desarrollo  de  la  raiz  modificada  de  a.  carofa  se  correlaciona  con  el

aumento de los niveles de RNAm de la mayoria de los genes carotenog6nicos.

D.  oarofa presenta un desarrollo tipico de una planta dicotiled6nea,  pero forma

una raiz modificada de reserva,  la cual en estado maduro acumula iina gran cantidad

de  carotenoides,  en  especial  P-caroteno,  en  paralelo  a  su  desarrollo  en  la  oscuridad

(Figura 2).

Los  elevados  niveles de  los  carotenoides observados en  la  raiz madura de la

zanahoria  se  correlacionan  positivamente  con  el  aumento  significativo  en  los  niveles

del  RNAm  de  todos  los  genes  analizados,  excepto  zc/s7,  el  cual  presenta  niveles

constantes durante el desarrollo (Figura 8).

Al comparar los  niveles de  RNAm entre las 4 y las  12  semanas del  cultivo,  el

mayor aumento se observa en los niveles del  RNAm del gen /cyb (12,4 veces;  Figura

8), seguido por psy2 (7,7 veces;  Figura 8).  El gen zc/s7 fue el tlnico gen analizado que

no  present6  variaciones  en  sus  niveles  de  RNAm  durante  el  desarrollo  de  la  ralz

modificada,  Io cual podria deberse a una mayor estabilidad del RNAm de zc/s7 o de la

enzima codificada por 6ste gen, a bien a que la expresi6n de este gen (y por lo tanto la

enzima ZDS1) tendria una funci6n mas importante en la carotenog6nesis en la hoja de

zanahoria.

EI efecto positivo del desarrollo en los niveles del RNAm de los genes de la ruta

carotenog6nica  ha  sido  determinado tambien  en  otros  modelos vegetales.  DLirante la

maduraci6n   de   los   frutos   del   tomate,   en   la   cual   ocurre   una   transici6n   de   los

cloroplastos a  los cromoplastos,  aumenta la expresi6n de los genes psy7 y pc/s,  entre

10 y 20 veces (Pecker y col.,1996;  Bramley, 2002; Ronen y col.,1999), Io cual estaria

63



regulado  a  nivel  transcripcional  (Corona  y  col.,  1996;  Mann  y  col„  2000).  El  mismo

patr6n  se  observa  en  las  naranjas  "Cara  cara",  donde  la  expresi6n  del  gen  psy

aumenta   con   el   estado   de   maduraci6n   de   los   frutos,   relacionandose   ademas

positivamente con la acumulaci6n de fitoeno ITao y col., 2007).

Nuestros  resultados  mos  permiten establecer una  correlaci6n  entre  los niveles

de los carotenoides, el estado del desarrollo de la raiz modificada y la expresi6n de los

genes  carotenogenicos.   Por  esta  raz6n  proponemos  que  la  regulaci6n  de  la  ruta

carotenog6nica    en    la    raiz    de    la    zanahoria    ocurriria    principalmente    a    nivel

transcripcional,   sin   descartar   la   posibilidad   de   que   ocurran   modificaciones   post-

transcripcionales   o   que   las   enzimas   carotenog6nicas   sufran   modificaciones   que

aumenten su actividad durante el desarrollo de la rafz modificada.

4.4 Los genes psy2, zc/s2 y /eyb son mas relevantes en las plantas maduras de

D. carota

EI  gen  /cyb  present6  el  mayor  aumento  de  los  niveles  de  RNAm  durante  el

desarrollo  de  las  hojas  (16  veces  mayor  a  las  12  semanas  con  relaci6n  a  las  4

semanas) y de la raiz modificada de la zanahoria (12, 4 veces al comparar los mismo

dos estados,  Figuras 7 y 8).

Dado que a las 12 semanas de desarrollo se acumulan elevados niveles de los

carotenoides   en   la   raiz   modificada   de  zanahoria,   determinamos   los   genes   que

presentan los mayores niveles de RNAm en este estado del desarrollo, ya que estos,

junto a /cyb, serian los candidatos a ser los genes reguladores de la ruta.
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En este estado del desarrollo,  los genes con los mayores niveles de RNAm en

las hojas y en la ralz modificada son psy2 y zc/s2 (Figura 9).  En la rafz,  Ios niveles del

RNAm de ambos genes sobrepasan entre 30 y 160 veces los de los genes psy7, pds y

/oyb,  sin  observarse diferencias  significativas  entre psy2 y zds2.  En  las  hojas,  el  gen

zds2 es el que presenta  los mayores niveles de RNAm.  En  este caso la diferencia es

memos acentuada que en la ra[z, variando entre 11,4 y 64 veces con respecto a todos

los demas genes carotenog6nicos, excepto ps)J2 (Figura 9).

EI  gen  psy  ha  sido  propuesto  en  otros  modelos  vegetales  como  el  principal

punto de regulaci6n de la ruta carotenog6nica (Fraser y col., 2002;  Li y col„ 2008; von

Lintig  y  col.,1997;  Welsch  y  col,  2000;  Welsch  y  col.,  2003).  Dado  que  la  regulaci6n

transcripcional    es    el    principal    mecanismo    regulatorio    propuesto    para    la    rilta

carotenog6nica  (Bramley,  2002;  Cunningham,  2002;  Howitt y  Pogson  2006;  Ito y col.,

2009;  R6mer  y  Fraser,  2005;  Shanker  y  col.,   2003;  Tanaka  y  col.,  2008;  Taylor  y

Ramsay,  2005),   los  altos  niveles  de  RNAm  de  los  genes  psy2  y  zds2  en  la  raiz

modificada    madura   de   zanahoria    (Figura    9)    podrian    asociarse    a    los    niveles

abundantes de los carotenoides en este 6rgano (Figura 2).  Sin embargo, debido a que

los  carotenoides  se  acumulan  en  la  raiz  modificada  madura  de  zanahoria  solo  en

ausencia  de  luz,  otros  mecanismos  regulatorios  podrian  actuar en  la  modulaci6n  de

esta ruta en este 6rgano.

Es  importante  destacar que  la  raiz  modificada  de zanahoria  es  un  6rgano  de

reserva,  que  no  posee  cloroplastos  y que  no  esta  naturalmente expuesto  a  la  luz,  lo

que  si  ocurre  en  las  hojas.  Esto  permite  explicar  que  solo  el  gen  zds2  presente  los

mayores niveles de RNAm en las hojas de 12 semanas de cultivo, y no los genes psy2

y zds2,  como ocurre en la raiz modificada, ya que un aumento excesivo en los niveles
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del  RNAm del gen psy podria ser nocivo para  la fisiologra  de  la  hoja,  al  disminuir los

niveles de GGPP disponibles, el cual es precursor de varios compuestos esenciales en

las hojas (por ejemplo, los tocoferoles y [a c[orofila, Cunningham, 2002).

Nuestros  resultados  indican  que  los  seis  genes  carotenogenicos  analizados

son expresados tanto en  las  hojas como en  la rafz modificada de D.  carofa, variando

su expresi6n segt]n el estado de desarrollo de cada 6rgano,  por lo que estos genes no

tendrian  una  expresi6n  6rgano  especifica.  Resultados  previos  de  SGPT  realizados

para el gen /cyb avalan este hecho (Pizarro, 2008).

Debido  a  que  las  hojas  se  encuentran  naturalmente  expuesta§  a  la  luz y las

ralces  se  desarrollan  en  la  oscuridad,  el  aumento  en  los  niveles  del  RNAm  de  los

genes carotenogenicos en ambos 6rganos indicaria la presencia de cajas regulatorias

en  los promotores de estos genes en  respuesta  a variados elementos,  entre ellos la

luz (activaria la transcripci6n en las hojas y en la rarz crecida en presencia de luz) y las

hormonas relacionadas con el crecimiento, lo cual explicaria el aumento en los niveles

del RNAm de los genes carotenog6nicos en paralelo al desarrollo de la raiz modificada

en la oscuridad.

Para  determinar directamente  la  funci6n  de  cada  gen  en  la  biosintesis  de  los

carotenoides  en  la  zanahoria,  se  deberia  analizar  el  fenotipo  de  las  mutantes  en

alguno  de  estos  genes  o  disminuir  los  niveles  de  RNAm  de  ciertos  genes  mediante

silenciamiento genico  post-transcripcional  (SGPT),  sabre todo  de aquellos genes que

codifican  para  la  misma  enzima,  como  es  el  caso  de  los  genes psy7,  psy2,  zc/s7  y

zds2. Al respecto,  los trabajos realizados en el laboratorio mediante SGPT indican que

efectivamente  el  gen  /cyb  es  requerido  para  la  sintesis  de  los  carotenoides  en  las
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hojas  y  en  la  raiz  modificada  de  D.  carofa,  ya  que  en  las  plantas  que  poseen  una

reducci6n  en  los  niveles  del  transcrito  del  gen  /cyb  se  observa  una  disminuci6n  de

entre  un  60%  y 40%  en  los  niveles  de  P-caroteno,  en  las  hojas y la  ralz  modificada,

respectivamente (Pizarro, 2008).  Por ello, serfa interesante caracterizar el promotor de

este gen   y de los genes psy2 y zds2,  con el fin de determinar las cajas regulatorias

que son activadas en las hojas y la raiz modjficada.

4.5  La  luz es  necesaria  para  la expresi6n  de  los genes carotenog6nicos en  las

hojas de D. carofa.

La luz es vital para las plantas, ya que actua en la modulaci6n de la mayorla de

las respuestas vegetales,  principalmente durante el crecimiento y e] desarrollo vegetal

(Casal  y  Yanovsky,   2005).   La   ruta   carotenogenica  es   una  via   activada  por  este

estimulo ambiental en 6rganos naturalmente expuestos a la luz Owelsch y col., 2003).

La  mayor parte de  la  evidencia  del  efecto  de  la  luz en  la  ruta  carotenogenica

proviene  de  los  estudios  realizados  en  las  hojas,  ya  que  durante  el  proceso  de  de-

etiolaci6n  (conversi6n  de  etioplastos  a  cloroplastos  al  exponer  las  hojas  a  la  luz)  se

inducen   transcripcionalmente  varios   de   los   genes   de   la   ruta   carotenogenica.   Lo

anterior  ha  sido  descrito  en  las  hojas  de tabaco  (Vvoitsch  y  R6mer,  2003),  piment6n

(Simkin  y  col.,  2003),  maJz  (Albrecht  y  Sandmann,  1994),  mostaza  (von  Lintig  y  col.,

1997), tomate y Arab/.daps/.s (Hirschberg, 2001 ), entre otros.

Debido a que las hojas de zanahoria se encuentran naturalmente expuestas a

la  luz  y  debido  a  las  funciones  de  los  carotenoides  durante  la  fotosintesis  y  en  la

protecci6n frente  al  exceso  de  energfa  luminica  y  el  estfes  oxidativo,  estos tendrian
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una  tasa  de  recambio   mayor  en   las  hojas   (Simkin  y  col.,   2003)   que  en   la  raiz

modificada, que crece en la oscuridad.

Al comparar los niveles de RNAm de cada uno de los seis genes estiidiados en

las  hojas  crecidas  en  la  luz  y  en  las  hojas  sometidas  a  oscuridad  por 48  horas,  fue

posible  observar una  disminuci6n  significativa  en  los  niveles  de  RNAm  de  los  genes

psy7,  psy2,  zds7  y  zc/s2  en  las  hojas  de  plantas  de  4  u  8  semanas  de  cultivo

sometidas al tratamiento de oscuridad (entre 4 y 46 veces,  Figura 10).

Por otra  parte,  el  mayor efecto  observado  al  someter a  la  oscuridad  las hojas

de las plantas de  12 semanas de cultivo fue en  los niveles del RNAm  de zds2 y pds,

Ios  cuales  disminuyeron  4  y  36  veces  respectivamente,  en  relaci6n  a  los  niveles  de

estos genes en las hojas en fotoperiodo (Figura 10).

Los mayores  niveles de  RNAm  de los genes psy2 y zc/s7  se observaron en la

etapa  temprana  del  desarrollo  de  la  hoja  (4  semanas,  Figura  7).  Durante esa  misma

etapa del desarrollo de la hoi.a se observ6 ademas la mayor inducci6n par luz de estos

dos  genes   (Figura   10),   lo   que   refuerza   la   hip6tesis  de  que  estos  genes   serian

activados  en  etapas  tempranas  del  desarrollo  de  la  hoja  e  indica  que  su  activaci6n

estaria   mediada   por   luz   principalmente.   Por   otra   parte,   los   genes  pds   y   zc/s2

presentaron  los  mayores  niveles  de  RNAm  en  las  hojas  de  12  semanas  del  cultivo

(Figura   7),   momento   en   el  cual   ambos  genes   presentan  tambien   una   activaci6n

mediada  por  luz  (Figura  10).  Esto  indicarJa  que  estos  dos  genes  estarian  regulados

tanto por el estado de desarrollo de la hoja como por la luz.
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EI gen zcts2 fue el tlnico que presents un mayor nivel de su RNAm en las hojas

juveniles  y  tambi6n  en  las  maduras  en  presencia  del  fotoperfodo,  lo  cual  destaca

nuevamente la  importancia  de este gen  en  la  ruta  carotenogenica en  las hojas de D.

carota.

El efecto positivo de la luz en los niveles foliares del RNAm de los genes psy7,

psy2,   pds,   zc/s7   y  zds2   (Fjgura   10)   podria   ocurrir  mediante   la   activaci6n   de  la

transcripci6n de estos genes o la estabilizaci6n  de sus RNAm.  Esto se ha descrito en

otros modelos vegetales, particularmen{e para los genes psy y pc/s.  En las plantulas de

mostaza y de Arab/.Oaps/.s,  se  ha establecido  la activaci6n  mediada por la luz del gen

psy  (von   Lintig  y  col,   1997;  Welsch  y  col.,   2000),   el   cual   posee  en  su  promotor

elementos  de  respuesta  a  la  luz,  incluido  uno  que  se  encuentra  presente  en  otros

genes carotenogenicos ®c/s de tomate) y en los genes relacionados a la fotosintesis,

como la protefna de uni6n a la clorofila a/b de la mostaza y Arab/.dapsi.s (Welsch y col.,

2007).   Esto  t]ltimo  seria  una  evidencia  de  la  gran  coordinaci6n  presente  entre  el

establecimiento del aparato fotosintetico y la sintesis de los carotenoides en las hojas.

Los  niveles del  RNAm  de /cyb  no  se vieron  afectados  por los tratamientos de

oscuridad,  lo  que sugiere  una  activaci6n  de este gen  mediada  por el  desarrollo,  mas

que  por  la  luz  (Figuras  7  y  10),  o  bien  que  el  RNAm  de  /cyb  posee  una  estabilidad

mayor y  un  tratamiento  de  48  horas  de  oscuridad  es  insuficiente  para  observar  una

disminuci6n en sus niveles RNAm.
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4.6  La  luz  provoca  efectos  contrarios  en  los  niveles  de  RNAm  de  los  genes

carotenog6nicos en  la raizjuvenil y madura de D. carofa.

Al comparar las ralces modificadas de las zanahorias crecidas en la luz con las

desarrolladas en  la  oscuridad,  se observ6 el  mismo patr6n  de  niveles de  RNAm  para

todos los genes analizados, excepto zcJs7 (Figura 11).  Los seis genes carotenogenicos

analizados  presentaron  los  mayores  niveles  de  RNAm  en  la  rafz juvenil  crecida  en

presencia  del  fotoperiodo   (Figura   11),   lo  cual  se  revirti6  completamente  a  [as   12

semanas   de   desarrollo,   donde   los   niveles   del   RNAm   fueron   significativamente

mayores en  la  raiz desarrollada en la  oscuridad  (entre 2 y 15 veces;  Figura  11),  para

todos los genes, excepto zds7.  Esto se puede explicar por el desarrollo caracteristico y

el patr6n de acumulaci6n de los carotenoides de la raiz modificada de la zanahoria.  En

una  planta juvenil  de  zanahoria,  Ia  raiz  modificada  adn  no  presenta  un  crecimiento

secundario,  sino  que  es  delgada  en  toda  su  extension,  tanto  en  la  porci6n  sobre  la

tierra como bajo 6sta  (en donde es de color blanco;  Figura 3). Ademas,  acumula muy

bajas  cantidades  de  carotenoides  (Figura 2),  posiblemente  debido  a  la  necesidad  de

un  estado  de  desarrollo  mas  avanzado  para  su  slntesis.  En  cambio,  la  porci6n  que

queda sobre la tierra recibe la luz en condiciones de fotoperiodo, al igual que las hojas,

[o  cual  explicarfa  su  comportamiento similar al de  un  6rgano fotosint6tico.  Lo  anterior

seria valido tambien para las raices de las plantas de 8 semanas de cultivo.

La   inversi6n   en   los   niveles   de   RNAm   de  casi   la   totalidad   de  los  genes

carotenogenicos a las 12 semanas se explicaria por el nivel de desarrollo maduro que

alcanza  la ralz crecida bajo  la tierra,  mientras que la  porci6n de la  ralz expuesta a la

luz  pfacticamente   no   alcanza   un   desarrollo   mayor  al   observado   en   los  estadios

anteriores (Figuras 3 y 11).  En este punto,  los factores activadores de la transcripci6n
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a  estabilizaci6n  de  los  RNAm  de  los  genes  carotenog6nicos,  a  bien  la§  posibles

modificaciones post-transcripcionales relacionados al desarrollo serJan ma§ relevantes

que el efecto activador de la luz en la raiz de la zanahoria.

Es importante recalcar,  ademas,  que la ausencia de la  luz por si sola  no serfa

un  factor  suficiente  para  activar  la  sintesis  de  los  carotenoides  en  la  ralz  de  la

zanahoria, ya que las rafces crecidas en la oscuridad de las plantas de 4 semanas de

cultivo  presentan  expresi6n  de los  genes carotenogenicos,  aunque en  menor medida

que las raices maduras (Figuras 8 y 11),  pero carecen practicamente de carotenoides

(Figura 2). Sin embargo,  la ausencia de la luz si seria esencial para lograr el desarrollo

normal y total de la raiz modificada,  lo cual conlleva a su vez a la activaci6n de la ruta

carotenogenica, ya sea a nivel transcripcional, post-transcripcional o post-traduccional.

Esto  se  corrobor6   al   poner  bajo  tierra  segmentos  de  la  raiz  crecida     durante  8

semanas  en   presencia  del  fotoperiodo,   observandose  luego  de  3  semanas   una

reversi6n  en su fenotipo,  marcada  por un  aumento en  su grosor y coloraci6n  naranja

(Stange y col., 2008).

El hecho de que los niveles de RNAm de zds7 sean mayores en la raiz crecida

en la luz que en la raiz desarrollada en oscuridad (Figura 11) indicarra que este gen es

activado  en  mayor  medida   por  la   luz  y  no  por  factores  asociados  el  estado  de

desarrollo de la raiz.
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5. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

•     EI trabajo desarro[]ado  durante este seminario  de titulo contribuy6 en  dilucidar

el  efecto  del  desarrollo y la  luz  en  la  expresi6n  de  los  genes  carotenog6nicos

en las hojas y la raiz modificada de D. carofa.

•     El  desarrollo  de  las  hojas  de  D.  carofa  genera  un  aumento  en  los  niveles  de

RNAm de los genes psy7, pds, zds2 y /cyb, y una disminuci6n en los niveles de

RNAm  de psy2 y zds7.  mientras que el desarrollo  de  la  raiz modificada  de  la

zanahoria  se correlaciona  con  un  aumento  en  los  niveles del  RNAm  de todos

los genes estudiados, excepto zds7.

•     EI gen /eyb es el gen  que presenta el mayor aumento en  los niveles de RNAm

durante  el  desarrollo  de  las   hojas  y  la   raiz  modificada   (entre  las  4  y  12

semanas de cultivo),  por lo cual seria un  punto  importante de regulaci6n de la

ruta carotenogenica durante el desarrollo.

•     En una planta madura, que presenta los maximos de los carotenoides totales y

de P-caroteno, los genes psy2 y zds2 presentan los mayores niveles de RNAm.

•     La   luz  tiene  un   efecto  diferencial  en   los   niveles  de  RNAm  de   los  genes

carotenog6nicos  en  las  hojas y provoca  un  aumento  en  los  niveles de  RNAm

de  todos  los  genes  en  las  etapas  tempranas  del  desarrollo  de  la  raiz.  Sin

embargo,   este  efecto  se  revierte  en   una  raiz  madura  desarrollada  en   la

oscuridad, excepto para el gen zds7.

•     La   primera   hip6tesis   es   parcialmente  cierta,   ya   que  durante  el  desarrollo

aumentan  los niveles de RNAm de todos los genes carotenog6nicos en la raiz
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modificada  de  D.  carofa,  excepto  zds7,  mientras  que  el  desarrollo  de  la  hoja

genera el aumento en los niveles de RNAm de algunos genes y la disminuci6n

en los niveles de otros.

•     La  segunda  hip6tesis  serfa  tambi6n  parcialmente  cierta,  ya  que  en  presencia

de la luz aumentan  los niveles del  RNAm de todos los genes carotenogenicos

en  algan  estado  de  desarrollo  de  las  hojas  de  D.  carofa,  excepto  /ayb,  pero

tambi6n aiimentan los niveles de RNAm en las etapas tempranas del desarrollo

de la, lo cual se revierte en una etapa madura.

•     Los  resultados  obtenidos  durante  este  seminario  de  titulo  han  sentado  las

bases para  los futuros  estudios de  la funcionalidad in  v/.vo de los genes psy2,

zds2 y /cyb,  como tambi6n  para  la identificaci6n y caracterizaci6n de las cajas

regulatorias  presentes  en  los  promotores  de  estos  genes,  Ios  cuales  serian

claves en la regulaci6n de la ruta carotenogenica en las hojas expuestas a luz y

en la rafz modificada de D.  carofa desarrollada en la oscuridad.

•     El  estudjo  de  la  actividad  de  las  enzimas  carotenog6nicas  de  a.  carofa  da fa

origen  a  posteriores  avances  en  la  modificaci6n  de  la  cantidad y composici6n

de los carotenoides en las plantas,  lo cual es de alta relevancia debido al valor

nutricional  de  ellos  en  la  dieta  humana  y  a  las  ventajas  agron6micas  que

otorgan a las plantas que los sintetizan.

Parte  de  los  resultados  presentados  en  este  seminario  de  titulo  djeron  origen  a  una

publicaci6n:  Stange C,  Fuentes P,  Handford M y Pizarro L (2008). Oaucus carofa as a

novel model to evaluate the effect of light on carotenogenic gene expression. a/.o/og/.ca/

Research 41  (3): 289-301.
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