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RESUMEN

Los  carotenoides  son  compuestos  isoprenoides  sintetizados  por  plantas,  algas,  bacterias  y

hongos.  En  plantas son sintetizados en  plastidios y cumplen funciones de vital  importancia ya

que  son  componentes esenciales  de  las  membranas.  Estan  involucrados en  procesos como  la

fotosintesis,  la  fotoprotecci6n  y  la  disipaci6n  t6rmica  y  ademas  en  la  sintesis  de  la  hormona

vegetal   acido   abscisico   y   estringolactonas.   La   ruta   de   sintesis   de   carotenoides   ha   sido

ampliamente  estudiada     y  las  enzimas  que  participan  han  sido  descritas  en  una  serie  de

especies vegetales.  Muchos de estos estudios se centran en   las enzimas ZDS1, que cataliza  la

formaci6n de dobles enlaces a partir de i-caroteno para formar licopeno,   y LCYB que   cicla los

extremos del licopeno para formar P-caroteno.

En   resultados   previos   obtenidos   en   nuestro   laboratorio,   determinamos   que   durante   el

desarrollo de Dcrucus ccrrorcr no existe una correlaci6n entre la expresi6n de algunos genes de la

ruta  carotenog6nica,  como  zdsl y lcybl, y la  acumulaci6n  de  carotenoides,  especialmente  en

hojas.  Estos  resultados evidencian  la  necesidad  de contar con  anticuerpos que reconozcan  las

proteinas   de   la   ruta   para     cuantificar  sus   niveles     y  determinar  posibles   regulaciones  o

modificaciones post-traduccionales.

En este trabajo se clonaron y se obtuvieron vectores de expresi6n para los genes zdsl y lcybl,

cuyos vectores fueron  disefiados  para  la  obtenci6n  de  anticuerpos  policlonales y la  detecci6n

de dichos anticuerpos presentes en el suero  de  ratones inmunizados  mediante  Vvesrem a/of.

Los  genes  se  clonaron  en  los  vectores  de  expresi6n  pET28a  y  pMALc-2E,  los  que  generan

proteinas  de fusi6n  a   una  repetici6n  de  aminoacidos  de  Histidina  y a  la  proteina  de  uni6n  a

maltosa  respectivamente,  obteni6ndose  finalmente  los  vectores  de  expresi6n  pET28a-zdsl,
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PMAL-zdsl,  pET28a-lcyb  y  PMAL-lcyb.  Mediante  la  utilizaci6n  del  sistema  de  expresi6n  E.Co//.

BL21  (DE3)/PMAL-zdsl se  logr6 expresar de  manera  soluble  la  proteina  de fusi6n  ZDS1-MBP y

utilizando una columna de afinidad a maltosa se obtuvo una fracci6n enriquecida de la proteina

de  fusi6n,  la  cual  se  utiliz6  para  inyectar  ratones  para  obtener  anticuerpos  policlonales  anti-

ZDS1.

Para  determinar  la  presencia  de  anticuerpos  policlonales  anti-ZDsl  en  el  suero  de  ratones

inmunizados, se  hibrid6 con el extracto de I.co//. BL21(DE3)/pET28a-zdsl con el que se obtuvo

la  proteina  recombinante ZDS1-His en  la fracci6n  insoluble de  las celulas inducidas,  lo cual fue

corroborado  mediante  Wesfem  b/or  utilizando  un  anticuerpo  comercial  anti-His.  Los  sueros

obtenidos  de  ratones  inmunizados con  ZDS1-MBP  reaccionaron  con  la  banda  esperada  de  63

KDa correspondiente a ZDS1, con lo que concluimos que durante este trabajo se obtuvieron los

anticuerpos policlonales anti-ZDS.
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ABSTRACT

Carotenoids  are  isoprenoid  compounds  synthesized  by  plants,  algae,  bacteria  and  fungi.  In

plants,  they  are  synthesized  in  plastids  and  play  important  roles  as  essential  components  of

membranes.  They  are  involved   in  processes  such  as  photosynthesis,   photoprotection  and

thermal  dissipation.  In  addition,  they are  precursors of abscisic  acid  and  stringolactones. The

carotenoid  biosynthetic pathway has been extensively studied  and the enzymes involved  have

been described in many plant species.

ln  previous  research  done  in  our group,  determined that during  Dcrucus corofo development,

the  expression  of  some   carotenogenic  genes  do   not  correlate  with  the  accumulation  of

carotenoids,  specially  in   leaves.    This  fact  establishes  the  need  for  antibodies,  which  can

recognize proteins involved in the carotenoid route in order to quantify their levels and identify

possible regulation or post-translational modifications.

ln  this  work,  expression  vectors  for  zdsl  and  lcybl  genes  were  cloned  and  obtained.  These

vectors were design to produce polyclonal antibodies, and to detect said antibodies present in

the serum of immunized mice using Western blot. As expression vectors, pET28a and pMALc-2E

were  used,  generating a  fusion  protein to  a  repeat sequence  of histidine  amino  acids  and  to

maltose  binding  protein,  respectively. Vectors  pET28a-zdsl,  PMAL-zdsl,  pET28a-Icyb y  PMAL-

lcyb were obtained. Using the expression vector system I. co//. BL21(DE3)/PMAL-zdsl, a soluble

fusion protein ZDS1-MBP was obtained. In addition, we used a maltose affinity column to purify

an enriched fraction, and this was injected into mice to obtain polyclonal anti-ZDS.

Finally,   to   determine   the   presence   of   anti-ZDsl   polyclonal   antibodies   in   the   serum   of

immunized  mice, we  used  the  expression   system  E.  co//. BL21  (DE3) / pET28a-zdsl,  obtaining
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the  recombinant  protein  ZDS1-His  in  the  insoluble  fraction  of  induced  cells,  confirmed  by

Western  blot  using  a  commercial  anti-His  antibody. The  sera  obtained  from  immunized  mice

were  analyzed,  and  the  expected  63  kDa  band  for ZDsl  was  detected,  confirming  that  we

obtained a useful anti ZDS antibody.
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1   lNTRODUCCION

1.1     Carotenoides

Los  carotenoides  son  compuestos  lipidicos  isoprenoides  sintetizados  por  una  gran  diversidad

de   organismos     tales  como   plantas,   algas,   bacterias  y  hongos.   Poseen   una   larga   cadena

liposoluble  de 40 carbonos,  Ia  que  puede   tener 15  enlaces conjugados   (Armstrong y Hearst,

1996; Giorio y col., 2007; Taylor y Ramsay, 2005). La cantidad de enlaces conjugados presentes

en  las  moleculas  de  carotenoides  determina  la  coloraci6n  que  6ste  poseera,  asi  a  mayor

cantidad  de  dobles  enlaces  conjugados  los carotenoides  absorben  fotones  de  mayor longitud

de onda (y por ende de menor energfa), otorgandoles coloraciones amarillas, naranjas e incluso

rojas.  Por  ejemplo,  el  a-caroteno  que  presenta  11  enlaces  conjugados  posee  una  coloraci6n

naranja intensa.

Ademas,  debido  a  la  estructura  de  sus  dobles enlaces,  los carotenoides son capaces de  hacer

resonar   electrones   en   su   esqueleto   carbonado,   permitiendo   la   absorci6n   de   electrones

desapareados  de    radicales  libres  (Britton,  1995;  Nelson  y  col.,  2003),  lo  que  les  otorga  su

importante funci6n antioxidante.

Los   carotenoides   cumplen   funciones   de   vital   importancia   tanto   para   plantas   como   para

animales.  En  plantas son componentes esenciales de las membranas y participan en  una serie

de  procesos  fisiol6gicos  como  la  fotosintesis,  la  fotoprotecci6n  y  la  disipaci6n  termica.  En  la

fotosintesis  forman  parte  de  los  sistemas  cosechadores  de  luz,  ampliando  las  longitudes  de

onda  (entre 400 a 500 nm) captadas por la clorofila  (Britton,  1995; Schmid, 2008; Young y col.,

1993).

1



Tambi6n protegen a  la  planta del dafio oxidativo producido  por especies reactivas del oxigeno

(singlete  del  oxfgeno  y  radical  super6xido)  y  por  el  triplete  excitado  de  la  clorofila  generado

durante  el  proceso  de  fotosintesis  (Armstrong  y  Hearst,  1996;  Cunningham  y  Gantt,  1998;

Giorio y col., 2007; Takano y col., 2005; Telfer, 2005). Son tambien  precursores de  la  hormona

vegetal  acido  abscisico  (ABA)  y  estringolactonas,  las  que  cumplen  importantes  roles  en  el

desarrollo  y  crecimiento  de  las  plantas,  en  la  dormancia  de  semillas  y  en  la  respuesta  a

diferentes tipos de estr6s (Chen y col., 2008; Milborrow, 2001).

Debido   a   que   son   compuestos   coloreados,   los   carotenoides   se   evidencian   en   hojas

senescentes, en las raices de reserva y en flores y frutos donde son de suma importancia para

los  procesos  de  polinizaci6n  y  atracci6n  de  agentes  dispersadores  de  semillas  (Armstrong  y

Hearst,1996; Grotewold, 2006).

En  animales,  algunos  carotenoides,  como  el  a-caroteno  y  a-caroteno,  son  precursores  de  la

vitamina  A,  la  cual  es esencial  para  el  desarrollo  de  una  serie  de tejidos  como  dientes,  piel y

algunas   mucosas,   ademas   de   cumplir   numerosas   funciones   de   sefializaci6n   durante   el

desarrollo  (Eraser y  Bramley,  2004;  Garattini y  col.,  2007;  Tafti  y  Ghyselinck,  2007).  Como  los

animales no  pueden  sintetizar los carotenoides, 6stos deben ser incorporados en  la  dieta.  Los

carotenoides tambi6n ejercen actividad  antioxidante, permitiendo   retardar el envejecimiento,

prevenir y  retardar el  dafio  celular y disminuir la  probabilidad  de  desarrollar algunos tipos  de

cancer (Breimer,1990;  Esterbauer y col.,1992; Garattini y col.,  2007;  Mayne,  1996; Rao y Rao,

2007; Snodderly,1995).
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1.2     Ruta de sintesis de carotenoides.

Dada   la   relevancia   de   los   carotenoides   en   plantas   y   animales   es   que   la   biosintesis   de

carotenoides se ha estudiado desde hace mss de 30 afios y ya se han identificado la mayoria de

los  genes  involucrados  en  la  sintesis  de  carotenoides  en  numerosas  especies  vegetales,  asi

como en  bacterias y levaduras (Cunningham y Gantt,  1998; Cunningham y col., 2002;  Howitt y

Pogson, 2006).

La  sintesis  de  carotenoides  en  plantas ocurre  en  los  plastidios  de  las  c6lulas vegetales,  como

son los cloroplastos en hojas   (tejido fotosintetico) y los cromoplastos en flores, frutos y raices

modificadas. Esta biosintesis comienza con la formaci6n del isoprenoide isopentenil pirofosfato

(lpp), el cual puede ser sintetizado por dos rutas, una citoplasmatica que corresponde a la ruta

del    acido  meval6nico  (MVA)  en  la  que  el  IPP  sintetizado  se  utiliza  principalmente  para  la

sintesis de esteroles y ubiquinonas (Disch y col.,1998), y otra  plasmidial llamada MEP (2C-metil

D-eritritol   4-fosfato)   en   la   que   el   lpp   sintetizado   se   utiliza   para   la   sfntesis   de   clorofila,

tocoferoles y carotenoides  (Lichtenthaler y col.,  1997;  Schwender y col.,  1997).    El  lpp  en  los

plastidios se isomeriza a  dimetilalil  pirofosfato  (DMAPP)  por la enzima  lpp isomerasa  (Ipl), para

luego  condensarse  con  tres  mol6culas  de  lpp  mediante  la  acci6n  de  la  enzima  geranilgeranil

pirofosfato    sintasa    (GGPS)    formandose    una    mol6cula    de    20    carbonos    denominada

geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Luego, dos mol6culas de GGPP se unen cola-cola mediante la

enzima fitoeno sintasa (PSY) para dar origen al primer carotenoide de la ruta, el fitoeno.

El   fitoeno   sufre   dos   desaturaciones   mediadas   por   la   enzima   fitoeno   desaturasa   (PDS)

originando   los  carotenoides  fitoflueno  y  Z-caroteno.   Posteriormente,   la  enzima   Z-caroteno

desaturasa  (ZDS)  utiliza  estos carotenoides para  dar origen  a  neurosporeno y licopeno  (Figura
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1).  En esta  etapa se generan  los primeros carotenoides coloreados que van desde  un amarillo

palido en el I-caroteno hasta un color rojo en el licopeno.

En este punto la ruta de sintesis de carotenoides sufre una importante bifurcaci6n, en la cual el

licopeno   puede   ser  ciclado   en   sus   dos  extremos   por  la   enzima   licopeno   B-ciclasa   (LCYB)

originando  P-caroteno,  o  ciclado  en  uno  de  sus  extremos  por  la  enzima    licopeno  €-ciclasa

(LCYE) y en el otro por la enzima licopeno B-ciclasa, para originar  c[-caroteno (Figura 1).

Hasta   este   punto   de   la   ruta   los   compuestos   se   llaman   carotenoides,   mientras   que   las

reacciones posteriores involucran la adici6n de grupos hidroxilos a los carotenoides, generando

las  xant6filas.  EI  ct-caroteno  puede  ser  hidroxilado  por  la  acci6n  de  las  enzimas  B-caroteno

hidroxilasa  (CPHx)  y  €-caroteno  hidroxilasa  (C€Hx),  produciendo  luteina,  mientras  que  el  8-

caroteno puede ser hidroxilado por la CBHx generando zeaxantina.

En  esta  dltima  rama, la  zeaxantina  puede ser epoxidada  por la acci6n de  la enzima zeaxantina

epoxidasa  (ZEP)  formando violaxantina, sobre  la  cual acttia  la  enzima  neoxantina  sintasa  (NXS)

para  generar  neoxantina.  Estos  compuestos  (violaxantina  y  neoxantina)  son  los  precursores

plastidiales de la hormona vegetal acido abscisico (ABA) (Nambara y Marion-Poll, 2005).
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I=igura    1:  Ruta  de  sintesis  de  carotenoides en  plantas.  Diagrama  simplificado  de  la  ruta  de
srntesis de carotenoides con las principales enzimas y productos.  IPI,isopentenil isomerasa;  IPP,
isopentenil      pirofosfato;   DMAPP,   dimetilalil   pirofosfato;   GGPPS,   geranilgeranil   pirofosfato
sintasa; GGPP,  geranilgeranil  pirofosfato;  PSY, fitoeno sintasa;  PDS,  fitoeno desaturasa;  ZDS,  Z-
caroteno     desaturasa;     LYCB,     licopeno     P-cilcasa;     LCYE,     licopeno    €-cilcasa;    ABA,     acido

abscisico.(Dong y col., 2007)

1.3     Doqcus carofo  coma modelo de estudio

Doucus ccrroro , zanahoria, es una planta bienal, dicotiled6nea de la familia de las Api5ceas, que

se caracteriza  por tener una  ra`z modificada o de reserva   que acumula grandes cantidades de

a-caroteno (8,59 mg/g de peso fresco,(Fraser y Bramley, 2004)), por lo que constituye una gran

fuente   de   vitamina   A.   La   zanahoria   tambi6n   sintetiza   carotenoides   en   hojas,   las   que   se

encuentran  expuestas  a  la  luz,  por  lo  que  los genes  carotenogenicos  podrian  estar  activados

por   luz  al   igual   como  se   ha   descrito  en   otros   modelos  vegetales  tales   como  A.£ho//.and,

[ycopersi.com  escu/entwm  (tomate)  y  S/.naps/.s  a/bo  (mostaza)  (Hirschberg,  2001;  von  Lintig  y
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col.,  1997), entre otros. Sin embargo,  Ia  rafz modificada se encuentra en oscuridad,  por lo que

la  luz  no  seria  un  efector  de  la  sintesis  de  carotenoides  en  este  6rgano.  Esto  plantea  a  la

zanahoria   como   un   interesante   modelo   de   estudio   que   permita   definir   los   mecanismos

moleculares involucrados en la sintesis de carotenoides bajo condiciones de oscuridad.

En  otros  modelos  vegetales  que  sintetizan  carotenoides  se  ha  descrito  mss  de  un  gen  que

codifica  para  una  enzima  con  la  misma  actividad  enzimatica.  En tomate,  por ejemplo,  se  han

descrito dos genes que codifican para la enzima PSY y LCYB, uno de ellos, los genes genes psy2

y lcybl,  con expresi6n  predominante en tejido fotosint6tico es decir asociados a  cloroplasto y

los   genes   psy   1  y   lcyb2   (cycb)   asociados   a   cromoplasto   y   que   se   expresan   durante   la

maduraci6n del.fruto  (Eraser y col.,1994;  Eraser y col.,1999;  Ronen y col., 2000).  En zanahoria

tambi6n  se  han  identificado  mss  de  un  gen  que  podrfa  estar asociado  a    la  misma  actividad

enzimatica, como es el caso de los genes psyl (c6digo de acceso  DQ192186)   y psy2 (c6digo de

acceso  DQ192187),  zdsl  (c6digo  de  acceso  DQ222430)  y zds2  (c6digo  de  acceso  DQ192189),

lcybl   (c6digo   de   acceso   DQ192190)     y  lcyb2   (c6digo   de   acceso   DQ  192191),   secuencias

descritas   por  Just  y  col   (Just  y  col.,   2007).   Es   importante   destacar  que   Dciucus  coroto

corresponde al  dnico modelo vegetal en el cual se han descrito dos genes con posible actividad

Z-caroteno desaturasa, los genes zds 1 y 2.

1A     Expresi6n de genes carotenog6nicos

La mayor fa de los estudios de expresi6n de la ruta de biosintesis de carotenoides en plantas, se

centran en la cuantificaci6n de RNAs mensajeros de  genes de la ruta, en diferentes condiciones

y   tejidos   (Clotault   y   col.,   2008;   Guo   y   col.,   2009;   Tao   y   col.,   2007;   Yamamizo   y   col.),

encontrandose   en   algunos   de   estos   estudios   una   correlaci6n   entre   la   acumulaci6n   de
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carotenoides y los niveles de expresi6n de algunos genes. Sin embargo, dicha correlaci6n no se

observa    para    todos    los    genes,    evidenciando    la    existencia    de    modificaciones    post-

traduccionales, las cuales incrementan la complejidad y aumentan la dinamica de las proteinas,

coordinando la compleja  regulaci6n de este proceso biol6gico  (Cunningham y col., 2002; Kwon

y col., 2006). Un ejemplo claro de esto se aprecia en la variedad de zanahoria blanca, la cual no

acumula  pigmentos,  pero  en  la  que  si se  observa  la  expresi6n  de  los  genes  carotenogenicos

(Clotault y col., 2008).

Tambi6n  existen  estudios  sobre  la  expresi6n  de  genes  carotenog6nicos  en  otros  modelos

vegetales pero muy pocos hacen analisis acabados de la cuantificaci6n de los niveles de alguna

proteina carotenog6nica  (Dogbo y col.,1988;  Maass y col., 2009; Simkin y col., 2003). Una de la

razones de la falta de estos estudios, es la carencia de anticuerpos especificos que reconozcan

protefnas  de  la  ruta  y  que  permitan  detectar  y  cuantificar  los  niveles  de  6stas  para  poder

determinar relaciones entre los niveles de carotenoides, cantidad  de las enzimas presentes en

un  tej.ido  determinado  y  la  expresi6n  del  gen  que  codifica  dicha  enzima  carotenogenica.  En

Maas  et  al.,   (2009)   desarrollaron   un   anticuerpo  anti-  PSY  (fitoeno  sintasa)  de  Arc7b/.daps/.s

two//.crncr,  el  cual  utilizaron  para  corroborar  que  al  sobre  expresar  el  gen  psy  de  A.  thci//.ono

tambi6n  se  elev6  el  nivel  de  la  proteina  en  las  plantas  transgenicas,  correlacionando  con  la

cantidad y tipo de carotenoides presentes en las plantas.  En nuestro laboratorio, hemos sobre-

expresado   los   genes   psyl,   zds2,   lcybl   en   la   planta   modelo   IV/.cot/.ono   tcrbcicum   (tabaco)

observando  un  aumento  en  los  niveles de  carotenoides.  Sin  embargo,  no  siempre  existe  una

correlaci6n  directa  de  la  tasa  de  expresi6n  con   el  aumento  en   la  cantidad  de  los  pigmentos

como luteina, a-caroteno y P-caroteno en las hojas de las plantas transgenicas.
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1.5     Importancia delosgeneszdsl, zds2ylcyB.

En  nuestro laboratorio se determin6 mediante  PCR en tiempo  real  los niveles de los RNAm de

los genes de la ruta de sintesis de carotenoides en diferentes tejidos (hojas y raiz modificada) y

en  diferentes estados de desarrollo  (Figura  2),  encontrandose  que  los genes que  presentaron

un mayor aumento al avanzar el estado de desarrollo, fueron los genes lcybl y zds2.

El gen lcybl present6 un aumento de 16 veces y el gen zds2 de 4 veces, comparando los valores

obtenidos  para  la  rafz  modificada  de  4  semanas  de  desarrollo  (planta  joven)  con  la  de  12

semanas de desarrollo (planta madura). Sin embargo, esta tendencia de aumento de expresi6n

a medida que avanza el estado de desarrollo no se observ6 para todos los genes de la ruta. Por

el contrario,  Ia expresi6n del gen  psy2 disminuye en hojas (datos no mostrados)   y el gen zdsl

se mantiene  constante durante el  desarrollo de la planta (figura 2) (Fuentes, 2009).

Tambi6n  en  nuestro  laboratorio,  se  determin6  mediante  HPLC  la  cantidad  de  carotenoides

presentes  en  la  rafz  modificada  y  en  hojas  en  los  diferentes  estados  de  desarrollo  antes

descritos (Figura 3), observandose un aumento en la acumulaci6n de carotenoides en la raiz de

reserva  a  medida  que  avanza  el  estado  de  desarrollo,  en  cambio  en  hojas    la  cantidad  de

carotenoides se mantuvo constante en los diferentes estados de desarrollo.
a
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Figura    2:  Niveles  de  RNAm  de  los  genes  psyl,  psy2,  pds,  zdsl,  zds2  y  lcyb  durante  el
desarrollo en  la  oscuridad de la  raiz modificada de Dowcus corotai  .  EI  calibrador utilizado en
cada  grafico  corresponde  al   promedio  de  las     replicas  obtenidas  en   los  tres  estados  de
desarrollo.  R/O:  Raiz  en  oscuridad  a  diferentes semanas  de  desarrollo.  Distintas  letras  indican
diferencias  significativas   determinadas   por  el   test  de   Kruskal   Wallis  y   post-test  de   Dunn

(p<0,05) (Fuentes, 2009).
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Por lo tanto,  no  se observ6  una  correlaci6n entre el  aumento  en  los niveles de los transcritos

de  todos   los  genes  carotenog6nicos  con   el   desarrollo   de   la   planta   y   la   acumulaci6n   de

carotenoides en los diferentes tejidos. Este fen6meno se evidencia adn mss en las hojas, donde

se mantiene constante la cantidad de carotenoides pero se ve un aumento en los niveles de los

transcritos (menos el gen zdsl) con el desarrollo de la planta (datos no mostrados).

Ademas   en   nuestro   laboratorio   se   desarrollaron   lineas   transgenicas   de   Dcrucus   ccrroto

silenciadas  para  los  genes  zds2  y  lcybl  y  aunque  el  gen  zds2  presenta  uno  de  los  mayores

aumentos  en  los  niveles  de  transcritos,  las  plantas  silenciadas  para  este  gen  no  presentaron

una disminuci6n en la cantidad total de carotenoides ni en la acumulaci6n de a-caroteno, tanto

en la raiz modificada como en las hojas (Flores, 2011). Estos resultados estarian sugiriendo que

el gen zds2 no es esencial, que da origen a una proteina no funcional y/o que no hay traducci6n

o  acumulaci6n  de  esta  proteina,  lo  cual  no  es  posible  de  determinar debido  a  la  carencia  de

anticuerpos anti-ZDS.

A diferencia  del  gen  zds2,  el  gen  lcyb  aumenta  su tasa  de transcrito  durante  el  desarrollo,  lo

que  en  la  raiz  modificada  se  correlaciona  con  la  compoiici6n  de  carotenoides.  Ademas,  en

plantas  silenciadas  para  el  gen  lcyb  se  observ6  entre  u
40%  y  60%  de  disminuci6n  en  los

carotenoides  totales en raiz de reserva y hojas, respectivamente,  y una porcentaje similar para

el  P-caroteno  tanto  en  la  raiz  como  en  las  hojas,  observando  ademas  una  disminuci6n  en  la

acumulaci6n de otros carotenoides tales como luteina y a-caroteno (Figura 4)  (Pizarro, 2008).I
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Figura  4: Niveles de carotenoides en tejido fotosint6tico (hojas) de las lfneas AS, ASD, S de D.
coroto.  Mediante  espectrofotometrfa  y  cromatografl'a   lI'quida   de  alta   resoluci6n   (HPLC)  se
determinaron la concentraci6n de carotenoides (ug/g de peso seco) en las lineas transformadas
AS23,  AS37,  AS48,  ASD1,  ASD2,  ASD4,  S1,  S5,  S6  (que  corresponden  a  li'neas  con  diferentes

grados   de  silenciamiento   para   el   gen   lcybl)  y   plantas   silvestres   (wt).     Concentraci6n   de
carotenoides  totales  (Totales),  lutefna,  a-caroteno  y  B-caroteno.  Este  experimento  se  realiz6

por triplicado en plantas transformadas y silvestres de 3 meses de edad y los resultados fueron
analizados  mediante ANOVA de  una  vi'a  (p<0,05) y  posterior analisis de Tukey  (p<0,05).  Con  *
se  indican  los  resultados  con  diferencia  significativa  respecto  a  la  planta  silvestre.  (Pizarro,
2008)

Los antecedentes descritos evidencian el complejo sistema de regulaci6n presente en la ruta de

si'ntesis de carotenoides en  D.  coroto, en  donde se observa  que si  bien  existe  una  importante

regulaci6n   a   nivel  transcripcional  o  post-transcripcional   (como  se  observa  en   los  estudios

descritos de  PCR en tiempo real y silenciamiento genico),   estas no dan cuenta  por si' solas de

las diferencias observadas en  la acumulaci6n de carotenoides.  Estos antecedentes   evidencian

la  necesidad  de  cuantificar  los  niveles  de  las  protel'nas  carotenogenicas  y  de  la  carencia  de

informaci6n  a   nivel  traduccional  y  post-traduccional  en  Doucus  carotcr,  ya  que  no  existen

estudios   sobre   la   acumulaci6n   de   las   protel'nas   carotenog6nicas   ni   sobre   algdn   tipo   de
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regulaci6n  traduccional,  asi como tampoco  sobre  posibles  modificaciones  post-traduccionales

de dichas protefnas.

Es por ello que en este seminario de titulo se propuso la construcci6n de vectores de expresi6n

para las proteinas ZDS 1 y LCYB 1 para la posterior obtenci6n de anticuerpos policlonales contra

estas proteinas y asi poder cuantificar y comparar los niveles de dichas proteinas en las hojas y

la  raiz modificada de plantas silvestres   durante el desarrollo y en  las plantas transgenicas que

sobreexpresan o tienen silenciado los genes y generar asi el nexo entre transcripci6n de genes

carotenog6nicos,  producci6n  de  enzimas  carotenogenicas  y  sintesis  de  carotenoides  en  la

planta de zanahoria.
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OBJETIVO GENERAL

Construir vectores de expresi6n  para  los genes zdsl y lcybl  para  la obtenci6n de anticuerpos

policlonales y desarrollar un sistema de   detecci6n  para 6stos utilizando  la t6cnica de  Western

blot.

OBJETIVOS ESPEcfFICOS

•      Construir los vectores de clonamiento pcR8-zdsl y pcR8-lcybl

•      Construir  los  vectores  de  expresi6n  PMAL-zdsl,  pET28a-zdsl,  PMAL-lcybl  y  pET28a-

lcybl

•      Expresar  de  manera  soluble  la  proteina  de  fusi6n  ZDS1-MBP  y  obtener  una  fracci6n

enriquecida  en  dicha  protefna  para  la  inyecci6n  de  ratones  con  el  fin  de  obtener

anticuerpos policlonales anti-ZDS1.

•      Obtener  la  proteina  ZDS1-His  y  corroborar  su  presencia  en  las  fracciones  de  c6lulas

inducidas mediante Vvestem b/or utilizando un anticuerpo comercial anti-His.

•      Desarrollar   un   sistema    de   detecci6n    de    los   anticuerpos    policlonales   anti-ZDSI

presentes en el suero de ratones inmunizados, en el cual no est6 presente la protefna

MBP.

•      Utilizar el sistema de detecci6n desarrollado para identificar aquellos sueros de ratones

inmunizados que presenten anticuerpos policlonales anti-ZDS1.

14



2   MATERIALES Y METODOS

2.1     Materiales

2.1.1     Material biol6gico

Dcrucus coroto  Lineus, subespecie sylvestris, variedad Nantes.

2.1.2     Cepas Bacterianas

Tabla I: Cepas bacterianas utilizadas durante el seminario de titulo.

TIPO DE BACTERIA GENOTIPO

E. co/t. cepa DH5a F-  ®80d/ocAM15  A(/ocaya-orgF)   U169  recAl  endAl  hsdR178rk-

ink+) phoA supE44 ^-thi-1 gyrA96 re/A1.

I. co//. BL21(DE3) F-ompT hsdsB (r;mB+) gal dcm (DEB).

2.1.3        Medios de cultivo.

Medio  Luria-Bertani  lLBl  :,  10  gr/L de Triptona,  5  gr/L  de  extracto  de  levadura  y  10 gr/L  de

Nacl.  Se  agreg6  agua  destilada  hasta  completar  1  L y  se  llev6  a  pH,7.  Se  esteriliz6  mediante

autoclave y se almacen6 a temperatura ambiente.

Media LB s6lido: Medio LB suplementado con 1,5 %  agar-agar .

2.1.4     Reactivos

Todos  los  reactivos  utilizados  fueron  de  calidad  adecuada  para  analisis  y  para  las tecnicas  de

Biologia  Molecular. Algunas de  las marcas fueron  : Axygen,  Fermentas,  lnvitrogen,  Merck,  New

England  Biolabs, Omega Bio-tek, Promega, Phyto Technology Laboratories y Sigma-Aldrich .
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2.1.5    Vectores de clonamiento y expresi6n

•    ±±ctor de clonamiento pcR®8/GW/TQPQ@ (pCR8)

Los genes amplificados  por  PCR se  clonaron  en  el vector pCR8.  Este vector posee  una timina

desapareada   en   cada   extemo   5'   del   sitio   mdltiple   de   clonamiento   (MCS),   en   donde   se

encuentra  unida,  mediante un enlace fosfodiester la Topoisomerasa  (TOPO),  la cual cataliza la

uni6n  del  amplificado  de  PCR  al  vector.    De  esta  manera  la  topoisomerasa  es  liberada  y  el

vector  circularizado.  El  vector  posee  el  origen  de  replicaci6n  PUC  lo  que  le  confiere  un  alto

ntimero    de    copias    para    la    replicaci6n    en    E.co//.   y    confiere    resistencia    al    antibi6tico

espectinomicina      para   su   selecci6n.   Ademas,   este  vector   posee   los   sitios  attLl  y  attL2

flanqueando    el    MCS   necesarios   para    la    recombinaci6n    mediante   el    sistema   Gateway

(Nakagawa y col., 2007).
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Figura     5:   Vector  de  clonamiento  pCR8.  TOPO:   topoisomerasa,   attLl  y  attL2:   sitios  de
recombinaci6n  para  el  sistema  Gateway,  PUC  ori:  origen  de  replicaci6n  PUC,  Spectinomycin:

gen que otorga resistencia al antibi6tico espectinomicina.

•     Vector de exr)resi6n DMAL{2E

Para  la  expresi6n  de  la  proteina  ZDsl  en  E.co//. y  la  obtenci6n  de  una  fracci6n  enriquecida  de

dicha  protefna  se  utiliz6  el  vector  PMAL-c2E,  el  cual  genera  una  protefna  de  fusi6n  a   MBP

(proteina de uni6n a  maltosa),   Io que  permite la  purificaci6n en un solo paso de la  protefna de

inter6s  utilizando  una  columna  de  afinidad  a  maltosa.  El  vector  PMAL-c2E  posee  una  escisi6n

en  el  p6ptido  serial  de  la  proteina  MBP,  que  normalmente  se  localiza  en  el  periplasma  de  la

bacteria,  Io que  resulta  en  la  expresi6n  citoplasmatica  y soluble  de  la  proteina de  fusi6n.  Este

vector   posee  el   promotor  lAC"   (promotor  fuerte     hforido  que   posee   la   regi6n  -35  del

promotor trp y la  regi6n -10 del  promotor lacuv5) (de  Boer y col.,1983) inducible por lpTG y la
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secuencia de inicio de la traducci6n mo/i (figura 6), lo que genera un alto nivel de expresi6n de

las secuencias clonadas.

potythto'

pMAL¢2X
PMAL.p2X

i__-
paR322  on

M+„ a',

RE.REF
Figura  6:  Vector  de  expresi6n  PMAL-c2E.  (A)  Mapa  del  vector  PMAL-c2E.  (a)  Esquema  del
clonamiento,   expresi6n   y   purificaci6n   de   la   proteina   de   fusi6n.   MCS:   sitio   de   mdltiple
clonamiento,  mal  E:  secuencia  codificante  para  la  protefna  MBP, Amylose:  Resina  de  amilosa

presente en la columna de purificaci6n.

•     Vector de exDresi6n DET28a

El vector de expresi6n pET28a se utiliz6 para expresar la proteina ZDsl fusionada a una cola His

para   la   detecci6n   de   los   anticuerpos   policlonales   presentes   en   el   suero   de       ratones

inmunizados.  El  sistema  de expresi6n  PET es uno de  los sistemas mss  poderosos para  clonar y

expresar  protei'nas  recombinantes  en  E.co//..  EI  vector  pET28a  posee  el  promotor  fuerte  T7

derivado del  bacteri6fago T7.  Este promotor es reconocido de manera especifica  por la T7  RNA

polimerasa, la cual es proporcionada por la c6Iula hospedera (cepas con genotipo DE3 de E.co//1

al agregar lpTG al cultivo (Figura 7).
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Figura   7:  Vector de  expresi6n  pET28a. (A)  Mapa  del  vector.  (a)  Esquema  de  la  inducci6n  de

proteinas recombinantes en celulas E.co//. (DE3) mediante la adici6n de lpTG al cultivo.

Este   vector   genera   una   proteina   de   fusion   N-terminal   (amino   terminal)   a   una   cola   His

(repetici6n  de  6  aminoacidos  de  histidina),  lo  que  permite  la  purificaci6n  de  la  proteina  de

fusi6n  mediante  una  cromatograffa  de  afinidad  a  i6n  metalico  inmovilizado  (lMAC)    utilizando

una columna de afinidad a Nfquel.
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2.2     M6todos

•     £]onamiento de [os genes  zdsl v lcvbl_

2.2.1    Extracci6n de RNA desde tejido vegetal.

Para  la  extracci6n  de  RNA  desde  hojas  de  DCJucus    carofcr  se  utiliz6  el  reactivo  RNA-So/v®

Reagent  (Omega  Bio-tek),  segtln  indicaciones  del  fabricante.  Se  utilizaron  aproximadamente

100 mg de tejido vegetal  (hojas)   las cuales fueron  homogenizadas en  un  mortero est6ril   con

lmL de   RNA-solv® en presencia de nitr6geno liquido. Se traspas6 el homogenizado a un tubo

de microcentrifuga de 1,5mL  y se agreg6 200 uL de cloroformo, se agit6 durante 15 segundos

en un vortex y se incub6 en hielo durante 10 minutos. Luego, se centrifug6 a 12.000 x g durante

15 minutos a 49C. La fase superior (acuosa) fue traspasada a un tubo nuevo y se agreg6 500 LIL

de  isopropanol     enfriado  a  -209C  para   precipitar  el   RNA,  se  agit6   por  vortex  durante  15

segundos y se mantuvo   a -209C durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifug6 a 12.000 x

g durante  10  minutos a 49C y se elimin6 el sobrenadante. Se  lav6  el  precipitado  con  1  mL de

etanol  70% en  agua  libre  de  RNAsa y se centrifug6  durante  3  minutos  a  12.000 x g a 49C. Se

elimin6   el   sobrenadante  y   se   dejo   secar  durante   20   minutos   a   temperatura   ambiente.

Finalmente,  se  suspendi6  el  RNA en  40  uL  de  agua  tratada  con  di-etil  piro-carbonato  (DEPC)

libre de RNAsa. Todo el procedimiento se realiz6 en hielo para evitar la desnaturaci6n del RNA.

Luego, la calidad del   RNA fue evaluada  mediante electroforesis en  un gel de agarosa al 1%. La

concentraci6n del RNA se determin6 mediante espectrofotometria (Sambrook y Russell, 2001).
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2.2.2    Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La visualizaci6n de los acido nucleicos se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa al

1% en el tamp6n de corrida TAE IX (Tris-base 40 mM, Acido ac6tico glacial 19 mM, EDTA 1 mM)

con  bromuro de etidio (Bret)  a 20 mg/L.  Las electroforesis se realizaron  bajo voltaje constante

de   90V.   La   imagen   fue   fotografiada   mediante   el   equipo   Dark   Room   Multigenius   y   un

transiluminador  Syngene,  mediante  el  programa  Gene  Snap  y  la  fluorescencia  emitida  fue

cuantificada por el programa Gene Tools, ambos de Syngene.

2.2.3     Reacci6n deTranscriptasa Reversa (sintesis de CDNA)

Se  tom6  una  alicuota  de  2  Lig  del  RNA  obtenido  previamente  (secci6n  2.2.1)  y  se  trat6  con

DNAsa  I  por  20  minutos  a  379C  (1uL  DNAsa  I  (1  u/uL,  Fermentas),    1  lil  de Tamp6n  lox  de

DNAsa I con Mgc12 (Fermentas) y agua libre de RNAsa para completar 10 uL). Luego se agreg61

Ill de EDTA-DEPC 25mM para detener la reacci6n.

Para la reacci6n de sintesis de la hebra complementaria de RNAm (sfntesis de CDNA) se tom6 1

ug de  RNA (correspondiente  a  la  mitad  del volumen anterior,   5,5prL) y luL de oligo AP  10  LiM

AGCITCG-3'). Esta mezcla se incub6 durante 5 minutos a 709C en el

termociclador.  Luego se  puso en  hielo durante 5  minutos y se agreg6  12,5  uL de  la  mezcla de

reacci6n  de  la transcripci6n,  que contenia 4LiL de amortiguador   5X  lmpromll,  1,7  LIL de  Mgc12

(50  mM),   1  uL  de  dNTPs  DEPC,  0,5  LIL  de  inhibidor  de   RNAsa  y  5,3   Lil  de  de  agua   DEPC.

Finalmente,    se    agreg6    1LiL   de    la    enzima   Transcriptasa    Reversa    lmpron    11    (Promega),

exceptuando   al   control   negativo.   La   mezcla   se   incub6   a   429C   durante   60   minutos   y

posteriormente se detuvo la reacci6n a 70gc durante 15 minutos.
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2.2.4     RT-PCR

Para  la  amplificaci6n  de  los  genes  zdsl  (N9  de  acceso:  DQ222430)    y  lcybl  (N9  de  acceso:

DQ192190)  se  utilizaron  partidores  especificos  para  cada  gen  (tabla  11)  disefiados  a  partir del

sitio  de  inicio  de  la traducci6n  (ATG)  y como  molde el  CDNA obtenido  segdn  lo  descrito  en   la

secci6n 2.2.3

Se  utiliz6  la  enzima  Pfu  (fermentas)  ya  que    comete  menos  errores  que  la   rciq  polimerasa

debido  a  que  posee  una    actividad  3'-5'  correctora.  La  mezcla  de  reacci6n  contenia:  2  LiL de

CDNA,  1X  de  amortiguador  Pfu  con  Mgcl2,  0,5  uL  de  dNTPs  10mM,  0,5  L[L  de  cada  partidor

(sentido y antisentido) a 10 L[M, 0,2 lil de la enzima Pfu (1U) y agua para completar 25 uL. Para

la amplificaci6n se   utiliz6 el protocolo de RT-PCR denominado `'Pfu OffFs''. (tabla Ill A)

2.2.5     PCR colonias de I.co/i.

EI   PCR  colonia   corresponde   a   una  variante   del   PCR  tradicional   en   el   cual  el   DNA  molde

agregado a la reacci6n corresponde directamente a bacterias y no a  DNA plasmidial purificado.

Esta t6cnica permite el rapido analisis de una gran cantidad de colonias bacterianas, por lo que

se  analizaron  de  esta  forma  los  transformantes  obtenidos  para  los  plasmidios  pET28a-zdsl,

pET28a-lcybl, PMAL-zdsl y PMAL-lcybl. Para  la amplificaci6n se  utiliz6 la  enzima  PAQ 5000 de

Stratagene,   segdn   indicaciones   del   fabricante,   partidores  especificos   para   cada   gen   y  el

protocolo   denominado   "Par   co/on/.cr"   (tabla   111   a).   Como   control   negativo   se   utiliz6   agua

nanopura  en  vez  de  bacterias  y  coma  control  positivo  se  utilizaron  las  construcciones  pCR8-

zdsl o pCR8-lcybl, dependiendo del gen a analizar.
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Tabla 11: Partidores utilizados durante el seminario de titulo.

Nombre Secuencia Tin(9C) Descripci6n

ZIATG  F 5'-atggccgccgcttcttcgtctttg-3' 76 Usados   para  amplificar  el  gen

completo zdsl  (1933pb) y para
Z1-Ter 5'-gaattcaaccaagtaaacgtatccc-3' 70

los analisis de PCR colonia

Zl int F 5'-cgtttcccagttggagcacc-3' 64 Usados  para  secuenciar  el  gen

zdsl
Zl int R 5'-ctgcttgcctcagttgccttg-3' 66

Usados  para  amplificar  el  gen

Lcyb  completo  sin  el  cod6n  de
LcybATG  F 5'-atgaaagtgatggatactctac-3' 60 termino       (1527pb),    para    los

Lcybs/T  R 5'- ctattctctatctttgatcagattg-3' 66 analisis  de  PCR  colonia  y  parasecuenciarelgenlcybl.

2.2.6         Reacci6n de adenilaci6n

La   reacci6n   de   adenilaci6n   consiste   en   agregar   una   adenina   en   el   extremo   3'   de   los

amplificados  por  PCR,  mediante  la  actividad  adenil-transferasa  que  posee  la  enzima  Taq  DNA

polimerasa.  Para lo cual se tomaron 200 ng  de DNA purificado (secci6n 2.2.10), 0,5  uL de dATP

10  mM,1X de  amortiguador Taq,  2  mM  de  Mgc12y  agua  nanopura  hasta  completar  20  uL.  La

mezcla  se  incub6  durante  10  minutos  a  72gc.  Posteriormente,  fue  separada  mediante  una

electroforesis  en  geles  de  agarosa  al  1%  y  purificada  desde  el  gel.  Los  fragmentos  de  DNA

obtenidos fueron ligados al vector de clonamiento pCR®8/GW/TOPO®.
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Tabla Ill: Programas utilizados para la amplificaci6n par  RT-PCR (A) y PCR (a)

A.    PfuoRFs

Etapa Paso Temperatura Tiempo Ntimerodeciclos

Denaturaci6n 1 94 3min 1

Sintesis

123 94 40s

3555 50s

72 4min

Elongaci6nfinal 1 72 10 min 1

8.    PCRcolonia

Etapa Paso Temperatura Tiempo Ntimerodeciclos

Denaturaci6n 1 94 4min 1

Sintesis

123 94 40s

3555 40s

72 1min

Elongaci6n final

1 72 10 min 1

2.2.7        Ligaci6n al vector de clonamiento pcR®8/GW/TOPO® (pCR8)

Se tomaron  100  ng de  los fragmentos de  DNA  purificados  luego de  la  reacci6n de  adenilaci6n

(secci6n 2.2.6), y se mezclaron con el vector pCR8 siguiendo las instrucciones del fabricante.  La
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ligaci6n  se  mantuvo  por  1  hora  a  temperatura  ambiente.  Luego  se  dializaron  las  muestras

durante  20   minutos  utilizando  una   membrana   de  dialisis     Millipore  y  posteriormente  se

electroporaron c6lulas E.co/f. DH5ct electrocompetentes (secci6n 2.2.13).

2.2.8     Ligaci6n a los vectores de expresi6n pET28a y PMAL-c2E

Para la obtenci6n de los vectores de expresi6n se ligaron 60 ng de vector (pET28a o PMAL-c2E)

con  300  ng  de  inserto  (zdsl  o  lcybl)  y  se  agreg6  1  uL  de  T4  DNA  ligasa  fermentas,  1X  de

amortiguador  de  ligasa  y  agua  hasta  completar  10uL.  Las  ligaciones  se  incubaron  16  horas  a

229C   y luego se  dializaron  20  minutos  en  agua  destilada  utilizando  una  membrana  de  dialisis

Millipore.  Posteriormente, se transformaron c6lulas E.co//. DH5ci electrocompetentes mediante

electroporaci6n (secci6n 2.2.13).

2.2.9     Digestiones enzimaticas

Todas las digestiones enzimaticas se realizaron segtin las indicaciones del fabricante.

2.2.10  Purificaci6n de DNA  desde geles de agarosa

Para la purificaci6n de DNA desde geles de agarosa o directamente desde la soluci6n se

siguieron las indicaciones del fabricante del kit de purificaci6n de DNA Wizard® (Promega).

2.2.11     Cultivo de I.co/i. cepa DH5ay BL21(DE3)

Las  bacterias  E.co//.  de  las  cepas  DH5c[  y  BL21(D3E)  se  crecieron  en  medio  LB  a  379C,  con

agitaci6n    orbital    de    200   rpm,    durante    16    horas   y   suplementado   con    el    antibi6tico

correspondiente a la resistencia otorgada por el vector de clonamiento o expresi6n.
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2.2.12     C6Iulas I.co//. DH5o[ y BL21 (DE3) electrocompetentes.

Para la obtenci6n de c6lulas E.co//. DH5a y BL21 (DE3) electrocompetentes se creci6 un in6culo

de  50  uL  de  cada  una  de  las  cepas  en  25mL  de  medio  LB  con  agitaci6n  durante  16  horas

(secci6n2.2.11).Luego,setomaron20mLdeestecultivoysetraspasarona980mLdemedioLB

(diluci6n  1:50)  y  se  creci6  durante  2  horas  aproximadamente  hasta  alcanzar  una  densidad

6ptica  a  600nm  (D06oo)  entre  0,5-0,8.  Posteriormente,  se  centrifug6  a  1600  x  g  durante  20

minutos a 49C en tubos est6riles para recolectar las bacterias. Se elimin6 el sobrenadante y se

suspendi6   cuidadosamente   el   precipitado  en   1  volumen   de   agua   destilada  est6ril  y  frf.a.

Posteriormente,   se   centrifug6   a   1600   x   g   durante   20   minutos   a   49C   y   se   elimin6   el

sobrenadante,  se  repiti6  el  paso  de  lavado  con  agua  destilada  est6ril  fr fa  y  el  centrifugado.

Luego, se suspendi6 el precipitado en 10mL de glicerol 10% est6ril y frfo  y se centrifug6 a 1600

x g  durante  15  minutos  a  49C.  Finalmente,  se  suspendi6  el  precipitado  en  400  uL de glicerol

10% est6ril  y se guardaron alicuotas de 40 uL a -809C para su posterior uso.

2.2.13  Transformaci6n de c6Iulas E.co//. DH5a y BL21 (DE3) electrocompetentes

Para  la  transformaci6n  de  c6lulas  electrocompetentes  E.  co//.  DH5ci y  E.co//.  BL21(DE3)

se agreg6 3 uL de mezcla de ligaci6n a una alicuota de 40 prL de c€lulas las cuales se traspasaron

a  una cubeta de electroporaci6n de 2 mm y se aplic6 un pulso bajo condiciones estandares de

electroporaci6n   (2,5  KV,  200uF,  200Q)  (Bio-Rad  Gene  Pulse X-Cell).  Las celulas transformadas

se mezclaron con 1 mL de medio LB y se incubaron a 379C durante 1 hora   con agitaci6n orbital

de  200  rpm.  Luego  se  centrifug6  a  3300  x  g    durante  3  min  y  se  descartaron  900  Lil  del

sobrenadante.  El  precipitado  se suspendi6  en  el  sobrenadante  remanente y se plaque6 sobre
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placas LB agar est6riles que contenian el antibi6tico de selecci6n. Las placas de transformaci6n

se incubaron a 379C durante 16 horas. Para su mantenci6n se conservaron a 49C.

•    m|uccj6n   de   la   sfntes]s   de   t]rot±inas_recomblnantes   en   c6[u[asL..fl/

BL21(DE3L

2.2.14  lnducci6n de  la sintesis de proteinas recombinantes mediante el sistema

de expresi6n PMAL c-2E/BL21(DE3)

La  inducci6n  de  la  expresi6n  de  los genes  zdsl y  lcybl fusionados  al  gen  mal  E  (que  codifica

para  la  proteina  MBP)  se  realiz6  segdn  lo  recomendado  en  el  manual  "PMALTM  proteina  de

fusi6n y sistema  de purificaci6n'' con algunas modificaciones. Se creci6  un in6culo de 5mL con

agitaci6n  durante  16  horas  a  379C  para  cada  una  de  las  colonias    de  E.co//.  BL21  (DE3)  que

portaba  la  construcci6n  de  expresi6n  de  inter6s,  ya  sea  PMAL-zdsl  o  PMAL-lcybl.  Luego,  se

tomaron  100uL de este cultivo y se traspasaron a 5mL de medio LB y se creci6 durante 2 horas

aproximadamente hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm (D06oo) entre 0,5-0,8. Se separ6

el   cultivo   en   dos  fracciones   iguales   (2,5   mL  cada   una),   a   una   se   le   agreg6   IPTG   a   una

concentraci6n final de 0,5 mM y se incub6 durante 16 horas a 18 9C con agitaci6n, esta fracci6n

corresponde  a   las  "c€lulas   inducidas",   la   otra  fracci6n     correspondiente  a   las  `'c6lulas  sin

inducir"   se   mantuvo   a   49C   durante   todo   el   perfodo   de   inducci6n.   Posteriormente,   se

centrifugaron ambas fracciones a 12000 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en 20 uL de

soluci6n  amortiguadora  de  carga  SDS-PAGE  5X y  agua  para  completar  100  uL.  Para  obtener

gran cantidad de cultivo para purificar la proteina de fusi6n ZDS1-MBP se procedi6 a realizar la

inducci6n  de  proteinas  recombinantes  en  200  mL  de  medio  de  cultivo  utilizando  las  mismas

condiciones descritas previamente.
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2.2.15  Purificaci6n mediante columna de afinidad a amilosa.

Las  c6Iulas  inducidas  previamente  (secci6n  2.2.14)  se  recolectaron  mediante  centrifugaci6n  a

8000 x g a 49C durante 10 minutos. El sobrenadante se descart6 y el precipitado se suspendi6

en 30 mL de soluci6n amortiguadora de columna (Tris/Hcl 20 mM  pH 7.4,  Nacl 200 mM, EDTA

1 mM). Las c6lulas se congelaron a   -209C durante  16h.  Luego, se descongelaron en agua fria y

se  lisaron  utilizando  un    sonicador  Misonix®  Microson  xl2000  Ultrasonic  Cell  Disruptor  a  30

Watts  rms.  Se  aplicaron  10  pulsos de  30  s en  intervalos  de  1  minuto  en  donde  las c6lulas se

mantuvieron  en  hielo.  Cuando  la  suspensi6n  celular  se  observ6  clarificada  se  centrifug6  a

13.000 x g  a 49C durante  20  min  (Centrifuga  Sorvall  RC-28S y rotor GS-3  Sorvall®,  Dupont,  CT,

USA).   El   precipitado   correspondi6   al   material   insoluble   (membranas   celulares,   proteinas

formando cuerpos de inclusi6n, etc.). Del sobrenadante (material soluble) se tomaron 5 uL y se

agregaron 3  uL de  amortiguador de carga 4X con SDS y agua para completar un volumen total

de   12uL,   la   muestra   se   guard6   a   -209C   y   posteriormente   fue   cargada   en   un   gel   de

poliacrilamida.

Con  el objetivo  de purificar la  proteina  de fusi6n  ZDS1-MBP, se carg6  el sobrenadante en  una

columna   PD10  (Bio-Rad   Laboratories,  CA-USA)   empacada   con  2   mL  de   resina   de  amilosa.

Primero se lav6 dos veces la columna con 5 mL de soluci6n amortiguadora de columna y luego

se carg6 con el sobrenadante (aproximadamente 30 mL). La columna fue lavada tres veces con

5 mL cada una de amortiguador de columna y posteriormente se eluy6 Ia proteina con 4 mL de

soluci6n   amortiguadora   de   columna   mss   10   mM   de   maltosa.   La   columna  de   amilosa  se

regener6 con la siguiente secuencia de lavados: 6 mL de agua destilada, 6 mL de SDS 0,1% p/v,
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2 mL de agua destilada y 6 mL de soluci6n amortiguadora de columna. La columna se guard6 en

etanol 20% v/v a 4 9C.

2.2.16  lnducci6n de la sfntesis de protefnas recombinantes mediante el sistema

de expresi6n pET28a/BL21(DE3).

La   inducci6n   de   la   expresi6n   del   gen   zdsl   fusionado   a   la   cola   His   se   realiz6   segdn   lo

recomendado  en  el  "mcrnuc7/  de/ si.stgmcr  de  expresi.6n  pEr  con  algunas  modificaciones.  Se

creci6  un in6culo de 5mL con agitaci6n durante 16 horas a 379C para cada  una de las colonias

de   E.co//.  BL21   (DE3)   que   portaba   la   construcci6n   de  expresi6n   pET28a-zdsl   .   Luego,     se

tomaron 100uL de este cultivo y se traspasaron a 5mL de media LB y se creci6 durante 2 horas

aproximadamente hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm (D06oo) entre 0,5-0,8. Se separ6

el cultivo en dos fracciones iguales (2,5 mL cada  una), a  la fracci6n llamada `'cg/u/cis /.nduc/.dcis",

se  le agreg6  lpTG  a  una concentraci6n final de 1  mM y se incub6 durante 4 horas a  37 9C con

agitaci6n. La otra fracci6n  correspondiente a las "cg/u/cls s/.n /.ndrc/./' se mantuvo a 49C durante

todo  el  perl'odo  de  inducci6n.  Posteriormente,  se centrifugaron  ambas fracciones a  12000 x g

durante  5  minutos y se suspendieron en  20  uL de soluci6n  amortiguadora  de  carga SDS-PAGE

5X y agua para completar 100 uL.

2.2.17  Electroforesis de protefnas (SDS-PAGE)

Las  separaciones  electrofor6ticas  en  condiciones  desnaturantes  se  realizaron  en  una  camara

vertical  Miniprotean  11  (Bio-Rad  Laboratories  lnc.,  CA-USA),  bajo  voltaje  constante  de  110  V

(fuente  de   poder  Power  Pac  1000  de   Bio-Rad   Laboratories   lnc.,   CA-USA).   Como  soluci6n

amortiguadora    de  corrida  se  utiliz6 Tris-glicina-SDS  (Tris  25  mM,  glicina  192  mM  y SDS 0,1%
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p/v) (Bollag y col.,1996). Las muestras se mezclaron en proporci6n 4:1 con soluci6n tamp6n de

carga  5X (Tris/Hcl 60 mM, glicerol 25% v/v, SDS 2% p/v, 2- mercaptoetanol  14,4 mM y azul de

bromofenol  0,1%  p/v  pH  6,8),  se  desnaturaron  durante  15  min  a  95  9C y  posteriormente  se

centrifugaron  1 minuto a  12000 x g.  Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida

al  10%.  La electroforesis se realiz6 con  un voltaje constante entre 100 y 120 volts hasta que el

frente  de  corrida   cay6   del  gel,  aproximadamente  2   horas.  Como   referencia  se  utiliz6   un

estandar de  protefnas de  Fermentas (#SM0671)  que incluye tamafios de  proteina  de  170  KDa

hasta  10  KDa.  Posteriormente,  se  tifi6  el  gel  mediante  tinci6n  de  Coomasie  (acido  ac6tico

glacial  10% v/v, metanol 450/o v/v, azul de Coomasie 0,25% p/v) durante  1 hora con agitaci6n y

se  destifi6  en  la  misma  soluci6n  sin  colorante.  Los  geles  fueron  fotografiados  mediante  una

camara digital y secados entre papel celofan.

•     Obtenci6n de anticuerDos policlona[es anti-ZDS1

2.2.18  Inmunizaci6n de ratones

La  inmunizaci6n  de  los  ratones  se  realiz6  en  el  laboratorio  de  lnmunologia  (Dra.  Maria  Rosa

Bono)  de  la  Universidad  de  Chile  siguiendo  protocolos  estandares y segdn  las  indicaciones de

dicho laboratorio.

2.2.19  Western blot

Western blot anti-His v anti-ZDSI

Las muestras de proteinas obtenidas en la secci6n 2.2.16 se sometieron a una electroforesis en

condiciones  desnaturantes  (secci6n  2.2.17) y luego se electrotransfirieron en semi-seco a  una

membrana  de  nitrocelulosa  de  0,45  Hm  durante  4  minutos  a  12V  utilizando  el  aparato  de

30



transferencia  rrcmsb/or SD sem/.-dry trcinsJer ce// de BIO-RAD. La membrana se bloque6 con BSA

3% en TBS-T (Tris-Hcl 20 mM  pH 7.5,  Nacl  140mM, Tween-20 0,1%)  durante  16  horas.  Luego,

se  lav6  3 veces con TBS-T y se  incub6  con el  anticuerpo  primario diluido  1:10000 para el caso

del  ar\tiicuerpo  monoclonal  comerc.ial  Monoclonal  anti  poly  histidine,  clone  His-1de  S.igma  v

1:500  en  el  caso  de  utilizar  el  suero  policlonal  anti-ZDS1.  Los  anticuerpos  fueron  diluidos  en

TBS-T   3%BSA para  el  caso  del  anticuerpo  monoclonal y TBS-T 0,5%BSA para  el  policlonal y se

incub6  durante  1,5  horas  con  agitaci6n  a  temperatura  ambiente.   Luego,  se  lav6  3  veces

durante  5-10  minutos  cada  una  con  TBS-T  con  agitaci6n.  A  continuaci6n  se  incub6  con  el

anticuerpo   secundario   (anti-IgG   de   rat6n)   conjugado   a  fosfatasa   alcalina   en   una   diluci6n

1:10000 en TBS-T 3%BSA por una hora a temperatura ambiente con agitaci6n. Posteriormente,

se lav6 3 veces durante 5-10 minutos cada una con TBS-T con agitaci6n.

Para  el  revelado  se  incub6  la  membrana  con  amortiguador de  revelado  (Tris-HCI  100  mM  pH

9.5,  Nacl  100 mM,  Mgc12 5mM)  durante 15  minutos.  Luego, se revel6  utilizando amortiguador

de  revelado  adicionado  con  los  sustratos  NBT 0,33  mg/mL (nitrobluetetrazolium) y  BCIP 0,17

mg/mL  (5-bromo-4-cloro-3-indolidil  fosfato)  hasta  que  aparecieron  las  bandas  de  inter6s.  La

reacci6n  se  detuvo  agregando  una  soluci6n  de  EDTA 20mM  pH  8.  Las  membranas  se  lavaron

posteriormente con agua destilada.
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3   RESULTADOS

3.1     Clonamiento de los genes zdsl y lcybl de Daucus carota.

El gen zdsl fue clonado desde el  sitio de inicio de  la traducci6n  hasta  la  regi6n  3'  no traducida,

inclusive.  El  gen  lcybl,  por su  parte,  se clon6  desde el  sitio  de  inicio  de  la  traducci6n  hasta  el

cod6n  de termino  de  la traducci6n,  sin  incluirlo,  Io que  permite  la generaci6n  de  protel'nas de

fusi6n.  En la figura 8 se muestra  la amplificaci6n de los fragmentos de 1933 pb para el gen zdsl

y  de     1524  pb  para  el  gen  lcybl,  amplificados  a  partir  de  CDNA  de  D.   ccrroto  usando  los

partidores descritos en  la tabla  11.

Figura   8: Amplificaci6n  por  RT-PCR de  los genes zdsl y leybl.  (A)  Amplificaci6n  del  CDNA de
zdsl. Carril  1:   Fragmento de 1933 pb correspondiente al CDNA de zdsl. C-: control negativo de
la  reacci6n  de  RT-PCR.  (8)  Amplificaci6n  del  gen  lcybl.  Carril  1:  Fragmento  de  1524  pb  que
corresponde  al  CDNA de  lcybl  sin  el  cod6n  de t6rmino.  C-:  Control  negativo de  la  reacci6n  de
RT-PCR.  C+:  Control  positivo de  la  reacci6n  de  RT-PCR  (amplificaci6n  de  un  fragmento  de  180

pb del gen de ubiquitina de Doucus coroto ). Electroforesis en gel de poliacrilamida al  1% teFiido
con Bret. Carril PM: Estandar de peso molecular lKb de Fermentas.

32



3.2.     Obtenci6n de los vectores de clonamiento pcR8-zdsl y pcR8-Icybl.

Los  fragmentos  amplificados  mediante  RT-PCR  de  cada  gen  se  purificaron  desde  geles  de

agarosa  (secci6n 2.2.10) y posteriormente ligados al vector PCR8, con lo cual se transformaron

celulas   DH5o[  y   las  colonias  fueron  seleccionadas  en   medio   LB-agar  suplementado  con  el

antibi6tico  spectinomicina.  Las  colonias  fueron  analizadas  mediante  PCR  de  colonia  (secci6n

2.2.5) y a  los clones positivos se les extrajo  DNA mediante una  preparaci6n  de  DNA plasmidial.

Posteriormente, para verificar la liberaci6n de los fragmentos de inter6s, los DNAs plasmidiales

obtenidos fueron digeridos con la enzima de restricci6n EcoRl, la cual posee dos sitios de corte

en  el  vector,  cada  uno  flanqueando  el  sitio  de  clonamiento,  produciendo  la  liberaci6n  del

inserto.  La enzima EcoRl  no corta el CDNA de zdsl,  por lo que se  produce  la  liberaci6n de  una

banda   de   1950   pb   (inserto   1933   pb   +   17   pb   vector   pCR8)   y   una   banda   de   2800   pb

correspondiente al vector (Figura 9 A y a). En cambio, dicha enzima corta  1 vez en el gen lcybl,

Io que genera  la liberaci6n de dos bandas, una de ellas de 1281 pb y la otra de 260 pb ademas

de  la   banda  de  2800  pb  correspondiente  al  vector  (Figura  9  C  y  D).   De  esta   manera  se

comprob6  Ia  presencia  de  los amplificados  correspondientes  a  los genes zdsl y lcybl en tres

clones, Iogrando generar las construcciones pCR8-zdsl y pCR8-lcybl respectivamente.
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Figura  9: Digesti6n de las construcciones pCR8-zdsl y pCR8-lcybl con la enzima de restricci6n
EcoRI.   A  y  C:   Esquema   de   los  sitios   de  corte   de   la   enzima   de   restricci6n   EcoRl   en   las
construcciones  pCR8-zdsl  (A)  y  pCR8-lcybl  (C).  Las  flechas  indican  los  sitios  de  corte  de  la
enzima,  los genes zdsl y lcybl  est5n  indicados con  un  rectangulo  roj.o,  los  rectangulos verdes
corresponden al vector de clonamiento pCR8.  a y D: Digesti6n de las construcciones pCR8-zdsl

(a)   y pCR8-lcybl  (D) con  la enzima de restricci6n EcoRI,  las flechas indican  la  banda  de  inter6s.
a: Carriles 1,2 y 3:  Digesti6n de DNA plasmidial de las colonias   1, 9 y 11 respectivamente con  la

enzima de restricci6n EcoRl.  D: Carril  PM: estandar de peso molecular lKb (Fermentas). Carriles
1,2 y 3:  Digesti6n de DNA plasmidial de las colonias  4, 6 y 7 respectivamente  con la  enzima de
restricci6n  EcoRl.  Electroforesis en gel  de agarosa al  1%.  Carril  PM:  Estandar de peso molecular
de lKb (Fermentas).
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3.3     0btenci6n de los vectores de expresi6n pET28a-zl, pET28a-Icybl, PMAL-zl y

PMAL-Icybl

Los  insertos  correspondientes  a  los  genes  zdsl y  lcybl  para  la  obtenci6n  de  los vectores de

expresi6n   fueron   obtenidos   al   digerir  con   la   enzima   de   restricci6n   FcoRI   los   respectivos

vectores  de  clonamiento,  aprovechando  las  caracteristicas  de  este  vector  antes  descritas.  El

gen  zdsl  no   posee   ningdn  sitio  de  corte  para   la  enzima  EcoRl,   por  lo  que  se  obtiene  la

liberaci6n completa del gen  (Figura 9,  a), en cambio el gen lcybl posee un sitio de corte hacia

el extremo 3'  lo que  produce  la divisi6n del gen en dos fragmentos,  uno de  1281 pb y otro de

260  pb  (Figura  9,  D).  Se  tom6  el  fragmento  de  mayor  tamafio    para  la  construcci6n  de  los

vectores  de  expresi6n,  considerando  que  el  anticuerpo  que  se  generaria  contra  esta  LCYBI

parcial  tambi6n  reconoceria  a  la  proteina  completa.  Los fragmentos  de  ambos  genes fueron

purificados  desde  geles  de  agarosa  y  posteriormente  ligados  a  los  vectores  pET28a  y  PMAL

linearizados con la  misma enzima de restricci6n.  Los analisis para determinar la direccionalidad

de  los  genes  respecto  al  promotor  inducible,  se  realizaron  con  las  enzimas  de  restricci6n

BcrmHl, para  las construcciones pET28a-zdsl y PMAL-zdsl, y con H/.ndlll  para las construcciones

pET28a-Icybl  y  PMAL-lcybl.  Para  el  gen  zdsl  orientado  en  direcci6n  sentido  en  el  vector

pET28a se obtuvieron las bandas esperadas de 749  pb y 6570 pb en los clones 1 al 3(figura 10,

A).  Para  la construcci6n con el vector PMAL, se obtuvieron las bandas esperadas de   1208 pb y

7378 pb en el clon 3 (figura 10, C). Para el gen lcybl orientado en direcci6n sentido en el vector

pET28a se obtuvieron las bandas esperadas de 1252 pb y 5398 pb en los clones 3 y5 (figura 11,

A), mientras que para la construcci6n PMAL-lcybl se obtuvieron las bandas esperadas de 1265

pb y 6662 pb en los clones 1 al 3 (figura 11, C).
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Figura   10: Determinaci6n de la orientaci6n del gen zdsl en las construcciones pET28a-zdsl y

PMAL-zdsl  mediante  digesti6n  con  la  enzima  de  restricci6n  BomHI.  A y  C:  Esquema  de  los
sitios  de  corte  de  la  enzima  de  restricci6n  BomHl  en  las  construcciones  pET28a-zdsl  (A)  y

PMAL-zdsl (C), las flechas indican los sitios de corte de la enzima, el gen zdsl  esta indicado con
un  rectangulo rojo,  los rectangulos    verdes y azules corresponden  a  los vectores de expresi6n

pET28a y PMAL respectivamente.  Con una barra negra y en  pares de bases (pb) est5   indicado
el tamafio esperado para cada vector si la inserci6n del gen zdsl ocurri6 en direcci6n sentido.  8

y  D:  Carriles  1-5:  Digesti6n  con  BomHl  del  DNA  plasmidal  extral'do  de  colonias  de  E.co/i. DH5cL
transformadas  con  los  vectores  de  expresi6n  pFT28a-zdsl  (8)  y  PMAL-zdsl  (D)  digeridas,  las
flechas  indican   la  banda  de  inter6s.     Geles  de  agarosa  al   1%  tefiidos  con   Bret.   Carril   PM:
Est5ndar de peso Molecular lKb (Fermentas).
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De  esta  manera  se obtuvieron  las construcciones  pET28a-zl,  pET28a-lcybl,  PMAL-zl y pMAL-

lcybl  en  direcci6n  sentido  con   respecto  a   los     promotores  inducibles,  lo  que  permiti6  la

expresi6n  de  dichos  genes  y  la  posterior  obtenci6n  de  una  fracci6n  enriquecida  con  dichas

proteinas.

3A     Secuenciaci6n de los geneszdsl y lcybl.

Ambos  genes  se  secuenciaron   a   partir  de   las  construcciones   pCR8-zdsl  y  pCR8-lcybl.  Se

secuenciaron  3  diferentes  clones  para  cada  gen  utilizando  los  partidores  universales  M13F y

M13R ademas de partidores especificos para cada gen, obteniendo la secuencia completa para

cada  uno.  Las  secuencias  obtenidas fueron  identicas  a  las  descritas en  la  base  de  datos  para

dichos genes (zdsl: DQ222430, lcybl: DQ192190), excepto en la secuencia obtenida para el gen

zdsl  (ver anexo) que present6  una diferencia de una base con  la secuencia descrita en la base

de  datos,  la  cual    genera  un  cambio  en  el  aminoacido  ndmero  129,  de  cisteina  a  arginina

(C 129R).

Ademas, se secuenci6 cada  uno de los vectores de expresi6n obtenidos en este seminario de

titulo  para  confirmar  la  orientaci6n y verificar que  los genes  hayan  quedado  en  el  marco  de

lectura correcto debido a que en ambos casos se trata de vectores que poseen   el inicio de la

traducci6n  antes  del  sitio  de  inicio  presente  en  el  gen  de  interes,  debido  a  las  fusiones  que

genera cada uno de los vectores (secci6n 2.1.5).
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Figura   11: Determinaci6n de la orientaci6n del gen lcybl en las construcciones pET28a-Icybl

y PMAL-Icybl mediante digesti6n con la enzima de restricci6n  H/.ndlll. A y C:  Esquema de los
sitios  de  corte  de  Ht.nd Ill  en  las construcciones  pET28a-lcybl  (A)  y  PMAL-lcybl  (C),  las flechas
indican  los  sitios  de  corte  de  la  enzima,  el  gen  lcybl  esta  indicado  con  un  rectangulo  roj.o,  los
rectangulos   verdes   y   azules   corresponden   a   los   vectores   de   expresi6n   pET28a   y   PMAL
respectivamente.  Con  una  barra  negra  y  en  pares  de  bases  (pb)  est5    indicado    el  tamaF{o
esperado  para  cada  vector  si  la  inserci6n  del  gen  lcybl  ocurri6  en  direcci6n  sentido.  a  y  D:
Carriles    1-5:    Digesti6n    con    A/.ndlll    del        DNA    plasmidial    de       colonias    de    E.co//.    DH5o[

transformadas  con  los  vectores  de  expresi6n  pET28a-lcybl  (a)  y  PMAL-lcybl  (D)  ,  las  flechas
indican  la  banda  de  interes.   Geles  de  agarosa  al  1% tefiidos  con  Bret.  Carril  PM:  Estandar de

peso Molecular lKb  (Fermentas).
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3.5       Expresi6n del gen zdsl  a partirdel vectorde expresi6n  PMAL.

Una vezobtenidos  los clones     que  presentaron  las  construcciones  de  expresi6n  (pET28a-zl,

pET28a-lcybl, PMAL-zl y PMAL-lcybl), se les extrajo DNA mediante minipreparaci6n plasmidial

y  se  transformaron  c6lulas  E.co//.  BL21(DE3),  las  cuales  presentan  integrado  en  su  genoma  el

gen    codificante    para    la   T7    RNA   polimerasa    bajo    la    regulaci6n   del    promotor   Lac   (8-

galactosidasa), el cual  es inducible por IPTG.  De esta forma al agregar lpTG  al  medio de cultivo

se induce la transcripci6n del gen de inter6s y la posterior sintesis de la protefna.

Como  primera  aproximaci6n  se  realiz6  la    expresi6n  de  proteinas  recombinantes,  segdn  lo

descrito en Materiales y M6todos secci6n 2.2.14, de varios clones para determinar cual de ellos

presentaba una alta expresi6n de la proteina de inter6s.

Para  la  expresi6n  de  la  proteina  ZDsl  fusionada  a  la  MBP  desde  el  vector  PMAL-zdsl,  se

cultivaron e indujeron con IPTG, 8 colonias bacterianas que resultaron positivas para los analisis

de  PCR de colonia  para  la  presencia  del gen zdsl,  por lo que   se  les evalu6 en   una SDS-PAGE

con  tinci6n  de  Coomasie.  Las  colonias  inducidas  fueron    comparadas  con   su  equivalente  sin

inducir.  Del  analisis  de  protefnas  en  el  gel  SDS-PAGE,  se  seleccion6  la  colonia  que  present6

mayor  intensidad  en     la  banda  del  tamafio  esperado  (103   KDa)  y  con  ella  se  realiz6  una

inducci6n   con   mayor  cantidad   de   cultivo   (secci6n   2.2.14),   con   el   objetivo   de   purificar  la

proteina recombinante ZDS1-MBP mediante cromatografia de afinidad a maltosa.

Del  cultivo  a  mayor  escala,  se  separ6  una  fracci6n  de  c6lulas  antes  de  agregar  el  inductor

(lpTG),  Ia  cual   correspondia  al control de c6lulas sin  inducir (muestra  1).  Luego del  periodo  de

inducci6n,   se   separ6   una   fracci6n   del   mismo   volumen   (1,5   mL)   que   la   anterior  y   que

corresponde a las celulas inducidas (muestra 2). EI resto del cultivo fue sonicado para realizar la
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lisis  celular  y  posteriormente  centrifugado  para  separar  dos  fracciones;   la  fracci6n  soluble

(muestra 3: sobrenadante del sonicado) y la fracci6n insoluble o pella del sonicado,  la cual fue

descartada ya que no presentaba  la  proteina de interes (resultados no mostrados).  La fracci6n

soluble  fue  purificada  mediante  una  cromatografia  de  afinidad  a  maltosa.   La  columna  de

afinidad   esta  compuesta  por  una   resina  de  amilosa,   Ia  cual  es  un   polimero  formado  por

repeticiones de a-maltosa unidas mediante enlaces glucosidicos er 1-4. Se pas6 por la columna

la fracci6n soluble (sobrenadante del sonicado), quedando retenida la proteina de fusi6n ZDS1-

MBP debido a  la interacci6n entre la proteina  MBP  y las moleculas de maltosa presentes en la

resina, permitiendo la separaci6n de la proteina de fusi6n de las otras proteinas presentes en el

extracto.  La   elusi6n de la proteina de fusi6n de la columna  de afinidad se logr6 mediante una

competencia  por el sitio  de  uni6n a  maltosa  presente  en  la  proteina  MBP entre las mol6culas

de  maltosa  de  la  resina y   las  moleculas de  maltosa  presentes en  el amortiguador de elusi6n,

logrando  liberar la  proteina de fusi6n de la  resina y obteni6ndola en  una fracci6n enriquecida.

Todas las muestras antes descritas fueron cargadas en un gel de poliacrilamida para determinar

la  presencia y expresi6n  de  la  proteina  de fusi6n ZDS1-MBP  (figura  12),  obteni€ndose  bandas

del  tamafio  esperado  en   los  extractos  crudos  inducidos  (c6Iulas  inducidas),  en  la  fracci6n

soluble y en las fracciones purificadas (Figura 12, carriles 2, 3, 4 y 5 respectivamente). La banda

de tamafio esperado se observ6 como una gran banda de 100 KDa aproximadamente, lo que es

consistente  con  el tamafio  de  la  proteina  ZDsl  de  60KDa  mss  la  proteina  MBP  de 43KDa,   Ia

cual no se observ6 en el control de c6lulas sin inducir.
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Figura       12:   Expresi6n   de   la   proteina      ZDS1-MBP   en   E.co/i.   y   purificaci6n   mediante
cromatografia  de  afinidad  a  maltosa.  Carril  1:  c6lulas  sin  inducir.  Carril  2:  c6Iulas  inducidas.
Carril  3:  Fracci6n  soluble  (sobrenadante  del  sonicado).  Carriles  4  y  5:  Fracciones  purificadas
mediante  cromatografi'a  de  afinidad  a  maltosa.  Carril  PM:  Estandar  pre-teFiido  de  protei'nas
#SM0671    (Fermentas).    Electroforesis    en    gel    de    poliacrilamida    al    10%    en    condiciones
desnaturantes (SDS-PAGE) y posterior tinci6n con Coomasie.

De esta forma se logr6 obtener una fracci6n enriquecida de la  protei'na de fusi6n ZDS1-MBP,  la

cual se utiliz6 para inyectar ratones con  la finalidad de obtener anticuerpos policlonales para  la

protei'na ZDS1.

Para el  caso del gen  lcybl, no se logr6 obtener una  alta  expresi6n de  LCYBl en 8 clones  pMAL-

lcybl   analizados.   Debido  a   que  el   vector  pET28a-lcybl  fue  construido  con   la  finalidad   de

analizar  los  sueros  de  los  ratones  inmunizados  con  la  protel'na  LCYB1-MBP,  tambi6n  se  dej6

pendiente  su  expresi6n  y  se      procedi6  a  seguir  trabajando  con  los  vectores  pET28a-zdsl  y

PMAL-zdsl, el cual present6 una alta expresi6n de la protei'na ZDS1 (Figura  12).
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3.6     Determinaci6n de la presencia de anticuerpos policlonales anti-ZDsl en el

suero de ratones inmunizados

Luego  de  tres  meses,  se  obtuvo  el  suero  de  tres  ratones   que  fueron    inmunizados  (secci6n

2.2.18)  con  el  extracto  de  la fracci6n 5  (Figura  12, carril 5) que present6  la  proteina  ZDS1-MBP

con mayor grado de pureza. Para la detecci6n de los anticuerpos policlonales que reconocieran

la   proteina ZDsl fue necesario idear un sistema de detecci6n en el cual no estuviera  presente

la proteina de uni6n a maltosa, para poder discriminar los anticuerpos policlonales anti ZDsl de

los anti-MBP, ya que los ratones fueron  inmunizados con la  protefna de fusi6n ZDS1-MBP, por

lo que es probable que tambien hubiesen generado anticuerpos contra epitopes presentes en

la   proteina   MBP.   Para   obtener   la   protefna   ZDsl   sin   la   MBP   se   utiliz6   la   construcci6n

desarrollada  en  este  seminario  de  titulo  pET28a-ZDS1,  Ia  cual  genera  una  proteina  de  fusi6n

con una repetici6n de aminoacidos de Histidina (cola His).

Para  la obtenci6n  de  la  proteina ZDS1-His se analizaron  8   clones de E.co//. BL21 transformadas

con el  plasmidio  pET28a-zdsl,  las cuales resultaron  positivas para  el  analisis de  PCR de colonia

para  el  gen  de  interes  y  posteriormente  cultivadas  e  inducidas  a  pequefia  escala  (secci6n

2.2.16).   De   estos   analisis   se   tomaron   dos   colonias   (Ias   colonias   ntlmero   15   y   16)   que

presentaron mayor intensidad de la banda de tamafio esperado de 63 kDa en los experimentos

de SDS-PAGE y se  realiz6  una  inducci6n  de  mayor volumen  de  cultivo  para  dichas colonias, tal

como  se  procedi6  para  PMAL-zdsl.  Luego,  los  cultivos  inducidos  y  sin  inducir fueron  lisados

utilizando un sonicador  y centrifugados para separar la fracci6n soluble de la insoluble. De esta

manera se obtuvieron 4 muestras para cada clon; c6Iulas sin inducir, c6lulas inducidas, fracci6n

soluble (o sobrenadante del sonicado) y por dltimo la fracci6n insoluble (o pella del sonicado).
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Figura    13:  lnducci6n  de  dos  colonias  bacterianas  que  expresan  la  proteina  ZDS1-His.  SDS-

PAGE   de   las   4   muestras   obtenidas   para   cada   una   de   las   colonias.   Los   carriles     del   1-4

corresponden a  la colonia  15 y los 5-8 a la colonia  16. Carril  1 y 5: c6lulas sin inducir. Carril 2 y 6:

c6Iulas   inducidas.   Carril   3   y  7:  fracci6n   soluble.   Carril   4  y  8:   fracci6n   insoluble.   Carril   PM:

Estandar  pre-tefiido  de  protei`nas  #SM0671  (Fermentas).  Las  flechas  negras  indican  la  banda

esperada para la protei'na ZDS1-His de 63KDa.

Las  protei'nas  presentes  en  cada  muestra fueron  separadas  mediante SDS-PAGE y visualizadas

mediante tinci6n de Coomasie (Figura 13).  En ambos clones se obtuvo, en  la fracci6n insoluble,

una gran cantidad de la proteina recombinante ZDS1-His (Figura 13, carriles 4 y 8).

Para corroborar la  presencia y expresi6n de la protei'na ZDS1-His en el  cultivo celular, se  realiz6

un Western blot anti-His de las muestras antes descritas para cada clon (figura 14 A, se muestra

el  resultado para  la colonia 15), obteni6ndose bandas del tamafio esperado en  las muestras de

celulas   inducidas   y   en   la   fracci6n   insoluble   y   no   en   la   muestra   de      celulas   sin   inducir

(Figura  14 8).
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Figura   14: Comprobaci6n de la presencia y expresi6n de la proteina ZDS1-His. A: SDS-PAGE y

posterior  tinci6n  con  Coomasie.  a:  Western  blot  utilizando  Anticuerpo  anti-His  y  la  fosfatasa
alcalina   unida   al   anticuerpo  secundario  anti-mouse  como   m6todo   de   revelado.     Carril   1:
muestra  de celulas sin  inducir.  Carril 2: muestra de c6Iulas inducidas.  Carril 3: fracci6n  insoluble

(pe//ef del sonicado). Carril 4: control  positivo,  protei'na  purificada  de 53  KDa que presenta  una
fusi6n  His  y  facilitada  por  el  laboratorio  de  Bioqul'mica  de  la  Universidad  de  Chile.  Carril  PM:

Estandar   pre-tefiido   de   protei'nas   #SM0671   (Fermentas).   La   flecha   negra   indica   la   banda
correspondiente a ZDS1-His de 63 KDa.

Estos resultados son de suma importancia ya que confirman la presencia de la protei'na ZDsl en

las fracciones  analizadas,  lo  que  permitira  descartar aquellos  sueros obtenidos de  los  ratones

inmunizados que no presenten algtin anticuerpo anti-ZDS1.

Al corroborar la expresi6n y presencia de la protei'na ZDS1-His, se procedi6 a realizar los analisis

de  Western blot para verificar la presencia de anticuerpos policlonales anti ZDsl en el suero de

ratones  inmunizados  con  ZDS1-MBP.  Para  ello,  en  vez  de  hacer  el  Western  blot  usando  el

anticuerpo   anti   His,   se   utiliz6   aquel   suero   proveniente   de   los   tres   ratones   que   fueron

inmunizados con ZDS1-MBP. Como se observa en la figura 15, se obtuvieron bandas del tamafio

esperado   de   63   KDa   en   los   carriles   de   muestras   inducidas   (celulas   inducidas   y   fracci6n
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insoluble) y la ausencia de ellas en las muestras sin inducir y en el control negativo (protei'na de

53 KDa con fusi6n  His, facilitada  por el laboratorio de Bioqui'mica de la Universidad de Chile),  lo

cual   nos   confirma   la   presencia   de   anticuerpos   anti-ZDsl   en   el   suero   de   dos   ratones

inmunizados (figura  15).

t# ,',,,i                  i                       2                     3                  4

Figura  15: Western blot anti-ZDsl utilizando el suero de ratones inmunizados. A y 8: Western
blot  utilizando  el  suero  de  dos  ratones  inmunizados con  la  protei'na  ZDS1-MBP  (A:  rat6n  1,  a:
rat6n  2)  y  la  fosfatasa  alcalina  unida  al  anticuerpo  secundario  anti-mouse  como  m6todo  de
revelado.   Carril   1:   c6lulas  sin   inducir.   Carril   2:   celulas   inducidas.   Carril   3:  fracci6n   insoluble

(pe//et del sonicado). Carril 4: Control negativo,protei'na   purificada de 53 KDa que presenta una
fusion  His  y  facilitada  por  el  laboratorio  de  Bioqul'mica  de  la  Universidad  de  Chile.  Carril  PM
Estandar   pre-tefiido   de   protei'nas   #SM0671   (Fermentas).   Las      flechas   negras   indican   la

presencia de la protel'na ZDS de 63 kDa.
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4  DISCUS16N

4.1     Amplificaci6n  de  los  genes  zdsl  y  lcybl     y  obtenci6n  de  los  vectores  de

clonamiento pCR8-zdsl y pCR8-Icybl.

La  secuencia  del  CDNA de  lcybl  (1524pb)  amplificada  a  partir de  hojas de  zanahoria y clonada

en el vector pCR8 present6  un  100% de identidad con  la descrita en  la  base de datos de  NCBl,

en  cambio  la  secuencia obtenida  para  el  CDNA de zdsl  (1933pb)  present6   un  cambio en  una

base  nitrogenada  con  respecto  a  la  secuencia  descrita  en  la  base  de  datos  (ver anexo).  Esta

diferencia  se  mantuvo  a  nivel  aminoacfdico  y  ocasiona  un  cambio  en  el  aminoacido  129  de

cisteina a arginina (C 129 R). Para descartar que este cambio hubiese sido efecto de un error en

la etapa de amplificaci6n del gen cometido por la enzima PFU se secuenciaron otros dos clones

en   los   cuales   se   observ6   el   mismo   cambio.   Ademas,   para   descartar   algdn   error   en   la

secuenciaci6n  se  obtuvieron  3  secuencias  para  cada  uno  de  los  clones,  para  asf aumentar el

ndmero  de  muestras  y  disminuir  los  errores  del  proceso.  Por  ello,    la  diferencia  observada

podria   deberse  a   polimorfismos  a   nivel  de   nucle6tidos  (SNP)   presentes  en   las  diferentes

variedades  de  zanahorias,  ya  que  se  trabaj6   con   la   subspecie  sylvestris  variedad   Nantes,

mientras que la descrita en la base de datos solo indica que es sylvestris.

EI clonamiento del gen   lcybl en el vector pCR8 se realiz6 con  una secuencia que no incluy6 el

cod6n de t6rmino de  la traducci6n ya  que permite  la  utilizaci6n del sistema de recombinaci6n

Gateway  para  la  obtenci6n  de  futuros  vectores  con  fusi6n  a  protefnas  reporteras  o  "fcrgs"

(Nakagawa y col., 2007)  como GFP, o  HIS.  Por ejemplo,  la  recombinaci6n  con el vector pGW85

permitiria  la  obtenci6n  de  una   fusi6n  a  GFP,   con  la  cual  se  podria  determinar la  localizaci6n

subcelular de la proteina  LCYB. La clonaci6n en el vector pGWB8 permitirfa detectar la proteina
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recombinante con  anticuerpos  universales anti  HIS  para  analizar la  expresi6n  de  las  proteinas

en plantas transg6nicas que sobre-expresan el gen lcybl-his.

4.2     0btenci6n de los vectores de expresi6n PMAL-zdsl, PMAL-Icybl, pET28a-zdsl y

pET28a-lcybl.

Los vectores desarrollados en este seminario de titulo si bien se utilizaron para la obtenci6n de

anticuerpos   policlonales   tambi6n   se   podrian   utilizar   para   realizar   una   serie   de   estudios

proteicos. Con los vectores que presentan el gen zdsl se podria, entre otras cosas, obtener la

proteina  pura  a  partir  de  extractos  bacterianos  y  asi  obtener  la  actividad  especifica  de  la

proteina,  como  tambi6n  su  Kin  y  otros  parametros  cineticos  que  se  desconocen  para  esta

enzima,  y  compararlo  con   los  valores  descritos  para   las  ZDS  de  otras  especies  vegetales

(Breitenbach   y   col.,    1998).   Tambi6n   se   podrian   realizar   ensayos   de   complementaci6n

heter6loga  en  bacterias  que  poseen  genes  para  la  sintesis  de  carotenoides,  para  verificar  la

actividad de las protefnas.

En pCR8 se clon6 un fragmento del CDNA de lcybl de 1524 pb, que comprende desde el sitio de

inicio   de   la  traducci6n   hasta  el   cod6n  de  t6rmino,  sin   incluirlo.   Sin  embargo   debido   a   la

presencia del sitio de corte para la enzima de restricci6n EcoRl en la secuencia del gen lcybl, se

clon6  en   los  vectores  de  expresi6n   pET28a  y  PMAL  un  fragmento  que  corresponde  a  las

primeras   1281   pb.   Es   asi   como   se   eliminaron   257   nucle6tidos   correspondientes   a   86

aminoacidos de  la  regi6n C-terminal de  la  proteina.  Pero consideramos que esta  estrategia no

deberia afectar la expresi6n y posterior obtenci6n de anticuerpos  policlonales que reconozcan

la  proteina  LCYB1 (Fig 9), ya que los anticuerpos reconocen secuencias o estructuras formadas

por  8  aminoacidos,  por  lo  cual  se  esperaba  que  haya  mss  de  una  regi6n  inmunog6nica  que
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pueda  ser  reconocida  para  obtener  los  anticuerpos  policlonales.  Incluso  diversas  empresas

prestan servicios de obtenci6n de anticuerpos s6lo con p6ptidos (inmunogenicos) de entre 15 a

25  aminoacidos,  asegurando  la  obtenci6n  de  anticuerpos que  reconozcan  dicha  secuencia  de

manera especifica.

En  la  secuencia  eliminada  no  esta  presente  el  motivo  caracteristico  de  las  proteinas  LCYBs

(Cunningham   y   col.,   2002)   lo   que   indica   que   podria   seguir   manteniendo   su   actividad

enzimatica,  por lo que este vector podrfa utilizarse para  realizar estudios de complementaci6n

en   bacterias  y  asi  determinar  sitios  o  cajas   reguladoras   como  tambien   aminoacidos  y/o

regiones   claves   para   la   actividad   de   6sta   proteina   y   comparar   estos   resultados   con   los

obtenidos   en   nuestro   laboratorio   por  Moreno   (Moreno,   2010)   para  verificar  si   la   regi6n

eliminada afecta la actividad de la protefna.

EI vector de expresi6n PMAL-c2E usado para expresar zdsl y lcybl posee el sitio de mriltiple de

clonamiento  rio  abajo  del  gen  malE,  gen  que  codifica  para  la  proteina  de  uni6n  a  maltosa

(MBP),  lo  que  genera  la  expresi6n  de  una  protefna  de fusi6n  a  MBP.  La  fusi6n  MBP tiene  una

serie  de ventajas tales como facilitar la  purificaci6n,  proteger de  la  degradaci6n  proteolitica y

promover   el   plegamiento   correcto   de   las   proteinas   de   fusi6n   (Baneyx,   1999),   pero   la

caracteristica  mss  importante  por  la  cual  se  escogi6  este  plasmidio,  es  la  notable  capacidad

para mejorar la solubilidad de la proteina fusionada (Kapust y Waugh,1999).

El gen malE presenta una escisi6n en la secuencia sefial de la proteina MBP, lo que resulta en la

expresi6n  citoplasmatica  de  la  proteina  de  fusi6n.  Esta  fusi6n  permiti6  la  obtenci6n  de  la

proteina  de  forma  soluble,  lo  cual  no  fue  posible  obtener  al  utilizar  el  vector  pET28a  como
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vector de expresi6n. Adem5s,  se  logr6  una  rapida y facil  purificaci6n  de  la  proteina  fusionada

(Figura 12) mediante la utilizaci6n de una columna de afinidad a maltosa.

El  vector  de   expresi6n   pET28a   posee   el   sitio   de   mdltiple   clonamiento   rio   abajo   de   una

repetici6n de aminoacidos de  Histidina  lo que genera  una fusi6n  His en el extremo  N-terminal

de la  protefna de interes.  Esta fusi6n permiti6 la   identificaci6n de la  proteina de inter6s en un

western  blot mediante la  utilizaci6n  de  un  anticuerpo  comercial anti-His (Figura  14) y ademas

permitira en trabajos futuros la purificaci6n de la proteina de fusi6n. mediante una columna de

afinidad a niquel.

4.3     Expresi6n de las proteinas recombinantes a partir de los vectores PMAL-zdsl y

PMAL-Icybl y purificaci6n de la proteina ZDS1-MBP.

La   protefna  de  fusi6n   LCYB1-MBP,   no   se   pudo   obtener  a   partir  de  extractos   bacterianos

inducidos.  Esto  pudo  deberse   a  una  serie de factores tales como  concentraci6n  del  inductor,

temperatura a  la cual se efectu6 Ia inducci6n, tiempo de inducci6n, densidad 6ptica del cultivo

al momento de agregar el inductor, entre otras. Por lo que se espera que al cambiar alguna de

estas condiciones o  incluso variando el medio de cultivo se pueda obtener alguna  colonia  que

exprese la proteina de inter6s.

Por el contrario, se obtuvo una gran cantidad de   la  proteina ZDS1-MBP purificada mediante la

utilizaci6n  de  una  columna  de  afinidad  a  maltosa  (Figura  12,  carriles  4  y  5).  La  protefna  de

fusi6n ZDS1-MBP, presente en la fracci6n enriquecida, tuvo suficiente pureza para la obtenci6n

de anticuerpos policlonales en ratones y no fue necesaria la obtenci6n de la proteina pura. Ello

se debe  a  que  para  aumentar la  respuesta  inmune de  los  ratones  la  protefna se  inyecta junto
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con un adyuvante, el cual hace mss efectiva y potencia la respuesta inmune del rat6n y permite

la obtenci6n de mayores cantidades de anticuerpos especificos (Azuma,1992).

Los  ratones fueron  inmunizados con  la  proteina  sin  presencia  de agente desnaturante,  por lo

que en el suero de  los ratones inmunizados se encontraran anticuerpos que reconozcan tanto

una  secuencia  aminoacfdica  correlativa  (por ejemplo,  los  aminoacidos  1,  2,  3,  4,  5,  6,  7 y   8)

como  anticuerpos  que  reconozcan  una  estructura  de  aminoacidos  que  no  necesariamente se

encuentran  correlativos  presente  en  la  conformaci6n  nativa  de  la  protefna.  Sin  embargo,  la

detecci6n de los anticuerpos policlonales se realiz6 en condiciones desnaturantes por lo que se

detectaran    s6lo    aquellos   anticuerpos    que    reconozcan    una    secuencia    de    amino5cidos

correlativos y  no  una  estructura  presente en  la  conformaci6n  nativa  de  la  protefna.  Debido  a

esto, no es necesario comprobar que  las proteinas se encuentren activas o en su conformaci6n

nativa   ya   sea   para   la   inmunizaci6n   de   ratones  como   para      realizar   la   detecci6n   de   los

anticuerpos policlonales.

Es  importante  recalcar  que  en  el  suero  de  los  ratones  inmunizados tambien  se  encontraran

anticuerpos policlonales que reconozcan estructuras presentes en la conformaci6n nativa de la

proteina, lo que permitira el reconocimiento de la protefna en geles en condiciones nativas.
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4.4     Expresi6n  de  la  protel'na  recombinante  ZDS1-HIS  a  partir  del  vector   pET28a-

zdsl

Los  ratones fueron  inyectados con  la  proteina  de fusi6n ZDS1-MBP y por ello  pudiesen  haber

generado  anticuerpos  contra  epitopes  presentes tanto  en  la  proteina  ZDsl  como  en  la  MBP.

Para  realizar  la  detecci6n  de  los  anticuerpos  policlonales  para  ZDsl  fue  necesario  idear  un

sistema de detecci6n en el cual no este presente la proteina MBP para asf poder discriminar los

anticuerpos anti-ZDsl de los anti-MBP presentes en el suero de los ratones inmunizados.

Es  crucial  realizar  una  correcta  detecci6n  de  los  anticuerpos  presentes  en  el  suero  de  los

ratones inmunizados, ya que se pueden obtener resultados de falsos positivos generados por la

detecci6n  de  anticuerpos  anti-MBP  lo  que  IIevaria  a  conclusiones  err6neas  o  al  fracaso  de

futuros experimentos, tales como no  poder detectar la  proteina ZDsl en extractos de hojas o

ra{z de Daucus carota.

Es  por esta  raz6n  que  se  utiliz6  el vector de  expresi6n  pET28a-zdsl  para  obtener  la  proteina

ZDsl sin  la fusi6n  MBP y poder realizar la  detecci6n de  los anticuerpos  policlonales anti-ZDS1.

La  expresi6n  de  la  proteina  ZDS1-His se  realiz6  en  el  sistema  E.co//. BL21(DE3)/pET28a-zdsl,  el

cual   permite  la  obtenci6n  de  grandes  cantidades  de  protefna.   Las  c6lulas  E.co//.  BL21(DE3)

presentan  integrado en su genoma  el gen codificante para  la enzima T7RNApolimerasa  bajo  la

regulaci6n  del  promotor  Lacuv5,  el  cual  es  inducible  por  IPTG.  Al  agregar  IPTG  al  medio  de

cultivo, este actda en dos niveles; (a) al unirse al promotor Lacuv5 activandolo y permitiendo la

expresi6n   de   la   enzima  T7   RNA  polimerasa  y  (b)   al   unirse  al   promotor  del   represor  Lacl

presente  en  el  vector  pET28a  inhibiendo  la  producci6n  de  la  proteina  represora  LAC  I.  Esto

permite  el  reconocimiento  del  promotor T7  presente  en  el  vector  de  expresi6n  pET28a  por
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parte  de  la  T7  RNA  polimerasa  generando  la  traducci6n  del  gen  rio  abajo  del  promotor y  la

posterior expresi6n  de  la  proteina  de fusi6n ZDS1-His.  La T7  RNA polimerasa  posee  una  gran

afinidad y una muy alta especificidad por el promotor T7, por lo que se une muy fuertemente al

promotor  generando grandes cantidades de proteina recombinante.

El  problema  es  que  este  sistema  es  muy  sensible  a  la  presencia  del  inductor  y  pequefias

concentraciones de 6ste generan grandes cantidades de  proteina y no  permite una  regulaci6n

muy fina en  los niveles de inducci6n.  Esto ocasiona  que en  la  mayoria  de los casos la  proteina

se encuentre formando  agregados insolubles de proteinas, llamados cuerpos de inclusi6n. Este

fue  el  caso  de  la  protei'na  ZDS1-His,  la  cual  se  encontr6  en  la  fracci6n  insoluble  (``pe//et"  del

sonicado) (Figura 13). Estos agregados proteicos se forman cuando se someten a las bacterias a

un estr6s celular, tal como el que se da cuando las forzamos a  producir grandes cantidades de

una   proteina   de   inter6s.   Como   consecuencia   de   este   estr6s   las   proteinas   que   se   van

produciendo  se  acumulan  en  estos  agregados  insolubles  y  generalmente  se  encuentran  de

forma   inactiva,   lo   que   no   permite   su   inmediata   utilizaci6n   siendo   necesario   realizar   la

solubilizaci6n  de  los  agregados  proteicos  utilizando  agentes  desnaturantes tales como  urea  o

cloruro   de   guanidinio   y   la   posterior   dialisis   del   medio   para   disminuir   gradualmente   la

concentraci6n   de   los   agentes   desnaturantes,   esperando   que    la   proteina   adquiera   su

conformaci6n nativa y activa (O'Callaghan y col., 1998)

Debido  a  que  ZDS1-His  form6  cuerpos  de  inclusi6n,  no  fue  factible  de  usarla  para  generar

anticuerpos en  los  ratones pero  se  utiliz6  para  realizar geles de  poliacrilamida  en  condiciones

desnaturantes  (SDS-PAGE)  para  la  detecci6n  de  los  anticuerpos  policlonales  (generados  con
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ZDS1-MBP)  mediante  Western  blot,  para  lo  cual  tampoco  fue  necesario  que  la  proteina  se

encontrara en su forma nativa o activa.

4.5     Wesrem b/ofanti His yanti-ZDS1.

EI  Western  blot  anti-His  se  realiz6  para  corroborar  la  expresi6n  de  la  proteina  recombinante

ZDS1-His  en  la  fracci6n  insoluble  de  las  c6lulas  inducidas  (Figura  14,  carril  3),  lo  que  permiti6

utilizar  dicha  fracci6n  para  seleccionar  los  sueros  de  ratones  inmunizados  que  presentaron

anticuerpos anti-ZDsl y descartar aquellos que no presentaron anticuerpos de inter6s.

Luego  de  confirmar  la  expresi6n  y  presencia  de  la  proteina  ZDsl  en  las fracciones  de  celulas

inducidas  (pET28a  ZDS1-His),  se  realiz6  el  Western  blot  anti-ZDsl  en  el  cual  se  detect6  la

presencia    de   anticuerpos   policlonales   anti-ZDsl   en   el   suero    de   ratones   inmunizados,

obteni6ndose bandas del tamafio esperado de 63  KDa aproximadamente para las fracciones de

c6lulas  inducidas y  para  la  fracci6n  insoluble  (Figura  15,  carriles  2  y 3).  En  estas  muestras   se

observaron      bandas   de   menor   peso   molecular   (<63   KDa)   las   cuales   pueden   deberse   al

reconocimiento   de   fragmentos   de   la    protefna   ZDsl   generados   por   la   degradaci6n   o

rompimiento  de  la  proteina  en  alguna  etapa,  debido  a  los  fuertes  tratamientos  a  los  cuales

fueron sometidas las muestras (sonicaci6n, desnaturaci6n por temperatura y centrifugaciones).

Tambi6n  puede  deberse  a   la   uni6n  de  anticuerpos  presentes  en  el  suero  de  los  ratones

inmunizados que  reconocen  epitopes  bacterianos.  No se observ6  ninguna  banda en el control

negativo lo que indica que  los anticuerpos policlonales son especificos para la proteina ZDS1.

Dcrucus ccrroro   es la tinica especie vegetal en la cual se han descrito dos genes zds (Just y col.,

2007).  Los  genes  zdsl  y  zds2  presentan  un  87,9%  de  identidad  nucleotidica    y  un  910/a  de

identidad   aminoacidica,   encontrandose   regiones   de   hasta   70   aminoacidos   con   100%  de
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identidad. Debido a esta gran similitud entre ambos genes es que se espera que los anticuerpos

policlonales obtenidos en este seminario de titulo reconozcan tanto a la protefna ZDsl como a

la   proteina      ZDS2.   Tambi6n   esperamos   que   los   anticuerpos   policlonales   obtenidos   sean

especificos para las ZDS de zanahoria y no reconozcan eficientemente las ZDS de otras especies

vegetales,  esto  debido  a  que  en  nuestro  laboratorio  se  probaron  mediante  Western  blot

anticuerpos anti-PDS de tomate  (Iycopersicon esculentum)  (facilitados por el  Dr.  Marcel  Kuntz

del   laboratorio   de  Gen6tica   Molecular  de   plantas  de   la   Universidad  J.Fourier,   Francia)  en

extractos  de  protefnas  totales  de  hojas  y  frutos  de  tomate  y  en  hoj.as  y  raiz  modificada  de

Dcrucus   ccrrotcr     y   s6lo   se   obtuvieron   bandas   del   tamafio   esperado   en   las   extracciones

correspondientes  a  tomate  (resultados  no  mostrados).  Cabe  sefialar  que  las  enzimas  PDS  de

tomate  y  zanahoria  comparten   una   identidad  aminoacidica  de  79%  y  aun  con  esta  gran

similitud no se obtuvieron bandas del tamafio esperado.

Los anticuerpos  policlonales anti-ZDsl obtenidos en este seminario  de titulo fueron  probados

mediante    Western  blot  utilizando  extracciones  de  proteinas  totales  a  partir  de  hojas y  rafz

modificada de plantas silvestres de Dcwcus carofcr, en donde se observ6 la banda de inter6s de

63KDa  correspondientes  a  las  proteinas  ZDS  de  zanahoria  en  todas  las  etapas  de  desarrollo

(Flores, 2011). No fue posible realizar los western blots a partir de extracciones de proteinas de

las   plantas  silenciadas  para   el  gen   zds2  ya   que   no  se  contaba   con   el   material   biol6gico

suficiente para realizar las extracciones de dichas lineas transg6nicas.

Ademas se realizaron Western blots anti-ZDsl utilizando las extracciones de proteinas de hojas

de tabacos transg6nicos los cuales sobreeexpresan  la enzima ZDsl de zanahoria,   en donde se

observ6  Ia  banda  de  inter6s  en  plantas  transg6nicas  y  su  ausencia  en  las  extracciones  de
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proteinas  de  plantas  silvestres  de tabaco  (Flores,  2011).  Estos  resultados  nos  indican  que  los

anticuerpos policlonales obtenidos en este seminario  de titulo son especificos para  las ZDS de

zanahoria y no reconocen eficientemente las ZDS de otras especies vegetales.

En  este  seminario  de  titulo  se  obtuvieron  4  vectores  de  expresi6n,  correspondientes  a  los

vectores  pET28a-zdsl,  PMAL-zdsl,  pET28a-Icyb  y  PMAL-Icyb.  Para  estos  dos  dltimos  no  se

obtuvo expresi6n de las protefnas recombinantes en E.co//., por lo que se espera que analizando

nuevas colonias y/o cambiando las condiciones de inducci6n se logre obtener la expresi6n de la

proteina  LCYB-MBP  de  manera  soluble y su  posterior  purificaci6n  mediante  una  columna  de

afinidad  a  maltosa  para  la  inyecci6n  de  ratones con  el fin de obtener anticuerpos  policlonales

anti-LCYB. Con  el vector de  expresi6n  pET28a-Icyb se  pretende   obtener la  proteina  de fusi6n

LCYB-His,  con  la  cual  se  detectaran  los  sueros  obtenidos  a  partir de  los  ratones  inmunizados

con la proteina recombinante LCYB-MBP.
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5  LOGROS

•      Se logr6 amplificar los genes zdsly lcybl a partirde cDNAde hojas de Dcrucus ccrrorcr  y

clonarlos en el vector pCR8, obteniendo las construcciones pCR8-zdsl y pCR8-lcybl.

•      Se obtuvieron exitosamente  las construcciones de expresi6n  pET28a-zdsl,  PMAL-zdsl,

pET28a-lcybl  y  PMAL-lcybl,  Iogrando  la  primera  parte  del  objetivo  principal  de  este

seminario de titulo.

•      Se  logr6  expresar  de  manera  soluble  la  proteina  de  fusi6n  ZDS1-MBP  utilizando  el

sistema  de expresi6n  I.co//. BL21(dE3)/PMAL-zdsl,  la  cual fue  inyectada  a  ratones con

el fin de producir anticuerpos policlonales anti-ZDS1.

•      Se  logr6  expresar  la  proteina  de  fusi6n  ZDS1-His  utilizando  el  sistema  de  expresi6n

E.co//.  BL21(dE3)/pET28a-ZDS1,  en  el  cual  se  obtuvo  la  proteina  ZDS1-His  formando

cuerpos de inclusi6n.

•      Se desarroll6 exitosamente un sistema  de detecci6n   para  los anticuerpos policlonales

anti-ZDsl   presentes   en   el     suero   de   ratones   inmunizados,   utilizando   la   fracci6n

insoluble que contenia la proteina ZDS1-His, mediante la t6cnica de Western blot.

•      Se   logr6   obtener   anticuerpos   policlonales   anti-ZDsl   de   dos   sueros   de      ratones

inmunizados,   logrando   asi   completar   exitosamente   el   objetivo   principal   de   este

seminario de titulo.
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6   PROYECCIONES

Este seminario de titulo se enmarca  en  un  proyecto de  investigaci6n  de  la  ruta  de sintesis de

carotenoides en Dcrucus cc}rofcr, en el cual se han determinado mediante PCR en tiempo real Ios

niveles  de  los  diferentes  mRNAs  de  los  genes  involucrados  en  esta  ruta  de  sintesis.  Se  han

obtenido plantas trang6nicas silenciadas para diferentes genes, entre ellos para   los genes zds2

y  lcybl.  Ademas,   se  desarrollaron  plantas  transgenicas  de tabaco  que  sobreexpresan  el  gen

zdsl de Dciucus ccrrorcr, ya que  no fue posible la obtenci6n de plantas de zanahoria silenciadas

para dicho gen. Todas estas investigaciones se han  realizado para  determinar la  importancia e

incidencia  de  la  expresi6n  de  un  determinado  gen  en  la  ruta  de  sintesis y para  identificar los

mecanismos regulatorios de la ruta, con el fin de realizar alguna correlaci6n entre los niveles de

transcritos, niveles de las enzimas involucradas y la acumulaci6n de carotenoides en diferentes

tejidos.
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8  ANEXO
1  atggccgccgcttcttcgtctttgtattttccggccactttcacc

M      A      A      A      S      'S      S      1]      Y      F      P      A      T      F      T
4 6  gctgattctccctctttctcgttctccgctcggcgaccctttaag

ADSPSFSFSARRPFK
91  cccaagaggatgatgttgcttgttcgctccgatttggatcaaaat

PKRMMLLVRSDLDQN
136  gtttccgacatgagctcaaatgctccgaaagggttatttccgccg

VSDMSSNAPKGLFPP
181  gaacctcagctttatcgtggaccgaagctaaaagtggctattata

E      P      Q      L      Y      R      G      P      K      Ij      K     V     A      I      I
22 6  ggagctgggcttgcgggaatgtctaccgctgttgagcttctagat

G      A      G      L      A      G      M      S      T      A      V      E      Ij      L      D
271  cagggccacgaggtggatatatatgaatcaaggccttttattggt

QGHEVDIYESRPFIG
316  ggaaaagtgggttctttcactgataaacgcggaaatcatatagaa

GKVGSFTDKRGNHIE
361  atgggacttcatgtattctttggtcgctacaataatcttttccgt

MGLHVFFGRYNNLFR
406  ctcttgaaaaaggttggggctgataaaaatcttctcgtgaaggag

LLKKVGADKNLLVKE
451  catactcacacttttgtaaacaaagggggtgaaattggtgagctt

HTHTFVNKGGEIGEL
4 96  gattttcgtttcccagttggagcaccattacacggcataaatgca

DFRFPVGAPLHGINA
541  tttctgactaccaatcagctcaagacttatgataaagcaagaaat

FLTTNQLKTYDKARN
58 6  gctgtagcccttgcccttagtccagttgtgcgggcacttgttgat

AVALALSPVVRALVD
631  ccagatggcgcaatgaaggacatacgaaatctggataatataagc

PDGAMKDIRNLDNIS
67 6  ttttctgaatggttcttgtctaaagggggaacgcgaaagagtatt

FSEWFLSKGGTRKSI
721  cagagaatgtgggatcctgttgcttatgctctcgggtttattgac

QRMWDPVAYALGFID
7 66  tgtgataacatgagtgctcgttgtatgctcacgattttctcattg

C       D      N      M      S      A      R      C`      M      L      T       I       F      S       L
811  tttgccactaaaacagaagcatcccttttgcgcatgcttaaaggt

F      A      T      K      T'     E      A      S      L      L      R      M      L      K      G
856  tctccagatacttatttaagtgggcccattcgagactacattaca

SPDTYLSGPIRDYIT
901  cagaaggggggcaggttccatctcaggtggggatgccgagaaatt

Q      K      G      G      R      F      H      L      R      W      G      C      R      E       I
94 6  ctttatgaaaaatctagtgatggacagacatacatttcaggcatt

L      Y      E      K      S      S      D      G      Q      T      Y      I      S      G      I
991  gccatgtccaaggcaactcaaaagaaaatcgtaaaagcagatgcc

AMSKATQKKIVKADA
1036  tacgtcgcagcatgcgatgtccctggaatcaaaagattattaccc

Y      V     A     A      C      D      V      P      G      I      K      R      L      Ij      P
1081  tcacagtggagagagtgggagttcttcgacaatatctacaaacta

SQWREWEFFDNIYKL
112 6  gttggtgttcctgttgtcacagtacaacttagatacaatggctgg

VGVPVVTVQLRYNGW
1171  gttacagagatgcaagatctagaaaagtcaaggcaactgaggcaa
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VTEMQDLEKSRQLRQ

1216  gcagcaggattggataatctcctttataccccagatgcagatttc
AAGLDNLLYTPDADF

1261  tcttgttttgctgacttagctcttgcatctccagaagattactat
SCFADLALASPEDYY

1306  cttgagggtcaaggctcgttactccaatgtgtgctcaccccaggc
LEGQGSLLQCVLTPG

1351  gatccctacatgcctctaccaaatgatcaaatcatagagagagtt
DPYMPLPNDQIIERV

1396  accaagcaggttttgactttgttcccatcctctcaaggcctggaa
TKQVLTLFPSSQGLE

1441  gttacatggtcatcagttgtgaagattgcgcagtcattataccgt
VTWSSVVKIAQSLYR

1486  gaggggcctggtaaagatccttttagacctgatcagaagacccct
EGPGKDPFRPDQKTP

1531  gtgggaaactttttccttgctggctcatatacgaagcaggattat
VGNFFLAGSYTKQDY

1576  atagacagtatggaaggtgcaactctttcaggtaggcaagcttct
IDSMEGATLSGRQAS

1621  gcctacatttgtgatgctggagaagaattaacgaccttgcgaaaa
AYICDAGEELTTLRK

1666  acaattgcttcaatcgactccaacacacctacagaagctgagtta
TIASIDSNTPTEAEL

1711   acccttgtctga   1722
TLV*

Anexo  1:  Secuencia  obtenida  para  el  gen  zdsl  de  Dowcus caroto y  traducci6n  in-silico.  Se
resalta   el   cod6n   de   inicio    (atg)   y  el   cod6n   de   t6rmino    (tga)    de   la   traducci6n.

Tambi6n  se  resalta  el  cod6n(cgc)   que  origina  un  cambio  en  el  aminoacido  C  129  R,  en

relaci6n  a  la  secuencia  descrita  en  la  base  de  datos.  Esta  secuencia  se  obtuvo  mediante  la

secuenciaci6n de tres clones diferentes que portaban el vector pCR8-zdsl y se obtuvieron dos

secuencias  para  cada  uno  de  los  clones.  Las  seis  secuencias  obtenidas  presentaron  la  misma

mutaci6n antes descrita.
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