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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos isoprenoides lipídicos sintetizados por iodos

los organismos fotosintéticos y también por algunas bacterias, levaduras y áf¡dos. En

las plantas, estos compuestos son sinletizados en los plastidios y son esenciales en

procesos como la fotosíntesis, la fotoprotección y la síntesis de fitohormonas. En los

animales, los carotenoides actúan como moléculas ant¡oxidantes y tamb¡én como

precursores de vitamina A cuando se incorporan en la dieta. Actualmente, la ruta de

biosíntes¡s de los carotenoides está bien caracterizada y es altamente conservade en

plantas, donde se han identificado las enzimas más importantes de esta vía. Hasta la

fecha, se sabe que el principal mecan¡smo regulador de la ruta carotenogénica se

produce a nivel transcripcional, donde factores activadores como la luz y el desanollo

tienen un efecto d¡recto en la aclivación de la expresión génica carotenogénica .

La licopeno p-ciclasa (LCYB) es una enzima clave impl¡cada directamente en la

síntesis de los carotenoides q-caroteno y B-caroteno a través de la ciclación de

licopeno. En Daucus carota (zanahotia), el modelo de estudio utilizado en nueslro

laboralorio, los carotenoides se producen tanto en las hojas como en las raíces de

reserya, siendo en esle último órgano donde se acumulan las más altas cantidades de

q-caroteno y B-cároteno. En algunas plantas modelo, la presencia de diferentes

isoformas de los genes carotenogénicos está asociada a una función órgano-

específica. D. carota alberga dos genes Lcyó: DcLcybl y DcLcyb2 de los cuales

DcLcyb2 se expresa pr¡ncipalmente en las raíces de almacenamiento de plantas

adultas de zanahoria, en correlación con los n¡veles más altos de carotenoides

detectados en esta etapa del desarrollo.
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En este trabajo, mostramos que DoLCYB2 se localiza en los cloroplastos, y que

es una enzima func¡onal, como se demuestra por complementac¡ón heteróloga en

Escherichia coll y medianle la expresión estable en Nicotiana tabacum (tabaco)- Se

observó que las plantas transgénicas con los niveles más altos de DcLcyb2

incrementaron los niveles de B-caroteno, carotenoides totales y clorofila en las hojas,

sin embargo no se observaron cambios sign¡ficativos en el contenido o en la

mmposición porcentual de los carotenoides totales. Med¡ante el uso de pCR

cuantilat¡vo también se determinó el efecto de la sobreexpresión de DcLcyb2 en los

n¡veles de expresión de tres genes endógenos carolenogénicos claves (Ntpsyl, Ntpsy2

y Ntlcyb) en líneas de tabaco transgénicas. Se observó un efeclo aclivador del gen

DcLcyb2 en dos de los genes estudiados (Ntpsyl y Ntpsy2),lo que sugiere un efecto

regulador de este gen en la ruta de biosíntesis de carotenoides en tabaco mediante

mecanismos de retroalimentac¡ón a nivel transcripcional.

Nuestros resultados demostraron la funcionalidad in vivo del gen DcLcyb2 en la

planta modelo Nicotiana tabacum indicando su importancia tanto en la expresión de

genes carotenogénicos como en la acumulación de carotenoides.
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ABSTRACT

Caroteno¡ds are lipidic isopreno¡d compounds synthesized by all photosynthetic

organisms and also by bacteria, yeasts and aphids. ln planls, these compounds are

synthes¡zed in plastids and they are essenl¡al in these organ¡sms due to their role in

processes like photosynthesis, photo-protection and hormone synthesis. ln animals,

they act as antioxidant molecules and also as vilamin A precursors when they are

incorporated in the diet. The carotenogenic pathway as well characlerized and highly

conserved ¡n plants, and the most important enzymes of the pathway have been

identif¡ed. To date, ¡t is known that the major regulatory mechanism occurs al the

transcriptional level where activat¡ng factors such as light and development have a

direcl effect in the act¡vation of carotenogenic gene expression.

Lycopene b-cyclase (LCYB) is a key enzyme ¡nvolved directly in the synlhesis of

ü-crrotene and p-carotene through the cycl¡zation of lycopene. Caroteno¡ds are

produced ¡n both canot (Daucus carofa) leaves and reserve roots, and high amounts of

s-carotene and p-carotene accumulate ¡n the latter. ln some plant models, the

presence of dífferent isoforms of carotenogenic genes ¡s associated with an organ-

specific function. D. carota harbors two Lcyá genes, of which DcLcyb2 is ma¡nly

expressed in storage roots of adult car.ot plants, correlating with the highest carotenoid

level at this stage of development. ln this work, we show that DcLCYB2 is localized in

the plastid and that it is a functional enzyme, as demonstrated by heterologous

complementat¡on in Escher¡ch¡a col¡ and stable expression in Nicotiana tabacum

(tobacco). Transgenic plants with higher ¡evels of DcLcyb2 had incremented levels of p-

carotene, total carotenoids and chlorophyll in leaves, although no significant changes in

carotenoid content and c¡mposition pattern were observed. ln addition, we determined
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the effects of overexpression of DcLcyb? on the expression levels of three key

endogenous carotenogenic genes (Nfpsyl, Ntpsy2 y Ntlcyb) ia transgen¡c lobacco lines

by using quant¡tafive PCR. We observed an activat¡ng elfed of DcLcyb2 gene for two of

these genes in the lines (Ntpsyl, Ntpsy2), suggesting a regulatory effect of this gene in

the biosynthetic pathway of carolenoids ¡n tobacco through feedback mechanisms at

the tránscr¡pt¡onal level.

Our results proved the in v¡vo funclionalily o¡ DcLcyb2 gene in this plant model

and also they showed the importance of this gene in carotenoid gene expression and

accumulat¡on in tobacco leaves.
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INTRODUCCIÓN

1.1 Características, función y biosíntesis de los carotenoides.

Los carolenoides son compuestos isopreno¡des de naturaleza lipídica

sintetizados por todos los organ¡smos fotosintéticos (plántas y algas) y también por

algunas bacterias, levaduras, hongos y áfidos (Velayos y col-, 2000; Iniesta y col.,

2008; Moran y Jarvik, 2010).

Actualmenle, se han descrilo más de 750 carotenoides eslructuralmente

distintos (Giorio y co|.,2007), los cuales se subdividen en dos grandes grupos: los

carotenos, que cont¡enen solo átomos de carbono e hidrogeno y las xantofilas, que

poseen además sustituyentes oxigenados.

Los carotenoides son pigmentos que derivan de la condensación de varias

unidades ¡soprénicas de cinco carbonos formendo moléculas de cuarenta carbonos,

que contienen hasta 15 enlaces conjugados (Taylor y Ramsay, 2005; Giorio y col.,

2007; Armstrong y Hearts, 1996).

La presencia de numerosos enlaces conjugados les confiere d¡stintas

características, por ejemplo, la de actuar como cromóforos (parte de una molécula

capaz de absorber luz y generar color), los cuales confieren colores distint¡vos, en el

rango del amarillo al rqo, en aquellos organismos que producen o acumulan estos

polienos. AI ser p¡gmentos coloreados, en plantas, los caroteno¡des se evidencian en

las ra íces de reserva, los frutos y las flores, donde facilitan la polinización (Armstrong y

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

clorofila.



La cantidad y configuración de los dobles enlaces coniugados dentro de la

estruclura de cada carotenoide, así como la presencia y tipo de ciclación en sus

extremos, también conf¡eren a estos compuestos propiedades de absorción de fotones

en las longitudes de onda del color azul.

Estos pigmentos part¡cipan en procesos fisiológicos esenciales como la

fotosÍntes¡s, donde captan la energía lumínica de diversas longitudes de onda en los

complejos cosechadores de luz de los fotosistemas, abarcando un rango espectral de

absorción entre 450 y 550 nm. Esta energía lumÍnica es transferida a la clorofila

durante la fotosíntesis (Britton, 1995; Schmid,2008). Otras funciones que dan cuenta

de la importancia de los caroteno¡des en la naturaleza son: 1) Actúan como

antioxidantes afectando procesos oxidat¡vos en s¡stemas biológicos mediante la

eliminación de rad¡cales libres. La resonancia de los elecirones a lo largo del esqueleto

carbonado en una molécula de caroteno¡de, permife la absorción de los elec{rones

desapareados de las moléculas rad¡calar¡as (Britton, 1995; Britton, 1998; Nelson y col.,

2003). La actividad aniioxidante de los carotenoides está dada por mecan¡smos tanto

de reducción como de oxidación. La mayoría de las espec¡es react¡vas de oxígeno

(ROS), tales como los rad¡cales hidroxilo, son reducidas por B-caroteno, m¡enlras que

en casos como el del anión superóxido, éste es eliminado ef¡c¡entemente mediente

oxidación por astaxantina (Skibted, 2012). En particular, los carotenoides generan un

alto nivel de prolecc¡ón fotoox¡dativa contra los efectos del singlete de oxigeno, del

radical superóxido y del triplete exc¡tado de clorofila producidos en los centros de

reacción del fotosistema ll como consecuencia de la fotosÍntesis (Armstrong y Hearts,

1996; Cunn¡ngham y Gantt, 1996; G¡orio y col., 2007; Takano y col., 2005; Telfer, 2005)

2) Los carotenoides también particapan en la d¡s¡pación térmica del exceso nocivo de

energía lumínica dirigida a los centros de reacción fotoquímicos a través del ciclo de



las xantófilas (Demmig y col., 1987). Varios ¡nvestigadores han demostrado que los

carotenoides zeaxantina y luteína desempeñan papeles críticos en la disipación

térmica. Por ejemplo, se ha observado una fuerte correlación entre la disipación

térmica y la acumulación de zeaxantina en una variedad de plantas (Demmig-Adams y

col., 1996). 3) Adicionalmente, los carotenoide§ son precursores en la síntesi§ de

fitohormonas tales como las estrigolactonas, involucradas en procesos de

morfogénesis (Gómez-Roldán y col.,2008), y el ácido abscísico (ABA), asociado a

procesos de regulación de la dormancia y germinación de semillas, así como a la

adaptación amb¡ental de plantas (Raghavendra y col., 2008).

En mamíferos, algunos carotenoides (É -caroteno, o -caroteno, cripioxantina)

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

proceso reduct¡vo. Este mecanismo es clave, considerando que los mamíferos son

incapaces de sintetizar vitamina A de novo. Tampoco cuentan con la capacidad de

s¡ntet¡zar caroteno¡des de novo y su capacidad para modificarlos es limitada (Bhosale

P y Bemste¡n, 2004. Por lo tanto, es esencial la incorporación de carotenoides en la

dieta mediante el consumo de vegetales ricos en ellos tales como zanahorias, zapallos,

tomates, enire otros.

El B-caroteno, por ejemplo, posee 11 dobfes enlaces conjugados y ciclaciones p

en sus extremos, lo que le confiere una coloración naranja ¡ntensa, además de ser uno

de los carotenoides con mayor acl¡v¡dad prov¡tam¡na A (El-Agamey y col., 2004; Giorio

y col., 2007). La v¡tam¡na A cumple a su vez funciones esenciales en la formación de

los dientes, tejidos sanos, piel, mucosas y en el funcionamiento de la retina (Fraser y

Bramley, 2004; Krinsky y Johnson, 2005; DellaPenna y Pogson,2006; Cazzonelli y col.,

2010). Debido a su reconocida capacidad antiox¡dante, el consumo de alimentos ricos
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en carotenoides (por ejemplo el licopeno, la luteína y la zeaxant¡na) ha sido asociado a

la prevención y reducción del daño cGlular y por cóns¡guiente, a una reducción de las

probabilidades de desanollar ciertos tipos de cáneer, enfermedades degenerativas y

vasculares además de problemas visuales (Breimer, 1990; Esterbauer y col-, '1992;

Mayne, 1996; Rao y Rao, 2007; Snodderly, 1995; Tanumihardjo y Yang,2005).

1.2. Ruta de biosíntesis de los carotenoides.

En las plantas, Ia biosíntesis de los carotenoides ocurre en los plastidios

(cloroplastos y cromoplastos) de las células vegetales a part¡r de la unión cola-cola de

dos moléculas de geranil geranil pirofosfato (GGPP), mediada por la enzima fitoeno

sintasa (PSY) (Figura 1) para producir fitoeno. Luego ocurren cuatro desaluraciones

segu¡das, llevadas a cabo por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y (-caroteno

desaturasa (ZDS), con la finalidad de extender las ser¡es conjugadas de dobles

enlaces. El fitoeno sufre así cuatro desaturaciones sucesivas, que resultan en la

formación secuencial de fitoflueno, z-caroteno, neuroesporeno y por último licopeno, de

color rojo (Figura 1, Cunningham y Gantt, 1998). Junto con estas desaturaciones

ocurren además isomerizaciones a part¡r de la actividad de las enzimas lsomerasa de

carotenoides (CRTISO) y (-Caroteno lsomerasa (Z-¡SO), donde se produce la

formación de all-trans{icopeno, conf¡guración estable y clave para las subs¡guientes

ciclac¡ones.

Luego de la formación del licopeno, la ruta carotenogénica se divide en dos

ramas principales: 1) Da lugar a la síntesis de p-Garoteno mediante la ciclación de

ambos extremos de la molécula de licopeno y es llevada a cabo por la enz¡ma licopeno

B-ciclasa, LCYB, y 2) conducente a la generac¡ón de s-caroteno, a través de la
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ciclación de un extremo de la molécula de licopeno med¡ante LCYB y del otro extremo

lineal libre mediante la enzima licopeno s-ciclasa, LCYE (Cunningham y Gántt, 199E).

Posteriormente, el P-caroteno es hidroxilado a zeaxantina, la cual es epoxidada a

compuestos como la neoxantina para generar finalmenle el ácido abscísico (ABA). Por

otro lado, la hidroxilación de q-caroteno da lugar a la formación de luteína'

Dadalavitalimportanciadeloscarotenoidesenplantasyenanimales,la

regulación de su síntesis ha sido ampliamente estud¡ada en las últimas décadas. Los

avances en esta área de estud¡o han permit¡do el descubr¡miento y caracterización de

la mayoría de los genes involucrados en la ruta de síntesis de los carotenoides

(Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham, 2OO2; Howitt y Pogson, 2006), lo que ha

permitido modificar la síntesis de éstos en diversos organismos' en especial en las

plantas(Aluruycol.,2008;Davuluriycol.,2004;D¡rettoycol',2007;Lamersycol',

2008; Shewmaker y col., '1999; Ye y col., 2000).
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F¡gura 1. Ruta de b¡osfntesis de los carotenoides en plantas. Diagrama simplifcado con las
principales enzimas y productos rnetaból¡cos de los caroteno¡des que son s¡ntet¡zados en
plantas y las enzimas implicadas en cada etapa. Todos los isoprenoides derivan del compuesto
isopentenil pirofostato (lPP) y su isómero, dimetilalilpirofosfato (DMAPP), los cuales son
sinteüzados a partir de vías metabólicas ¡ndependientes y compartimentalizadas. La ruta
carotenogénica de la fgura señala la síntesis del primer carotenoide de la ruta, el f¡toeno,
producto de la condensac¡ón de dos moléculas de geranil-geranil pirofosfato (GGPP), hasta la

síntesis de la ltohormona ácido abscísico (ABA). GGPS: Geranil-Geranil-Pirofosfato Sintasa;
PSY: Fitoeno Sintasa; PDS: Fitoeno Desaturasa; ZDS; (-caroteno Desaturasa; LCYB: Licopeno
g-C¡cfasa; LCYE: Licopeno €-C¡clasa; VDE: Violaxantina De-Epoxidasa; ZEP'. Zeaxanfrna
Epoxidasa; CCS: Capsantina-Capsorubina Sintasa. Esquema modifcado de Rodríguez-Villalón
y col., (2009).
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1.3, Síntesis y acumulación de carotenoides en organismos fotosintét¡cos,

Los plastidios, pr¡nc¡palmente cloroplastos y cromoplastos, son los organelos

que sintetizan y a¡macenan metabolitos de carotenoides (López-Juez y Pyke, 2005). La

síntes¡s de caroteno¡des de novo se produce en casi todos los tipos de plástidos

díferenciados en hojas, frutos, flores, raíces y semillas. El tipo y tamaño de plastidio

tienen efectos sign¡ficativos en la acumulación de caroteno¡des y en su estabilidad

(Hannoufa y Hossain, 2012; Li y Yuan, 2013). Cromoplastos son plastidios ricos en

caroteno¡des en el que varias subestructuras de lipoproteínas (por e¡emplo, glóbulos,

cristales, membranas, fibrillas y túbulos) secueslran carotenoides (Vishnevetsky et al.,

1999; Egea et a|,2010;. Li y Yuan,2013). Particularmente, las mutantes de tomate higfi

p¡gment (hp1, HP2 y HP3) tienen alto contenido de carotenoides debido al aumento en

el número y/o volumen de cromoplastos (Kolot¡lin y col.,2OO7; Galpaz y col, 2008;

Azar¡ y col, 2010; Enfissi y col.,2010). Por otra parte, la mutante de la col¡flor or,

sobre-acumula p-caroteno en cromoplastos en conformaciones de lámina, cinta, y

subestructuras de cristal, sin cambios sign¡ficativos en la expresión de la mayoría de

los genes carotenogénicos (Li y col., 2001; Lu y col., 2006). En los cloroplastos, las

membranas de los lilaco¡des y los plastoglobuli proporcionan a estos organelos una

mayor capacidad para secuestrar y almacenar los carotenoides que han s¡do

s¡ntel¡zados, lo que se traduce en la acumulac¡ón de altos niveles de carotenoides en

los tej¡dos verdes.

Otros plast¡dios acumulan diferentes niveles de carotenoides. En semillas de

trigo, por ejemplo, los amiloplastos que almacenan almidón acumulan luteína

(Hentschel y col., 2002; Howitt y col, 2009)- A su vez, los leucoplastos son plast¡d¡os

incoloros característicos de las células de raíces maduras, los cuales acumulan niveles
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trazas de neoxant¡na y v¡olaxanthin (Pany y Horgan, 1992). La falta de subestructuras

lipoproteicas aprop¡adas en estos plasiid¡os limita su capacidad de acumular y

almacenar carotenoides de manera s¡gnif¡cativa y estable (Li et al., 2012). Del mismo

modo, los etioplastos, precursores de los cloroplastos en plantas cultivadas en

oscuridad, tienen poca capacidad de biosíntesis y acumulación de carotenoides (Párk y

col., 2002: Toledo-Ortiz y col, 2010). Los carotenoides también están presentes en los

elaioplastos, plastidios especia¡izados en el almacenam¡ento de lípidos.

Estudios proteómicos de proteínas plastidiales y fraccione§ tilacoidales

demuestran además la relación entre la compos¡c¡ón de carotenoides y la biogénesis y

morfología de plastidios y la iranslocación de proteínas (Tzvetkova-Chevolleau y col.,

2007; Wang y col, 2013). La morfología de los plastidios y el desanollo son también

factores que afec{an a la retención de caroteno¡des. Anál¡sis microscópicos revelan que

un cambio en la arqu¡tectura de los cromoplastos está asociado con la composición de

carotenoides en una variedad de frutos de pimiento (Kilcrease y co|.,2013). Bai et al.

postulan que oraumenta los n¡veles de carotenoides mediante la reducción del umbral

de contenido de carotenoides necesario para activar la d¡ferenc¡aciÓn de los

cromoplastos (Bai y col., 2014).

Tanto la acumulación como le síntes¡s de carotenoides en los plastidios está

comandada por enzimas codificadas en genoma nuclear, las cuales luego de ser

sintetizadas son dirigidas como pre-proteínas a los plast¡dios, donde son procesadas

posiraduccionalmente. Por lo tanto, la secuencia polipeptídica de estas pre-proteínas

contienen un péptido de tránsito en la porción N- term¡nal. La longitud de cada pépt¡do

de tránsito es variable y no se han reportado secuencias consenso. En el caso de

enz¡mas carotenogénicas claves de la vía como PSY de frutos de tomate maduro, el

I



pépt¡do de tránsito es de aproximadamente 9kD, conespondiente a aproximádamente

80 residuos de aminoácidos (Misawa y col., 1994).

El núcleo de la ruta de biosíntesis de los carotenoides está compuesto por

aproximadamente 10 enzimas (Cuttriss y col., 2011). De acuerdo a estudios

proteóm¡cos en cloroplastos de Arabldopsis that¡ana (JoYad y col, 2009; Feno y col,

20lO), muchas de las enzimas de la ruta carotenogén¡ca se localizan exclus¡vamente

en las membranas de la envoltura (Figura 2), mientras que sólo unas pocas se

encuentran en las membranas de los tilacoides, como por ejemplo, aquellas enzimas

del ciclo de las xantofilas y la fitoeno desaturasa (PDS). Por otra parte, se ha descrito

que en cromoplastos de frutos de pimiento (Capsicum annuum) gran parte de las

enzimas carotenogénicas se local¡zan en los plastoglóbulos (Austin y col., 2006;

Ytterberg y col., 2006). Sin embargo, aún se desconoce la d¡stribución espacial de la

ruta de biosíntesis como una unidad que regule el patrón de distribuc¡ón de los

carotenoides en los plast¡d¡os (Shumskaya y col., 2O12).
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Figura 2. Esquema ilustrat¡vo de los complejos mult¡enzimát¡cos implicados en la

biosíntesis de caroteno¡des en cloroplastos de maí2, segl¡n Shumskaya y WurEel
(2013). Las proteÍnas sombreadas en gris no han sido localizadas exper¡mentalmente-

PG. Plastoglóbulo Globular, FPG: Plastoglóbulo Fibrilar, cR: cristales de cafotenoides

h¡potéticos. Leyenda en Figura 1.

se ha sugerido que los cambio§ en los niveles de carotenoides probablemente

desencadenan d¡fefentes mecanismos de regulación, dando como resultado la

activación de una cascada de señalización para generar respuestas adeptativas en la

élula (Nogueira y col., 2013). Sin embargo, aún se desconoce cómo una élula

vegetal desencadena diferentes mecanismos de regulación, Incluyendo la regulación

de la transcripción y la localizac¡ón proteínas junto con la organ¡zación estructural,

organelar y suborganelar, en orden a adaptar el contenido de carotenoides cuando

éste ha sido alterado.
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1.4 Regulación de la ruta carotenogénica en plañtas.

La regulación de ruta carotenogénica es muy compleja, dado los requerimientos

f,siológicos de: la germinación, el desarrollo fotomorfogénico, la fotosíntes¡s, el

desanollo de flores y frutos y en respuesta a diferentes estÍmulos ambientales (L¡ y col.,

2008; Welsch y col., 2000; Bramley, 2002; Rodríguez-Villalón y col., 2009 a y b).

La regulación puede ocurrir entonces de diferente§ maneras. Una de estas es a

nivel de 1) redundancia génica, que en muchos casos puede llevar a la especialización

de cada gen y su regulación, ya sea tej¡do-específca o en respuésta a diversos

estímulos. Esto ocune por ejemplo para los genes lcyb y psy de tomate, los cuales se

encuentran en forma de genes parálogos (lcyb y cycb, y psyl y psy2), donde psy'! y

cycb participan en la ruta carotenogénica durante la maduracién de los frutos mientras

que los otros dos actúan en esta ruta en las hojas. Genes Parálogos de psy han

demostrado ser inducibles bajo diferentes estímulos. Por ejemplo, el gen psy3 en aroz

y maíz es inducido en respuesta a ABA y se expresa principalmente en la raí2,

mientras que los genes psyl y psy2 son regulados por luz y se expresan

mayoritariamente en tejido fotos¡ntético (Vvelsch y col.,2008Li y cot.,2008).

otro punto de regulación ocurriría a nivel de 2) el secuestramiento y la

acumulación de carotenoide§, determinados en parte por Ia biogénesis de diferentes

tipos de plastid¡os (Deruere y col., 1994; Vishneve§tsky y col.' 1999). Por ejemplo, los

mutantes de tomate hp-2 y hp-3 poseen una acumulac¡ón elevada de pigmentos dado

el mayor tamaño de sus cromoplastos (Kolotilin y col', 2007; Galpaz y col., 2008)'

Además, los caroteno¡des en cromoplastos se encuentran en forma de plastoglóbulos

o cristales de mayor estabilidad frente a la degradación lumínica (steinmuller y Tevini,

1985; Merzlyak y solovchenko, 2oo2). En relación a esto, feeientemente se determinó
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que la tasa de síntesis y degradación de los carotenoides en las hojas es muy elevada

(Beisel y col., 2010).

La regulación a nivel transcripcional es responsable de la expresión de genes

carotenogénicos, que codifican para las enzimas que participan directamente en la

síntes¡s de los carotenoides en diversos organismos vegetales y en respuesta a une

gran variedad de estímulos (Cazzonelli y Pogson, 2010; Lu y Li,2008): 1) luminoso, ya

sea durante la fotomorfogénes¡s como bajo estrés lumínico; 2: desanollo y maduración

de frutos; 3: estrés abiótico (principalmente sequía y salinidad); 4: retro-alimentación

posiliva y negal¡va y 5: fitohormonas.

1.5. El gen lcyb en la ruta de síntesis de los carotenoides,

La ruta de b¡osíntesis de carotenoides en plantas superiores se bifurca en la

ciclación del licopeno, según el t¡po de c¡clac¡ón que sufran los extremos de ésta

molécula (Figura 3). Se ha demostrado que alterac¡ones en la regulación o activ¡dad

enzimática en este punto de la vía afectan severamente la composición de

carolenoides en distintos tejidos vegetales (Hirschberg, 2001; Bramley, 2002; Botella-

Pavia y Rodríguez-Concepción, 2006; Howitt y Pogson, 2006). Pueden producirse dos

tipos de anillos, ¿- ó B-, cuya diferencia radica en la pos¡ción de un doble enlace en el

anillo c¡clohexano. El tipo de anillo producido depende de la acción de la enzima

'licopeno ciclasa' (LCY) que aclúa sobre el extremo de la molécula. En plantas

superiores se han identificado dos t¡pos de LCYs: LCYB (Licopeno B-c¡clasa), que

catal¡za la formación de anillos B-, y LCYE (Licopeno e-ciclasa) que introduce an¡llos €-.

Ambas muestran una alte identidad de secuenc¡a aminoacÍdica, teniendo

probablemente un origen evolutivo común (Krubasik y Sandmann, 2000). La enzima



LCYB puede actuar secuencialmente sobre ambos extremos de la molécula de

licopeno dando lugar al B-caroteno, con la producción de y-caroteno como

intermediar¡o (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., '1996; Pecker y col., 1996).

Sin embergo, LCYE sólo puede introducir un enillo en uno de los dos extremos de la

molécula de licopeno, originándose ó-caroteno. La actuación de LCYB sobre el

extremo lineal del ó-caroteno da lugar al caroteno¡de o-caroteno (Hirschberg, 2001 ;

Fraser y Bramley, 2004; Bouvier y col., 2005). Sólo en algunas especies de lechuga

(Lactuca safiya) se ha descrito la existencia de una LCYE capaz de introducir dos

anillos s- en ambos extremos de la molécula de licopeno para producir el compuesto

lactucaxantina (Cunningham y Gantt, 2001).

ó-R-="=¡'-=¡'
6.Caroteno

,\-'\^",§.,R,Ja
Y-Cafoteno

**'§ y l,*
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F¡gura 3. Reacciones de ciclac¡én en la ruta caroténogénica. Esquema general de la
ciclación del licopeno, tomado de Cunningham y Gantt (1998). En negrita se ¡ndican las
enzimas que catalizan las reacciones de c¡clación. Se ¡ndican los sustratos y productos de las
enzimas. La dirección de cada reacción se ¡ndica con una flecha. P: l¡copeno B-ciclasa. r:
licopeno e-ciclasa.
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Las enzimas tipo licopeno ciclasas se componen de aproximadamente 400

aminoácidos, con un peso molecular calculado de 40 kDa. Como caracteríslica de las

enzimas carotenogén¡cas de plantas, éstas presentan un péptido de destinación a

plast¡dios en la región amino terminal de una longitud de 50-100 aminoácidos (Schnurr

y col., 1996). Las proteínas en estado maduro poseen motivos conservados

característicos de este t¡po de enzimas (Hugueney y col., 1995). En particular se ha

reportado la existencia de un sitio de unión a dinucleólidos (FAD/NADH) que parece

estar implicado en la activación alostérica (Mialoundama y col., 2010; Homero Mendez

y Britton, 2002). El porcentaje de identidad aminoacíd¡ca entre las enzimas

carolenogénicas de plentas superiores es de al menos un 78o/o.

Los genes que codifican LCYBS han s¡do ¡dent¡ficados en tomate (GenBank:

X86452), diversas especies de cítricos (GenBank: AF24O787, AY166796, AY217103,

AF 152246), tabaco (GenBank: F13561), pimiento (GenBank: X86221), kiwi (GenBank:

FG437038), zanahoria (GenBank: DQ192190, DO192191). En muchos casos se ha

reportado la existenc¡a de dos o más genes icyb parálogos, uno (o algunos) de ellos

con expresión tejido específ¡ca asociada a cromoplastos y otro (s) de expresión

asociada a tej¡do fotosintético. En tomate se ha descrito la ex¡stenc¡a de una segunda

LCYB (LCYB2, gen cycb) especifica de tejido cromoplástico, que es 53% idéntica a

nivel de aminoácidos a la LCYB canónica (Ronen y col, 2000). Es ¡nteresante

menciona¡ que LCYB2 muestra mayor ¡dentidad de secuencia con Capsant¡na-

Capsorubina Sintasa (CCS) de pimentón, una enzima bifuncional que cataliza la

formación de capsantina y capsorubina (carolenoides específicos de p¡mentón) a part¡r

de anleraxantina y violaxantina, respectivamente, y que además posee aclividad LCYB

(F¡gura 1)- A su vez, el gen ccs de pimentón se expresa principalmente durante la



15

maduración de los frutos, y su expresión es indetectable en los tejidos verdes

(Hugueney y col., 1995). Otros ejemplos que evidenc¡an la existencia de un gen lcyÓ

que se expresa de manera tejido específica, dando cuenta de un mecanismo de

regulación de la carotenogénesis en tej¡dos con altos niveles de carotenoides son,os

reportados en naranja (Alquézar y col., 2009), azáfrán (Ahrazem y col., 2009), papaya

(Blas y col., 2010; Devitt y col., 2010), sandía (Bang y col., 2007), entre otros.

En cuanto a los genes licopeno B-c¡clasa de Daucus carota L, en 2007, la

mayoría de los genes de la ruta de carotenoides en zanahoria fueron clonados (Just y

col., 2007). De acuerdo a lo encontrado en la literatura, el allo contenido de

cromoplastos en la raiz de zanahor¡a, hace suponer la existenc¡a de un gen lcyá que se

exprese preferentemente en este órgano. Al respecto, fueron anotados dos genes

candidatos codificantes para la enzima Lycopeno B-ciclasa: DcLcybl y DcLcyb2 (ccs).

El gen DcLcybl (GeneBank: DQ192190) posee un porcentaje de ¡dentidad enlre 74o/o y

77olo respecto á las secuenc¡as de ADNC de genes /cyó específicos para cloroplastos

en plantas y con respecto a lcyb de algas y cianobaeterias. El silenciamiento de este

gen en zanahoria produce la reducción s¡gnif¡cativa de los nlveles de B-caroteno y

carotenoides totales en las hojas de la plania (63oA y 67o/o respectivamente). M¡entras

que en la reíz mod¡ficada la disminuc¡ón de estos pigmentos fue de 45% y 38%

respectivamente (Pizarro, 2008). Rec¡entemenle, se ha reportado la funcionalidad y

caracterización del gen DcLcybl (Moreno y col., 2013) donde se demostró que

DcLCYBI está local¡zada en los plastidios, y es una enzima funcional, de acuerdo a

ensayos de complementación heteróloga realizados en Escherich¡a coli.

Adrcronalmente se determinó que tanto en hojas como en las raices de

almacenamiento de plantas transgénicas de zanahoria con los niveles más elevados o

equellos más reducidos de DcLcybl habían ¡ncrementado o reducido respectivamente
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los niveles de clorofila, carotenoides totales y p-caroteno. No obstante se informó que

DcLcybl no posee una función organo-específica, éste gen modulá Ia expresión de

genes carotenogénicos endógenos y la acumulación de pigmentos en las hojas y

raíces de almacenam¡ento de zanahoria.

Por otra parte, el gen DcLcyb2 o ccs (GeneBank: DQ192191) de Daucus carota L.

posee un 740/o de idenlidad nucleotídica con lcyb2 o Csftlcyb2 de naranja, cycb de

tomate y ccs de pimentón. En comparac¡ón con secuencias de ADNc de lcyb2 o cpcycb

de papaya, la identidad nucleotíd¡ca es de un 71%, mientras que posee un 65% de

identidad nucleotídica con lcyb2 o CstLcyB2a de azafrán. Estos son genes que se

expresan preferentemente en cromoplastos, durante la maduración de los frutos y cuya

act¡vidad LCYB ha sido demostrada. Paralelamente, análisis filogenéticos realizados en

nuestro laboratorio complementan estos antecedentes, agrupando al gen DcLcyb2 de

Daucus carota L. con genes lcyb que se expresan preferencialmente en tej¡dos

cromoplást¡cos. M¡entras que el gen DcLcybl de D.carota L. se agrupa con genes /cyb

de expresión preferencial en tejidos ricos en cloroplaslos (Ocarez y col.,20OS).

Es ¡mportante deslacar que en zanahoria no se ha reportado detección de los

pigmenlos capsantina ni capsorubina como productos directos de la aclividad de la

enzima Capsaniina Capsorubina Sintasa (CCS). Estos antecedentes indican que es

altamente probable que DcLcyb2 de Daucus carota L. cod¡f¡que para un enz¡ma con

actividad LCYB. No obstante, hasta la fecha esto no ha sido demostrado.

Ad¡cionalmente, se desconoce cuál sería la participación de DcLcybz en la ruta de

síntesis de carotenoides in planta.
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1.5,1 Expresión del gen lcyb en modelos vegetales.

Cons¡derando que en el presente se han caraclerizado licopeno P-ciclasas de

diversas especies vegetales tales como naranja, papaya, kiwi, azalrán, entre otros, la

expresión del gen en sistemas heterólogos podría tener aplicaciones biotecnológicas

para generar el aumento de carotenoides en plantas.

Se han llevado a cabo distintas estrategias para aumentar los niveles totales de

carotenoides y en especial de B-caroteno en dist¡ntos organ¡smos vegetales. Se ha

sobre-expresado el gen lcyb de Arab¡dopsis thaliana y Solanum lycopersícum (tomate)

en plantas de tomate, obteniendo como resultado un aumenlo y cambio en la

composición de carotenoides (Rosati y co|.,2000; D'Ambrosio y col., 2004). Mediante

la expresión del gen lcyb de Lycium barbarum en plantas de tabaco se generó un

aumento en los niveles de B-caroteno (Ji y col., 2009). Por otra parte, exper¡mentos de

silenciamiento génico del gen LCYE en plantas de papa resultaron én aumento en los

n¡veles totales de carotenoides y part¡cularmente en p-caroteno, indicando la

factibilidad de redireccionamiento de la ruta metabólica. Estos antecedentes

promueven a la ciclación del licopeno como un paso clave en la biosíntesis de

carotenoides (Diretto y col., 2006).

1.6 Daucus carota L. (zanahoria) como modelo de estudio.

La zanahoria doméstica, Daucus carota L. var sativus (2n = 18), es una planta

bienal del grupo botánico Umbelliferae (o Apiaceae), que tamb¡én incluye el apio

(Ap¡um graveolens), el perejil (Petroselinum hortense), el anís (P¡mpinella anisum), el

eneldo (Grayeolens del Anethum), entre otras espec¡es. Se d¡st¡nguen por la
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morfología característicá de la inflorescenc¡a, una umbela compuesta, con flores en

rac¡mo dispuestas radielmente (Pimenov y Leonov, '1993).

Daucus carota L., es uno de los aproximadamenie 20 miembros del género

Daucus, en la familia de las umbelíferas. La mayoría de los miembros de este género

son diplodies, con un número básico de cromosomas de X=9 a X=11 (Simon and

Goldman,2007).

1.6.1 Regulación transcripcional de la ruta carotenogén¡ca en Daucus

carota L,

Durante el desanollo en oscuridad de la raíz modificada de zanahoria, nuestro

modelo de estudio, existe una acumulac¡ón de carotenoides, en especial p-caroteno.

Considerando la importancia de la regulación transcripcional de la ruta carotenogénica

en otros organismos vegetales, en 2009 fueron determ¡nados los patrones de

expresión de seis genes (DcPsyl , DcPsy2, DcPds, Dczdsl, Dczds2 y DcLcybl) de

esta ruta directamente involucrados en la síntesis de B-caroteno duranle el desarrollo

de la raíz de zanahona en oscuridad y en luz y durante el desarrollo de sus hoias

(Fuentes,2009).

Se observó que Ia expresión de todos los genes analizados es mucho más alta en

las hojas respecto a lo detectado en la raí2, en la mayoría de los estadios de desarrollo

analizados. Esto puede explicarse debido a la mayor tasa de recambio de estos

compueslos en los órganos foliares (Beisel y col., 2010). Ad¡cionalmente, se observó

que la expresión de los genes DcPsyl , DcPds, DcZds2 y DcLcybl aumenta durante el

desarrollo de las hojas, lo cual refuerza el punto anterior, considerando que la tasa

fotosintética en hojas maduras es mayor. Por el contrario, los genes Dczdsl y DcPsy2
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disminuyen su expresión a medida que transcune el desarrollo de las hojas, lo cual da

indic¡os de la especialización de los genes parálogos DcPsyl y DcPsy2, y DcZdsl y

DcZds2. El gen DcLcybl presentó el mayor aumento de expresión durante el desanollo

folíar respecto a los demás genes analizados, No obstanle, se ha reportado que la

expresión de DcLcybl es 1,6 veces mayor en las hojas respeclo a los n¡veles

detectados en raÍces en una etapa de madurez (Moreno, 2013).

En 2010, se determ¡naron los n¡veles de expres¡ón del gen DcLcyb2 en las hojas y

en la raíz de zanahoria. Estos fueron comparados con los niveles de expresión del gen

DcLcybl (Figura 4). De los dos genes Dclcyb parálogos presentes en zanahor¡a, la

abundancia de transcr¡to del gen DcLcyb2 estaría asociada principalmente a la

carotenogénesis en la raíz modificada, ya que presenta un aumento mayor en su

expresión en la décimasegunda semana del desarrollo de la raiz, mientras que el gen

DcLcybl , estaría más relacionado a la carotenogenesis en las hojas maduras,

considerando que el patrón de expresión de éste se ¡nv¡erle en comparación al gen

DcLcyb2, siendo mayor en hojas respecto a la Éiz silyestre de zanahoria de 12

semanas de edad (Ocarez, 2010). Lo anterior fue corroborado por Moreno el año 2013

(Moreno y col., 2013).
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F¡gura 4. N¡veles de mRNA de DcLcybl y DcLcyb2 en hojas versus raíces de Da¿cus
carota L, silvestre. El cal¡brador utilizado corresponde al promedio de los valores de Ct de
cada gen en las hojas (H) expuestas a luz (L) y las raÍces (R) crecidas en oscuridad (O) en
zanahorias de 12 semanas de edad. Los asteriscos indican diferencias s¡gnilcativas en los
niveles de expres¡ón de cada gen entre ambos tipos de tejido anal¡zados. Tesl T no-
pareado con correcc¡ón de Welsch (p<0,005)..: sign¡ficativo (0,01 < p < 0,05). Resuftados
Ocarez, N. 2010.

Adicionalmente, en nuestro laboratorio fueron analizados los niveles de expresión

de los genes DcLcybl, DcLcyb2, DcPsyl y DcPsy2 en plántulas de D. carota L.

silvestres lratadas con las fitohormonas ABA, 2,4-D y GA3 (Fuentes 2012). En

presencia de ABA la expresión de DcLcyb2 aumenta levemente (1,5 veces) en ABA

200 uM respecto a la condición controi, mientras que en el tratamiento con la auxina

s¡ntética 2,4-D los niveles de transcrito DcLcyb2 no presentan cambios signif¡cativos.

Este comportam¡ento se rep¡te para el tratam¡ento con Ia hormona GA3 a distintas

concentraciones (5 uM, 20 uM y 50 uM).
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De este análisis es importante destacar que el estudio y la caracterización del

gen DcLcyb2 son un paso clave para determinar su participación en la ruta de síntesis

de carotenoides y en cómo los mecanismos regulatorios descritos previamente

modulan le expres¡ón de este gen. Por lo tanto, DcLcyb2 es un canCidato importanle en

el estud¡o de la carotenogénesis en zanahor¡a debido a 1) su elevado aumento de

expresión en la raíz mod¡ficada de zanahoria en oscuridad respecto a los niveles

detectados en hojas, y 2) a que, de acuerdo a los anál¡sis de secuencia existentes, es

un gen directamente involucrado en la síntesis de B-caroteno, el principal carotenoide

acumulado en la raíz modificada de zanahoria. Ad¡cionalmente, es un gen candidato

que codificaría para una enzima con aclividad lycopeno B-ciclasa y que adic¡onalmente

presenta en su secuenc¡a mot¡vos característicos de la enzima capsantina capsorubina

sintasa (CCS), no obstante en zanahoria de raíz color anaranjado no se ha reportado la

presencia del compuesto capsantina o capsorubina. Por otre parte, el gen DcLcyb2 es

un blanco ¡mportanle de evaluar deb¡do a que se ha reportado que el gen lcyb, así

como el gen psy, son genes clave en la regulación de esta ruta en varios modelos

vegetales.



1.7 Estrateg¡a a utilizar.

Dado que hasta Ia fecha la secuencia del genoma de Daucus carota L. no ha sido

publ¡cada, la estralegia a utilizar durante este traba¡o ha sido a¡slar y clonar el gen

DcLcyb2 utilizando la secuencia de CDNA (conocida) publ¡cada y anotada por Just el

año 2OO7 - Posteriormente, el fragmento amplif¡cádo fue clonado en vectores de

clonamiento y expresión para determinar su funcionalidad med¡ante la

complementación heteróloga en Escherich¡a coli. Las respuestas funcionales obtenidas

se conelac¡onáron con anál¡sis b¡oinformáiico y estruclural de la secuencia obtenida.

Ad¡cionalmente se determinó la localización sub-celular de la proteína DcLCYB2

med¡ante la clonación y fus¡ón con el gen reportero gfp y se evaluó su funcionalidad en

plantas de tabaco medianle la expresión y sobreexpres¡ón del gen carolenogénico

comandada por una y dos copias respect¡vamenle del promotor constitutivo 35S en los

vectores de destinación correspondientes. Este estudio per<m¡te sentar las bases

sobre la func¡onalidad y el efecto de la expresión del gen DcLcyb2 de D. carota l.
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1.8 H¡pótes¡s.

" DcLcyb2 de zanahoria tiene función licopeno B-cíclasa en sistemas

heterólogos y modula la expresión de otros genes de la vía carotenogénica".

1.9 Objetivo general.

Determinar y caracterizar la función del gen DcLcyb2 mediante complementación

heteróloga en Escherichia coli y mediante la transformación transitoria y estable de

plantas de Nicotiana tabacum.

1.10 Objetivos específicos.

1) Aislar, expresar y caraclerizar funcionalmente el gen DcLcyb2 mediante

complementación heteróloga en Escherichia col¡ BL21 pDSI B-^crtY.

2) Deteminar la localización subcelular de DcLCYB2 mediante la transformación

transitoria de hojas de Nicot¡ana tabacum-

3) Expresar el gen DcLcyb2 en Nicot¡ana tabacum mediante transformación

estable con Agrobacteium tumefac¡ens.

4) Determinar el efecto de la expresión del gen DcLcyb2 en los niveles de

caroteno¡des y en la expresión de genes endogénos claves de la ruta

carotenogénica de N¡cotiana tabacum.



MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Todos los reactivos util¡zados presentan una calidad apropiada para las

técnicas empleadas y fueron adqu¡r¡dos de Fermentas, Promega, lnvilrogen, Axygen,

Merck y PhytoTechnology Laborator¡es.

2.2 Material vegetal.

2.2.1 Planla modelo: Zanahoria (Daucus carota L. cv. Nantes).

Para llevar a cábo algunos de los experimentos de esta Tesis de Magíster se

ut¡l¡zaÍon zanahorias del cultivar Nantaise o Nantes, cultivadas en tierra ba.io

condiciones estandarizadas en el ¡nvernadero del Laboralorio de Biología Molecular

Vegetal de la Facultad de Cienc¡as de la Universidad de Chile.

Para los expedmentos de extracción de ADN genómtco relat¡vos al objet¡vo

específico No. 1, se utilizaron muestras de hojas obten¡das de plantas silvestres de

zanahor¡a de 4 meses de edad, cultivadas en una mezcla de tierra de hojas, turba y

vermiculita (2:3:1), bajo fotoperíodo de 16h ¡lum¡nado con luz fluorescente blanca (450

¡rmol m-2 s't¡ a 20 - 23'c.

Las muestras de tejido foliar fueron congeladas en nitrógeno líquido

inmediatamente después de haber sido colectadas y fueron almacenadas a -80"C para

los análisis de extracción de ADN genóm¡co y amplificación por PCR.

2.2.2 Planla modelo: Tabaco (Nicotiana tabacum cvXanthi N N,).

Se ul¡lizaron plantas de labaco Nicotiana tabacum cult¡var Xanth¡ NN de 3 y 6

meses de edad respectivamente, las cuales fueron cultivadas en una mezcla de tierra

25
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de hojas, lurba y vermicul¡ta (1:1:1), con un ciclo luzloscuridad de 16/8 h. El régimen de

iemperatura luzloscuridad fue controlado en invérnadero a 22120'C respectivamente.

Para los experimentos de análisis mediante microscopía confocal relativos al

objetivo específico No. 2, se utilizaron muestras de hojas agroinfiltradas de plantas de

tabaco adultas de aproximadamente '12 semanas de edad, cultivadas en med¡o

h¡dropónico 1X utilizando lana de roca como suslrato, bajo condiciones estandarizadas

y homogéneas descritas en esta secc¡ón.

Para los experimentos de transformación estab¡e mediante Agrobaterium

tumefac¡ens relativos a los objetivos específicos No. 3 y 4, se utilizaron como explantes,

las hojas obtenidas de plántulas de aproximadamente 4 semanas, post-germinac¡ón de

semillas sembradas in vitro, en med¡o MS sólido (sección 2.3.1.3), en incubadores bajo

condiciones estandarizadas descritas en esta sección (misma edad, m¡sma técnica de

cultivo). La estrateg¡a utilizada para la obtención de maler¡al vegetal tuvo el propós¡to

de contar con material estéril para disminuir la tasa de contaminación en los

experimentos de regenerac¡ón in vitro de tabaco mediante organogénesis somát¡ca.

Para los experimentos de extracc¡ón de ADNg y ARN así como para la

determ¡nación del contenido y composición de pigmentos relativos a los objel¡vos

específicos Nos. 3 y 4, se colectaron muestras de hojas obtenidas de plantas adullas

de aproximadamente 24 semanas de edad cultivadas en una mezcla de tierra de hojas,

turba y verm¡cul¡ta en proporc¡ón 1:1:1, con un ciclo luzloscuridad de 16/8 h. El régimen

de temperatura luzloscur¡dad fue controlado en invernadero a 2212U.C respect¡vamente.

Las muestras de tejido fueron utilizadas inmed¡atamente después de que éstas fueron

colectadas.



2.3 Material Biológico

2.3.1 Cepas bacterianas, plásmidos y medios de cultivo.

2.3.1.1 Cepas bacterianas.

Se ulilizaron cepas de Escheñch¡a coli (E.coli) DHSq (Hanahan 1983), One

Shot@ BL21(DE3) (lnv¡trogen), One Shot@ MachlrM resistente a fago T1 (lnvikogen) y

Agrobactetium tumefaciens (A.tumefac¡ens) GV3101 (Koncz y Schell, 1986; Hardegger

y Slurm, 1998).

2.3.1.2 Plásmidos

pCRoS/GWTOPO (lnvitrogen). Vector de clonamiento o vec{or de enirada de iipo

Gateway@, el cual posee la enzima Topoisomerasa I unida covalentemente a la

secuencia CCCTT del vector, favoreciendo la clonac¡ón de los productos de PCR con

una adenos¡na libre en cada extremo. El vector pcR@8 cuenta con regiones affll y

aftl2 flanqueando los extremos de la zona de clonación. Estas regiones permiten el

traspaso de los fragmentos clonados en este veclor a vectores de destinación

med¡ante tecnología Gateway@, basada en la propiedad de recomb¡nación sitio-

específica del fago tr (Hartley y col., 2000) entre el par de secuencias de

recomb¡nación homóloga attLl y aftL2, del veclor de entrada, y las secuencias a¿fR1 y

aflR2 en el vector de dest¡nación.

Los vectores de destinación de t¡po Gateway@ poseen los silios de

recomb¡nac¡ón a#R1 y aÍR2 flanqueando al gen letal de selección ccdB. Esta región a

su vez se encuentra dentro de los bordes LB y RB, los cuales delimitan la zona que se

¡nsertará en el genoma de la planta en estudio. La presencia de los sitios de

recombinación en este vector perm¡tieron el reemplazo del gen letal ccdB con los
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fragmentos de interés prev¡amente clonados en fase respecto a attL1, en pCR@8. Está

reacción de recombinación es catal¡zada por la intograsa LR clonasa que intérviene en

la recomb¡nación enire las regiones a¿fl1 y affRl , y las regiones attL2 y at8.z med¡ante

un mecanismo de corte y ligación de hebras.

pETBlue-l (Novagen). Vector que facilita la expres¡ón génica para la producción de

proieínas nativas y perm¡te el subclonam¡ento de genes fusionados a secuencias

reporteras o de purificación. El vector pETBlue-1 posee el gen de resistenc¡a a

Ampicilina para la selección de baclerias transformantes.

Los veclores pETBlue son d¡señados con un promolor T7 lac que d¡r¡ge la expresión

del gen de interés y además posee un promotor E. coli (lel) que dir¡ge la expresión del

péptido o del gen lac Z. La confguración opuesta de un promotor respecro al olro

perm¡te la independencia del análisis de transformantes respecto de la expresión del

inserto.

pGWBS (Nakagawa y col., 2007). Vector de destinación Gateway@ de t¡po binar¡o

ut¡lizado para la expres¡ón constitut¡va de un gen de interés fusionado a la secuencia

que cod¡fica para una prote¡na reportera GFP sintética (sGFP, mutación 565T)

localizada en el extremo carboxilo de la proteina recomb¡nante.

pMDC32 (Curtis y Grossniklaus, 2003)- Vector de destinac¡ón Gateway@, utilizado para

el análisis funcional de genes en plantas mediante expresión const¡tut¡va y ectópica. En

su secuencia presenta una cop¡a doble del promotor 35S CaMV.
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pGWB2 (Nakagawa y co|.,2007). Veclor de destinación Gateway@ de tipo binario

utilizado para la sobre-expresión constitutiva de un gen de inierés bajo el promotor 35S

CaMV.

pDSIB (Niklitschek y cot-, 2008). Vector de expresión generado a partir del plásmido

pBAD33 y la clonación en tándem de los genes cñE (geranilgennil p¡¡ofosfato sintasa),

cttB (fitoeno s¡ntasa), ctfl (ñtoeno desatunsa), c¡tY (l¡copeno P-c¡clasa) y cttx

(zeaxantina glucosiltransferasa.) que forman parte de le ruta de síntes¡s de

carotenoides de Enttinia uredovoñ. La cepa portadora del vector es productora de B-

caroteno y posee un fenotipo de color amarillo.

pDSIB AcrtY (N¡klitschek y col., 2008). Plásmido pDSIB modificado el cual presenta

una mutación delecional intema de 612 pb del gen crtY, (gen l¡copeno B-ciclasa) de

Erwinia uredovora. La cepa portadora del vector es productora de l¡copeno y posee un

fenotipo de color rojo.

La Tabla I muestra un breve resumen con el tipo de resistencia a antibióticos codificada

en los d¡slintos plásmidos util¡zados en esta Tesis.
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Tabla l. Vectores ut¡lizados en esta Tesis de Magíster. Se indica(n) el/los gen(es) marcadores
de res¡stenc¡a codificado(s) en los d¡süntos vectores utilizados y la respecl¡va concentrac¡ón de
antibiótico requerida para la selecc¡ón de transformantes.

NOMBRE
TAMAÑO

(pb)

GEN DE

RESISTENCIA

RESISTENCIA

CONFERIDA

CONCENTRACIÓN

DE ANTBIÓTCO (U

pgrmL)

pCR@8/GWTOPO 2817 spn' Espectinomicina 100

pETBlue-1 2601 AmR Ampicilina 100

pDSI B-AcrtY I 1364 CamR Cloranfenicol 34

pDSI B 11976 camR Cloranfenicol 34

pc\ryB5 17961

nptll

hpt

Kanamicina
(bacterias y

plantas)
Higromicina

(Dlantas)

100

pGWB2 17236

nptll

hpt

Kanamicina
(bacterias y

plantas)
Higromicina

(plantas)

100

PMDC32 12097
nptll

hpt

Kanamicina
(bacterias)

Higromicina
(Dlantas)

100

2.3.1.3 Medios de cultivo y soluciones.

Para el crecimienio bacteriano y cultivo in vitro se utilizaron los s¡gu¡entes medios:

LB (Luria-Bertani): Triptona loh (plv), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,8% (p/v).

LB-agar: Triptona 1o/o (plv), extracto de levadura 0,57o (p/v), NaCl 0,8% (p/v), 1,6% de

agar-agar.

SOC: Tr¡ptona 2olo, extrac.o de levadura 0,5%, NaCl 1OmM, KCI 2,5mM, MgClz 1OmM,

MgSO4 1OmM, glucosa 20mM. Utilizado en cultivos de células transformadas med¡ante
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eleclroporación.

Medio MS líquido (pH 5.8): MS (Murashige y Skoog, 1962. Basal medium,

PhloTechnology laboratories't) O,44%o (p/v), mioinositol 0,01%, sacarosa 2o/o (plv).

Suplementado con acetos¡ringona 0,8 mM. Utilizado para el cult¡vo de Agrcbacterium

tumefaciens.

Med¡o MS sólido (pH 5.8): MS c¡n vitaminas (Murashige y Skoog, 1962. Basal

medium, Pf,loTechnology laborator¡es ) O,44o/o (plv), m¡o¡nos¡lol 0,01%, sacarosa 2%

(p/v), agar-agar 0 ,7o/o (plv). Util¡zado en el cult¡vo in vitro de tejido vegetal.

Medio de infilt¡ación (pH 5.7): MgClz 25mM, MES 1omM, acelos¡ringona 200 uM.

Util¡zado en experimentos de agro¡nfiltración de hojas de Nicot¡ana tabacum (objet¡vo

específico 2).

Medio hidropónico (1X) (pH 6): KNO3 0,'125 mM, Ca(NOr2 4H2O 0,15 mM,

MgSO4.7H2O 0,075 mM, KHzPO¿ 0,05 mM, KCI 5uM, H3BO3 5 uM, MnSO¡ 1uM,

ZnSO¿'7HzO 200 nM, CuSO¿ 150 nM, Na2O3Si 1ouM, Fe/DTPA 10 uM- Ut¡lizado para

r¡ego de plantas en invernadero.

Tampón TAE'tX: Acido acélico glac¡al 19 mM, Tris-base 40 mM, EDTA I mM (pH 8).

Tampón de carga: EDTA 50 mM pH 8,0, azul de bromofe nol O,25o/o (p/v), xilencianol

O,25o/o (plv) y glicerol 80% (v/v).

Los medios de cultivo de tejido vegetal y bacteriano se esteril¡zaron mediante

autoclavado a 121"C y 1 atm de presión duranle 20 min.
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2.4 Cultivo y transformac¡ón de bacterias.

2.4.1 Cultivo de Escherichia coli

En medio líquido, la cepa bacteriana se cultivó en agitadores orbitales a 37oC y

150 rpm durante l0-12 hrs en matraces Erlenmeyer o tubos tipo Falcon con diferentes

capacidades volumétricas.

En medio sólido, se cultivaron en placas de Petri de 90 mm de diámetro, en

medio LB- agar. Las placas fueron ¡ncubadas en estufas a 37'C por l6 hrs.

2.4.2 Preparación de células electrocompetentes de Escherichia coli DHS-

q.

A partir de una alícuota de cultivo líquido en glicerol almacenado a -80'C de la

cepa de E. coli DHSo se sembró mediante triple estría una placa con medio LB-agar y

se incubó a 37"C durante la noche. Una colon¡a aislada procedente de la placa se

inoculó en 20 mL de medio LB y se cult¡vó durante la noche a 37'C en ag¡tac¡ón. Al día

siguiente 5 mL del preinóculo se añadió a un matraz de 1 L que contenÍa 500 mL de

medio LB y se incubó a 37"C en agitación hásta que alcanzó una absorbancia entre

0,5 y 0,6 a 600 nm. A partir de este punto todas las manipulaciones se real¡zaron en

frío. Las células se centrifugaron 10 min a 1100 g, se descartó el sobrenadante y ¡as

élulas se lavaron 2 veces con 400 mL de agua a 4oC, centrifugando cada vez 10 m¡n

a 1100 g. A continuación se resuspendieron en 10 mL de glicerol 10olo (a 4'C) y se

centrifugaron 10 min a 1100 g. F¡nalmente las células se resuspend¡eron en 'l mL de

glicerol 10% (a 4"C) y se distribuyeron en alícuolas de 40 ¡lL en tubos de 1 .sml

(EppendoO estériles, que se congelaron inmediatamente en N2 líquido y se

almacenaron a -80'C hasia el momento de su transformac¡ón.
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2.4.3 Transformación de células electro-competentes.

A una alícuota de 40 ¡rL de células electrocompetentes descongelada en hielo

se añadió el vector recombinante (2 pL de la l¡gac¡ón ó entre 50 y 100 ng de ADN

plasmídico purificado, en un volumen máximo de 10 FL). Esta mezcla se introdujo en

una cubeta de 2 mm de separación de electrodos (BioRad) preenfr¡ada en hielo, y se

introdujo en un aparato "Gene PulserTM" (BioRad). Las condiciones de electroporación

utilizadas fueron 125 pF de conductancia, 200 O de resistencia y un voltaje de 2.5 V.

Tras el pulso eléctrico se añadió inmediatamente a la cubeta 1 mL de medio SOC a

temperatura ambiente, las células lransformedas se resuspendieron y fueron

transferidas a un tubo de 1.smL estéril (Eppendorf), donde se incubaron a 37'C con

agitación durante t h. Finalmente, las células fueron centrifugadas a 30009 durante 3

m¡nutos. Luego de descartar más del 80% del volumen de sobrenadante, el pellet

obten¡do se respuspendió y las células se sembraron en placas Petr¡ con medio LB-

agar conteniendo X-Gal (1pL/mL de una solución de 40 mg/ml en formamida)

suplementado con los antibióticos adecuados.

2.4.4 Preparación de células quimiocompetentes de Escherichia colí One

Shot@ Machlil y One ShotoBL2l(DE3).

Una alícuota de cultivo líquido en gl¡cerol almacenado a -80"C de la cepa de

bacter¡a One Shot@ Machlw o One Shot@ BL21(DE3) a transformar se sembró en

triple estría en med¡o LB agar y se dejó incubar a 37'C durante la noche. Al día

s¡guiente 5 mL de LB, suplementado con ác¡do nalidíxico (100 mg/L), se inocularon con

una colonia aislada y se incubaron a 37'C con agitac¡ón durante la noche. Al día

siguiente un matraz con 50 mL de med¡o LB se inoculó con 2 mL del precultivo,
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dejándose a 37'C en agitación durante 3 h. aproximadamente, hasta alcanzar una

absorbancia de 0,5 - 0,6 a 600 nm. Las células se centr¡fugaron durante 5 min a 3600

g a 4"C y el sedimento se resuspendió con 1 mL de CaCl2 0.1M frío (4'C). Tras

centrifugar nuevamente en las mismas cond¡c¡ones, el pellet obtenido se resuspendió

en 7 mL de CaCl2 0.1M a 4'C y se ¡ncubó 20 min. en hielo. Finalmenle las células se

centrifugaron durante 5 min a 36009 a 4'C y se resuspendieron en 1.8 mL de CaCl2

0.08 M y glicerol 15%. Las células se guardaron en alícuotas de 200 pL en tubos de 1.5

mL (Eppendoó estér¡les y se almacenaron a -80"C.

2,4.5 Transformac¡ón de células de E coli quimio-competentes.

A una alícuota de células quimiocompetentes descongeladas en h¡elo (200 uL

aprox.), se agregó la mezcla de la ligación (10 pL) o el plásmido recombinante (100 ng

en un volumen máximo de 10 pL), incubando la mezcla final en h¡elo durante t h. La

transformación de las células con ADN plasmidial se llevó a cabo siguiendo el método

de golpe térmico descrito por Sambrook y Russell (2001). Brevemente, se dio un golpe

a 42'C duranle 2 min, al cabo del cual la mezcla se depositó rápidamenle en hielo.

Posteriormente, se añadió I mL de medio LB, y se incubó durante t h. a 37"C en

agilación (200-250 rpm). Finalmente, las élulas se sembraron en placas Petri con

medio LB-agar y los anlibióticos correspondientes.



2.4.6 Cultivo de Agrobacterium tume¡aciens para la transformación de

tej¡do vegetal.

La bacteria se cult¡vó prev¡amente en medio LB (secc¡ón 2.3.1.3) con

Rifampicina (10 pg/ml), Gentamicina (50 i¡g/ml) y el antibiótico correspondiente al tipo

de vector con el que fue transformada la bacteria, por un período de 17 horas a 28oC

en ag¡tación constante a 250 rpm, hasta obtener un D.O.ooon,n de 0,6. La suspensión

bacter¡ana se diluyó en medio MS suplementado con acetosir¡ngona 0,8 mM, utilizando

una concentración de bacteria precrecida de 1ml en 50ml de medio MS Las bacterias

se cultivaron en placas de Petri en medio LB-agar suplementado con los anlib¡óticos

mencionados anteriormente por 17 hrs a 28'C.

2.4.7 Obtención de células quim¡ocompetentes de A. tumefaciens GV3101.

Para la generación de células de A. tun efac¡ens quimiocompetentes, se dejó

creciendo 5 mL de cult¡vo suplementado con gentamicina (100 mg/L) y rifampic¡na

(12,5 mg/L) en agiiación a 28 oC durante 18 hr. Posleriormente una alícuota del pre-

inóculo se inoculó en 100 mL de LB liqu¡do manteniendo las condiciones y las

concentraciones de antib¡óticos menc¡onadas hasla alcanzar una D.O. de 0,5 a 600nm.

Posteriormente, las células fueron manten¡das durante 10 min en h¡elo y centrifugadas

a 3000 x g durante 20 m¡n a 4"C. El sedimento obtenido se resuspendió en 1 mL de

CaClz 20 mM estéril y frío (4'C). Alícuolas de células (100 ¡rl) fueron almacenadas a -

80 "c.
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2.4.8 Transformación de A. tumefaciens quimio-competentes.

A una alícuota de A. tumefaciens quimiocompetente descongeláda en h¡elo, se

agregaron 500 ng de la construcc¡ón de ADN plasmid¡al de ¡nterés y luego la mezda se

mantuvo por 5 min en nitrógeno líqu¡do. Posteriormente, ¡a mezcla se descongeló a

lemperatura ambiente durante 15 min para luego ser incubada en medio LB a 28 oC

durante toda la noche en agitación constante. Finalmente, para la selección de los

clones transformados, 50 ¡rL de un concentrado de células transformadas se

sembraron en LB-agar suplementado con gentamic¡na (50 ug/ml), rifampicina (10

ug/mL) y el antibiótico correspondienie a la resistencia codificada en Ia construcc¡ón

(ej: kanamicina 100 ugiml).

2.5 Cultivo in vitro y transformación de tejido vegetal.

2.5.1 Transforrnación y regeneración in vitro mediante organogénes¡s

somát¡ca de Nicotiana tabacum.

Para la obtención in vitro de plántulas de Nicotiana tabacum (tabaco), semillas

w¡ld-type almacenadas en la colecc¡ón de semillas del laborator¡o de biología molecular

donde se desanolló esta Tesis de Magíster, fueron ester¡lizadas de acuerdo al

procedimiento descrito por Fisher y Guiltinan (1995). En resumen, las semillas fueron

esterilizadas superficialmenle durante 20 m¡nutos med¡ante ag¡tac¡ón en una solución

de cloro 1Oo/o vlv y Tween-2o O,1o/o vlv. Luego de cinco enjuagues con agua destilada

estéril, las semillas fueron sembradas en frascos con medio MS sólido (sección 2.3.1.3)

y luego fueron incubadas en una cámara de cultivo de 16 h luz a 22 oC durante

aproximadamente 3 semanas. Las hojas complelas de las plántulas de tabaco
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cultivadas in vitro luercn colecladas, en condic¡ones de esterilidad, para luego ser

lransformadas mediante Ag robacterium tumefaciens.

La metodología de transformación se realizó de acuerdo a lo descrito por

Horsch (1985) y Klee (1987), con algunas modificaciones. Brevemente, las hojas

colectadas fueron co-cult¡vadas en una suspensión de Agrcbacteium portador del

vector de interés en MS líquido durante 10 min. Esla suspensión fue preparada como

se detalla en el punto anterior (sección 2.5.1). Durante el cocult¡vo, los explantes le

fueron inferidos cortes con el fin de facilitar la infección de Agro. Posteriormente, los

explantes fueron secados en papel absorbente estéril y cultivados durante 48 h en

placas Petri con medio MS sólido, en oscuridad. Luego, los explantes fueron lavados

con agua destilada estéril suplementada con cefotaxime (300 mgil) para el¡minar

remanentes de la suspensión de agro. Una vez que los explantes se secaron, estos

fueron depositados en placas Petri con medio N.t. I (Tabla ll) duranie 3 - 4 semanas a

22 oC con un fotoperíodo de 16 h luz. Transcurr¡do este t¡empo, aquellos explantes

donde se observó la aparición de brotes fueron separados y transferidos a med¡o N.t. ll

(Tabla ll), donde se mantuvieron por 2-4 semanas adicionales para promover la

elongación de los brotes.

Los brotes entre 1 y 5 cm de longitud fueron transferidos a frascos con medio

N.t. lll (Tabla ll) de manera de promover la elongación y enraizamiento de éstos. Luego

de enraizar, las plántulas generadas y de sobre 5 cm de altura fueron lraspasadas a

maceteros con una mezcla de tierra de hojas:verm¡culita:turba en proporción 1:1:1.

Para la aclimatación, las plantas se mantuvieron protegidas con una cubierta plástica

translúcida de manera de mantener una atmósfera húmeda (90%) similar a la condición

in vitro, la cual fue eliminada paulatinamente en un período de 3 semanas. El análisis
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molecular de las plantas adultas obtenidas fue realizado aproximadamente 6 meses

después de la acl¡matación.

2,5.2 Transformación transitoria de hojas de Nicotiana tabacum,

Para la transformación transitoria de hojas de tabaco se utilizaron plantas

adultas silvestres de aproximadamente 12 semanas de edad cultivadas en med¡o

hidropónico (sección 2.2.2.a). La suspensión de bacteria fue preparada en medio de

infiltración (secc¡ón 2.3.1 .3) a partir del cultivo líqu¡do de transformantes de

Agrobacterium tumebc¡ens con las construcciones de interés- Cada hoja util¡zada fue

previamente asperjada con agua para facil¡tar la apertura estomát¡ca. La técn¡ca de

agro-infiltración (Kopertekh y Sch¡emann, 2005) se realizó util¡zando una jeringa de

sml cuyo extremo, desprovisto de aguja, fue incorporado en la zona abaxial del tejido

fol¡ar aplicando s¡multáneamente una presión leve y sostenida en la región de origen

de la inf¡ltración. La intensificación del color verde de la hoja fue ¡ndicetivo de una agro-

infiltración adecuada.

Cada hoja utilizada fue ¡dentificada y rotulada adecuadamente. El tejido fue

muestreado luego de 3 a 4 días post-inf¡ltrac¡ón.

Tabla ll. Medios para cultivo in vitro de Nicotiana tabacum (tabaco). Hormonas y antib¡ót¡cos
con los que se suplementó el medio basal (vlB) compuesto de sacarosa 2%, NaCl, m¡oinositol.
Los antibióticos higromicina y kanamicina fueron agregados de manera independiente de acuerdo
al vector utilizado para Ia transformación (Tabla l).

Nomenclatura Hormonas Agente dé selecc¡ón
Ant¡biótico

Agrcbaclétium
tu¡nelaciens

Nicot¡ana tabacum
(N.t.)

IBA
(mq/L)

BAP
(ms/Ll

H¡grom¡c¡na
(ms/Ll

Kanamicine
(mslL)

Cefotaxime
(mg/L)

Medio
N.f. I 1 5 t0 25 300
N,f. II 15 50-100 150-300
Mf. t 15 100 150-300
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2.6 Métodos de Biología Molecular.

2.6.1 Extracción y purificación de ácidos nucleicos,

2.6.1.1 Purificación de ADN desde geles de agarosa

Las bandas de ADN separadas por electroforesis fueron visualizadas y

purif¡cadas desde geles de agarosa utilizando el kit ADN Wizard@SV gel & PCR clean-

up system (Promega), siguiendo las instrucc¡ones del fabricante. El ADN purif¡cado se

utilizó para la reacción de l¡gación del producto de PCR del gen Dclcyó2 en el vector

de entrada pCR@8 y del fragmento DcLcyb2 s/t en el mismo vector.

2.6.1.2 Aislamiento y purificac¡ón de ADN plasmidial de E.coli.

Para exlraer ADN plasm¡dial a partir de E. col¡, se inocularon 5 mL de LB

suplementado con antib¡ótico (sección 2.3.1.3), con una colonia aislada y se incubaron

a 37"C con agitac¡ón constanle (200 rpm) durante l2 h. Posteriormente, se purificó el

ADN plasm¡dial utilizando el kit 'AxyPrep- plasmid m¡niprep" (Arygen Biosc¡ences)

según las especificaciones del fabricante. Las mueslras fueron almacenadas a -20'C.

El ADN obtenido se utilizó para subclonar y transformar d¡st¡ntos tipos de cepas

bacter¡anas, para verificar la presencia y orientación de los fragmentos de interés y

para su secuenciación.

2.6.1.3 Extracc¡ón de ADN genómico a partir de tejido vegetal.

Para la extracción de ADN genómico de hojas jóvenes de tabaco y zanahoria

se homogenizó el tej¡do en N2 líquido, y se procedió según el método CTAB descrito

inicialmente por Doyle y Doyle (1987), con modificaciones. A 100 mg de tejido fresco

previamente pulverizado en mortero se les agregó 600 pL de tampón CTAB (Bromuro
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de hexadeciltrimetilamonio al 2o/o (plv), NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM y Tris 100 mM (pH

8)), precalentado a 60'C, y 4 pL de mercaptoelanol. La mezcla se lransfirió a un tubo

de 1.5 mL (Eppendo0 y se incubó con ag¡tac¡ón ocasional durante 20 min a 60oC.

Poster¡ormente, se agregaron 400 ¡rL adicionales de tampón CTAB y se continuó

incubando la mezcla a 70'C durante 15 minutos. Luego se agregaron 400 ¡lL de una

mezcla de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 13.000 rpm por 10 min.

La fase acuosa superior donde se encuentra soluble el ADN, fue transferida a un

nuevo tubo de 1,5 mL donde se prec¡pitó con un volumen de isopropanol durante 10

min a -80'C. Luego de cenlrifuger a 13.000 rpm durante 10 min, se obtuvo el

precipitado de ADN, que posleriormente fue lavado con etanol 7 5o/o (vlv), secado y

resuspend¡do en 50 pL de agua nanopura. La integr¡dad y la pureza del ADN obten¡do

fueron verif¡cadas med¡ante electroforesis en geles de agarosa.

2.6.1.4 Extracc¡ón de ARN a partir de tejido vegetal.

La extracción de ARN vegetal se realizó utilizando el react¡vo TRlzol@

(lnvitrogen), el cual permite la extrección fenólica del ARN para su poster¡or

precipitación con isopropanol. El proced¡m¡ento se llevó a cabo según las instrucciones

del fabricante. Aproximadamente 100 mg de tejido fueron pulverizados en morteros

eslér¡lés, en presencia de n¡trógeno líquido. Luego se agregó I mL del reactivo

TRIzol@. La mezcla homogenizada se transfirió a un tubo de 1,5 mL (Eppendorf) y se

incubó durante 5 minutos a temperatura ambienle. Posteriormente, se agregaron 200

¡rL de cloroformo y se agitó suavemente durante 15 segundos antes de incubar por 3

min a lemperatura ambiente. Luego, se centrifugó a 12.000 xg durante 15 min a 4'C. El

sobrenadante se rescató en un tubo de 1,5 mL limpio y se agregaron 500 pL de
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¡sopropanol para luego dejar precipilando por 10 min a temperatura ambiente- Luego

de centrifugar durante 1 0 m¡n a 12.000 xg y una temperatura de 4"C, se lavó el

precipitado obtenido con 1mL de elanol 75o/o (vlv, en agua DEPC libre de nucleasas).

F¡nalmente el precipitado ya seco se resuspendió en agua nanopura libre de RNasas.

La integridad del ARN se verificó mediante electroforesis en geles de agarosa (sección

2.6.5). Utilizando un espectrofotómetro NanoDrop , se determinó la concéntración y

los índices de absorbancia 2601280 y 260123O, indicativos de la pureza del ARN

respecto a proteínas y sales y solventes respectivamenle. Razones > 1,8 indican una

alta pureza de la muestra.

2.6.1.5 Pureza y calidad del ARN vegetal.

En aquellas muestras donde las razones de absorbancia 2601280 y 2601230

detectadas en el equipo NanoDroprM no fueron satisfactorias para ut¡lizar el ARN

purificado como lemplado en la síntesis de ADNC (razones > 1,8), éste se limpió

agregando un volumen de cloroformo frío y agitando en vórtex durante 5 min. Luego de

centrifugar a t 0.000 xg durante 5 min a 4"C, la fase superior acuosa donde se

encuenlra el ARN se precip¡tó con 3 volúmenes de etanol absoluto frio y 1l1O de

volumen de acetato de sodio 3M (pH 4.8), durante 30 m¡nutos a -80"C. Luego de

centrifugar a 10.000 xg durante 30 min a 4'C el precipitado de ARN se lavó con 1mL

de etanol 7 SYo (vlv, en agua libre de nucleasas). Una vez seca Ia muestra, éste se

resuspend¡ó en 20 ¡.rL de agua libre de nucleasas y se determinó su integridad

mediánte electrofores¡s en geles de agarosa. Finalmente, se verificó la concentración y

pureza del ARN mediante espectrofolómelría en un equipo NanoDroprM.
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2.6.2 Digestiones enzimáticas.

Se realizaron ensayos de restr¡cc¡ón con endonucleasas Para l¡nearizar el

vector pETBlue-1 utilizado en los experimentos de complementación heteróloga para el

clonamiento del fragmento DcLcyb2- También se realizaron reacciones de digestión

para confirmar la identidad y orientación de fragmentos de interés clonados en los

vectores de expresión y dest¡nación utilizados en esta Tesis, tales como pGWB2,

pGWB5, pMDC32, pCRo8. Todos los ensayos de restricción se llevaron a cabo en un

volumen f¡nal de 20 pl, s¡guiendo las instrucciones del fabricante (Fermenlas,

lnvitrogen), en un baño termoregulado a 37'C a d¡stintos intervalos de tiempo según la

enzima ut¡lizada. En la sección de Resultados se detallan las caracteríslicas de cada

enzima utilizada así como el tamaño esperado de los fragmentos resultantes de la

digest¡ón.

2.6.3 Reacción en Cádena de la Polimerasa (PGR).

2.6.3.1 D¡seño de partidores

Los partidores ut¡l¡zados fueron diseñados manualmente y anal¡zados mediante

programa OligoAnalizer

lhtps:llwv! ry{ltdn?.eq¡-'}/qnalyzerlAp!ljcriliqtslO^l'gqA,qalyzer/l para delerminar la

temperatura de disocieción, el contenido de GC y descartar aquellos con alta

probabilidad de formación de homodímeros y heterodímeros. Adicionalmente, para

determ¡nar la especificidad de los part¡dores diseñados, éstos fueron analizados

util¡zando la herram¡enta BLASTn (http://blast¡¡cbi¡!m.0ih,S9y). Todos los part¡dores

resultaron ser específicos para la secuencia blanco. Posteriormente, los oligos

diseñados fueron s¡ntel¡zados por IDT (https:/ 
^rww.idtdna.com/s¡te). 

Los partidores

(rDr)
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fueron resuspend¡dos en agua nanopura y se almacenaron a una concentración de 250

yM a -20 oC. Para las reacc¡ones de PCR todos los partidores fueron utilizados a una

concentración f¡nal de 10 pM. El detalle de los part¡dores utilizados en esta Tesis de

Magíster se muestra en la tabla lll.

Tabla lll. Partidores utilizados en esta Tes¡s para exper¡mentos de PCR convencional, PCR
cuantitativo en tiempo real (qPCR) v RT-PCR.

Partidor Secuencia del part¡dor Ta Tamaño
('c) (pb) Descripción

RORF cn ccs s'-GAT AAT AcA TGG TTA cAA AcA
antisentido TTG-3'

FORF ccs
sentido

s'-ATG GAG ACC CTT MA TT"T ATC
AG.3'

Amplif¡cac¡ón de marco de
lectura ab¡erto de DcLcybZ a

161|2 partir de ADNg de Daucus
carofa (Gen Bank:
DQ192191.1).

52

FORF ccs
sentido

R lcyb2 ST
ant¡sentido

Amplificación de marco de
lectura abierto de DcLcybz sin

1474 codón de término de la
traducción
DO192191.r).

(GenBank.
52

51ATG GAG ACC CTT AAA TTT AfC
AG.3'

s'-AATAGT CTC AAC AGC TAA ATT
ACCS'

Flcyb2q
senüdo

Rlcyb2q
antisent¡do

Cuant¡ficación de los niveles
de transcrito del gen DcLcyb2
(GenBank DQ192191.1).

s'-GCT IGC GAT GCT TAG CTT GTC
ACT C-3'

s'-CAA TAC CAC CAT TCA CCA ACT 60 151

Cuant¡ficación de los niveles
de transcr¡to del gen Nfpsyl
(GenBank HM345582.1).164

FNtpsylq s'-GGA ACC AAG CTA ATG ACC CCA
GAG A.'3 67

TCC-3', 65

262

Cuantificación de los n¡veles
de transcrito del gen Nfpsy2
(GenBank: KC484704.1).

FNtpsy2q s'-TCA GAG ATG TAG GAG MG ATG
c-'3 60

TTG3 59
GCTTCAATCTCGTCC AGA ATC TTG

Cuantificación de los n¡veles
de transcr¡to del gen Ntlcybl
(GenBank KC484706.1).

FNtlcyblq 5'- CGG TGT TAA ATT CCA CCA CGC
cM-3 65

121

cAc-3' 66

s|GTA AAA CGA CGG CCA G-3'

s'.CAG GAA ACA GCT ATG ACCS'

Secuenc¡ación
construcciones
pcR@EtDcLcyb2

ñR@EtDcLcyb2 gt

MI3F
sentido

Mt3R
antisentido

de las

v50

T7 promotet 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG3' de

48

§ecuenciación
conslrucción
Bluell DcLcyb2.

la
pEf-
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sentido

lEs R
antisent¡do

s"ACA ATG ATC CTT CCG CAG GT.3'

del gen ribosomal 78S de
Daucus carota para verit¡car
la integridad tañto dei ADN

señtido

hpt R
antisentido

5'AAG ACC TGC CIG AAA CCG A 3'

Ampliflcac¡ón de un fragmento
del gen de resistencia a
higromic¡na para ¡dentificacaón
de las construcciones
pMDC3ztDcLcyb2 y

TTT TTT TTT TTT TTT T.3

2.6.3.2 PCR convenc¡onal

Les reacciones de PCR convencional se llevaron a cabo para amplificar

diversos genes y fragmentos génicos utilizados o analizados en esta Tesis (DcLcyb2,

hptll, 185) a partir de mueslras de ADN genómico, ADN plasmidial o ADNc ulilizadas

como templado. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total

de 25 ¡rL, cuya compos¡c¡ón fue de 2,5 !L del tampón correspondiente a la enzima

ADN Pol¡merasa util¡zada para la reacción (Elongasa@, Taq, Paq, Pfu), 1 ¡rL de MgCl2

50 mM, 0,5 ¡rL de dNTPs 10 mM, 0,5 pL partidor sentido 10 uM, 0,5 ¡:L de partidor

antisent¡do 10 uM, 1 U de la enzima ADN polimerasa, 30 a 50 ng de ADN o ADNG

blanco y agua nanopura hasta completar el volumén total de reacción. Las reacciones

de PCR fueron realizadas en un termociclador MyCyclerTM de BIO RAD.

Como control negativo de la amplificación por PCR, se realizó una reacción

utilizando agua nanopura como muestra blanco. Así también, en la mayoría de los

ensayos se incorporó un control positivo ut¡lizando una muestra blanco verificada

previamente.

Las condic¡ones de ampl¡ficación de cada uno de los fragmentos mencionados

se detallan en la tabla lV. La temperatura de hibridación es e$pecífica para cada par de
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partidores y se determinó en función de la menor temperatura de fusión (TM) entre

cada partidor (tabla lll)- Por otra parte, el t¡empo de extensión (72oC, segmento 3) de

cada reacción fue calculado según el tamaño del fragmento a amplificar y la

procesividad de la enz¡ma ADN polimerasa uiilizada (aprox. 1kb/min).

Todos los productos de PCR fueron sometidos a eleclroforesis y poster¡ormente

fueron visual¡zados en geles de agarosa.

2.6.3.3 PCR de colonia.

Para la ¡dentificación de los clones positivos de cepas de E.coli y Agrobacteium

tumeÉ.c¡ens que portan el gen DcLcybz clonado en el vec{or de entrada pCR@8, en el

veclor de expresión pETBlue-1 y en los vectores de destinac¡ón pMDC32, pGWB2 y

pGWBS, se real¡zaron reacc¡ones de PCR a partir de suspens¡ones de bacterias

proven¡entes de colon¡as crec¡des en placas Petr¡ con medio LB sólido (secc¡ón

2.3.1.3) luego de la transformación celular (secciones 2.4.3 - 2.4.5 y 2.4.8). Para ello,

se resuspend¡ó una porc¡ón de cada colon¡a formada en una alicuota de 10 ¡rL de agua

nanopura estéril, utilizando una punta de micropipeta p10 (Axygen). De esta

suspensión se tomó 1 ¡rl y se agregó como blanco o templado a la mezcla para la

reacc¡ón de PCR. Las células remanentes en la punta de p¡peta utilizada para p¡cár las

colonias fueron crec¡das en medio LB líquido suplementado con los antibiót¡cos

adecuados para E.coli o A.tumefaciens (secciones 2.4.1 y 2.4.6). Poster¡ormente, y de

acuerdo a los resultados de PCR de colonia obten¡dos, cada clon transfomado

exitosamente con el gen o fragmento de interés fue identificado en las muestras de

cultivo líqu¡do preparadas para purif¡car el ADN plesmidial y continuar con análisis de
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restriccion enzimát¡ca. Las colonias positivas fueron ñnalmente almacenadas en

glicerol 850/o estéril (Merck) a -80"C.

La reacc¡ón de PCR de colonia se llevó a cabo en 25 pL de una mezcla de agua

nanopura, '1 unidad de Paq ADN polimerasa (Slratagene), Tampón 1X de Paq ADN

polimerasa, dNTP's (200 uM), partidor sent¡do (200 nM), part¡dor antisent¡do (200 nM),

I ¡lL de suspensión bacleriana. Las condic¡ones de ampl¡ficación se detallan en el

programa "PCR de colonias" de la Tabla lV. Se cons¡deró una proces¡vidad de la

enzima de 1kb/30s. Los partidores utilizados fueron específicos para cada fragmento

analizado y los productos de PCR se visualizaron med¡anle electroforesis en geles de

agarosa.

2,6,3,4 Adición de res¡duos de adenosina para clonamiento en pCR@8

Luego de amplificar con Pfu la secuencia cod¡ficante comp¡eta del gen DcLcyb2,

se generaron amplicones de exlremos romo. Para clonar este producto de PCR en el

veclor pCR@8, se agregó enzimáticamenle un residuo de adenosina en el extremo 3'

de cada amplicón. La mezcla de reacción estuvo compuesta por l UL de tampón de

reacción enzimática 1X con MgCl2 50mM, dATPs 0,2 mM,5 unidades de Taq DNA

pol¡merasa, 200n9 del fragmento de PCR purificado a partir de un gel de agarosa

(sección 2.6.1.1), agua nanopura hasta completar un volumen final de 10 FL. La

mezcla se ¡ncubó a 70oC por 30 m¡nutos. Se ut¡lizaron 1-2 pL de la mezcla en la

reacción de ligación con pCR@8.

(¡o 06\

§rar"*=91
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2.6.3.5 Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR).

Con el objetivo de generar la hebra de ADN complemetario (ADNC) al ARN

mensajero, se llevó a cabo la reacción de transcripción reversa (RT). Primero, para

eliminar posibles remanentes de ADN genómico ploducto de la extracción, se

incubaron 2 ¡.rg de ARN y se añadieron 50 unidades de DNasa I libre de RNAsa

(Fermentas), 1 yL de tampón DNasa I 10X (Fermentas), 20 unidades de inh¡bidor de

RNAsa (Ribolock, Fermentas) y se completó hasta 10 FL con agua l¡bre de nucleasas

previamente tratada con DEPC (W¡nkler). Esta mezcla se incubó durante 35 min a

37oC y luego se mantuvo en hielo por 3 min. Finalmente, se agregó 1 pL de EDTA 25

mM para detener Ia reacción de transcripción inversa, mediante quelación del cofactor

(Mg'2). Para una inacfivación enzimática total de la enzima Dnasa l, la mezcla fue

incubada a 65oC durante 10 m¡n.

Para la síntesis del ADNC se añadió I pL de Oligo AP

(5,TTTTTTITTTTTTTTTTTTTAGCTTCG3,) 10 mM A 5,5 I¡L (1pg dC ARN) dEI ARN

tratado con DNasa l. Esta solución se incubó en tubos de 0,2mL en el termoc¡clador

durante 5 min a 70oC, dando ¡nicio al programa "RT-PCR" (Tabla lV). Luégo, se detuvo

el programa y los tubos se dejaron en hielo por 5 min. Posteriormente, se añadieron

13,5 pL de una mezcla de 0,5 trL (20 un¡dades) de inhibidor de RNAsa (Ribolock,

Fermenlas), 1 FL de la enz¡ma transcriptasa reversa RT lmprom ll (Promega), 4 yL de

tampón 5X de la enzima RT lmprom ll, 2,5 ¡.rl de MgCl2 25 mM, 1 pL de dNTPs 10 mM

d¡sueltos en agua tratada con DEPC, 4,5 pL de agua tratade con DEPC. Los 20 ¡rL de

mezcla final se incubaron a 2SoC por 5 min para la hibridación entre el part¡dor Oligo

AP y el ARN, con lo que se reanudó el programa "RT-PCR" en el termociclador. Luego,
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se elevó la temperatura a 42oC por 60 min para la extensión de la cadena de ADNC y

finalmente se mantuvo a 70oC por 15 min para ¡nactivar la enz¡ma lranscriptasa reversa.

Para ver¡ficar la ¡ntegridad del ADNc generado se amplificó mediante PCR el

gen 165 utilizando 1¡lL del ADNc sintetizado como molde, incluyendo por cada muesira

anal¡zada un control denomindo "s¡n RT" (RT, de Ia reacción de transcripción ¡nversa,

correspondiente a ARN tratado con Dnasa I como templado, sin haber agregado la

enzima RT lmprom ll. De este modo, se descartó una eventual contam¡nación ADNC

s¡ntet¡zados con ADN genómico. Posteriormente, se amplificó el gen de interés

(ejemplos: DLcyb2, Dclcybl , DcPsyl, DcPsy2, Ntlcyb) a partir de 1 pL de cada una de

las muestras de ADNo obten¡das empleando PCR convencional o PCR cuantitativo.

2.6.3.6 PCR en Tiempo Real o RT-PCR cuantitat¡vo (qRT-PCR).

Para cuantif¡car los niveles de lranscrito de los genes de interés (185, DcLcyb2,

Ntpsyl, Ntpsy2, Ntlcyb) en las dislintas muestras de ADNc de las hojas de tabaco

analizadas, se util¡zaron reacciones de PCR en tiempo real utilizando la sonda

fl uorescenie SYBR green.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene),

empleando el k¡t Br¡lliant lll Ultra-Fast SYBRo-Green QPCR Master Míx (Stratagene),

para los anál¡sis de plantas silvestres y transgénicas de N. tabacum. Todas las

reacciones se llevaron a cabo en 20 ¡rL de una mezcla de 0,6 yL de partidor en sentido

(1ouM), 0,6 pL de partidor en ant¡sentido (1ouM), 0,3 pL de una ditución 1:S00 de la

sonda pas¡va ROX (inclu¡da en el ki0,8 pL de agua nanopura l¡bre de nucleasas, O,s

yL de ADNo y 10 pL de Master Mix lista para usar según instrucc¡ones del fabricante y

que contiene Taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCl2 y la sonda SYBR Green. Las
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condiciones de la reacción programadas en el equipo termociclador se detallan en la

tabla lV, en el programa "PCR cuantitativo", y son independientes de las características

fisico-químicas de los partidores utilizados. Luego de cada programa de amplificación

se realizó una curva de disociación (Tabla lV), donde se cuantif¡có la cantidad de

fluorescenc¡a durante todo el proceso de denaturación y renaluración del producto de

PCR. La presencia de une señal única en la curva generada en un gráfico de

Fuorescencia vs. T" es ind¡catrvo de la especif¡cidad de la reacción.

Todas las reacciones se llevaron a cabo incluyendo dos réplicas biológicas por

cada reacción, y fueron realizadas en triplicado técnico analizándose posteriormente

las dos réplicas técnicas de mayor s¡mil¡tud. Previo a la utilizac¡ón de los partidores con

la muestra de ¡nterés, se delerm¡nó la eficiencia (E) de los éstos de acuerdo a la

metodología matemática de Pfaffl (2001) descrita en func¡ón de la pendiente de la recta

generada entre la concentración de templado y el valor Ct (threshlod cycle) detectado,

siendo:

. E = (10 [-rlPendiente] - 1) (1)

Todas las cuantificaciones de los genes objetivo analizados en esta Tesis,

como por ejemplo los genes DcLcyb2, Ntlcyb, Ntpsyl y Ntpsy2, fueron normalizados

frente a los niveles de expres¡ón de un gen normal¡zador, en este estudio el gen

r¡bosomal l8.S, de expresión constitutiva en las plantas de tabaco (genes tipo

housekeeping), con el f¡n de el¡minar posibles d¡ferencias dadas por eventuales

d¡ferencias de concentración o calidad del ADNc analizado. Ad¡cionalmente, los datos

tamb¡én fueron relativ¡zados, es dec¡r, comparados con un control o "calibrado/', que
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conesponde a una cond¡ción de máxima o mínima expresión, o bien cuya expres¡ón es

nula o no se detecta, considerando, por ejemplo, el caso de plantas silvestres.

Para representar los resultados de abundancia de transcritos se utilizó Ia fórmula de

Pfaffl (2001):

(1+Egen on;etivo) 
(ctgen objetivo-ctcalibra'lo¡ gen ob¡etivo). Expresión relaliva = (21
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A continuación, la Tabla lV muestra un breve resumen con las condic¡ones de

reacción en cadena de la polimerasa descritas en la sección 2.6.3.

Tabla lV. Programas de PCR util¡zados.

1. Amplificación con Pfu ADN pol. de la secuencia codificant€ del gen Dclcyb211612
Db).

Segmento Temperatura T¡empo No de c¡clos

1 940C 5 min 1

2

940C

52"C

720C

'l min

I min

3 min

35

3
720C

10"c

10 m¡n
1

2. Amplif¡cación con Elongasa délfragmento DcLcyb2 s¡n codón de término de la
traducción (l¡t7,1 Dbl.

Ségmento Temp6ratura Tiempo No d6 ciclos
1 940C 5 min 1

2

940C

520C

720C

30s
I min

4 min

35

3
720C

10'c
10 min

1

3. PCR de colonia. Amplif¡cac¡ón del fragmento OcLcyb2 11612 pbl

1 940C 2 min 1

2

940C

52.C

720C

50s
55s
1 m¡n

35

3
72.C

10.c
5 min ,|

4. Ampl¡f¡cación del fragmento de l8S (196 pb)

§eqmento Temperatura Tiempo No de ciclos
1 940C 5 min 1

2

94"C

55"C

72.C

30s
1 min

30s
30

3
72C
10'c

10 min
1
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5. Ampl¡f¡cación del fragmento del gen hptil 1621pb) a part¡r de ADNg y ADNC de
N.tabacum.

Segmento Temperatura T¡empo No de ciclos
940C 5 min1 1

30s
1 min

45s
10 min

33

940C

590C

72C
720C

10'c
6, PCR cuant¡tativo. Amplif¡cac¡ón de los fragmentos génicos DcLcybz (151 pb), Ntpsyl
(pb), Ntosy'2 (pb) y Ntlcyb (pb). Cada reacción ¡ncluve una curva dG disociación.

Segmento TempeEtura T¡empo No de ciclos
950C

950C

60.c
950C

720C

10'c

3 min

10 s

20s
I min

30s
30s

40

7. Transcripción Reversa (RTPCR).

Segmento Temperatura Tiempo No de ciclos
1. 70oc 5 min I

25oC 5 min

2 42"C 60 min 1

70'C 15 min

3 l00c
'Al finalizar el segmento 1 se detiene Ia reacc¡ón para agregár la enzima RT Improm ll y otros react¡vos
de la mezcla de RT-PCR.

3
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2.6.4 Construcciones genéticas.

2.6.4,1 Clonación de los fragmentos de interés en el vector de entrada

pCR@4.

La ampl¡f¡cación de los fragmentos de interés para su secuenciación y posterior

clonac¡ón en un vector de destinación se llevó a cabo utilizando el vector de entrada

pCR@8/GWTOPO (sección 2.3,1.2) (Figura 6).

Los productos de PCR correspondientes al marco de lectura abierto de

DcLcyb2 ampl¡f¡cados con Pfu, a los cuales previamente se les agregó un residuo de

adenosina en el extremo 3' (secc¡ón 2.6.4.4), fueron ligados en el vector pCRo8. Esta

reacción se llevó a cabo en 6 ¡:L de una mezcla de ligación compuesta por 0,5-4 ¡.lL de

producto de PCR purificado, 50 ng del vector de entrada pCR@8 y 1 uL de solución

salina (NaCl 1,2 M, MgClz 0,06 M). Esta mezcla se incubó a temperatura ambiente

durante 2 horas para luego transformar células elec{rocompetentes de E coli DHs q

(sección 2.4.3).

Los clones posit¡vos obtenidos del análisis de PCR de colonia (sección 2.6.4.3)

y digest¡ón enzimática (2.6.2) fueron secuenciados y recombinados con los vectores de

destinación pGWB2, pGWBS o pMDC32 utilizados en esta Tesis.

2,6.4.2 Clonación de los fragmentos de interés en el vector de expresión

pETBlue.l.

Los fragmentos de PCR obtenidos de la amplificac¡ón con Pfu fueron

purificados con el kit W¡zard@SV gel & PCR clean-up system (Promega) y luego fueron

clonados en el vector pETBlue-1 (Novagen) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. La cantidad de inserto se calculó en función de su tamaño y de la relación
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molar requer¡da (proporción estándar 3:1 inserto:plásm¡do, recomendada por ambas

marcas comerciales). La mezcla de reacción se preparó en frío en un tubo de 0,5 mL y

su composición fue 1 pL de T4-DNA ligasa (Fermentas, SU/UL), 1 yL de tampón de

reacción 'l0X (suministrado por la marca comercial), 0,5-2 uL de vector de ligación (50

ngl¡.rl), X pL de inserto (150 ng) y agua hasta completar un volumen final de 10 pL.

Con el fin de optimizar la reacción de ligación, se incubó durante la noche (15 hrs) en

tubos independienles a 4"C y a 20'C.

2.6.4.3 Clonación de los fragmentos de ¡nterés en los vectoros de

destinación pGWB2, pGWBS y pMDC32 por recomb¡nac¡ón Gateway@.

La reacción de recomb¡nac¡ón se realizó entre el vector de entrada pCR@8 y los

vectores pGWB2, pGWBS o pMDC32 de acuerdo a los distintos objetivos especÍficos a

desarollar en esta Tesis de Magíster.

Para eslo, la recombinación se llevó a cabo en una mezcla compuesta por 180

ng de vector de entrada (1-7 pL), aproximadamente 300 ng del vector de dest¡nación

(en 1 lil), 2 pL de una mezcla con la enzima LR Clonasa ll (lnvitrogen) y tampón TE

hasta completar un volumen final de 10 ¡rL, pH: 8. Esta mezcla se incubó duranle t hr a

25oC hasta que la reacción se detuvo agregando 1 UL de proteinasa K a 37'C durante

10 m¡nutos.

La mezcla de recombinación obtenida fue introducida mediante tEnsformación

en células de E.col¡ One Shot@ Machl rMquimiocompetentes. Los clones pos¡tivos por

PCR de colonias (sección 2.6.4.3) y análisis de restr¡cción (sección 2.6.2) fueron

posteriormente incorporados en A. tumefaciers (sección 2.4.8) para la transformación

de tejido vegetal.
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2.6,5 Electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa.

Los ácidos nucleicos fueron visualizados en geles de agarosa al 1o/o-1,5o/0,

según tamaño esperado del fragmento de ácido nucleico, los cuales fueron somelidos

a electroforesis en tampón de conida TAE 1X (sección 2.3.1-3) y posteriormente fueron

teñidos en una solución de bromuro de etidio (BrEt) 20 mg/L durante 20 min. Previo a

ser cargadas en el gel, las muestras fueron mezcladas con el tampón de carga

(sección 2.3.1.3) en proporción 5:1 de manera de identiflcar el frente de migración

durante la electrofores¡s. Para la resoluc¡ón de bandas de ADN sé util¡zó 5 Vicm

durante 45 min, mientras que para separar moléculas de ARN se utilizaron 3,5 Vlcm

duranle 25 min. Las bandas de ác¡dos nucleicos fueron visualizadas mediante

expos¡ción del gel de agarosa a luz UV en un transilum¡nador. El tamaño de los

fragmentos de ADN se est¡mó por comparación con los marcadores de peso molecular

(Fermentas). Las imágenes fueron capturadas con el equipo Dark Room Multigenius

Syngene utilizando el programa Gene Snap de Syngene. Para los análsis de restricción

enzimática y clonamiento, la fluorescencia de las bandas fue cuant¡f¡cada utilizando el

programa lmageJ para calcular la concentración de las muestras anal¡zadas. Así

también, para clonar algunas de las bandas visualizadas, éstas fueron separadas del

gel utilizando un bisturí y luego fueron purificadas con el kit Wizard@Sv gel & PCR

clean-up system (Promega), siguiendo las instrucciones del frabricante.
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2.7 Determinación de la cantidad y la composición de los carotenoides.

2,7 -1 Extracción de carotenoides a partir de culüvo líquido de bacterias de

E. coli.

La extracción de caroteno¡des a partir del cultivo líquido de E.coli se realizó

para llevar a cabo los énsayos de complementación heteróloga. lnicialmente, la cepa

BL21 pDSIB-ActtY ¡ue cotransformada por electroporación con 100n9 de la

construcción pÉ.|-Blue-l lDcLcyb2 (clon 4) o 100 ng del vector sin inserto pETBlue-1

(control negativo). Por otra parte, la cepa BL21 pDS1B, productora de p-caroteno, fue

utilizada como control positivo de la complementación. Las células cotransformadas se

sembraron en placas Petri con medio LB sólido suplementado con el ¡nductor de la

transcripción, IPTG (1 mM), y los antibióticos ampicilina (100 F¡g/mL) y cloranfenicol (34

Hg/mL) (secc¡ón 2.4.1). Paralelamente, la cepa BL21 pDSIB fue sembrada en

presencia de IPTG (1mM) y ampicilina (100 pg/mL). Luego de inducir con IPTG en

oscuridad a 3OoC, se selecc¡onaron y analizaron por PCR 5 colonias con las que se

preparó un pre-inóculo (5 mL) a partir del cual se traspasó 1 mL de cultivo por ceda

100 mL de medao LB a un matraz con 200 mL de LB líquido con los antibiót¡cos

respectivos. Se determinó la D.O. a 600 nm hasta alcanzar un valor entre 0,5 y 0,8,

donde 100 mL se traspasaron a un matraz suplementado con IPTG y los otros 100 mL,

a otro matraz sin IPTG. Se dejó incubando entre 1-3 días en oscuridad.

Se utilizaron 85 mL para la extracción de pigmentos y los 15 mL restantes, para

medir biomasa (peso seco).

Los carotenoides fueron efraídos por triplicado y se comenzó centrifugando los

85 mL de cult¡vo original durante 10 minulos a 5.000 RPM. Para lavar las élulas, luego

de eliminar el sobrenadanle se agregaron 10 mL de agua destilada, donde se obtuvo
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una mezcla que se homogenizó y centrifugó durante 5 m¡nutos a 4000 rpm. Tras

descartar el sobrenadante se agregaron perlas de vidrio (diámetro: 0,1 um) y 1 mL de

agua destilada para después agitar en vortex a máxima velocidad por 8 m¡nutos-

Posteriormente, se agregó 1 mL de acetona, se agitó en vórtex durante I minutos más,

se centrifugó por 5 m¡nutos a 4000 RPM y se colectó la fase acuosa en tubos nuevos.

Se agregó acetona cada vez hasta decolorar completamente el pellet con perlas de

vidr¡o. Consecutivamente, a la fase acuosa colectada se agregaron 2 mL de acetona,

para agitar en vórtex por I minutos y luego centnfugar durante 5 m¡nutos a 4000 RPM.

Tras 3 repet¡ciones suces¡vas de extracción con acetona, se agregaron 2 mL de éter de

petróleo (l:4) al sobrenadante colectado y se ag¡tó en vortex por 5 minutos para

finalmente centrifugar a 4.000 RPM otros 5 minutos. La fase superior orgánica fue

colectada y en cada muestra obtenida se agregó éter de petróleo hasta un mismo

volumen conocido. A partir de este volumen final se util¡zaron 100 pL para cuant¡ficar

los p¡gmentos totales med¡ante espectrofotometría a una longitud de onda de 450 nm.

Luego las muestras fueron secadas en una atmósfera inerte con nitrógeno gaseoso

para f¡nalmente resuspender en 200 pL de acetona y medir por RP-HPLC según el

método de Thayer y Bjórkman (1990).

Para delerminar la cant¡dad de biomasa, 15 mL de cultivo original fueron

distribuidos en 3 tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL para luego centrifugar a 12.000 RPM

duranle 5 m¡n. Luego de descartar el sobrenadante y repetir este procedimiento hasta

concentrar 5 mL por tubo, el peilet colectado, se dejó secar en una estufa a 80"C

durante toda la noche para pesar al día siguiente. De este peso obtenido se restó el

peso del tubo vacío para obtener el valor de peso seco final-
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2.7.2 Extracción de carotenoides a partir de tejido vegetal.

Para cada una de las líneas transgén¡cás analizadas se lomaron 100 mg de

tejido obtenido de 3 hojas de tabaco de similar tamaño y edad. En el caso de las líneas

s¡lvestres que se analizaron, se colectaron aprox¡madamente 33 mg por cada hoja,

utilizando 3 plantas distintas, hasta completar '100 mg de tej¡do foliar. El tejido

recolectado fue macerado en un mortero previamente esterilizado y frío en presencia

de N2 líquido. Poster¡ormente, se homogenizó en presencia de 4 mL de una solución

de hexano/acetona/etanol (2'.1:1 vlv). El homogenizado se traspasó a un tubo de 1,sml,

se ag¡tó en vortex durante 2 min y se manluvo en hielo y oscuridad por otros 2 min.

Luego, se centrifugó a 10.000 rpm por 10 m¡n a 4oC. Los carotenoides se recuperaron

de la fase superior y fueron colectados en un tubo t¡po Falcon de 15 mL. Durante todo

el proceso de extracción el homogenizado se mantuvo en oscuridad y hielo. La

solución con los carotenoides extraídos se secó con N2 §aseoso y se resuspendió en

1mL de éter de petroleo para cuantificar los pigmentos totales med¡ante

especlrofotometría a 474 nm. Posleriormente las muestras fueron secadas

nuevamente en una atmósfera inerte con nitrógeno gaseoso para luego resuspender

en 200 pL de acetona y med¡r por RP-HPLC.

2.7.3 Cuantificac¡ón de los pigmentos totales med¡ante espectrofotometría.

Las muestras de pigmentos obtenidos del cult¡vo líquido de E coll que fueron

Ilevadas a un mismo volumen agregando éter de petróleo (sección 2.7.1), así como los

pigmentos extraídos a parlir de tejido vegetal resuspend¡dos en 1 mL de éter de

petróleo fueron utilizadas para determ¡nar la concenlración de p¡gmentos totales

mediante la determinación de absorbanc¡a en un espectrofotómetro (Shimadzu). Para
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esto, se tomó una alícuota de 100 pL de pigmentos resupendidos y se añadieron 400

pL de éter de petróleo. Esta mezcla se trasladó a una cubeia de cuazo y se midió la

absorbancia a 474 nm para el caso de extractos obten¡dos a pertir del cultivo líquido de

E.coli, y a 450 nm para los pigmentos oblenidos de tejido vegetal. Luego de determ¡nar

este parámetro, la mezcla fue devuelta al tubo falcon del cual provenían los pigmentos

y se secó la extracc¡ón nuevamente utilizando N2 §aseoso. Las muestras fueron

guardadas a -80 o C para su posterior anális¡s mediante Cromatografía Líquida de Alta

Resolución en fase reversa (RP-HPLC). La ecuac¡ón que se utilizó para determ¡nar la

concenlrac¡ón de carotenoides tolales cumple la ley de Lambert-Beer y es la s¡gu¡enle:

carotenoides totales (ug/g peso seco)= 4-j#H""Si.ry trl

En el caso de la man¡pulación de tejido vegetal fresco, la transformación de

peso fresco a peso seco se realizó multiplicando el peso fresco de la muestra por un

factor de conversión. Este factor de conversión se determinó mediante la diferencia de

peso de 3 gramos de tejido vegetal y el peso obtenido de estas muestras al secarlas

durante 48 horas a 60'C, tiempo suf¡c¡ente para deshidratar estos tej¡dos. El factor de

convers¡ón obten¡do para hojas de tabaco fue de 0,11 g peso seco/g peso fresco.

2.7.4 Composición de los pigmentos mediante Cromatografia Líquida de

Alta Resolución en Fase Reversa (RP-HPLC).

La fracción de carotenoides se resuspendió en 200 ¡.rL de acetona (MERCK).

Se ul¡lizaron 20 pL de esta solución para el análisis med¡ante HPLC en Fase Reversa.
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Este análisis fue realizado en una columna Hipersy C18 de fase rever§a de 15 cm. La

fase móvil utilizada fue acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/10/5 v/v), con un flujo de 1

mumin. Mediante el registro de los t¡empos de retención deteclados en los

cromatogramas a 474 nm, y los espectros de absorción obtenidos para cada pico, se

determinó la composición de carotenoides presentes de manera predominante en las

muestras (licopeno, p-caroteno, ü-caroteno, luteína). La concentración de cada tipo de

carotenoide se real¡zó según el método de Thayer y Bjórkman (1990). Brevemente, se

determinó el porcentaje de área bajo la curva descrita por cada p¡co detectado en un

cromatograma y se determinó el porcentaje respeclo al área total dada por la suma de

las áreas de todas las señales detectadas. Bajo el supuesto de que el área total se

correlac¡onó con Ia cantidad de carolenoides lotales, se determinó la concentración de

cada pigmento en función de su compos¡ción porcentual-

2.8 Análisis bioinformático.

2.8.1 Análisis y al¡neamiento múltiple de secuencias.

Las búsquedas de homología de secuencias se llevaron a cabo ut¡lizando el

programa BLAST en el sitio web de NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BlAsT4. Los

alineam¡entos múlt¡ples de secuenc¡a se dedujeron con el programa CLUSTALW

[http://www. ebi.ac. uUclustalw/] (Thompson y col., 1 994).

2.8.2 Análisis " in silico" de la localización subcelular de la protelna

DcLCYB2 de Daucus carotaL.

El análisis bioinformát¡co de la secuencia aminoacídica DcLCY82 para la

pred¡cción de un péptido de importac¡ón a plastidios se realizó utilizando las
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herramientas ChloroP v1 .'1 [http://www.cbs.dtu.duseryices/ChloroP4 (Emanuelsson y

col., ',l999), PCLR [http://www.andrewsche¡n.com/cgi-b¡n/pclr/pclr-cgi] (Schein y col.,

2001) y Plant-mPLoc [http://www.csb¡o.sjtu.edu.cn/b¡oinf/plant-multi4 (Kuo-chen y

Hong-Bin 2007; 2010). Eslos servidores se utilizaron paralelamente para verificar y

validar los resultados de localización sub-celular, considerando los d¡stintos criterios

util¡zados en la generación de algor¡tmos basados ya sea en bases de datos, ontología

gén¡ca, dom¡nios func¡onales, entre otros.

2.8.3 Otros programas y aplicaciones para el análisis b¡oinformático.

Durante el desarrollo de esta Tes¡s de Magíster se ut¡lizaron pr¡ncipalmente los

s¡guientes programas informát¡cos:

-Vector NTI@ (L¡fe Technologies): Anál¡s¡s de secuenc¡as

-GraphPad Prism: Anális¡s estadístico de datos y elaboración de gráf¡cos.

También se util¡zaron las aplicaciones on line:

-PSlpred: Predicción del perf¡l de hidrofobicidad y de la estructura secundar¡a de

secuencias prote¡cas httg,/lbrq'r¡f.qS uc!€c. ul&§lpIeql (Jones, 1 999).

-ProDom: Reconoc¡miento de mot¡vos en secuencias proteícas.

http://prodom.prabi.friprodomlcunenuhtml/home.php (Bru y col., 2005).

-TMHMM: Pred¡cción de hél¡ces transmenbrana en

proteínas. http://www.cbs. dtu.dlcfservices/TMHMM-2. 0/

2,9 Microscopía de fluorescencia confocal.

Todas las preparaciones de hojas de tabaco transformadas transitoriamente

fueron visualizadas previamente con un mtcroscopio de epifluorescenc¡a (Nikon,
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ECLIPSE TE2000-S) a los 3 días post-inflltrac¡ón, con el objetivo de identificar las

pr¡ncipales estructuras celulares y evaluar a pr¡oi la funcional¡dad de la construcción

pGWBS/DcLcyb2 s/¿ que codifica para la proteína de tusión DcLCYB2-GFP. Como

control positivo se utilizó la construcción 3SSCaMV::rccA::yfp (Salinas y col., 2006),

gentileza de la Dra. Lee Meisel. El péptido de destinación de recA se encuentra

clonado río arriba de la secuencia completa de ADNc de yfp en el vector pBl2 (recA se

local¡za exclusivamente en cloroplastos). Una vez confirmada la funcional¡dad de los

clones de Agrobacterium lransformados con esla construcción, se colectaron explantes

de hojas, de zonas próximas al punto de infiltración, los cuales fueron montados en

medio MS líquido para ser visualizados con un m¡croscopio de fluorescencia confocal

(Zeiss, model Ax¡overt 135M, Germany) equ¡pado con un láser de ión Argón (Leica,

Heidelberg). Las señales de fluorescenc¡a fueron detectadas luego de excitar a una

longitud de onda de 488 nm y 543 nm específicas para ¡dent¡ficar la señal

correspondiente a la expresión del gen reportero gfp (fluorescencia vefde) o a la señal

emitida por la molécula de clorof¡la (fluorescencia roja) respectivamente. Las secc¡ones

confocales fueron colectadas usando ajustes/f¡ltros de emisión de 498 a 525 nm (GFP)

y de 640 a 72O nm (clorofila).

Las imágenes obtenidas fueron procesadas con el soltware Zeiss LSM lmage.



RESULTADOS

3.1 Objetivo específico 1. Aislar, expresar y caracterizar funcionalmente el

gen DcLcyb2 med¡ante complementación heteróloga en Escherichia coli

BL2lpDSlB-acñY.

3.1.1 Aislamiento y clonación del gen DcLcyb2 en el vector de entrada

pCRo8.

En Daucus carcta l. (subespecie sativus), se ha descrito que existen dos

copias del gen Lcyb: DcLcybl y DcLcyb2 (Just y col., 2007). Las secuencias

codificantes completás de ambos genes se encuentran depos¡tadas en la base de

datos GenBank y fueron local¡zadas por Just (2007) en el grupo de ligamiento 3, de

acuerdo al mapa descr¡to por Santos (2001) y Santos y Simon (2002, 2004).

No obstante, la secuenc¡a del gen Dclcyó2 (Ccs) se encuentra anotada en la

base de datos (GenBank) como un candidato cod¡ficante para la enzima Capsantina-

Capsorubina Sintasa (CCS) (Jusl y col., 2007). Considerando que CCS es miembro de

una familia génica que incluye las licopeno p-ciclasas y considerando que en zanahoria

no se ha detectado producc¡ón de capsantina o capsorub¡na, en 2007 Just sug¡ere que

dicha secueneia conespondería al gen candidato DcLcyb2, considerando que es más

probable que el producto génico participe en una reacción tipo É -ciclasa y no de la

conversión de anleraxantina y violaxantina en capsantina y capsorubina

respecl¡vamente. Lo anterior se señala a modo de enfatizar este antecedente como

uno de los fundamentos que sustenta la h¡pótes¡s planteada en esta Tesis de Magíster.

63
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Adicionalmente, se ha reportado que algunos genes carotenogénicos

pr¡ncipalmente del tipo licopeno ciclasa o capsantina-capsorubina s¡nlasa no pres€ntan

secuencias intrónicas en su estructura génica (Ronen y co|.,2000; Ahrazem y col.,

2009; Guzmán y col., 2010). Por lo tanto, para aislar y clonar el fragmento que contiene

la región codif¡cante completa del gen Dclcyb 2 de Daucus carota L., éste se ampl¡ficó

med¡ante PCR d¡rectamente a partir de ADN genómico purificado de hojas de

zanahorias silvestres de aprox¡mademente 12 semanas de edad (Daucus carota L. cv.

Nantes), y se ulilizaron partidores diseñados de manera sitio específica en los

extremos 5' y 3' sobre la secuenc¡a de ADNC del gen DcLcyb2 (CcsJ de Daucus carota

L. subesp. sativus (GenBank: DQ192191.1), que fue obtenida por Just el año 2007

(Just y col., 2007).

La extracción de ADN se realizó de acuerdo al método CTAB (sección 2.6.1.3).

Luego de verificar la integridad y celided del ADN (datos no mosfrados), se ampl¡fico el

fragmento de inlerés utilizando la enzima Pfu y los part¡dores FORF ccs y RORF cJt ccs

(Tabla l. Pizarro, 2008), que amplif¡can un fragmento de 1.612 pb correspondiente al

marco de leclura ab¡erto del gen DcLcyb2 y parte de la región 3' no traducible (3'UTR).

El producto de la ampl¡ficación del gen DcLcyb2 fue v¡sual¡zado en un gel de

agarosa al 1% (Figura 5). Se obtuvo una única banda de aproximadamente 1,6 kb,

correspond¡ente al tamaño esperado del fragmento de interés (1.612 pb) (Figura SA).

Posteriormenle, la banda de ADN obtenida fue purificada y el rend¡miento y

espec¡ficidad de la reacción se determinó med¡ante la visualización del producto de

purificación en un nuevo gel de agarosa 1% (Figura 5B).
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Figura 5. Obtcnc¡ón del gen DcLyb2 a part¡r de Daucus carota L, A. Ampliñcación del

gen DcLcyb2 a partir de ADN genómico de hojas de D.carota L.. Utilizando los partidores

FORF ccs y RORF ccs se obtuvo una banda de un tamaño de 1.612 pb. B. Purificación del

producto de PCR a partir de gel de agarosa visualizado en A. El fragmento purificado fue

clonado en el vector de entrada pCR@8. Carril 1l Producto de PCR correspondiente al gen

DcLcyb2 amplificado a partir de ADN genómico de hojas de zanahoria de 12 semanas de

edad- Ctrl (-): Control negativo de la reacc¡ón de PCR. PM: Estándar de Peso Molecular de

I kb.

Los productos de PCR purificados fueron l¡gados en el vector de entrada

pCR@8. Para la multiplicac¡ón del produclo de l¡gación se transformaron células de

E.col¡ OHSr med¡ante electroporación. Diez colonias crecidas en presenc¡a de

espectinomicina (100 pg/mL) fueron analizadas por PCR de colonia con el f¡n de

¡dent¡ficar el fragmento de interés (Figura 6A). Para ello se lomó una muestra d¡recta

de 10 colonias oblen¡das producto de la lransformación y se amplificó el gen completo

usando los partidores FORF ccs y RORF cit ccs. De las nueve colon¡as que resultaron

ser positivas para la amplificación del fragmento de interés, cuatro de ellas (colonias 3,

a, 7 y Q fueron seleccionadas para purificar ADN plasm¡dial (sección 2.6-1 .2) para

luego digerir con las enzimas de restricc¡ón Hindlll y EcoRV durante un 3,5 hr§, de

manera de verificár la identidad y orientac¡ón del fragmento clonado (Figuras 68 y 6C).

w{t
§
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La enzima Hindlll reconoce un sitio de corte en el inserto DcLyb2, en la posición nt

1255, considerando el tr¡plele ATG como los tres primeros nucleótidos del inserlo. Por

otra parte, el vector de entrada no cont¡ene sitios de corte para Hind lll. A su vez la

enzima EcoRV corta una vez en el vector pCR@8, en la posición nt 809, m¡enlras que

no reconoce sitio de corte en el fragmento clonado. Por lo tanto, producto de la

reacción de d¡gestión doble de aquellos clones con una inserción en sentido respecto

al origen de replicación pUC, se espera visualizar 2 fragmentos, de 482 pb y 3946 pb

(Figura 68). La v¡sualización de bandas de 1381 pb y 3047 pb de tamaño indica la

inserción antisentido. De las cuatro muestras de ADN plasmidial diger¡das, 3 de ellas

presentaron el patrón de bandas esperado (Figura 6C) lo que ind¡có la presenc¡a del

fragmento DcLcybz clonado en fase respecto al or¡gen de replicación pUC del vector

pCRoB (F¡gura 68). Poster¡ormente, se envió a secuenciar el ADN plasmid¡al de los

cuatro clones seleccionados anteriormente para los ensayos de restricción (Macrogen,

USA) (secc¡ón 3.1.2). Los análisis de secuencia de los clones 3, 4, 7 y 8 presentaron

una ¡dentidad nucleotídica de al menos un 980/0 respecto al ADNC del gen DcLcyb2 de

Daucus ca¡ota L. subesp. sativus anotado en bases de datos (Acceso GenBank

DQ192191.1). Cons¡derando que el tamaño del gen DcLcyb2, ampl¡f¡cado a partir de

ADN genómico, es aproximadamente el mismo que el ADNc del gen anotado en bases

de datos, los análisis de secuencia del fragmento clonado revelaron que el gen

DcLcyb2 no conl¡ene intrones.

Los clones y los plásmidos recomb¡nantes que contienen la región cod¡ficanie

del gen DcLcyb2 se denominaron pCRoS/DcLcyb2. La construcc¡ón correspondiente al

clon 7 se utilizó para la generación de todos los veclores de destinac¡ón recombinantes

de tipo Gatewayo descritos posteriormenle en esta Tesis.
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Figura 6. Clonamiento del gen DcLcyb2 en el vector pCRo8. A. Amplificac¡ón del

fragmento DcLcyb2 mediante PCR de colonias de E.coli DH5-s para la identif¡cac¡ón de

transformantes de pCRoS/DcLcyb2. B. Representación esquemática de la digestión del

vector pCR@8/D6L cyb2 con las enzimas Hindtll y EcoRV. C. Digest¡ón de ADN plasmidial

de los clones 3, 4,7 y 8 con las enzimas Hindlll y EcoRV. Los números de cada carril

corresponden al clon analizado. Los clones 3,7 y I presentan un patrón de migración de

bandas de 482 pb y 3946 pb, ind¡cando el clonam¡ento en fase del inserto respecto al

origen de replicación pUC delvector Se encuadra en ro¡o el canil correspondiente al clon 7,

utilizado para la generación de las construcciones genéticas de tipo Gateway@ descritas en

esta Tesis. CG): Control negativo de la reacción de PCR. C(+): Control positivo de la

reacción de PCR utilizando ADN genómico como templado. PM: Estándar de Peso

Molecular de 1 kb.

3 4 5 6
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3.1.2 Análisis de la secuencia aminoacídica de la proteína DcLCYB2.

Los cuatro clones pCRoS/Dc¿ cyb2 secuenciados presentaron un marco de

lectura abierto de 1478 nt que, según predicción teórica, codifica un polipéptido de 492

aminoácidos con una masa molecular calculada ¡n sil¡co de 55.27 kDa.

Considerando que en Daucus carota L. se ha reportado la ex¡stenc¡a del gen

DcLcybl (Just y col., 2007) cuya func¡onal¡dad licopeno B-ciclasa fue demostrada en el

sistema heterólogo de E.col¡ (Moreno y col., 2013), se realizó un análisis comparativo

con esta secuencia am¡noacídica (GenBank: A8852071.1), denominada en esta Tesis

como DcLCYBI , utilizando los programas BLAST y CLUSTAL W (sección 2.8.1).

Las secuencias aminoacídicas de DcLCYB'I y DcLCYB2 presentaron un

porcentaje de identidad de 59%, localizándose la mayor parte de la variab¡lidad en el

los primeros 100 residuos de aminoácidos del extremo amino (Figura 7; Anexo 1). En

esta región, los programas ChloroP v1.1 (Emanuelsson y col., 1999), PCLR (Sche¡n y

col", 2001) y Plant-mPloc (Kuo-Chen y Hong-Bin 2007; 2010) deteclaron en la

secuencia aminoacíd¡ce de DcLCYB2 la existenc¡a de un péptido señal de importación

a plast¡dios, con un sit¡o de corte entre Glutamina-42 y C¡steína-43 (Figura 8).

Localizado en la región amino-terminal se detectó también un dominio, identificado

como "Región conservada en LCYB's", que corresponde a una secuencia conserveda

en todas las LCYB'S de plantas y que parece determinante para la asociación de estas

proteínas a membrana (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., '1996).

Adicionalmente se identificó en ambas proteínas un "S¡tio de un¡ón a d¡nucleótido"

(Figura 7, recuadro en verde). Este motivo, definido por la secuencia 'DX4GXGXAX4A"

y una estructura secundar¡a carac{erística (lám¡na B/ hélice q-loop/ lám¡na B. Figura 8)

denominada conformac¡ón Rossman (Rossman y col., 1974), está presente en todas
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las LCYB's de plantas (Wirenga y col., 1986; Cunningham y col., 1994). Los

polipéptidos con este motivo unen dinucleótidos como NADP, NAD, ADP y FAD. En el

caso de las ciclasas, esta secuenc¡a se asemeja a la que se encuentra en el extremo N

de las enzimas que unen FAD (Van Beeumen y col,, 1991; Cunningham y col., 1994).

Se ha demostrado mediante el uso de enzimas de bacterias recomb¡nantes, que la

ciclación de licopeno en B-caroteno requiere estrictamente NADPH (Schnurr y col.,

1996; Hornero-Méndez y Britton, 2002), no obstante, la reacción procede s¡n n¡ngún

cambio redox neto del sustrato (las fórmulas moleculares de los productos son los

m¡smos que los de los sustratos). Mediante el estudio de CCS de pimenlón, util¡zada

como ciclasa modelo, se demostró que la proteína monomérica contiene un FAD unido

de forma no covalente, que es esencial para la act¡vidad de la enzima sólo en el

presenc¡a de NADPH, que funciona como reductor de FAD. La reacción procede sin

transferencia de hidrógeno desde los cofactores de d¡nucleótidos a los productos

enzimát¡cos B-caroteno o capsant¡na. Por lo tanto, se propone que FAD en su forma

reducida podría estar ¡mplicádo en la eslabilización del carbocatión intermedio

(Mialoundama y col., 201 0).

De acuerdo al análisis comparativo de secuencia aminoacíd¡ca realizado en

esta tes¡s (Figura 7), la región amino terminal ¡dentificada en DCLCYB2 se encuentra

parcialmente conservada. Sin embargo, entre DcLCYB2 y las ciclasas CaCCS y

SICYC-B (codificada por el gen cyc B), el grado de identidad en esta región es elevado

(81.8%-95.5%. No mostrado).

Los dom¡nios ident¡f¡cados como esenc¡ales para la actividad catalítica de las

LCYB's (Bouvier y col., 1997; Cunningham y col., 1996), y que aparecen subrayados

en naranja en la Figura 7, se encueniran totalmente conservados entre DcLCYBI y

DoLCYB2. Destacan la serie de aminoácidos NNYGVW-DE cuya búsqueda de
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homologÍas en bases de datos se ha descrito estar únicámente presente en LCYB's y

LCYE's, sugiriendo que puede desempeñar un papel fundamental en la determinación

de la actividad c¡clasa (Krubasik y Sandmann, 2000; Alquézar, 2007).
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Figura 7, Análisis de la secuencia am¡noacldica de la proteína DcLCYB2. Se muestran
las d¡süntas regiones de ¡nterés como "Región conservada de LcYBs", "Siiio de unión a
d¡nucleóüdo", "Motivo p-Ciclasa", motjvo c¡clasa I 'MCl", motivo ciclasa ll "MCll', y "región
cargada" (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., '1996; Alquézar, 2007). Las llneas en
negro indican dominios esenciales para la actividad catalítica (Bouvier y col., 1997) y los
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presente sólo en LCYB'S y LCYE's (Krubasik y Sandmann, 2000; Alquézar, 2007). Los
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consenso se indican con un aster¡sco "'" aquellos residuos de aminoác¡dos conservados
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Análisis comparativos multiples entre dlstintas secuenc¡as am¡nocídicas

licopeno B-ciclasas d¡sponibles en bases de datos indicaron que la secuencia proteica

de DcLCYB2 es entre un 7Oo/o y un 77o/o idéntica a las LCYBS de otras plantas

idenlificadas hasta la fecha (Anexo 1), tales como la LCYB de kiwi, Acfinid¡a del¡ciosa

(77o/o. GenBank: ACJ66629.1); la LCYB específica de cromoplaslos de pomelo, Cifrus

paradisi (76%. GenBank: ACX37456.1); o la LCYB de frutilla, Fragaria x ananassa

(73%. GenBank: AFR11777.1). Adic¡onalmente, DCLCYB2 posee un 55% de ident¡dad

aminoacídica con Ia enzima LCYB de tabaco (GenBank: CAA57386-1), codificada por

el gen Ntlcyb (CrtL-1) cuyos niveles de transcr¡to fueron cuantificados en líneas

transgénicas pMDC32lDcLcyb2 generadas en esta Tes¡s de Magíster (sección 3.4.3).

Las estructuras secundarias de DCLCYBI y DcLCYB2 que fueron s¡muladas

utilizando los servidores CFSSP (Chou y Fasman, 1974) y PSIPRED V3.3 (Jones,

1999) resultaron tener una alta sim¡litud en regiones claves para la act¡vidad de

ciclación (F¡gura 8). En la estructura secundaria de ambas proteínas se aprec¡a la

estructura lámina B /hélice o /lámina B que daría lugar al dominio de un¡ón a

dinucleótido (NADP/NADPH), así como tres hélices o, local¡zadas en el extremo

carboxilo, señalando una pos¡ble localizac¡ón transmembrana (Hugueney y col., 1995;

Cunn¡ngham y col., 1996).
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Figura 8. Prcdicción de la estructura secundaria de DcLCYBI y DcLCYB2,
Representación comparativa de la estructura secundaria de DcLCYBI (A) y DoLCYB2 (B)

utilizando el programa PSIPRED (Jones, 1999). Los números bajo la secuencia analizada
(AA) indican las posic¡ones de los aminoácidos. Las líneas negras representan estructura de

espiral, los cilindros en rosado, las hélices q y, las flechas de color naranjo ind¡can las

láminas B. Se encuadra en rojo la estructura lám¡na F / hélice c/ lámina p caracterfstica del
'bolsillo' de unión a NADP/NADPH. En cuadrados de color verde se enmarcan hélices o con
posible localizac¡ón transmembrana (Hugueney y col., 1995; Cunn¡ngham y col., 1996). Se

encuadran en negro las principales diferencias de estructura secundaria enlre ambas
proteínas. La flecha de color rojo en B indica el sitio de corte del péptido de destinación a

plaslidio de DoLCYB2, mientras que las líneas en rojo hac¡a el extremo carbox¡lo de ambas

estructuras indican la ub¡cación del moüvo F-ciclasa. Conf: Nivel de confanza de la
predicción. Pred : Estructura secundaria inferida.
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3.1.3 Clonación del gen DcLcyb2 en el vector de expresión pETBlue-l para

los ensayos de complementación en Escherichia coli BL21 pDSl B-AcrtY,

Para a¡slar el gen DcLcyb2 y clonar en el vector de expresión pETBlue-1, se

amplificó el fragmento clonado en el vector de entrada pCR@E a partir ADN plasmidial

correspondiente a los clones 3, 4,7 y 8. En la reacción se utilizó la enzima Pfu y los

partidores FORF ccs y RORF c/t ccs, que amplifican el fragmento de 1.612 pb que

cont¡ene el marco de lectura ab¡erto del gen DcLcybz y parte de la región 3' no

traducible (3'UTR) (no mostrado). Una vez visualizado el producto de la amplificación

(en tr¡plicado para cada clon) éste fue purificado desde un gel de agarosa 1o/o utilizando

el k# Wizard (F¡gura 9). Se seleccionó el producto de la purificación conespondiente al

clon 7 y se ligó en el vector de expresión pETBlue-1 (3.476 pb) (sección 2.6.3,1),

prev¡amente linearizado por digestión con la enzima EcoRV de corte romo, que

reconoce un sitio de corte ún¡co en la secuencia p¡asmidial (no mostrado).

Considerando la capacidad conectora de la enzima Pfu utilizada en la

amplíficación del fragmento DcLcyb2, se descartó la generación de mutaciones con

respecto a la secuencia del fragmento clonado y secuenciado en primera ¡nslanc¡a en

el vector de entrada pCR@8 (clon 7).
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2,0 kb
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Figura 9. Aislamiento del gen DcLcyb? para ensayos de complementación

heteróloga. Purificación del producto de PCR del gen DcLcybz amplifrcado a partir de ADN

plasmidial de los clones 3, 4,7 y I transformados con el vector pCRoS/DcLcyb2. Los

productos de purificación cargados en cada carril son ¡dentificados con el clon util¡zado

como fuente para la amplificación del gen. El recuadro en rojo indica el carril

correspondiente al clon 7 utilizado para la clonación en el vector de expresión pETBlue-'!.

Electroforesis en gel de agarosa 1% con BrEt. PM: Estándar de Peso Molecular de 1 kb.

El producto de la ligación resultante se ut¡lizó para transformar células electro-

compelentes E- coli DHSq (sección 2.4.3), las que se sembraron en medio LB sólido

suplementado con el ant¡biótico ampic¡lina (100 Hg/mL) y el compuesto X-gal (1¡rUmL

de una solución de 40 mglmL en formamida, secc¡ón 2.4.1). Se seleccionaron I
colonias blancas que fueron analizadas por PCR de colonia para la detección del

fragmento DcLcyb2 (F¡gura l0A). Posteriormente, se preparó un cult¡vo líquido de cada

colonia seleccionada, y se purif¡có el ADN plasmidial de los E clones que resultaron ser

positivos para la reacción de amplif¡cac¡ón. Pera verificar la orientac¡ón del inserto

respecto al promotor T7 y al Operador lac del vector, el ADN plasmid¡al puríficado se

digirió con la enzima de restrlcción Ssp I (lnv¡trogen). Según él análisis predict¡vo de

secuencie de la construcción generada (Figura l0B), existe un sitio de corte único para
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la enzima Ssp lhacia la región 3'del fragmento clonado (nt 1582) mientras que en el

vector pETBlue-1 también ex¡ste un sitio de corte único conien¡do en el origen de

replicación fl (nt 1357). Por lo tanto, se espera obtener 2 bandas de 1108 pb y 3979 pb

de tamaño como resullado de la digestión del vector recombinante con un fragmenlo

clonado en sentido respecto al promotor T7. Por otra parte, la orientación antisentido

del fragmento se ident¡ficó por medio de la obtención de dos bandas de 2661 pb y 2426

pb. Luego de real¡zar la reacc¡ón de d¡gest¡ón de los I clones se¡ecc¡onados, se

obtuvieron los fragmentos de 1108 pb y 3979 pb de tamaño en los clones 4,7 y 8,

¡nd¡cando la orientación en sentido del fragmento de interés (F¡gura 10C). En algunas

muestras se observó la aparición de bandas adicionales c¡nespondientes al vector s¡n

d¡gerir (5087 pb) y al vector digerido parc¡almente (vector linearizado, =10 kb). Los

clones y los plásmidos recombinantes poñadores del fragmento con la secuencia

codificante del gen DcLcyb2 se denominaron pETBlue-1lDcLcyb2.
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Figura 10, Clonam¡ento del gen Dclcyó2 en el vector de expres¡ón pETBlue-1. A.

Amplificación del gen DcLcyb2, mediante PCR de colonia, para la identificación de clones

transformados con la construcción pETBlue-1/Dc¿cyb2. B. Representación esquemática

de fa digestión del vector pElBlue-l lDcLcyb2 con la enzima Ssp l. Se muestra eltamaño

y número de fragmentos obtenidos para la detscción del inserto clonado en sent¡do (S) y

en dirección antisent¡do respecto (AS) respecto al promotor T7. C. Digestión con Ssp I a

partir del ADN plasmidial de clones pos¡tivos para la amplifcación del gen DcLcyb2 qüe

se muestra en A. Los números de cada carril indican el clon anal¡zado. Los clones 4, 7 y

8 muestran un patrón de migración de bandas de 1108 pb y 3979 pb de tamaño,

¡ndicando el clonamiento en fase del ¡nserto respecto al promotor T7 del vector. Se

encuadra en rojo el carril correspondiente al clon 4, ut¡lizado en los experimentos de

complementación heteróloga. C(+): Control positivo de la reacción de PCR ulilizando

como templado ADN plasmidial p}R@StDcLcyb2\clon3). CQ: Control negativo de la

reacción de PCR. PM: Estándar de Peso Molecular de 1 kb.

- * -¡a ,k- *

pETBlueT- Dclcyb2
DcLcyb2
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3.1.4 Complementación heteróloga de la cepa mutante E.coli BL2'l pDSIB-

AcrfYcon el gen DcLcyb2.

Para evaluar la funcionalidad del gen DcLcyb2, se utilizó la cepa bacteriana E

col¡ BL21 transformada con el vector pDSl B-Acrfy (sección 2.3.1.2), que presenta un

fenotipo de color rojo dado por la acumulación de licopeno, sustrato de la enzima

licopeno B-ciclasa. La expresión de genes que codifiquen proieínas capaces de ciclar el

licopeno generará el cambio de coloración de las colonias de esta cepa de rojo a

anaranjado, consecuencia de la acumulación de p-caroteno. Con este objetivo, la cepa

BL21 pDSI B-A crÍY lue cotransformada por electroporación con la construcc¡ón

pET3lue-llDcLcyb2 (clon 4) (sección 2.4.3). Como control negativo de la

complementación se utllizó el clon pDS'lB-^cdy transformado con el vector sin inserto

pETBlue-1, mientras que como control positivo se utilizó el clon de E.coli BL21 pDSIB

transformado con la ruta carotenogénica de Enuinia uredovora (sección 2.3.1.2), y en

consecuencia acumula principalmente B-caroteno y la coloración de las colon¡as es

anaranjada.

La orientación en fase del inserto respecto al promolor T7 promueve una

transcripción exitosa del gen DcLcyb2,la cual se inicia lras la inactivación del represor

lac en presencia de IPTG, un agente análogo de la lactosa. Por lo tanto, las élulas

cotransformadas con la construcción pETBlue-l/ DcLcyb2, se sembraron en medio LB

sól¡do suplementado con el inductor de la transcripción, IPTG (1 mM), y los antibióticos

ampicil¡na (100 Ug/mL) y cloramfenicol (34 !g/ml) (secc¡ón 2.4.1).

Cuando la cepa d6 E.coli BL21 pDS l B-Acrfy fue co-transformada con pETBlue-

llDcLcyb2 la colorac¡ón de las colon¡as transformadas cambió de rojo a naranjo,

indicando la conversión de licopeno a otros tipos de carotenoides (Figura 11A). Por
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otra parte, no se observó un cambio de co[or al lransformar la cepa mutante pDSI B-

LcttY con el vector sin inserlo pETBlue-1, considerado como un control negativo de la

complementación (no mosirado).

Las colonias oblenidas luego de la transformación fueron analizadas por PCR

de colonia (Figura 1 1B) demoslrando que todas las colonias selecc¡onadas

incorporaron la construcción que contiene el gen DcLcyb2.

A

c(,

1 ,5 kb-t

Figura 11. Transfo¡mación de la cepa mutante E.coli BL21 pDSl B-AcrfY con el gen

DcLcybz. A. Coloración de Golonias de E.coli BL21 pDSI B-Acffy transformadas con el

vector sin ¡nserto pETBlue-'f , usadas como control negat¡vo de la complementac¡ón

(lzquierda), y colorac¡ón de colon¡as co-transformadas con pETBlue¡ /Dclcyb2 (Derecha),

cultivadas en medio suplementado con el inductor de la transcripción, IPTG (1 mM). Se

observa el cambio de coloración de rojo a naranja ¡nd¡cando la convers¡ón de licopeno en

otros carotenoides producidos por la bacter¡a B. Ampliflcación del gen DcLcyb2, mediante

PCR de colonia, para la identiÍcación de clones transformados con la construcción

pEÍBlue-1 I DcLcyb2.

B
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Para la identificación de los carotenoides produc¡dos por los transformantes

p1TBlue-1/DcLcyb2, se analizó por HPLC el exlracto de p¡gmentos acumulados por el

clon I (F¡gura 11A).

3.1.5 Cuantificación y análisis de la compos¡c¡ón de carotenoides

purificados a partir de E.coli BL21 pDSIB-AcrtY complementada con el

gen DcLcybZ de Daucus carotaL.

Para deteminar la corelac¡ón enlre el color observado para los distintos t¡pos

de clones empleados y el contenido de p¡gmentos, se determinó y cuant¡ficó la

composición de carotenoides. Con este objet¡vo, se realizó la extracción de pigmentos

a partir de los cultivos líquidos de las cepas bacterianas según los métodos descritos

(sección 2.7.'l) y se realizó una medición por cromatografía líquida de alta resolución

en fase reversa (RP-HPLC) e 474 nm, long¡tud de onda a la que absorben todos los

p¡gmentos de tipo carotenoides (sección 2.7.4).

Se obtuvieron cromatogramas con picos cuyos tiempos de retención y

especlros de absorción son característicos de los pigmentos licopeno y B-caroteno

(F¡gura 12). En el cromatograma correspond¡ente a los p¡gmentos purificados del

control positivo (pDS1B) se observó un único pico, cuyo tiempo de retención de

aproximadamente 25 min ind¡có la presenc¡a de B-caroteno. Para el control negativo

(pDSl B-AcrtY pETBlue-1 sin inserto) se observó tamb¡én un único pico, con un tiempo

de retenc¡ón característico de 13 m¡nutos, correspondienle al pigmento l¡copeno

Al analizar el cromatograma de la cepa mutante pDSI B-AcrtY co-transformada

con la construcción pETBlue-1/Dclcyb2 se delecló un pico con un liempo de retención
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asociado a la presencia del compueslo licopeno presente en el control negativo, lo que

indica que en esta cepa también se acumuló él pigmento. Adicionalmente fueron

delectados al menos dos picos nuevos, a los',l8 y a los 25 min de tiempo de retención

(Figura 124). Tanto el espectro de absorción así como el liempo de retención del

compuesto que eluyó a los 18 m¡nutos son parámetros que caracterizan al compuesto

y-caroteno en perfiles de HPLC (Teramoto y co|.,2003; Zhang y col., 2013). Por lo

tanto, se sug¡ere que la cepa co-transformada acumule este compueslo como un

iniermediario de la reacción de ciclación del licopeno. No obstante, para confirmar la

identidad del pico denominado en esta tes¡s como "otros caroteno¡des" (Figura 12), es

preciso hacer análisis HPLC ut¡l¡zando estándares puros o más aún, es preciso

analizar las muestras eluídas correspondientes a este pico mediante espectrometría de

masas.

Por otra parle, la aparición de un nuevo pico delectado aproximadamente a los

25 m¡nutos de tiempo de elución presentó además un especlro de absorción,

comparable con el espectro de absorc¡ón que caracteriza cromatográf¡camente al

pigmento B-caroteno, identificado en el control posit¡vo (Figura '128). Esto demuestra

que el fenot¡po anaranjado que presentó esla cepa se debe a la acumulación de B-

c¿lroteno.

En el perfil de elución conespondiente al control negativo (E coli pDS'l B- AcrtY

pETBlue-1 sin inserto) no se observa la presencia de un pico que indique acumulación

de F-caroteno. Eslo demuestra que el veclor de expresión en sí mismo no genera

algún producto que catalice la formación del pigmento de color naranja.
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F¡gura 12. Anál¡sas por RP-HPLC de los carotenoides extra¡dos de las células de E. coli

complementadas con el gen DcLcyb2, A, Cromatogramas de caroteno¡des extraldos de

élulas de E.coli Bl21 pDSI B-AcrtY transformadas con los plásmidos pETBlue-1 sin inserto

(control negativo) o pETBlue-l/Dclcyb2. B. Espectros de absorción de cada pico detectado

en A. l: licopeno, 2: p-caroteno, 3: "otros caroteno¡des" (y-cÉroteno). Los perñles de elución

de HPLC de los cultivos control que contienen el vector de clonac¡ón sin inserto muestran

predom¡nantemente un solo pico, cuyo tiempo de retenc¡ón y espectro de absorc¡ón

correspondió a licopeno. Los cromatogramas de la cepa co-transformada con el plasmidio

pET-Blue1/DcLcyó2 muestran la aparición de al menos dos picos nuevos conespondientes p-

caroteno y probablemonte a y-caroteno, definido como "otros carotenoides', de acuerdo al

üempo de retención y espectro de absorción obtenidos. El perref bacteriano de cada cepa

transformada se muestra a la izquierda de cada cromatograma. UA: Unidades de

Absórbanc¡a.
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La cuantif¡cáción de cada t¡po de p¡gmento idenllf¡cado mediante RP-HPLC fue

calculada aplicando ecuaciones previamente descritas (Lichtenthaler y Buschmann,

2001), para lo cual se determinó el área bajo la curva correspond¡enle a los d¡stintos

picos de cada perf¡l cromatográfico en presencia y ausencia del inductor IPTG (1mM).

Eslos valores fueron normalizados respecto al peso seco obtenido de una muestra de

cultivo lÍquido de los clones analizados, previo a la extracción de pigmentos (sección

2.5.14.2.). Los resultados de la cuant¡ficación fueron tabulados en la tabla V.

Tabla V. Cuantificeción do pigmentos pur¡ficados a partlr de clone3 de Escrré/rcrria cori
tansbrmados con le constucción pETd,uo-llDcLcybz.

Clon Carotenoides IPTG (1mM) composrcÉn d€
ceroteno¡des (%)

Cantidad de
pigmento (ppm)

Clon I pETBlue-
llDcLcyb2

Lic!peno
+ 59,88 r 15,83 110,7 !25,57

43,45 i 15,39 79,08 r 35,95'

B-carot6no
+ 40,11 1 15,83 75.16 r 31,16

56,55 i 15,39 99,13 r 29,16'

Carotsno¡des
totales

+ 100 'l 85,86É 6,81 7

100 178,19 i 38,19

Conhol C)
pDSIB-AcrtY

Licoperp
+ 100 1fi,77

100 183,77

B-caroteno
+ 0 0

0 0

Carotenoide§
totales

+ 100 150,77
'100 'r83,79

Los astenscos nd¡can dtlefenc¡as s¡gntficatlvas de cada clon en comparacbn con su control negat¡vo en
.óñ.li.i^ñÉs mñ v sin in I r.iáñ T.<t-f ñf.ráñ áa ¿óc 

^ólás 
l. <ñ 051

Los datos de concentración de B-caroteno y licopeno detecfados en porcentaies

preponderantes en los cromatogramas de RP-HPLC fueron graf¡cados y analizados

estad ísticamente en presencia y ausencia del inductor IPTG (Figura 13).

En primera instancia, se observó que la cantidad de B-caroteno acumulado por

la cepa pETBlue-llDcLcyb2 es sign¡ficat¡vamente superior en presenc¡a del inductor de

IPTG respecto a una condición no inducida. A su vez esta diferenc¡a significative se
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rep¡te con respecto al control négatívo co-transformádo con el vector pETBlue-1 sin

inserto, donde no se detecta formación de B-caroteno-

Por otra parte, la cepa lransformada con la construcc¡ón pETBlue-l lDcLcybz en

presencia de IPTG, se puede observar que Ia cantidad relativa de licopeno con

respecto al control negativo pDSI B-AcrtY no es esladíst¡camente diferente, así como

tampoco ex¡sten d¡ferenc¡as significativas con respecto al clon cotransformado en

ausencia del inductor IPTG . No obstante, ex¡ste una mayor producción de B-caroteno

a pesar de no ex¡stir una conversión total de licopeno a B-caroteno.

De los resullados anteriores se puede determ¡nar que el gen DcLcybz iue

capaz de complementer el fenotipo de la cepa mutante transformada con pDS l B-

AcrtY, restituyendo la ruta de síntesls de p-caroteno. Esto sugiere que en E corr, el gen

DcLcyb2 es funcional y codif¡ca una enzima con act¡vidad licopeno B-ciclasa.



85

@ controt¡¡

EB pETBlue-1/Dc¿cyb2

El pETBlue.l /Dcrcyb2 + IPTG

Licopeno pcaroteno

Figura 13, Niveles de carotenoides produc¡dos por LGYB2. N¡veles de caroteno¡des

med¡dos mediante RP-HPLC y espectrofotometría en presencia y ausencia de IPTG (1mM).

Control G) representa los niveles de pigmento purifeados a partir de un culüvo lfqu¡do del

clon pDSI B-AcrtY cotransformado con el vector sin ¡nserto pETBlue-1. Los asteriscos

indican diferencias significalivas determ¡nadas por un t-test pareado de una cola (p<0,05).

3.2. Objetivo específico 2. Determinar la localización subcelular de

DcLCYB2 mediante la transformación transitoria de hojas de Nicotiana

tabacum.

3.2.1 Clonación del gen DcLcybzstt en el vector de entrada pCR@8.

La localización subcelular de la proteína DcLCYB2 fue determinada med¡ante la

construc¡ión del vec'tor pG\NBSlDcLcyb2 s/t cod¡f¡cante para la proteína de fus¡ón

DCLCYB2-GFP. Para la generación de esta prote¡na recombinante, se amplificó por

PCR convencional un fragmento de 1.474 pb util¡zando los partidores FORF ccs y

RORF s/t ccs fiabla lll) de manera de aislar y clonar en el vector de entrada pcR@8, el

gen DcLcyb2 de D. carota L. s¡n el codón de térm¡no de la tráducción (DcLcyb2 sll\.

a
0-
o
o
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Como hebra molde se ut¡l¡zó el ADN plasmidial del vector pCR@SlDcLcyóz (clon 7)

generado en esta Tesis de Magíster (sección 3.1.1), el cual contiene la secuencia

completa del gen Dclcyb2. En la Figura 14 se muestra la amplificación del ftagmento

de 1.474 pb conespondiente al gen DcLcyb2 sin el codón de término de la traducción

(DcLcyb2 s/t). El control negativo (carril C-, Figura 14) no presenta ampl¡ficádo, lo que

refleja una corecta manipulación de las muestras y un desarrollo aprop¡ado de la

técnica.

cG) 1§rT PM I S/T

1,5 kb---+
1,5 kb---+ +ffi!*
1,0 kb --->

Figura 14, Ampllicac¡ón del gen Oc¿ctóz s¡n codón de ténnino de la traducción.

A. Se amplificé un fragmento de 1474 pb correspondiénte al gen DcLcybz de D. carota

L. a parlir de ADN plasmidial (vector pCRoS/DcLcyá2 clon 7). La secuencia del

fragmento amplifcado no conüene el codón de término de la traducción (carril I S/D.

Como control negaüvo de la reacción de PCR se usó agua nanopura como molde (carril

CC)). B, Purifcacjón del producto de PCR a partir de gel de agarosa visualizado en A.

El fragmento purifcado fue clonado en el vector de entrada pCR@8. Electroforesis en

gel de agarosa al 1oó con BrEt. PM: Estándar de Peso Molecular de 1kb.
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Una vez purificádo el fragmenfo amplificado DcLcyb2 s/t de D- Carcta L. se

llevó a cabo la reacción de ligación con el vector pCR@8 y la transformación de células

de E cori quimio-competentes One Shot@ Machl ru (sección 2.4.5).

Veinte colon¡as crec¡das en présencia de espectinom¡cina (100 pg/ml) fueron

analizadas por PCR de colon¡a con el fin de ¡dentificar el fragmento de ¡nterés. Un total

de '17 colonias resultaron ser posit¡vas para Ia ampl¡f¡cac¡ón del fragmenlo DcLcyb2 slt

(no mostrado). En paralelo, se extrajo el ADN plasmidial de las veinte colonias

selecc¡onadas ¡nicialmente (secc¡ón 2.6.1-2) para luego digerir con las enzimas de

restricc¡ón H¡nd lll y Eco RV simultáneamente, de manera de verificar la identidad y

orientación del fragmento clonado en pCR@8 (Figura 15A)

La enzima H¡nd lll corta una vez en el inserto, m¡entras que la enz¡ma Eco RV

corta una vez en el vector pCR@8. De las veinte colon¡as cuyo ADN plasmidial fue

digerido, se obtuvieron nueve clones que presentaron dos bandas de 337 pb y 3956

pb. Este patrón conesponde a lo esperado para un vector que porta él ¡nserto DcLcyb2

slt en orientación sent¡do respecto al origen de repl¡cación pUC y al sit¡o attl1. El

patrón de bandas para el inserto en antisenüdo es de 1371 pb y 2922 pb-

La figura 'l5B muestra una digestión representativa del ADN plasm¡dial de 10

clones analizados, donde 3 de ellos presentan el ¡nserto en fase respecto al sitio de

recombinación attl1.
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A

.*

att!2

Figura 15. Oigestión enzimática de la construcción pCR@8/DcLc!á2 sn. A. Esquema

del vector pCR@SlDcLcyb2 sft donde se indica la ubicac¡ón del inserto DcLcyb2 sft (sin

codón de término) y los sitios de corte de las enzimas Hind lll y Eco RV. B. Carriles 1, 2, 3,

4, 6, 7, 8, 9 y 10: Digestión de ADN plasmid¡al de d¡ez clones que portan el vec{or

p9*SlDcLcyb2 s/t con las enZmas Hind lll y Eco RV. Los clones 2, 4 y 7 muestran el

patrón de bandas de 337 pb y 3956 pb esperado para la inserc¡ón del fragmento clonado

en fase respecto al sitio de recombinación attll y al origen de repl¡cac¡ón pUC.

Electroforesis en gel de agarosa 1% teñido con BrEt. PM: Estándar de Peso Molecular de 1

kb.

attLL

t!!

PMl 2345678910PM
B

<- 3,0 kb

pCRS/GW-TOPO

3293 pb
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3.2.2 Construcción del véctor binario pGWBS/DcLcyb2 sft.

Una vez obtenidos los clones posit¡vos de pCR@8 que portan el fragmento

DcLcyb2 s/t én odéntación sentido respecto a attl1, se generó la construcción

pGWBSlDcLcyb2 sit mediante recombinación sitio-específica con el vector pGVtúBS

(17961pb) (Tecnología Gatewáy@, sección 2.6.3,2), con el objet¡vo de fus¡onar el

fragmento de interés al gen gfp, que cod¡fica para una proteína fluorescente verde

utilizada como reportera de la proieína recombinante DcLCYB2-GFP. Esta proteína

reportera fue fus¡onada en el extremo carbox¡lo, con el objetivo de no alterar la

configuración del péptido de destinación a plastidio, localizado en la reg¡ón amino

terminal de la secuencia am¡noacidicá de DCLCYB2, según se predüo en esta Tesis

(sección 3.1.2) y cuyo silio de corte se encuentra entre los residuos de aminoácidos

Glutamina-42 y Cisteína-43 (Figura 8).

Los productos de la reacción de recombinación Gateway@ se utilizaron para

transformar células quimio-competentes One Shot@ Machl ru (secc¡ón 2.4.5), Ias que

se sembraron en medio LB sólido suplementado con el antib¡ótico kanamicina (100

pg/ml) como agente de selección de la transformación codificado en pGWB5. Como

control de la recombinación se creció una alícuota de células transformadas en medio

LB sól¡do suplementado con los antib¡ót¡cos kanamicina (100 pglml) y cloranfenicol (40

lig/ml). Se selecc¡onaron 10 colon¡as que fueron anal¡zadas por PCR de colonia para

Ia detección del fragmento DcLcybz slt util¡zando los parlidores FORF ccs y RORF s/t

ccs (Iabla l). Todos los clones anal¡zados resultaron ser positivos para la amplificación

del ¡nserto (no mostrado). Posteriormente se preparó un cult¡vo líquido de cada colonia

analizada por PCR, y se purificó el ADN plasmidial que fue d¡ger¡do con la enzima Hind

lll (lnvitrogen), para verif¡car la orientación del inserto DcLcybz s/t respec.to al promotor

35S CaMV presente en el vector pGWB5.
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La enzima Hind lll reconoce un sitio de corte único en el veclor de expresión y

otro en el fragmento DcLcyb2 sit (Figura 'l6A). Como resultado de la digestión del ADN

plasmid¡al de todos los clones analizados, se obtuvieron dos bandas de 2.128 pb y

15.714 pb. Como es de esperar en una reacción de recomb¡nac¡ón s¡tio-dirigida, el

patrón de bandas obtenido ¡nd¡có el clonamiento en sentido del inserto DcLcyb2 sll

respecto al promotor 35S CaMV. La figura 168 muestra una digestión representativa

del ADN plasm¡dial de 5 clones anal¡zados, donde se observa el patrón de bandas de

2.128 pb y 15.714 pb. No obstante, en 3 de los 5 clones analizados se observa una

banda adicional de ADN plasmidial. De acuerdo a las indicaciones de manufactura de

la enz¡ma LR clonasa Il (lnv¡trogen) utilizada en la reacción de recomb¡nac¡ón entre el

vector de entrada y el vector de destinación (sección 2.6.3.2), se trataría de un exceso

de ADN plasm¡dial del vector pCR@ü DcLcyb2 sll.

Adicionalmente, el ADN plasmidial de los clones C y D (F¡gura 15B), fue

d¡gerido con las enzimas BstE ll y Sacl para corroborar la identidad y orientación del

fragmento DcLcyb2 s/t (no mostrado). Luego de confirmar la ¡dentidad y orientac¡ón del

inserto en ambos clones, las construcc¡ones fueron secuenciadas y posteriormente

fueron util¡zadas para transformat Agrobacteñum tumefaciens (sección 2.4.8).
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F¡gura 15, Digéstión de la construcc¡ón pGWBS/Dc¿cybz slt con Hind lll. A. Esqusma

representaüvo dol vector pGWBS/DcLcyá2 s/t (17.842 pb) diger¡do con la enZma de

restricción Hind lll donde se espera liberar un fragmento de 2j28 pb esperado para una

oientación en sentido respecto al promotor 35S CaMV. B, Digestión con H¡nd lll del ADN

plasm¡d¡al de se¡s clones de E.coli One Shot@ Machl ru (carriles A, B, c, D, E) que portan el

vec'tor pGWBS/DcLcyá2 s/t (sin codón de término). Los clones C y D muestran la d¡gestión

completa del vector a part¡r de la cual se obtuvo el patrón de bandas de 2.128 pb y 15.714

pb, esperado para la inserción del ftagmento clonado en sentido respecto al pronptor 35S

CaMV. Electroforesis en gel de agarosa 1% teñ¡do con BrEt. SID: Vector pGWBS/OcLcyb2 sft

sin digerir. PM: Estándar de Peso Molecular de 1 kb.

3.2.2 Obtención de Agrobacterium tumefaciens transformado con el

vector pGWBS/ DcLcybz s/l

Se obtuvieron colonias de A. tumefaciens GV3101 transformadas con la

construcción pGWBSlDcLcyb2 s/t (sección 2.4.8) a part¡r de las cuales se hizo un PCR

de colonias con los part¡dores FORF ccs y RORF s/l ccs, específ¡cos para ampl¡ficar el

inserlo DcLcyb2 sit completo ffabla l). Utilizando esta estrateg¡á experimental se

conoboró de manera temprana que la construcción con el fragmento de interés

efectivamente se ¡ntegró en el genoma de A. tumefac¡ers. La totalidad de los clones

A
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analizados resultáron ser positivos para lá ampl¡f¡cación del fragmento DcLcyb2 sh

(Figura 17).

c.2 c.3 c.4 c.s c(+) cc) PM

1,5 kb--->

Figura 17, PCR de colon¡a de A. tume¡dclens transformado con el vector

pGtNBSlDcLcyb2 s/f, En los clones positivos se observa una banda de 1476 pb

corespondiente al fragmento DcLcyb2 s/f d6 D. Carofa amplificado sin el codón de térm¡no

de la traducc¡ón. CQ: Control negativo de la reacción de PCR, se uülizó agua nanopur.l como

templado. C(+): Control positivo de la reacción e PCR, se uülizó ADN plasm¡d¡al

pCR@SlDcLcyb2 slt como molde. PM: Estándar de Peso Molecular de 1kb. Elec.troforesis en

gel de agarosa al 1% teñido con BrEt.

La confirmación de la conecta clonación e inserción del inserto DcLcyb2 stl en

el vector de expresión pGWBS y en A. tumefaciens, permitieron proseguir con el

proceso de transformación trans¡toria de plantas de Nicotiana tabacum (tabaco)

(sección 2.4.8) pata determ¡nar la local¡zac¡ón sub-celular de la proteína DCLCYB2-

GFP. Con este objetivo se seleccionaron los clones C.3 y C.4 de Agrcbac.teriu¡n

turnefaciens (Figura 17) para la agroinfiltrac¡ón de hojas de tabáco y posterior análisis

med¡ante microscopía de fluorescenc¡a confocal (sección 2.9).

c.1PM
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3.2.4 Determinación de la localización sub-celular de la proteína

DoLCYB2 mediante m¡croscopía de fluorescencia confocal.

Para evaluar la localización sub-celular se empleó la construcción

pGWBSlDcLcyb2 s/t, que codificá una proteína DcLCYB2 fusionada a la proteína

reportera GFP (DCLCYB2::GFP). Como control positivo se utilizó la construcción

3SSCaMV::/ecA::ytp (gentileza de la Dra. Lee Meisel). En esta construcc¡ón el

fragmento codificante para el péptido de destinación a cloroplastos de la proteína recA

fue clonado en marco, río arriba de la secuencia completa del ADNc, codificante para

la proteína YFP en el vector pBl2 (§alinas y col., 2006). Por otra parte, el veclor

pGWBS sin inserlo, portador de la secuenc¡a 35S CaMV:;gfp se utilizó como control

negat¡vo de la local¡zación plastid¡al. Adicionalmente, la infiltración de hojas de tabaco

con una solución de Agro¡nfiltración que no cont¡ene Ia bacteria fue utilizada como

control intemo para descartar algún artefacto de la técnica. Los vectores mencionados

anteriormente se emplearon para transformar de manera trans¡toria, med¡ante agro-

¡nfiltrac¡ón, hojes de tabaco s¡lvestres y al cabo de 4 días se realizaron cortes delgados

de tej¡do que sé obseryaron bajo un microscopio de fluorescencia confocel (secc¡ón

2.9) con el fin de detectar la fluorescenc¡a emitida por la proteína reportem GFP.

En el citosol de las células ep¡teliales que fueron inf¡liradas con una suspensión

de Ag,obactedum tumefaciens transformadas con el vector pGWBS/DcLcyó2 s/t, se

observaron estructuras d¡scretas, punleadas y de forma ovalada, cuyo patrón de

fluorescencia es característico de los plastidios vegetales (Figura l8A). Este patron de

fluorescencia a su vez co¡ncide con la emisión de autofluorescencia de la clorof¡la (rojo)

(Figura 'tBB). Lo anterior fue verificado al detectar la señal de color amarillo resultante

de la superposición de la fluorescencia emitida en verde (GFP) y la fluorescenc¡a
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emitida en rojo (clorofila) indicándo la colocalización de las señales (Figura 18c).

Para demostrar que las estructuras punteadas que colocalizan con la

autofluorescencia de la clorofila son cloroplastos, agroint¡ltramos plantes con la

construcción 3SSCaMV::recA'.:yfp que contiene el peptido de dest¡nación de red (recA

se localiza exclus¡vamente en cloroplastos). La F¡gura 18D muestra que el patÉn de

fluorescencia de recA:YFP también está definido por estructuras punteadas y discretas

que fueron observadas prev¡amente, tanto en preparac¡ones de hojas transformadas

con pGWBs/DcLcyb2 sll así como en estructuras asoc¡adas con la autofuorescencia

de la clorofila. Esto se condice con lo observado en preparaciones de hojas infiltradas

sólo con una solución de agro¡nfiltración, descartando que el patrón de fluorescencia

observado en verde se trate algún artefacto (Figura 18E). Deb¡do al tamaño pequeño

de la proteína GFP (251 aa), en general ésta se encuentra soluble en el citoplasma y

se d¡stribuye hacia la membrana citoplasmática y el núcleo de las células de tejido

transformado con 35S CaMV::gfp (Figura 18F). Este resultado concuerda con el campo

claro donde se puede observar claramente el contomo celular, dado por la membrana y

la pared celular (Figura 18G).
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Figura 18. Localización subcelular de la proteína DcLcYB2. A, Fluorescencia de células

epidermales de hojas de tabaco de dos meses de edad que fueron agroinfiltradas con A.

tumefac¡ens, transformadas con la construcción pGwBSlDcLcyb2 s/t para la expresión de la

proteína de fusión DoLCYB2:GFP. Después de 4 dias Ios explantes fueron observados por

microscopía de fluorescenc¡a confocal donde se detectó un patrón de fluorescencia

punteado, de estructuras d¡scretas, indicativo de la localización cloroplástica de

DcLCYB2:GFP. B. Emisión de autof luorescencia de la clorofila contenida en los plastidios

de las células de tabaco agroinfiltradas. C. Colocalización de las señales de fluorescencia

detectadas en A y B. D. Control Positivo: Fluorescencia de las células epidermales de

tabaco expresando recA:YFP. E. Control negativo: Tejido foliar infiltrado con med¡o de

agroinfiltración. F. Control Negativo: Fluorescenc¡a de células epidermales de tabaco

transformadas con el vector sin inserto pGWB5 ind¡cando la localización citop¡asmát¡ca de

GFP soluble. Las cabezas de flechas blancas muestran la membrana plasmát¡ca de la

cálula. G. Imagen de contraste de fases señalando la morfología y límites de las células

ep¡dermales de tabaco que fueron transformadas. Las imágenes fueron capturadas con un

aumento de 40X (A-C) y 20X (D-G). La fluorescencia fue observada luego de la excitac¡ón a

489 nm. Barra de tamaño: 20¡:m (A-D) y 100Um (E-G).
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Eslos resultados fueron reprodueidos ut¡lizando dos clones distintos de

Agrcbacteium tumefac¡ens, por lo tanto concluímos que ¡a proteína DcLCYB2 se

localiza en los plasüdios de Ia célula vegetal, compartim¡ento donde se lleva a cabo Ia

biosíntosis de carotenoides y donde se ha reportado previamente que las enzimas

carotenogénicas cumplen su función- Finalmente, estos resultados dan cumpl¡mienlo al

objet¡vo específ¡co 2 propuesto en esta Tesis de Magíster.
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3.3 Obietivo específico 3. Expresión estable del gen DcLcyb2 en Nicotiana

tabacum (tabaco) mediante transformación con Agrcbacterium

tumefaciens.

3.3.1 Generación de los vectores de destinación pMDG3?DcLcyb2 y

pGWB2t DcLcyb? mediante recombinación Gateway@.

Una vez obtenidos los clones posit¡vos pCR@8 que portan el fragmenlo de

DcLcyb2 clonado en fase respecto al or¡gen de replicación pUC y al s¡tio de

recombinación attll (sección 3.1.1), se generaron las construcciones

qMDC3A DcLcyb2 y pGWB2l DcLcyb2 mediante recombinación sitio-específica

(Tecnología Gateway@, sección 2.6.3.2) con los veclores pMDC32 (11752 pb; Curt¡s y

Grossniklaus, 2003) y pGWB2 (17236 pb; Nakagawa y col., 2007) respect¡vamente. El

vector pMDC32 cont¡ene una copia doble del promotor 35S CaMV {2X35S) mientras

que el vec{or pGWB2 cont¡ene una copia ún¡ca de este promotor. Se ha reportado que

el uso de repeticiones en tándem del promotor 35S CaMV aumenta el nivel de la

actividad promotora hasta 10 veces (Kay y col., 1987). Por lo tanto, el objetivo de

generar dos construcciones cuya principal diferencia está en el número de copias del

promotor 35S CaMV, es gatillar n¡veles de expresión diferenciales del gen que se vean

reflejados en una d¡ferencia en la cantidad o composición de carotenoides en el

sistema heterólogo transformado. De esta manera, se espera que la construcc¡ón

pMDC32lDcLcyb2 genere un mayor contenido de carotenoides respecto al sistema

transformado con la construcciófi pGWB2l DcLcyb2.
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Los productos de la reacción de recombinación Gateway@ se utilizaron para

transformar células qu¡mio-competentes One Shol@ Machl rM de acuerdo al capítulo de

Materiales y Métodos de esta Tesis (sección 2.4.5). Por cada vecdor utilizado en la

reacción de transformación se seleccionaron 5 colonias que fueron analizadas por PCR

de colonia para la detección del fragmento DcLcyb2 utilizando los partidores FORF ccs

y RORF ccs c/t (Tabla lll. Pizarro, 200e.) (no mostrado). Todos los clones analizados

resultaron ser posit¡vos para la amplificación del ¡nserto. Posleriormente se preparó un

cultivo líquido de cada colonia anal¡zada por PCR, y se purificó el ADN plasmidial que

fue digerido con la enzima Hind lll (lnvilrogen), para verificar la orientación del inserto

respeclo al promolor 2X35S CaMV, en el vec{or pMDC32, y respecto al promotor 35S

CaMV en el vector pGWB2. Considerando que el clonamiento del frágmento de interés

se realizó por recombinac¡ón sit¡o-específica entre los s¡t¡os attL que flanquean el

fragmento en el vecior de entrada y los s¡tios attR en el vector de destinación, se

espera que todos los clones anal¡zados presenten el fragmento DcLcyb2 clonado en

fase respecto al promotor de cada vector util¡zado. Según el análisis pred¡ctiyo de la

secuenc¡a de cada una de las construcciones generadas (Figuras 19A y 19C), existe

un sit¡o de corte único para la enzima Hind lll hac¡a Ia región 3'del fragmento clonado

(nt 1255). lgualmente, en cada uno de los vectores de destinación ex¡ste un s¡tio de

corte único para la misma enzima, que se encuentra río aniba de la región promotorEl

2X35S (nt 2846) en el vector pMDC32, y a su vez, se encuentra río aniba de la región

promotora 35S (nt 4952) en el vecdor pGWB2. Por lo tanto, tal como se esperaba, se

obtuv¡eron 2 bandas de 22OA pb y 13364 pb de tamaño como resultado de la d¡gestión

del vector recombinante pDMCS2lDcLcyb2 con un fragmento clonado en sentido

respecto al promotor 2X35S (Figura 198), mientras que se obtuv¡eron 2 bandas de

2255 pb y 16593 pb como resultado de la digestión del vector recombinante
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pGWB2lDcLcyb2 con un fragmento clonado en fase respecto al promotor 35S CaMV

(Figura 19D). De este modo, contamos con cinco clones (1-5) que poseen el gen

DcLcyb2 clonado en sent¡do respocto al promotor 2X35S CaMV del veclor pMDC32 y

cinco clones (6-10) cuya secuencia DcLcyb2 esiá en fase con el promotor 35S CaMV

en el vector pGWB2. Los clones y los plásmidos recombinantes 1-5 y 6-10, se

denomina¡on pMDCSzlDcLcybz y pGWB2/DcLcyb2 respectivamente. Los clones 3 y 8

representativos de cada veclor fueron seleccionados para transformar Agrobacteñum

tumefaciens (secc¡ón 2.4.8). Para identificar el fragmento DcLcyb2 en los clones de

Agrobacterium lransformantes, por cada vector de expresión se anal¡zaron por PCR de

colon¡a c¡nco colonias crecidas en presencia de rifampicina (20 pg/ml), gentam¡c¡na

(100 ¡rg/mL) y kanamicina (100 pg/mL)- Para ello se diluyó una muestra directa de las

colonias obtenidas en 10 UL de agua nanopura y se amplificó un fragmento de

aproximadamente 1,6 kb, usando los partidores FORF ccs y RORF c/t ccs (Tabla lll.

Pizarro, 2008). Todas las colonias analizadas resultaron ser positivas para la

amplificación del gen DcLcyb2 clonado en pMDC32, mientras que cuatro de cinco

colonias resultaron ser posit¡vas para la ampl¡f¡cacián de DcLcyb2 en pGWB2 (Datos

no moslrados). Los clones de Agrobactedum tumefaciens 3.C, conespondiente a la

construcción pMDCs2lDcLcyb2, y 8.J transformante para Ia construcción

pGWB2lDcLcyba fueron selecc¡onados para la transformación estable de Nicotiana

tabacum (tabaco) (sección 2.5.2).
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Figura 19. Clonamiento del gen DcLcyb2 en los vectores pMDC32 y pGWB2. A.
Representac¡ón esquemáüca de la digest¡ón del vector pMDCSzlDcLcybz con la enz¡ma
Hindlll. B. Digestión de ADN plasmidial de los clones pMDCSzlDcLcyb2 (1-5) con la enzima
Hindlll. Los números de cada caril corresponden al clon analizado. Todos los clones
presentan un patrón de migración de bandas de 22AE pb y 13364 pb, indicando el

clonam¡ento en fase del ¡nserto respecto promotor 2X35§ caMV del vector. Se encuadra en

rojo el car l correspondiente al clon 3, utilizado para la transformación de A$obacteium
tumefaciens. C, Representación esquemática de la digesüén del vedor pGrltlB2lDcLcyb2 con
fa enzima H¡ndlll. D. Digesüón de ADN plasmidial de los clones pGWBzlDcLcyb2 (610) con
la enzima Hindlll. Los números de cada carril corresponden al clon anal¡zado. Todos los

clones presentan un patrón de m¡grac¡ón de bandas de 2255 pb y 16593, indicando el

clonamiento en fase del inserto respecto promotor 35S CaMV del vector. Se encuadra en

rojo el canil correspondiente al clon 8, uülizado para la transformación de Agrobacferium
tumefaciens. P.M.: Estándar de peso molecular de 1 kb.

A
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3.3.2 Transformación estable de Nicotiana tabacum con las

construcciones pM DC32/Dc Lcyb2 y pGWB2l DcLcyb2.

3.3.2.1 Organogénesis somática de explantes de tabaco transformados

con las construcciones pM DC32/DCL cyb2 y pGWB2l D cLc yb2 -

Luego de comprobar el clonamiento del gen Dclcyb2 en los vectores pMDC32

y pGWB2, se procedió a transfoñnar, mediante Agrobacteium tumefaciens, explantes

de N¡cotiana tabacum utilizando cada construcción de manera independiente (sección

2_5.2).

Todos los explantes fueron incubados con Agrcbacteium y luego fueron

depositados en medio MS sólido sin agente de selección durante 2 días (período de

co-culi¡vo). Posieriormente, los explantes fueron lavados con MS líquido y el antibiótico

cefotax¡me para detener el crecim¡ento de la bacteria. Consecuüvamente, los explantes

de hojas fueron cult¡vados ¡n v¡tro para la regeneración de planta completa mediante

organogénesis somática de acuerdo a lo señalado en Mater¡ales y métodos (sección

2.5.2).

Por cada exper¡mento de transformación individual se realizó un control de la

transformación utilizando explantes transformados mediante Agrobacteñum con el

vector sin inserto correspondiente. Los explantes resultantes fueron cuhivados en

medio MS con el respectivo egente de selección. Como control positivo de la

regeneración mediante organogénesis se utilizáron explantes no transformados

med¡ante Agrcóacterium que fueron cult¡vados en medio MS sin agente de selección.
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La concentrac¡ón de cada ant¡biótico definida como crit¡ca para la selección de

transformantes fue determinada a part¡r de curvas de concentración generadas

previamente en el laboratorio (Ocarez, 2009; Moreno 2012).

En la f¡gura 20 se observan las principales etapas del cultivo rn vitrc de un

explante de hoja de tabaco en presenc¡a de distintos medios de cultivo (Tabla ll)

suplementados con h¡gromicina para la selecc¡ón de líneas transformadas con la

construcción pMDC32lDcLcyb2 a c.on kanam¡cina, para la selecc¡ón de líneas

transformántes pGWB2l Dc Lcy b2.

Aproximadamente después de 3-4 semanas de cultivo en medio A/f.l (Tabla Il)

se observó la aparición de brotes ub¡cádos principalmente en los bordes de cada

explante y en las zonas donde fueron inferidos cortes en la superf¡cie de éste (Figura

204). Previo a la aparición de los brotes se observó la nodulac¡ón de Ia zona que d¡ó

lugar a la formación de éstos (F¡gura 208). Se observó Ia apar¡ción de más de un brote

por cada nódulo (Datos no mostrados).

Los brotes generados fueron transferidos a medio ,Vf-ll para promover su

elongación (Figura 20C y 20D). Luego de 4-5 semanas los brotes se cortaron en la

base y fueron transferidos a med¡o ,Vf.lll para ¡nducir el enraizamiento (F¡gura 20E). En

esta etapa, fue posible identificar transformantes por su habilidad de formar raíces en

medio suplementado con antibiót¡cos.

Una vez gue los explantes se encontraban en la cuarta semana en Medio A1f. lll,

luego de aproximadamente 14 semanas post-transformación, fueron depositados en

frascos con medio A/f-lll fresco (Figura 20F). Al cabo de 4 semanas, las plántulas

generadas fueron tráspasadas a t¡érra en maceteros que fueron cubiertos con

receptáculos transparentes para evitar Ia evaporación excesiva y la sequedad (Figura
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20G). Los maceteros se mantuvieron cubierlos en invernadero durante 2 semanas con

el objetivo de aclimatar las plántulas.

Después de varios experimentos de transformación, el número de líneas

generadas por cada vector recombinante con el inserlo DcLcyb2 alcanzó las 25 plantas

aproximadamente. Por otra parte, fueron generadas dos líneas de plantas

transformadas con el vector pGWB2 sin inserto y, 4 líneas de plantas transformadas

con el vector pMDC32 sin inserto, ¡as que fueron ut¡l¡zadas como control en los

experimentos posteriores junto con plantas s¡lvestres que fueron propagadas ,h yifro

para los mismos efectos.

Se observó que las planlas generadas y cultivadas en t¡era no mostraron

diferencias morfológicas en comparaeión con las plantas silvestres o aquellas

transformadas con el vector de destinac¡ón s¡n ¡nserto (Figura 20H).
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Figura 20. Organogénes¡s somát¡ca de explantes de hojas de Nicotiana tabacum. A.
Médio ,Vf, I Temprano. Explantes de hojas de tabaco, con cortes en la superficie para la
transformación con Agrobacferium tumefaciens, fueron cultivados in vitro en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) con sacarosa 2o/o a pH 5,8, utilizado como medio basal para el
cultivo de explantes, suplementado con G-bencilaminopurina (BAP) para la producción de brotes
y con ácido 3-indolbutírico (lBA) para la producción de raíces. B. Medio irt lTardlo. Formación
de nódulos y brotes a partir de explantes de hoja transformados. Las flechas indican las zonas
de formación de brotes que coinciden con los bordes del explante y con los puntos donde se
infirieron cortes en la superficie deltejido. C. Medio IVf, ll. Temprano. Aumento en el número de
hojas de aquellos brotes generados en med¡o lvf.l. D. Medio ltlf.ll Tardío. Elongación de brotes.
E. Med¡o IVtlll Temprano. Rizogénesis a partir de brotes de tabaco transformados con
Agrobactefium tumefaciens. F, Medio 

^r¿lll 
Tardio. Separac¡ón y cultivo en frasco de brotes

enraizados para promover una mayor elongación y el aumento en el número de raíces. G.
Cultivo ex-viúro temprano, Plántulas de tabaco regeneradas mediante organogénesis
somática en proceso de aclimatac¡ón en invernadero. H, Cult¡vo ex-vitro tardio. Morfologfa de
una planta de tabaco aclimatada en invernadero 6 meses post-transformac¡ón con
Agrobacteium fumefaciens. En la esqu¡na inferior izquierda se muestra el fenot¡po de Ia flor
generada por la línea transformante. En la Tabla ll se detalla Ia composición de cada medio MS
utilizado en esta Tesis de Maglster.
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3.3.2.2 ldentificacíón de las líneas de N- tabacum portadoras del gen

DcLcyb2.

Para determinar si las plantas regeneradas a partir de explantes de tabaco eran

transgénicas, se extrajo ADN genómico (sección 2.6.1.3) a partir de las hojas de 18

plántas de tabaco regeneradas por cada construcción, incluyendo una línea control

transformada con el vector sin ¡nserto y una planta silvestre en cada caso, y se realizó

un PCR convencional (secc¡ón 2.6.4.3) con los partidores hpt F y hpt R (Tabla lff) para

ampl¡flcar un fragmento de 624 pb que abarca una porción de la reg¡ón cod¡ficante del

gen hpt de resistencia al antibiótico higromicina. Adicionalmente, como control de la

calidad del templado se realizó un PCR utilizando las mismas muestras de ADN

genómico y los partidores 18S F y 18S R (Tabla lll) que ampliflcan un fragmento de

196 pb del gen ribosomal 18S (Anexo. Figura suplementaria 3). De cada grupo de

líneas transformado con la construcc¡ón pMDCs2lDcLcyb2 y pGWB2/DcLcyb2 de

manera ¡ndependiente, 16 líneas resultaron haber incorporado en su genoma el gen de

resistenc¡a a higromic¡na. Consecut¡vamente se selecc¡onaron I y 12 líneas

transgénicas para pMDC32/DcLcyb2 y pcwB2/Dclcyb2 respect¡yamenle, que fueron

anal¡zadas por RT-PCR (seceión 2.6.4.4) para determinar aquellas que portaban y

expresaban el gen DcLcyb2 de zanahoria. Con este objetivo se extrajo ARN mensajero

y se sinietizó ADNc que se utilizó como templado para la reacción de PCR

convencional ut¡lizando los partidores FORF ccs y RORF ccs dt (F¡gura 21). Como

control posit¡vo del PCR se utilizó ADN plasmidial conespondiente al vector

pCR@ElDcLcyb2 clon 7, mieniras que como control negat¡vo de la reacción se utilizó

agua nanopura como templado. Adicionalmente, como conlrol negativo de la

transformación con el gen carotenogén¡co, se utilizó como templado ADNc extraído a
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partir de hojas de tabaco silveslre (S) y ADNc purificado de hojas de tabaco

transformado con el vector s¡n inserto (VSl). Como contml de la calidad e integridad del

ADNC sintetizado, una alícuota de cada muestra se amplificó por PCR util¡zando los

partidores 18S F y 18S R (196 pb) Oabla lll) que amplifican un fragmento del gen

ribosomal 18S. A su vez, como control negativo de la reacción de retrotranscripción se

ut¡lizaron muestras de ARN tratadas con DNAsa lque no fueron sometidas a la

reacc¡ón con la enz¡ma Transcriptasa Reversa. Como control posit¡vo de la reacción de

PCR util¡zando los partidores l8S F y 18S R, se amplificó ADN genóm¡co de hojas de

tabaco silvestre (Figura 21A).

En la figura 21A se observa que I de las I líneas transformadas con la

construcción pMDC32lDcLcyb2 resultaron ser positivas para la amplif¡cación del

tamaño de banda esperado, demostrando que el gen Dclyb2 se expresa exitosamente

a nivel transcripcional. Por otra parte, Ia figura 218 muestra la ampl¡ficación, a part¡r de

ADNC, del gen DcLcyb2 en 10 de las 12 líneas transformadas con la construcción

pGVnB2lDcLcyb2 indicando que en estas líneas el gen DcLcyb2 es transcrito.

lgualmente, estos resultados confirman la funcionalidad iranscripc¡onal de la

construcción generada. En ambos grupos de líneas analizados se descartó una

contaminación con ADN genóm¡co y por ende la existencia de falsos positivos, pues no

se detectó amplif¡cación de las mueslras control CRT) correspondientes a muestras de

ARN tratadas con DNAsa lque no fueron somet¡das a la reacción de transcripción

inversa. La amplif¡cación positiva del fragmento l8S indicó la integridad y calidad

óptimas de las muestras de ADNC.
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Figura 21. ldentificación de llneas de tabaco transgén¡cas transformadas de manera
¡ndependiente coh las construcciones pMDC32/DcLcybz y pGWB2/DcLcyá2. A, Análisis
RT-PCR de líneas de tabaco transformadas con la construcción pMDC3?lDcLcyb2.
Amplifcación de un fragmento de 1612 pb correspondiente al gen DcLcyb2 de zanahoria
(arriba) y de un fragmento del gen ribosomal 18 S para veriñcar la calidad e integridad del
templado (abajo). Todas las líneas excepto L16 expresan el fragmento Glonado en el vector
de destinación pMDC32. A la derecha se muestra la ¡magen representat¡va de hojas de la
línea 9 que fueron usadas para los análisis moleculares. B. Anál¡sis RT-PCR de llneas de
tabaco transfomadas con la construcción pGWB2lDcLcyb2. Amplificación del fragmento
conespondiente al gen DcLcyb2 de zanahor¡a (arriba) y de un fragmento del gen ribosomal
18S para ver¡fcar la calidad e ¡ntegridad del templado (abajo). En las líneas L5 y L11 no se
detectó expresión del gen DcLcyb2. A la derecha se muestra la imagen representativa de las
hojas de la llnea 2 que fueron muestreadas para los análisis moleculares. (-RT): Muestra de
ARN tratada con DNAsa l. +RT: Muestras de ARN sometidas a la reacc¡ón de transcripción
reversa. VSI: Templádo de ADNc de hojas de iabaco transformadas con elvector sin inserto,
S: Muestras de ADNc de hojas de tabaco silvestre. C(-): Conhol negaüvo de la reacción de
PCR utilizando agua como templado. C(+): Control positivo de la reacción de PCR. PM:
Marcador de peso molecular.
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3.4 Objetivo específico 4. Determinar el efecto de la expresión del gen

DcLcyb2 en los niveles de carotenoides y en la expresión de genes

endogénos claves de la ruta carotenogénica de Nicotiana tabacum.

3.4.1 Análisis del contenido y compos¡c¡ón de p¡gmentos en líneas

transgénicas de tabaco transformadas con las construcciones

pMDCS2l D c Lcy b2 y pGWB2l Dc Lcyb2.

Luego de ¡dentificar las líneas transgénicas de Nicotiana tabacum que fueron

transformadas con las construcc¡ones pM DC32/D cLcyb2 y pGWB2lDcLcyb2, se real¡zó

la extracc¡ón de pigmentos a partir de hojas de todas las líneas que expresaron el gen

DcLcyb2 (sección 2.7.2). Como control negat¡vo, se utilizó una planta silvestre (sin

iransformar) de manera de que ambos grupos de plantas fueran comparables en

función del mismo control util¡zando criterios comunes de selección de líneas

transgénicas para realizar análisis posteriores que permitieron establecer Ia relación

entre niveles de pigmento detec,tados y n¡veles de expresión del transgen. No obstante,

tamb¡én se real¡zó la extracc¡ón de plgmentos de muestras de plantas lransformadas

de manera ¡ndependiente con los vectores s¡n inserto pMDC32 y pGWB2, donde los

niveles de pigmentos cuantificados no presentaron diferencias estadísticamente

significativas respeclo a los de plantas silvestres util¡zadas en este ensayo (datos no

mostrados).

Los plgmentos extraídos fueron resuspendidos en éter de petróleo y

posteriormente se midió la absorbánc¡a de cada muestra a 474 nm. Finalmente se

determinó la concentración de carotenoides y clorofila utilizando las fórmulas descr¡tas

en mater¡ales y métodos (secc¡ón 2.7.3). Para evaluar el perfil de carolenoides de las
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muestras de pigmentos exlraídos a part¡r de las hojas de las líneas transgénicas para

DcLcyb2 (serción 3.4.2.2), se utilizaron 20uL de cada extracto y se analizaron

mediante RP-HPLC (sección 2.7 .4). En la figura 22 se grafican los niveles de F-

caroteno y luteína obtenidos para los extractos de pigmentos de I líneas de AL

tabacum transgénicas para la construcc¡ón pMDCS2lDcLcyb2 y de 10 líneas

transgénicas para pGWB2/DcLcyb2. Se observó un aumento del contenido de B-

caroteno en todas las líneas que expresaron el gen Dclcyb2 (F¡gura 22A).

Particularmente en 6 de las I líneas transgénicas pata pMDC32lDcLcyb2 se determinó

un aumento significativo del contenido de F-cároteno en comparación con la línea

silvestre utilizada como control, alcanzando un incremento de hasta 1,88 veces

cuantificado en la línea L9. Por otra parte, 3 de 10 líneas transformadas con

pGWB2lDcLcyb2 presentaron un aumento significativo de este ant¡oxidante con un

aumento máximo de hasta 1 ,43 veces registrado en muestras de la línea L1 .

Un comportamiento similar se observó al determinar el contenido de luteína

(Figura 228). En particular, se detectó un aumento significativo de los niveles de

luteína en 7 de las I plantas transformadas con el vector pMDCSzlDcLcyb2, con un

máximo de 1,82 veces de aumento registrado en la línea L4. Por otra paÍte, 3 de 10

lÍneas transformadas con pG\NB2lDcLcyb2 presentaron un aumento significativo de

luteína con un máximo reg¡strado de hasta 1,94 veces en muestras de la línea L1. Una

excepción se detectó en la línea L7 transformada con el vector pGWB2lDcLcyb2,

donde se observó una leve disminución de la cantidad de |uteína, que estadísticamente

no es significat¡va. Adicionalmente, aquellas líneas transgénicas que presentaron un

aumento sign¡ficativo en el contenido de p-caroteno, tamblén presentaron aumentos

significat¡vos en los n¡veles de luteína respecto a Ia mueslra control, no obstante lo
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observado en la línea L3, transformada con la construccíón pGWB2lDcLcyb2, donde

no se determinó un aumento signiflcativo del contenido de luteína, a pesar de tener

niveles significativamente super¡ores de F-caroteno en relac¡ón al control.
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Figura 22. Contenido de p-caroteno y luteina en lineas de tabaco transgén¡eas qué
exprcsan el gen DcLcyb2 dé zanahoria. A. Niveles de B-caroteno determinados por RP-
HPLC en dos grupos de llneas de tabaco, de aproximadamente 6 meses de edad,
transformadas de manera ¡ndependiente con las construcciones pMDC3zlDcLcyb2 y
pG\ItBZDcLcybZ. Las líneas transformadas con la construcción pMDC32lDcLcyb2
muestran un incremento significativo de B-caroteno de hasta 1,88 veces en comparación
con la muestra control (hojas de tabaco s¡lvesto. B. Niveles de luteína determinados por
RP-HPLC en los dos grupos de líneas de tabaco transgénicas analizados en A que
expresan el gen DcLcyb2. Las líneas transformadas con la conslrucción
pMDC3ZDcLcyb2 muestran un incremento s¡gnificat¡vo de luteína de hasta 1 ,82 veces en
comparac¡ón con la muestra control. Se observa una mayor fracción de líneas con
incrementos signifcativos de B-caroteno y lutelna en el grupo de plantas donde la
expres¡ón de Dclcyb2 eslá comandada por el promotor 2X35S respecto al grupo de líneas
pGWBzfDclcybz. Los valores promedio I DS están representados en forma de barras
verticales. Los valores promedios indicados con asteriscos son significativamente
diferentes (p s 0,05. Test ANOVA de una vÍa. Post-test Bonferroni). *: p s 0.05; "*: p <
0.01 ;."": p < 0.001;'***: p s 0.0001.
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Considerando que el total de carotenoides detectados en las muestras

analizadas estuvo compuesto principalmente por B-caroteno y luteína y que la ruta de

síntesis de estos pigmentos tiene al compuesto geranil geranil pirofosfato (GGPP)

como precursor común con la ruta de síntesis de filol, que constituye la molécula de

clorofila, se delerm¡nó la cantidad de carotenoides totales y clorof¡la en iodas las líneas

transgénicas analizadas previamente. En la figura 23 se observan los niveles promed¡o

de carotenoides totales y clorofila de las líneas transgénicas agrupadas de acuerdo al

fipo de vector ut¡lizado para la transformación. En esta figura es posible apreciar que

en todas las plantas de tabaco que expresaron el gen DcLcyb2 se registró un aumento

de los niveles de cárotenoides totales (Figura 23A) y clorofila (Figura 238), s¡endo de

hasta 1,84 y 1,74 veces, respect¡vamente, en las líneas transformadas con la

construcción pMDCS2lDcLcyb2. En el caso de las plantas transgénicas

pGWB2lDcLcyb2 en la ¡ínea L1 se determinó el aumento máx¡mo de carotenoides

totales (1 ,56 veces) y clorofila (1,64 veces).

EI aumento de los niveles de carotenoides totales fue estadíst¡camente

signif¡cativo en todas aquellas líneas que presentaron un aumento significativo en los

niveles de F-caroteno y luteína s¡multáneamente, aunque en el caso de Ia línea L1

transformada con el vector pMDCSzlDcLcyb2 este aumento se correlac¡onó con un

aumento sólo de luteina, mientras que para la línea L3 transformada con la

construcción pcwBzlDcLcybz el auménto significativo de los n¡veles de caroteno¡des

totales sólo se detectó en función de un incremento sign¡ficativo de los n¡veles de B-

elroteno. En la mayoría de las líneas transgénicas donde se detectó un aumento

significativo de caroteno¡des totales, se deteció a su vez un aumento significativo del

contenido de clorofila, alcanzando los 233,7 pg/g de peso seco cuantificados para la
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línea L1 (pMDCS2lDcLcyb2) en comparación a los 134,3 pglg de peso seco detectados

en la muestra control. Además, la expresión de DcLcybZ comandada por el promotor

2X35S en el plásmido pMDC32 dio lugar a un mayor número de líneas con

incrementos significativos de carotenoides totales y dorofila en comparación con el

grupo de línees transformadas con la construcción pcwg2l DcLcyb2
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A Carotenoides totales

Clorofila

.-$ ..,o ..)o

Figura 23. Contenido de carotenoides totales y clorofila en llneas de tabaco
transgénicas que expresan el gen Delcybz de zanahoria, A, Carotenoides totales
determinados por RP-HPLC en dos grupos de lfneas de tabaco, de aprox¡madamente 6
meses de edad, transformadas de manera ¡ndependiente con las construcciones
pMDCSzlDcLcyb2 y pGWBZlDcLcyb2. Las líneas transformadas con la construcción
pMDCSzlDcLcyb2 muestran un incremento signif¡cat¡vo de carotenoidés totales de hasta

1,84 veces en comparación con la muestra control (hojas de tabaco s¡lvesire). B. N¡veles de
clorofila determinados por RP-HPLC en los dos grupos de líneas de tabaco transgénicas
analizados en A que expresan el gen DcLcybz. Las líneas transformadas con la

construcción pMDC3zlDcLcyb2 muestran un incremento significativo de clorofila de hasta
1,74 veces en comparación con la muestra control. Los valores promedio t DS eslán
representados en forma de barras verticales. Los valores promedios indicados con

asteriscos son significativamente diferentes (p < 0,05. Test ANOVA de una vía. Post-test
Bonferroni)..: p < 0.05; *.: p= 0"01; **": p < 0.001;.**': p < 0.0001.

B

(n

o-

o)

§a*.:JJ-o-n.)&
Líneas pMDc32lDcrcyb2

"."' 
J '.} O .,! .-b J g+";a'ñ

(,d
Líneas pGWB2i Dcrc),ó2

-.§J.-.lJ5,uJ

Lir¡eas pM DC32/Dcrc]áz

'.,6 3 -q;§¡$j

L¡neas pcwB2/Ocrcyb2



t16

Un resumen de la cuantificación de carotenoides y clorof¡la para ambos grupos

de líneas analizados se presenta en la Tabla Vl, donde se destacan los valores

máximos de veces de aumento de cada tipo de pigmento detectado en todos los

grupos de líneas de tabaco que expresan el gen DcLcyb2. De los datos tabulados se

infiere que en las plantas lransformadas con la construcción pMDCS2lDclyb2 los

niveles de B-caroteno y luteína aumentan en promedio 1,63 y 1,59 veces

respectivamente en relación a las planlas silvestres, mientras que los niveles de

carotenoides totales y clorofila aumentaron en promedio 1,63 y I ,44 veces cada uno'

Las plantas de tabaco que fueron transformadas con la construcción pGWBzlDcLcyb2

vieron aumentados sus niveles de B-caroteno y luteína en promedio 1,19 y 1,30 veces

respectivamente, mientras que los niveles de carotenoides totales y clorofila

aumentaron en promedio 1,24 y 1,22 veces cada uno, siempre en comparac¡ón con lo

cuantificado para la línea control.
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Tabla Vl. Perfi¡ de carotenoides determinado por RP-HPLC de hojas de tabaco t€nsgén¡ca§ de 6 meses de
edad, transformadas de manera independienie con las consaucciones pMDC3ADcLcyb2 y
pc\l,lB2lDcLcyb2. Las lineas transgén¡cas expresan el gen de zarahoia DcLcybz.

L¡néas pMDC32De¿cyb2

Evenlo p-carcteno Ttc Luterna Trc "'?"tt"j*" Tlc clorofla tÍc
Control 345 6 t 4a c2

L1 46i r 1696 133
L2 591 2 I 5383 ',1 71
L3 5935 ! 9?3A 1l?
L4 6342 t 1633 184
L7 6002 ! 391-q 174
La 554 1 r 49 2T 1.60
L9 6496 r 4337
Ll2 4224 ): 1236 122

1343 + 12.3
233.7 t 21-36 1i4
1a5.6 r 39.4 138
191.9 t 37 04 143
2159 a 52.2 1.61
1a6.1 I 145 139
196.1 1 28.S5 1.46
200.8 I 16.13 1.50
1334 I 18.2a 0.99

5009 i 2018
739 + T96

86 '15 1 12 79
ea22 i 1236
9129 I i342
81 03 I 9.282
77 2e r ¿11?
8'1.17 ! 9 AO2
5805 r 1807

439 2 i
145 7093 1
172 8288 !
176 8377 r

899 5 i
162 8334 l
154 IEE r
163 8952 t
116 5896 I

52.02
203 T

94 21
124 7
?17

52 45
40 61
36 51
24 A3

'1.45
169
171
ia4
1.70
1.61
1.83
1_21

Lhéás pcwBZ9clcybz

Evento p,carcrerD T/c Luteína r/c ""?.t:l::t* ltc clorolla ftc
Contro¡ 345 6

Ll 493.5
L2 464 7
L3 ¿85 2
L4 3941
L5 416 5
L7 30§ 1

L9 40S 2
110 313 i
113 362
L 16 356.i

4A 02
A7.29 't 43
73.05 1.36
66 91 1.4
39 35 1.14
4.89 121
67.99 1 06
63.12 118
107.8 1.08
65.18 1 05
31.'16 1.03

2.O18
18.13 'r 34
s 868 1.46
5.742 1.26
3_742 126
9.012 120
10.46 0.98
5.313 1.36
9.673 1_11

4.722 1.10
7.753 1.27

449 2
761 6
681.¿
674 5
589I
598 6
5249
601 4
546.6

62 D2
146 2
'108 7 1 39
81 96 138
46 31 121
1691 122
8669 107
8706 123
1141 112
7924 109
52i1 1 12

1343
22r 4
175

155 2
169I
153 2
138 9
157 6
148I
1523
1a1 2

58.15 i.t)4
25.45 1.30
12_46 116
14.42 1.27
2564 1.',14
4945 1.O3
2477 1 17
33.72 1.11
'13 75 1 13
2434 1.24

511 09

73 38
63 17
63 34
60 T3
49 21
68 26
55 82
5489
63 37

Gran parte de ic§ evenLs lranslenrcos clrtenrdos pfesentan Lrn rncre|lren¡o en er cofienroo oe p-caroÉno ruleLna y carolenoEes

ictales respectc alcontrol (i-rolas.jÉ iahaco s¡ivestre) sóc se observa !n¿ excepcó¡ en los ¡iveles promea¡o.le luteina ileteclallts el)
a linea 7 iransformada con eive.tor pc!\tsZD.Lcyb2 Los riLveles cle pigme¡los están dados e¡ pg/q de p€sc seco (PS) Los daios
ref,resénta¡ el v¿ior promedo 1 DS de lres rép c¿s téc¡cas l/C llúnrero de veces de au¡enlo de los nNeles de P,gmentos
cuarUf¿ados en Jneas trañsgén¡cas (f) respecto aico.rirc (C) En rolo se destacan osvalo¡es má)lir¡os Í/C

Para determinar el patrón de composición de carotenoides en ambos grupos de

líneas transgénicas, los valores promedio de B-caroteno, luteína y una fracción de otros

caroteno¡des que no fueron ideniificados en esta Tesis, fueron graf¡cados en un

hislograma de datos agrupados indicando la proporción en la cual cada pigmento esiá

representado (Figura 24). Ad¡c¡onalmente, se determinó la composición porcentual de

los caroteno¡des totales cuantif¡cados pa[a cada línea transgénica analizada. Estos

datos fueron tabulados y se adjuntan al pie de cada gráfico de la figura 24. En general,

se observó que la mayoría de las líneas transgén¡cas analizadas presentaron un palrón

de composición, y proporción en la que cada tipo de carotenoide está representado,

que es comparable al control.
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Figura 24. Patrón de composic¡ón porcéntual de caroteno¡des en plantas de tabaco transgénicas pMDCS2lDcLcyh2 y
pcwB,zlDcLcyb2. A. Histograma de datos agrupados representando la fracción de p-caroteno, luteína y otros carotenoides que
componen los niveles de carotenoides totales de las llneas lransgén¡cas pMDC32lDcLcyb2. B. Niveles de carotenoides totales
representados en función de los niveles de p-caroteno, luteína y otros caroteno¡des, detectados en llneas transformadas con la
construcc¡ón pGWBZlDcLcyb2 que expresan el gen DcLcyb2. Al pie de cada gráfico aparecen tabulados los datos de porcentajes de
ropresentación de p-caroteno, lutelna y otros carotonoides detectados en cada lfnea transgénica analizada. Los porcentajes fueron
calculados a partir del nivel promedio obtenido de tres réplicas técnicas por cada tipo de p¡gmento en cada lfnea.
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Para determinar si la diferencia observada en la composición de B-caroteno

entre los dos vectores utilizedos, era s¡gnificativa, se analizaron los 3 valores máximos

de B-caroteno obten¡dos en cáda grupo de líneas transgénicas. Se observó que el

grupo de líneas transformadas con la construcción pMDC32lDcLcyb2 presenta de

manera s¡gnif¡cativa un mayor conienido de F-caroteno en comparación con los niveles

detectados en líneas transformadas con la construcción pGWB2/DcLcyb2 (Test de T

de una eola no pareado. P value: 0,0062. Datos no mostrados). De acuerdo a estos

resultados y considerando que el grupo de plantas transformadas con la construcción

pMDC3ZlDcLcyb2 presentó un mayor porcentaje de líneas con un aumento

sign¡ficativo de la cantidad de F-caroteno y luteÍna en comparación a lo observado en

el grupo de líneas pGWB2lDcLcyb2, se utilizó el grupo de plantas transformadas con la

construcción pMDCS2lDcLcyb2 para los experimentos real¡zados posteriormente en

esta Tesis.

El efecto de la transformación con los vectores pMDC32lDeLcyb2 y

pGWB2lDcLcyb2 en los n¡veles de p-caroteno de las líneas transgénicas que

expresan el gen DcLcyb2, determ¡nó la generación de fenotipos contrastantes. Esto

sería una primera aprox¡mac¡ón que daría cuenta de la regulación del contenido de

carotenoides med¡ánte la expresión de DcLcyb2 a n¡vel iranscdpcional, considerando

que la expresión del gen Dc¿cyá2 comandada por el promotor 2X35S está asociada a

un incremento significativo de los niveles de P-caroteno, luteína y carotenoides toteles.

Este incremento a su vez es significativamente superior, y se detecla con mayor

frecuencia, en comparación a Io observado cuando la expres¡ón del gen DcLcyb2 es

comandada por una copia simple del promotor 35S, contenida en el vector pGWB2.

Los resultados obtenidos fueron cons¡derados un antecedente preliminar para

determinar el efecto de la regulación de la expresión gén¡ca en el contenido de
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carotenoides en hojas de N¡cotiana tabacum.

3.4.2 Análisis de la expresión del gen DcLcyb2 en lfneas transgén¡cas de

tabaco transformadas con la construcción pMDC3Zl Dc Lcyb2,

Para determinar si existe correlación entre los distintos niveles de B-caroteno

detectados en las lÍneas de tabaco transformadas con el vector pMDC32lDcLcyb2 y los

n¡veles de expresión del gen Dclcyb? los niveles de transcrilo de 6 de las 8 líneas que

fueron analizadas previamente por RP-HPLC (Tabla Vl) fueron cuantif¡cados por PCR

en t¡empo real (sección 2.6.4.5). Estas líneas fueron seleccionadas cons¡derando los

tres niveles más bajos de p-caroteno (líneas L1, L8 y L12) y los tres niveles más altos

detectados (líneas L4, L7 y L9), de manera de evaluar los niveles de expresión génica

en fenot¡pos contrastantes con un m¡smo background genético. En esta Tesis, los

grupos de tres líneas seleccionadas fueron identif¡cados como "B-mín" y "B-máx" en

función de los n¡veles de p-caroteno mínimos y máximos cuantificados

respectivamente.

Para analizar la exp.es¡ón del gen Dclcyb2 de zanahoria en las diferentes

líneas transgénicas de /V.¿aáacurn, se extrajo ARN (sección 2.6.1.4) a partir de las

hojas de plantas de aprox¡madamente 6 meses de edad. La síntes¡s de ADNo se

realizó considerando los parámetros de calidad y pweza requeridos para los

experimentos de PCR en tiempo real (2.6-1.5). La amplificación de un fragmento del

gen DcLcyb2 de zanahoria se realizó utilizando los part¡dores Flcyb2q y Rlcyb2q (Tabla

lll), que ampl¡f¡can un fragmento de 151 pb.

En la f¡gura 25A aparecen graficados los niveles de transcrito del gen DcLcyb2

de cada línea transgénica analizada. Éstos fueron relativizados a los niveles de
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transcrifo del gen l8Sy, cálibrados en func¡ón de la expres¡ón, cons¡derada como 1, en

la línea transformada con el vector sin inserto pMDC32. Utilízada como control

negativo, dado que todas las líneas seleccionadas conespondientes a los grupos "F-

mín" y "B-máx" fueron irensformadas con la construcción pDMC3alDcLcyb2, por lo

tanto se trata del control que mejor se ajusta al background genét¡co de estas líneas en

comparación a las plantas silvestres utilizadas como control negativo en experimentos

de HPLC realizados previamente. Considerando además que los niveles de pigmentos

cuantificados en líneas tranformadas con el vector sin inserto pMDC32 no presentaron

diferencias estadíst¡camente significat¡vas respecto a los de plantas silvestres

utilizadas en este ensayo (datos no mostrados), fue pos¡ble cons¡derar ambos

controles como equivalentes para este tipo de experimentog. Se observa que existen

diferencias significativas entre los niveles de transcrito de las líneas analizadas. En 2

de las 3 líneas que poseen los niveles de F-caroteno más altos (L7 y L9), los niveles de

transcrito superan significativamente los niveles de transcrito de las líneas L1 y LB

representat¡vas de los niveles de p-caroteno más ba¡os. Por otra parte, las líneas L12 y

L4 presentaron n¡veles de transcrito intermed¡os y ambas fueron s¡gnif¡cat¡vamente

diferentes respecto a los niveles de transcrito lanto máximos como mínimos que fueron

detectados.

Se realizó un análisis estadístico comparaüvo entre los valores promedio de

transcrito entre ambos grupos y se verificó que los n¡veles de transcrito del gen

DcLcyb2 en líneas del grupo "p-máx", con alto contenido de p-caroteno, superan

significativamente los n¡velss de mensajero en el grupo "F-mín" (Figura 258). También

realizamos un anális¡s estadíst¡eo comparat¡vo entre los n¡veles promedio de B-

caroteno de ambos grupos para determinar s¡ existen diferencias significativas entre

ambos. Es así como se val¡dó la existencia de fenotipos contrastantes para el
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contenido dé B-caroteno (Figura 25C).

En ambos tipos de análisis se determinó que existe una diferencia significativa

entre ambos grupos de líneas, lo que hace presuponer que un ¡ncremento significativo

en el conten¡do de F-caroteno está regulado por un aumento significativo de los niveles

de transcrito del gen DcLcyb2.
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Por lo tanto, de acuerdo a lo observado en la figura 25, existe una conelación

positiva entre los niveles de p-caroleno y los niveles de transcrito DcLcyb2 detectados

en las hojas de las líneas transgénicas que expresan el gen de zanahoria.

considerando que la producción de g-caroteno es el producto directo de la ac1¡vidad de

la enz¡ma l-icopeno B-ciclasa, estos resultados sugieren fuertemente que el gen

DcLcyb2 cod¡fica para una enz¡ma funcional en el sistema heterólogo Nicotiana

tabacum.

Dado que la expresión del gen DcLcyá2 en algunas líneas es sign¡f¡cat¡vamente

mayor respecto a la línea L1, donde se registran los niveles más bajos de transcrito,

para análisis posteriores realizados én esta Tesis, esfe incremento significativo de los

nivel€s de transcrito fue definido como una sobre-expresión del gen DcLcyb2.

3.4,3 Efecto en ¡a expres¡ón de los genes carotenogén¡cos endógenos de

plantas de tabaco transgénicas que expresan altos niveles de transcrito

del gen DcLcyb2 de D.carobL.

Si bien se observó una correlación posltiva entre los niveles de F-caroteno y los

nivefes de expresión del transgen DcLcyb2 detectado en las hojas de las líneas

analizadas, lo que presume la funcionalidad del gen in yiyo, es importante determinar el

efec,to que puede causar el transgen sobre la expresión de genes endógenos claves de

la ruta de síntesis de cárotenoides tales como el gen f¡toeno sintasa (psyJ o lycopeno B-

ciclasa (/cyó).

Esto podría ocurrir debido a una regulación pos¡tiva o negat¡va de la

funcionalidad de genes endógenos ya sea a nivel transcripcional o post-transcripcional.

Paralelamente esto podría explicar el aumento de los carotenoides totales que se
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Figura 25. Análisis de qRT-PCR dé los n¡veles de transcriio de DcLcyb2 en tábaco
transgénico, A. Niveles de transcr¡to del gen DcLcybz én llneas de tabaco transgénicas T6

que expresan el gen DcLeyb2 comandado por el promotor 2X35S CaMV. Los valores
conesponden a duplicados técnicos para cada línea los cuales están normalizados fente a la

expresión del gen l8S y calibrados frente a la expres¡ón de DcLcybz, con$iderada como 1 , en
Ia planta control transformada con el vector s¡n ¡nserto pMDC32. Los niveles de p-caroteno

deteclados prev¡amente para cada línea fueron tabulados al pie del gráfco. B. Expresión
pronredio de DcLcyb2 en las llneas L1, LB y L12, representadas como "P-mín", y en las líneas
L4, L7 y L9 agrupadas en "p-máx". C. Niveles de p-caroteno, expresados en Uglg de peso

seco, de los grupos 'F-máx' y "p-mín", calculados a pariir de cantidades detectadas
previamente por HPLC en cada llnea representatlva. En llneas del grupo "p-máx' se observa
un aumento de 2,8 veces en el nivel de expresión promedio para DcLcyb2, que está asociado
a un aumento de 1,3 veces en la cant¡dad promedio de p-caroteno, respecto a lo obseNado
en 'p-mln". Las barras verticales rep¡esenlan el promedio I DS de les replicas técn¡cas. Las
letras denotan diferencias significativas entre los promedios de expresión de cada línea frente
a las demás líneas del análisis (ANoVA de una vla. Post-test Bonferroni). Los asteriscos
denotan diferencias sign¡ficativas éntre los grupos de lfneas analizados (fest de T de una

oola, datos no pareados.*.: p<0,01).

L1 ul Ll2 L4 L7 L9

(!s/s Ps)
422 8 t 12.36 634.21163.5

F-caroteno

B
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detectó en el total de líneas que expresaron el gen Dclsyb2.

Con este objet¡vo se determinó la expresión de los transgenes endógenos

Ntpsyl (GenBank: JF461341.1), Ntpsy2 (GenBank: JX101475.1) y Ntlcyb (CrlL-1.

GenBank: X81787.1), mediante PcR cuantitativo en tiemPo real (sección 2.6.4.5) en 3

líneas (L4, L7 y L9) representativas del grupo "p-máx" que en esta Tesis fueron

¡dentif¡cadas como líneas que sobre-expresan el gen DcLcyb2. En la Figura 26 se

observan los n¡veles de expresión de los genes Ntpsyl, Nt$y2 y Ntlcyb de Nicatiana

tabacum en las hojas de las líneas seleccionadas, Los niveles de expresión de estos

genes se encuentran relativizados a los n¡veles de expresión del gen 165. En esta

figura es posiblé apreciar que la expresión del gen Nfpsyl en las hojas de 2 de 3 líneas

transgén¡cas (L7 y Lg) aumenta significativamente con respecto a la línea transformada

con el vector sin inserto pMDC32 (Figura 26A), mientras que la expres¡ón de Nfpsy2

aumenta significativamente en todas lás líneas que sohre-éxpresan el gen DcLcyb2

(F¡gura 268). Por otro lado y en general, la expresión de Ntlcyb no aumenló

significativamente en 2 de las 3 líneas anal¡zadas (La y L9). No obstante en la línea L7

se detectó un incremento en los niveles de transcrito, en la línea L4 se detectó una

dism¡nución de éstos (Figura 26C).
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Figura 26. Expresión relativa de los genes carotenogénicos N@sy1, Ntpsy2 y Ntlcyb
en líneas dé tabaco que sobre+xpr€san el gen Dclcyb2 de zanahoria. A€: genes
Mpsyl, Ntpsy2 y Mlcyb. Niveles de transcrito de genes endógenos en lfneas de tabaco
tmnsgénicas T0 que sobre-expresan el gen DcLcyb2 comandado por el promotor 2X35S
CaMV. Los valores corresponden a los dupl¡cados técnicos de dos réplicas biológicas para

cada lfnea, los cuales están normalizados frente a la expresión del gen l8S y calibrados
frente a la expresión del gen de interés en la planta control transformada con el vec'tor sin
inserto pMDC32. Los asteriscos denotan diferencias sign¡fcativas en comparación al
control, determ¡nado por Test de T no pareado dé dos colas. ': p<0,05; .-* p.0,001-
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Los niveles de transcrito de los genes carotenogénicos endógenos y el gen

DcLcybz de zenahoria detectados en las líneas transgénicas anal¡zadas aparecen

tabulados en la Tabla Vll.

Table Vll. Xiveles de trañscdto de genes carotenogénicos endégsnos en labácos que sobre.axprÉsan
el gsn Dclctáz de zañahoria.

Evento

M psyl

i 0.49
! 0.02
I 0.16
t 0.10

Nt psyz

l.@ 1

2.q r
3Á2 r

Nllcyb DcLcybz

t 004 1 t 1

1 0.01 53070 ! 1974
: 0.05 s4900 r 1789
r 0.06 fr1600 r 3883

0.03 1.00
0.02 0.69
0.04
0.01 0.90

1.06
1.75
2.E6

2.34

ContEl
IA
L7
ts

@naénalvalorprorrpdio!DSdeduplicadostécnjcosdedosreplicaSbolÓgrcas
obten¡das po. 6ada línea, los ouales están normalizados frente a la expresión d€l gen ,8S y calibndos frente a la

expres¡ón ¿el gen de inlerés én la planta controi, transformada con elvector s¡n inserto pMDC32. En rojo se desl¡can los

vafores relativos máximos de transcr¡to.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta secc¡ón, que dan armpl¡m¡ento

al objetivo específ¡co número 4 planteado en esta Tesis, se observa que la expresión

del gen DcLcyb2 está asociada a un aumento significat¡vo en los niveles de B-caroteno,

luteína y carotenoides totales así como en general, la sobre-exples¡ón del gen está

asociada a un aumento de los n¡veles de transcr¡to endógenos de Nfpsyl y Ntpsy2,

pero no de Ntlcyb,lo que sugiere fuertemente que el gen DcLcyb2 t¡ene func¡onal¡dad

in vivo y codifica para una enzima con actividad lycopeno B-ciclasa en el sistema

heterólogo Nicotiana tabacufi.



DISCUSION

4.1 Aislamiento y análisis de secuencia de DcLCYB2.

La ciclación del licopeno es un paso clave en la síntesis y en la regulación de la

composición de carotenoides en plantas (Cunningham 2002; Bouvier y col., 2005). La

enzima LCYB puede actuar sobre los dos extremos de la molécula o sobre el extremo

lineal del 6-caroteno, produciendo P- y o-caroteno, respect¡vamente. Antes de ¡niciarse

esta Tesis de Magíster, se había descrito en zanahoria la existencia de dos genes ,cyb

que se expresaban tanto en hojas como en la raíz modificada: un gen DcLcybl, cuya

expresión aumenta durante el desanollo, predom¡nando su expresión en hoias

respecto a la raiz mod¡ficada de plantas adultas (Just y col., 2007; Fuentes, 2008;

Ocarez, 2010; Moreno 2013) y un gen DaLcyb2, cuya expresión es mayor en raíz

respecto a los niveles de transcr¡to deiectados en hoja (Just y e§\.,2007: Ocarez 2010;

Moreno y col., 2013). Sin embargo, únicamente se disponía de las secuenc¡as

anotadas de estos genes y la funcionalidad de éstos no había sido comProbada. El

grupo de Just ideniificó y anotó el gen DcLcyb2 como una enz¡ma con motivos tanto

Licopeno C¡clasa como Capsantina Capsorub¡na Sintasa (enzima que produce

capsantina y capsorrubina a partir de anteraxantina y violaxant¡na respect¡vamente).

En este trabajo se aisló la secuencia codificante completa de la licopeno ft

ciclasa 2 á partir de material vegetal de Daucus carota var. Nantes.

Análsis comparativos de la secuencia aminoacídica de DCLCYB2 indican que

esta proteína tiene entr€ un 70% y un 77o/o de ¡dentidad a nivel de secuencia primaria

con las LCYBS de otras plantas ¡dent¡ficadas hasta la fecha, tales como la LCYB de

Act¡nidia deliciosa (77o/o. GenBank: ACJ66629.1), la LCYB específica de cromoplastos
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de Citrus paÉdisi (76%. GenBank: ACX37456.1) o la LCYB de Fragaria x ananas§a

(73%. GenBank: AFR11777.1). A su vez, la secuenc¡a aminoacídica DcLCYB2

caracterizada en esla tesis presenió un 59% de identidad con la conespondiente a

DcLCYBI de zanahoria y un 99% de identidad aminoacídica con la correspondienle a

DoLCYB2 publ¡cada por Just y col., el 2007. Un porcentaje de identidád aminoacídica

superior al 50% sugieren una alta conservación de motivos prote¡cos presentes en

enzimas de tipo licopeno B-ciclasa cuya funcionalidad ya ha s¡do demostrada.

Analizando en detalle la secuencia aminoacídica de DcLCBY2, se detectó un

péptido señal de importación a plastidios en la región amino-terminal (Figura 7), el cual

incluye un motivo altamenté conservado, marcado en la Figura 7 (sección 3.1.2 ) como

"Región Conservada en LCYBS", que se ha propuesto como determinante para la

asociación de estas proteínas a la membrana (Hugueney y col., 1995), requis¡to

indispensable para la correcta actividad catalítica (Beyer y col, 1991). Adicionalmente,

en la secuencia de DGLCYB2 se identif¡có un motivo de unión a dinucleótido (Figura 7),

conseryado en LCYBs vegetales y bacterianas. También se identificaron diversos

motivos (MCI, MCll y región cargada, en la Figura 7) altamente conservados en LCYBs

de plantas y cianobacterias y moderadamente conservados en LCYBS de bacterias.

Adicionalmente, se ¡dentificó un "Motivo $ciclasa" altamente conservado en LCYBS de

plantas. Estas regiones podrían constituir dominios implicados en la interacc¡ón

enzima-sustrato y/o en la catális¡s (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996;

Bouvier y col., 1997). Según estudios previos, las LCYBS de plantas poseen hélices q

con localizac¡ón transmembrana (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996). En

particular, y de acuerdo con los resultados de Hoffman y Stoffel (2006), el paquete

informático TMpred predice una localización transmembrana de las hélices o del

extremo carbox¡-term¡nal de DCLCYB2 (no mostrado). Por lo tanto, la presencia de
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estas hélices transmembrana sugiere que la enzima LCYB2 se encuentra anclada o

asociada a la membrana. Es probable que la unión a la membrana de esta enzima sea

un requis¡to fundamental para su funcionalidad, al igual que sucede en otras enzimas

implicadas en la b¡osíntesis de oárotenoides como PSY (Schledz y col., 1996; Welsch y

col., 2000) y PDS (al Babili y col., 1996; Bonk y col., 1997).

Este análisis ¡n silico fue considerado como un antecedente clave para

delerminar que el gen DcLcybz cod¡ficaría para una enzima funcional.

4.2 Ca¡aclerizac¡ón funcional del gen licopeno B-ciclasa 2 de Daucus

carota L, en E.coli.

La aclividad licopeno ciclasa de la proteína DcLCYB2 aislada de Daucus ca¡ata

se evaluó mediante ensayos de expresión heteróloga en una cepa de Escherichia coli

productora de licopeno. La expresión de DcLcyb2 en esta cepa de E.coli produjo un

cambio en la coloración de las colonias, de rojo a naranja ¡ndicando que el gen codifica

pare une enzima capaz de converi¡r el licopeno en otro carotenoide (Figura 11). Al

analiza¡ los caroteno¡des presentes en los cullivos bacterianos transformados con el

gen DcLcyb2, se detectó la aparición de dos nuevas señales o picos que fueron

¡dent¡ficados como B-caroteno y, como un compuesto señalado como "otros

carotenoides" (Figura '12 y F¡gura 13) el cual se presume correspondería a v-caroteno,

de acuerdo al tiempo de retención observado y al especfro de absorbanc¡a obtenido

(feramoto y col., 2003; Zhang y col., 2013). Ambos parámetros coinciden con aquellos

que caracterizan al caroteno¡de monocíclico. Considerando que el y-caroteno es un

caroteno¡de producido a partir de la P-eiclación de un ún¡co exttemo de la moléc¡¡la de

licopeno (Figura 3), estos resuliados sugieren fuertemente que DcLcyb2 codifica para
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una enz¡ma con actividad licopeno B-ciclasa catalizando la formación de licopeno a p-

caroteno mediante la formación de y-caroteno. Lo anterior difiere con lo observado en

experimentos de complementación heteróloga de DcLcybl (Moreno 2010; Moreno y

col.,20l3) donde no se detectó un p¡co s¡milar ¡ndicando la formación de y-caroteno,

Sin embargo, estos resultados sug¡eren que ambas enzimas tendrían actividad

licopeno B-b¡ciclasa. En 2010, Moreno propone en su tesis de pre-grado que esta

diferencia en la generación del intermediario Y-caroteno (Figura 3) sería el resultado de

una menor actividad de la enzima DcLCYB2 respecto de la enzima DcLCYBI 
'

descartando la probabilidad de que ambas enzimas participen en mecanismos de

ciclación diferentes, ¡ndependientes y compartimentalizados en la vía carotenogénica.

Para comprobar lo propuesto por Moreno (2010), sería interesante realizar ensayos

comparativos de determinación de la aciiv¡dad enzimática ¡n v¡trc a partir de extraclos

de proteína purif¡cada. Así también, es ¡mportante realizar ensayos adicionales que

conoboren la identidad del compuesto indicado en esta tesis como "otros-caroteno¡des"

(Figura '12), y que se presume corresponderían a y-ceroteno (Teramoto y col., 2003;

Zhang y col.,2013). No obstante lo anterior, no se descarta que exista una diferencia

en la activ¡dad entre DCLCYBI y DcLCYB2 considerando los cambios de aminoácidos

detectados en DcLCYB2 en algunos de los motivos conservados en las LCYBS (F¡gura

7). Por ejemplo, en la "Región Conservada en LCYBS", la conservación de la secuencia

en DcLCYB2 es parc¡al, siendo éste un motivo ¡mportante para la asociación de estas

proteínas a la membrana, determ¡nando su funcionalidad (Beyer y col., 1991;

Huguéney y col., 1995). Sin embargo, los cambios de aminoácidos citados no parecen

alterar la estructure secundar¡a carecteríst¡ca lámina B/ hélice o/ lámina B del bolsillo de

unión a NADH (Figura 8), cuya configuración también es un factor relévanle en la

ac{¡v¡dad de las enz¡mas LCYB's. Por lo tanto, es ¡mportante ponderar el grado de
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impacto que tendría cada uno de los cambios detectados de aminoácidos en relación a

una mayor o menor actividad enz¡mática, considerando además que se ha reportado

que incluso el camb¡o de un único aminoácido en la secuencia aminoacídica de LCYE,

determina la actividad mono o biciclasa e incluso la ausencia de actividad (Cunnigham

y Gantt, 2001). Conslderando este antecedente, una estrateg¡a altemativa para

anal¡zar los sit¡os activos de astas proteínas sería la realización de ensayos de

mutac¡ón sitio dirigida o el modelamienlo del mecan¡smo de unión de sustrato en

función de cofactores descritos para las LCYB's. De esta manera es factible determinar

un indicador de efic¡enc¡a en la actividad. Sin duda, la detección de la proteína

DcLCYB2 obtenida de extrac{os de E.colí complementada corroborarían de manera

d¡recta que la expresión del gen DcLcyb2 se traduce en la síntes¡s de una proteína.

Para demostrar esto, uno de los ensayos más usados y práct¡cos es la realización de

western blot, sin embargo, hasta la fecha no ex¡sten anticuerpos comerciales

d¡sponibles pará la detección de enzimas Lycopeno P-C¡clasas de plantas. Es

importante señalar que la eficiencia de conversión de licopeno in vivo por parte de

DCLCYB2 podría variar de la directamente cuantif¡cada de los ensayos func¡onales de

complementac¡ón heteróloga real¡zados. Para sortear esta dificultad, generalmente se

expresan proteínas de fusion con epítopes marcadores lales como .His-tag", para

detectar y determinar la actividad de Ia enz¡ma en estud¡o. En esta Tesis de Magíster

se descartó la generación de proteínas de fusión, considerando que se ha reportado

que la incorporación de estos fragmentos am¡noacíd¡cos puede alterar la actividad de

la enzima en estud¡o (Araújo y col., 2000; Halliwell y col., 200'l; Freydank y col., 2008),

lo cual implica una condic¡ón fundamental al momento de detectar falsos negat¡vos o

falsos pos¡tivos. No obstante, los resultados de localización sub-celular de la proteína

de fusión DcLCYB2-GFP que son discutidos más adelante (Sección 4.2) dan cuenta de
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Ia detección del producto proteico de la expresíón del gen DcLcyb2.

Dado que se ha demostrado que el citoplasma de E-coli es bioquímicamente

similar a los plastidios (Gallagher y col. 2003), los ensayos de expresión heteróloga en

E.coli son un sistema adecuado para evaluar la actividad licopeno ciclasa de profeínas

de plántas, como ya se ha comprobado con anterioridad (Cunn¡ngham y col., 1993;

Hugueney y col., 1995; Cunningham y col. 1996; Pecker y col., 1996; Ronen y col.,

1999; Ronen y col., 2000; Bouvier y col., 2000; Cunningham y Gantt 2001; lnoue y col.,

2006). Sin embargo, en este sistema experimental las enz¡mas no son ensambladas,

procesadas, ni mod¡ficadas post-traducc¡onalmente del mismo modo en gue Io serían

en las células vegetales. Adicionalmente, existen una ser¡e de fac.tores que influyen

claramente en los ensayos funcionales en E,coli, fales como el tipo de plásmido

ut¡l¡zado para la expresión heteróloga, el t¡empo de incubación (Alquézar et al, 2009) y

Ia temperatura de crec¡miento de los cultivos, el vector util¡zado pára generar una cepa

de E.col¡ productora de carotenoides e incluso la cepa de E coll (Hanahan, 1983;

Wurtzel y col., 1997). Estos factores altetarían la eficiencia de la actividad enzimática

en cuest¡ón en relación a su condición ¡n planta, por lo tanto los rend¡m¡entos o niveles

de pigmentos obtenidos aportan antecedentes aprox¡mados para caracterizar la

actividad de DCLCYB2 así como para establecer análisis comparativos con otras

LCYB's.

Considerando que: 1) La ruta de sÍntesis de carotenoides introducida en la cepa

de E.coli BL21-DS1B (Niklitschek y col., 2008), utilizada en esta Tesis como control

positivo, está representada sólo por los genes que conforman los principales pasos

enzimáticos de la vía, es decir, no existen otros genes que podrían interfer¡r

d¡rectamente con la acumulación de F-caroteno, y 2) Considerando que el gen mutado

AcrtY introduc¡do en el vector pDSIB genera la cepa E.coli BL21-AcrtY que acumula
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licopeno y presenta colonias de color rojo, y que en comparación al fenotipo de color

de colonias anaranjado de la cepa control positivo, se concluye que el único factor que

determ¡na lá d¡ferenc¡a de los fenotipos observados es la activ¡dad de la enz¡ma

Licopeno p-ciclasa, por lo tanto, se concluye que en E coli BL21-AcrtY, el gefi DcLcyb2

codifica para un producto proteíco que metaboliza licopeno Para produc¡r p-caroteno.

La existencia de dos genes que codifican B-LCYs, cada uno de ellos con un

patrón de expresión característ¡co, ha sido descrita en frutos como tomate, pimentón,

papaya, naranja y sandía. En tomate, el gen que codifica la LCYB canónica (*LCY1)

se expresa en hojas y tejidos verdes del fruto, disminuyendo su expresión durante la

maduración (Ronen y col., 2000; D'Ambros¡o y col., 2004), mientras que el gen B (que

codifica una LCYB2) se expresa de formá transitoria en frutos madurando y no se

detecta en hojas (Ronen y col., 2000). En pimentón, el nivel de expresión del gen /cyb

es mayor en hojas que en frutos, donde presenta un patrón de expresión constitut¡vo

(Hugueney y col., 1995), mientras que el gen CC§, que codif¡ca una enzima b¡funcional

(CCS/p-LCY), presenta una expresión específica de fruto y se induce durante la

maduración (Bouvier y col., 1994). Las isoformas LCYB específicas de tej¡do

cromoplást¡co identificadas hasta la fecha en frutos, como FLCYz de tomate (Ronen y

col., 2000), Cs§-lcyz de naranja (Alquézar et al, 2009) y CC§ de pimentón (Hugueney y

col. 1995) presentan similitudes ¡mportantes.

Los resultados obtenidos en este trabajo y por otros autores (Just y col., 2007)

parecen ind¡car que DcLcyb2 se encuentra en copia única en el genoma de Daucus

caroh vat. Nantes y carece de ¡ntrones. Al igual que los genes LCYB2 de tomate, CsP-

LCY2 de naranja y CCS de pimentón, que también carece de intrones y al menos los

dos primeros se encuentran en copia única (Deruere y col. 1994; Ronen y col. 2000,

Alquézar y col., 2009). Además, se ha reportado que DcLCYB2 presenta una relación
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filogenética más estrecha entre LCYB'S presentes en tejidos abundantes en

cromoplastos que con las LCYBs canónicas conespondientes (Ocarez, 2009). Según

anális¡s filogenéticos el grupo de las enzimas mencionadas aniba engloba también

enzimas Neoxantina Sintasa (NSY) ¡ndicando un origen común de los genes lcyá, cús y

,sy (al Bab¡l¡ y col., 2000; Krubas¡k y Sandmann, 2000), que codifican enzimas con un

mecanismo de reacción muy s¡milar (Bouvier y col., 1997; Bouvier y col., 2000; al Babili

y col., 2000). En efecto, LCYB cataliza una versión simp¡ificada de las reacc¡ones

catalizadas por NSY y CC§, lo que sugiere que estas dos últimas enzimas se pudieron

originar a pártir de LoYB durante la evolución de las plantas superiores para dar lugar

a nuevos caroteno¡des oxigenados (Bouv¡er y coL, 2000). Otras ev¡denc¡as que ¡nd¡can

que /rsy y ccs se originaron a pert¡r de una duplicación gén¡ca de /cyb es que en las

c¡anobaclerias, los supuestos progenitores de los plastidios, no existen nsy ni ccq pero

sí lcyá (Bouvier y col-, 2000; Krubasik y Sandmann, 2000). AI respecto y considerando

que el gen DcLcyb2 reúne carasteísticas que lo clasificarían como un gen tejido

específico que en términos f¡logenéticos el producto de la expresión génica está

relacionado a enz¡mas del tipo CCS y según lo reportado prev¡amente, se han

identificado motivos que también lo hac€n un candidato que codificaría para una

enz¡ma con ec{iv¡dad Capsant¡na-Cepsorubina Sintasa, sería interesante determinar s¡

DCLCYB2 es una enz¡ma bifuncional, como lo roportado en pimentón (Bouvier y col.,

1994). Esto complementaría los resultados generados en esta tesis de Magíster que

caracterizan al gen DcLcyb2 con el objetivo principal de demostrar que éste codifica

para una enzima con func¡ón Licopeno p-Ciclasa.
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4.3 La protelna DcLCYB2 se localiza en los plastidios de las células

végétales.

En el análisis realizado a partir de la secuencia aminoacídica deducida del gen

DcLcyb2 aislado en esta Tesis a part¡r de ADN genómico pur¡ficado de hojas de

Daucus carcta indican que DcLCYB2 presenta en el extremo amino un péptido señal

de ¡mportac¡ón a plastid¡os (sección 3.1.2) que ha sido descrito en todas las enzimas

implicadas en la biosíntesis de caroteno¡des en plantas (Fraser y Bramley 2004;

Bouvier y col., 2005; Howitt y Pogson 2006; DellaPenna y Pogson 2006; Sandmann y

col., 2006; Alquézar y col., 2009). En el caso de las LCYB's, esta señal de ¡mportación

se encuentra en los primeros 50-1 00 aminoácidos de la secuencia aminoacídica

(Hugueney y col., 1995; Krubasik y Sandmann, 2000). Se ha descrito que esta señal de

importación a plastid¡os, no se encuentra en LCYBs de bacterias ni de cianobaclerias

(Hugueney y col., 1995), y no parece esencial para la actividad catalítica LCYB

(Cunn¡ngham y col., 1996). Sin embargo, estudios bioquímicos previos establecen

claramente que la ubicac¡ón de las enzimas de síntesis de carotenoides es

fundamential para la act¡v¡dad (Al-Babili y col., 1996; Schledz y col., 1996). Eslo explica

lá importancia de determ¡nar la localización sub-celular de DCLCYB2 como parte de su

estudio y caracterización. S¡ bien en la secuencia aminoacídica de DGLCYB2 se

identifico in silico una señal de destinac¡ón a p¡ast¡d¡os util¡zando los programas

ChloroP vl.1 y Target P, se ha reportado que los péptidos de transito a plastid¡os no

presentan caracterísiticas conservadas (Bruce, 2000; Bruce, 2001) e incluso se ha

observado que presentan caracterís¡t¡cas simiiares a los péptidos de dest¡nación a

mitocondrias. A pesar de la diversidad de motivos, se han descrito algunas

características y motivos consenso en términos de estructura secundaria que
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facilitaríán la clasificación de estos péptidos de destinación (Lee y col., 2008) Por

ejemplo, no se han identificado la formación de estructura secundaria en pépt¡dos de

destinación a cloroplastos (§chwenkert y col., 2011).

Considerando lo anterior, en esta Tes¡s de Magíster se determinó la locál¡zación

subcelular de la proteína DcLCYB2 fusionada a GFP, mediante m¡croscopía de

fluoréscencia confocal, observando que tanto la localización de la señal de

fluorescencia detectada, así como el patrón de distribueión de ésta respondía al mismo

patrón de localización y distribución de la señal em¡tida en rojo, conespond¡ente a la

emisión de fluroscencia de clorof¡la" Por lo tanto se concluye que DoLCYB2 presenta

un péptido de tráns¡to funcional que d¡rige la localización de la proteína a cloroplalos

de hojas de N¡cot¡ana tabacum. Descartamos la generación de artefactos en la

localización, mediante el análisis microscópico de varias muestras montadas de tejido

fol¡ar provenientes de la transformación transitoria independiente con al menos dos

clones distintos de Agrcbactetium, transformantes para pGWBSlDcLcyb2 y con el

control que solo expresa la proieína GFP

Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la local¡zación subcelular

de DcLCYBI de Daucus carofa donde tamb¡én se demuestra que la proteÍna DCLYBI

es destinada a cloroplastos (Moreno y col., 2013).

De acuerdo con estudios proteómicos rec¡entes sobre cloroplastos de

Anbidopsis thaliana (Joyard y col., 2009; Feno y col., 2010), muchas de las enzimas

de la ruta de b¡osíntesis de carotenoides son exclusivamente localizadas en la

envoltura de los cloroplastos. Sólo unas pocas enzimas carotenogén¡cas se encuenlran

en los tilacoides, como por ejemplo, las enzimas del ciclo de las xantofilas y la Fitoeno

desaturasa (PDS). En cromoplastos de p¡mentón (Caps¡cum annuum), la mayorÍa de

las enzimas que participan de la síntesis de carotenoides están localizadas en los
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plastoglóbulos (Austin y col., 2006; Ytterberg y col., 2006). De modo excépcional,

estudios proteómicos en maíz (Zea mays) detectaron sólo las enzimas PDS y (-

Caroteno Desaturasa en las fracciones de membrana de vaine del haz y de célules del

mesófi|o, respectivamente (Friso y col.,2010). Esto coincidió con Ia detección de

carotenoides en ambos tipos de células, s¡n embargo, otras enzimás de la biosíntesis

dé caroteno¡des no fueron detectadas.

De acuerdo a los antecedentes menc¡onados anteriormente, si bien la

localización de DCLCYB2 se ha detectado en los cloroplastos, es muy interesante

@nocer cuál es la localización suborganelar en estos y otros plastidios. De acuerdo á

lo indagado en la literatura y en base a las conjeturas realizadas en esta discus¡ón que

señalan que el gen DcLcyb2 tendría expresión tej¡do específica, predominando en

tejidos cromoplásticos, es muy probable que en los cromoplastos de zanahoria, la

enzima DCLCYB2 se local¡ce particularmente en los plastoglóbulos. Lo anterior s¡enta

precedente respecto al contexto en el cual la enzima ad.úa in planta, considerando que

la localizac¡ón sub-organelar de la ruta de biosíntesis es una entidad de control de la

localización espacial única de los carotenoides gue son acumulados.

Otro antecedente importante reportado recientemente ¡nd¡ca que dislintas

¡soenzimas PSY de la ruta de síntesis de carotenoides en malz (Zea mays), resultado

de las variantes alélicas ident¡ficadas, d¡fieren en la local¡zation suborganelar en el

cloroplasto (Shumskaya y @L, 2012). Es importante mencionár que las distintas

isoenzimas PSY median la carotenogénesis en téjidos determ¡nados, en respuesta a

señales fisiológicas y de desanollo (Li y col., 2008a, 2008b, 2009). Por lo tanto, eE

probable que en Daucus caroh, las ¡soenzimas DoLCYBI y DcLCYB2, tamb¡én

presenten una localización suborganelar determinada. Es altamente probable también

que estas isoenzimas se localicen en sub-compartimentos diferentes en el plastidio, y a
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su vez, es probable que esta localización varíe dependiendo del tipo de tejido

analizado. De existir una localización sub-organelar diferencial enffe DcLCYBI y

DcLCYB2, esto refozaría la idea propuesta en esta Tesis de Magíster en relación a

que DcLCYB2 tiene una función tejido específica.

Es ¡nteresanle reflex¡onar respecto al hecho de que las enzimas que participan

de la síntes¡s de carotenoides y poseen una localización sub-organelar determinada,

conformarían un complejo enzimático dinámico que responde a las señales

amb¡entales y de desanollo, para vincular los procesos de fotomorfogénesis,

fotoprotección y respuestas frente a estrés, con la síntesis de carotenoides sitio-

específica y la degradación de éstos. Lo anterior ha s¡do abordado rec¡entemente por

autores como Shumskaya y Wurtzel en una revis¡ón del año 2013 (Shumskaya y

Wurtzel, 2013). Adicionalmente, un estudio reciente ha demostrado que la capacidad

de ¡nteracción de las enzimas carotenogénicas está asociáda a un incremento de la

actividad de la ruta de b¡osíntes¡s (Quinlan y col.,2012).
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4,4 La expresión del gen DcLcyb2 provoca un aumento de lo§ niveles de

carotenoides en hojas de la planta modelo Nicotiana tabacum.

Para determinar el efecto de la expresión del gen DcLcyb2 en plantas

transgénicas de N¡cotiana tabacum y con ello demostrar que el gen DcLcyb2 es

func¡onal in ptanta, se analizó el contenido y composición dé cárotenoides en las líneas

transformadas con las construcciones pGWBzlDcLcyb2 y pMDC32tDcLcyb2.

Considerando que la pr¡ncipal diferenc¡a entre los dos tipos de vectores utilizados está

en el número de copias del promotor 35S CaMV, el cual d¡rige la expresión del inserto,

donde el vector pMDC32 contiene una copia doble del promotor 35S CáMV, mientras

que el vec'tor pGWB2, contiene una copia única de este promotor y dado que se ha

reportado que el uso de repet¡ciones en tándem del promotor 35S CaMV aumenta el

n¡vel de la actividad promotora hasta 10 veces (Kay et al., 1987), decidimos ut¡lizar esta

estrategia experimental para gatillar niveles de expresión diferenciales del transgen

que se vean reflejados en una difercncia en la cant¡dad o composición de carotenoides

del sistema heterólogo transformado,

Los datos obtenidos demuestran que efectivamente ex¡sie un efecto diferencial

entre el uso de ambas construcciones. En las plantas transformadas con la

construcc¡ón pMDCS2lDcLcyb2 los niveles de F-caroteno y luteína aumentaron en

promedio 1,63 y 1,59 veces, cada uno con respecto a las plantas silvestres, m¡entras

que los niveles de carotenoides totales y clorofila aumentaron en promedio 'l,63 y 1,44

veces respedivamente en comparación al control. Las plantas de tabaco que fueron

transformadas con la construcción pGWB2/DcLcyá2 v¡eron aumentados sus niveles de

Fcaroteno y luteína en promedio 1 , t 9 y 1,30 veces, respectivamente, m¡entras que los

niveles de caroleno¡des totales y clorofila aumentaron en promedio 1,24 y 1,22 veces,
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cada uno réspécto a la línea control. Por lo tanto, el gen DcLcyb2 clonado en el vector

pMDC32 generó n¡veles más altos de caroienoides totales y B-caroleno en

comparac¡ón con el vector pGWB2. A su vez se registró un mayor porcenteje de líneas

transgénicas con un aumento significativo en la cantidad de pcaroteno y caroienoides

totales y mayor n¡vel de transcrito del transgen respecto al grupo de líneas

pGWB2lDcLcyb2. Nuestros resultados coinciden con aquellos obtenidos por J¡ et al

(2009) al expresar LbLcY-B de Lyc¡um ba¡barum en plantas de tabaco, donde se

¡nformó que los n¡veles de Fcaroteno en las hojas aumentaron en promedio t,5 veces

(Ji et al, 2009).

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el aumento del conten¡do de

carotenoides y principalmente B-caroteno, estaría modulado a nivel transcripcional por

el gen DcLcyb2 e ¡ndican que el gen codifica para una enzima que promueve la

sÍntesis de carotenoides en N. tabacum.

La regulación a nivel transcripc¡onal es uno de los principal factores que alieran

el equ¡libr¡o metabólico de la compos¡ción de caroteno¡des, en función de estímulos

como la luz (Bramley, 2002; Rómer y Fraser, 2005), el desanollo (Kita y col., 2007),

dist¡ntos tipos de estrés abiót¡co (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008), entre olros (Lu y

Li, 2008; Cazzonell¡ y Pogson, 2010). Esto nos hace suponer que la acumulac¡ón y

aumento del contenido de p-caroteno detectado en la raíz modiflcada de Daucus carota

durante el desanollo (Fuentes y col.,2O12), podría ocunir en respuesta a un aumento

en los niveles de transcrito del gen DcLcyb2.

El uso de plantas modelo para determinar la funcionalidad de genes lcyb ha

sido ampliamente util¡zado y descrito en la l¡teratura. Es el caso de la sobre-expresión

de los genes lcyb de Arabidopsis thaliana y Solanum lycopedcum (tomate) en plantas
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de tomate (Rosat¡ et al, 2000; DAmbrosio et al, 2004) lo cual generó un incremento del

conten¡do de B-caroteno en hasta 7 veces.

En plántulas de Araüldopsis, la expresión del gen CsflcyB2a de Ctocus safivr§

(azafrán) generó un aumento de los niveles de p-caroteno en 6 de I líneas

transgénicas (Ahrazem y col., 2009) y la expresión en frutos de tomate del gen

l¡copeno B-c¡clasa CsLCYbl de nannja dulce fc¡trus srners¡s L. Osbeck) producen un

aumento significativo (entre 2 a 4,2 veces) de la producc¡ón de B-caroteno y la

reducción concom¡tante de licopeno (Zhang y co|.,2013).

En cuanto a los niveles de luteína detectados en las líneas pMDCS2lDcLcyb2,

se observó un incremenlo de hasta 1,82 veces (91,29 pg/g PS) en comparación con la

muestra control (50,09 pgig PS). Resultados similares fueron ¡eportados por Ahrazem

y col. (2009). Esto sugiere un aumento de la canalización del flujo metabólico hacia la

vía de las B, s-xantofilas en Ia ruta de biosíntesis de carotenoides en las hoias de

tabaco transgén¡cas pMDC3ZDcLcyó2, teniendo siempre en cons¡deración que es

altamente probable que el redireccionamiento de la vía esté dedo por el contexto

fisiológico del organ¡smo estudiado en cuestión.

A su vez, en todas las plantas de tabaco pMDCS2lDcLcyb2 que expresaron el

gen DcLcyb2 se registró un aumento de los n¡veles de carotenoides totales de hasta

1,84 veces (899,5 Fg/g P§) respecto a lo deteclado en la línea control. No obstante, el

patron de composición porcentual de caroteno¡des no se v¡ó alterado, al igual como fue

reportado en hojas de líneas de Dasc.rs calofa transgénicas que sobreexpresan el gen

DcLcybl (Moreno y co|.,2013). No obstante, estos resultados dif¡eren de lo reportado

en frulos de tomate transformados con el gen CsLeYbl de naranja dulce, donde el

contenido de carotenoides totales varió entre seis líneas transgénicas analizadas de

manera independiente, detectándose incluso en la mayoría de éstas, niveles más bajos
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que los niveles de caroteno¡des totales de la ¡ínea control (Zhang y col., 2013).

Nuevamente es ¡mporiante enfatizar en que estas diferencias pueden estar dadas por

el tipo de lejido analizado.

En la mayoria de las líneas transgénicas donde se detectó un aumento

s¡gnificativo de caroteno¡des tolales, se detectó a su vez un aumento sign¡ficativo del

contenido de clorofila, alcanzando los 233,7 ¡rg/g de peso seco cuantificados para la

línea L1 (pM DCS2lDcLcyb2) en comparación a los 134,3 ¡.tg/g de peso seco detectados

en la muestra control. Esto significó un aumento de 1 ,74 veces y concuerda con los

resultados de sobre-expresión de un gen carotenogén¡co endógeno psy, en semillas de

A¡a,bidopsis, donde se observó el aumento de la síntesis de clorofila (L¡ngren y col.,

2003) y también concuerda con resultados obtenidos en nuestro laboratorio al expresar

el gen DcPsy2 y DcPsyl en tabaco (Acevedo,2411 y 2014).

El aumento simultáneo del contenido de caroteno¡des y clorofila detectado en

esta Tes¡s estaría dado por lá presencia del compuesto geranil geranil pirofosfato

(GGPP) como precursor común de la síntesis de ambos t¡pos de pigmentos. Por ello,

es posible que el efecto observado en las líneas de tabaco transgénicas analizadas se

explique en base a mecanismos de co-regulac¡ón entre la síntesis de carotenoides y de

clorofila, los cuales han sido reportados prev¡amenie en tabaco y Chlamydomonas

(Hártel y Grimm, 1998; Bohne y Linden, 2002).

Es importante señalar que la eficiencia de producc¡ón de pigmentos está

determ¡nada, entre otros factores, por el organismo (planta) que se utiliza como

receptor del transgen (D¡retto y col., 2007; Maas y col., 2009), lo que expl¡ca la

variabilidad del contenido de carotenoides en diversos modelos vegetales

lransformados con genes carotenogénicos de distintas especies vegetales.

No obstante, si bien en esta Tesis de Magíster se observó un aumento del
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cotenido de P -caroteno, luteína y caroteno¡des totales, en la mayoría de las líneas

transgén¡cas, los n¡veles de p¡gmentos detec'tados fueron variables entre dichas líneas.

Tal variabilidad estaría dada pr¡ncipalmente por el mecanismo utilizado de

transformación genética, mediante Agrcbacteium fumehciens, donde el ADN exógeno

se integra al azar en el genoma de la planta y por Io general el loci transgénico alberga

múltiples copias del ADN ¡ntegrado (Tindland, 1996; Tzfira y col., 2004). Tales fac{ores

determinan los n¡veles de expresión del transgen y por énde el de los metabolitos

asociados a la activ¡dad de los producios prote¡cos obtenidos.

La inserción al azat de un transgen está asociada a niveles dé expres¡ón

variables de acuerdo al estado de compac{ación de la cromatina, que a su vez está

determ¡nado por el grado de met¡lac¡ón del ADN transcripcional. Estos procesos

tamb¡én estarían asociados el t¡po de explante util¡zado (Tenea y Cucu, 2006). En base

a lo anter¡or, es necesario generar un gran número de transgénicos ¡ndepend¡entes

para demostrar los efectos direclamente asociados a un transgen y eliminar aquellos

no relacionados. Además, es importar¡te seleccionar aquellas líneas que contienen sólo

una copia única del transgen, las cuales son menos vulnerables a los mecanismos de

silenc¡amiento génico en comparación a plantas con copias múltiples del mismo. Esto a

su vez favorece la obtenc¡ón de plantas homocigóticas.

Por otra parte, a pesar de que la transfomación mediada por Agrobacteñum

conduce a la inserción de un menor número de copias del transgen (< 10) y una mayor

incidencia de integrantes de una sola copia en comparación a otros métodos de

transferenc¡a de ADN, tales como eleclroporac¡ón y biobalística, donde incluso es

poslble obtener hasta 100 copias de ADN integrado de manera directa (Hansen y

Wright, 't999; Koprek y col., 2001; Gelvin, 2003; Reddy y col., 2003; Butaye y col.,
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2004), las copias integradas pueden camb¡ar tanto su ¡nteracc¡ón con el genoma del

huésped en region€s específ¡cas, así como su oryanizeción, lo que puede provocar el

truncem¡ento, inversión, eliminación y otros reordenamientos cromosómicos además

de otros cambios aparentemente menores, como los relacionados con la metileción del

ADN. Las inserciones de copias múltiples se caracterizan a menudo por presentar

patrones de integración complejos como @nsecuencia de la homología de secuencias,

incluyendo arreglos de repeticiones en tándem (TR) o repet¡ciones invertidas (lR)

(Jorgensen y col., 1987; Hobbs y col., 1993; Sijen y col., 1996; Jorgensen y col., 1996;

De Neve y col., '1997; Depicker y Van Montagu, 1997; Stam y col., 1997; Mu§kens y

col., 2000; Wang y Waterhouse, 2OO0).

Si b¡en, teóricamente se espera que el aumento en el número de cop¡as lleve a

a un aumento en la expresión del transgen, varios estudios sug¡eren una relación

¡nversa entre el número de copias de un gen ¡ntegrado y el nivel de expresión del

mismo (Kohl¡ y co|.,2003). Los múlt¡ples patrones de integración de cop¡a tales como

las repeticiones en tándem (Sijen y col., 1996; Jorgensen y col., 't996; Wang y

Waterhouse, 2000) y las estructuras de repeticiones invertidas (Hobbs y col., 1993;

Dep¡cker y Van Montagu, 1997; Stam y col., 1997; Muskens y col., 2000) se asoc¡an a

menudo con una baja expres¡én del transgen como consecuencia de mecenismos de

silenciamiento génico post- transcripc¡onal.

Por lo tanto, los resultados que aquí se d¡scuten demuestran que la expresión

del gen DcLcyb2 está asociada a un aumento en el contenido carotenoides,

principalmente 9-caroteno, y sugieren que la regulación de la vía de síntesis de

carotenoides en hojas de tabaco podría estar dada por la expresión de DcLeyb2 a nivel

transcr¡pcional.
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4.5 La sobre-expres¡ón del gen DcLcyb? modula los niveles de expresión

de genes carotenogénicos endógenos en hojas dc Nicotiana hbacum.

Ex¡sten reportes que describen mecanismos de regulación lranscripcional de la

ruta de biosíntesis de carotenoides mediante retroalimentación, tanto negat¡va como

pos¡tiva. Por ejemplo, se sabe que la acumulación de fitoeno en una mutante de

Arabidopsis thalíana en el gen pds provoca la Íepresión de varios genes relacionados a

las rutas metabólicas de los carotenoides y giberelinas, entre otras, e indicaria la

presencia de mecanismos de retro-al¡mentación negativa mediada por fitoeno (Qin y

col., 2007). Por otra parte, se ha demostrado que el ácido abscísico ABA induce la

expresión de los genes psy3 de maiz y anoz, lo cual a su vez podría tener un rol en el

aumento de los carotenoides en respuesta al estrés abiótico (Li y col., 2008; Welsch y

col.,2008).

Además, de acuerdo a lo reportado en la literatura, la transformación con genes

carotenogén¡cos exógenos altera la expresión de genes endógenos de la misma ruta

de sintesis (Rómer y col., 2000; Rómer y c0l.,2oO2: Jayaraj J y col., 2008; Moreno y

co|.,2013).

En esta Tesis comprobamos que la expresión del gen endógeno /Vfpsyl en las

hojas de 2 de 3 líneas transgénicas (L7 y Lg), con los mayores niveles de expres¡ón del

gen DcLcyb2, aumentó sign¡f¡cativamente con respecto a la línea transformada con el

vector sin inserto pMDC32 (Figura 26.A). Por otra parte, la expresión del gen endógeno

Nfpsy2 aumentó s¡gn¡ficativamente en las líneas transgén¡cas L4, L7 y L9 (Figura 26.8).

S¡n embargo, no se observó un aumento s¡gnificat¡vo de la expres¡ón de Ntlcyb en2 de

las 3 líneas anal¡zadas (L4 y L9).
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Se ha reportado que en hojas de zanahoria que §obre-expresan el gen DcLcybl

se indujo la expresión de los genes DcPsyl y DcPsy2 endógenos (Moreno y col., 2013),

lo cual en términos generales, concuerda con lo obtenido en esta Tes¡s. Sin embargo,

los niveles de transcriio del gen /cyá endógeno cuantificados en tabacos con los

mayores niveles de expresión del transgen se contraponen a lo reportado por Moreno

en zanahoria, donde se reportó un aumento de los niveles de transcrito del gen

endógeno DcLcyb2. Por otra parte, se ha descrito que la expresión en tomate del gen

l¡copeno p-ciclasa de Araóidopsis, AtLcyb, b4a el promotor del gen Pds, no afectó

s¡gnif¡cat¡vamente la expresión de los genes carotenogén¡cos endógenos (Rosati y col.,

2000).

De acuerdo a estos resultados, se demuestra que altos niveles de expresión del

gen DcLcyb2 en labaco están asociados a un aumento de los niveles de transcrito

endógenos de Ntpsyl y Ntpsy2, pero no de Nflcyó.

Adicionalmente, y de acuerdo a los resultados obtenido§ en esta Tesis respecto

a la relac¡ón directa observada entre los niveles más altos de transcrito DcLcyb2 y los

de É -caroleno deteclados en lás líneas transgénic€ls de tabaco analizadas (Figura 25),

es posible que tal relación esté dada por una acumuláción de la proteína DcLCYB2,

dando cuenta de la tasa de traducc¡ón o de los mecanismos de regulac¡ón

poslranscripcional de la expres¡ón génica, según lo descrito por Baerenfaller y col.

(2008) qu¡en reporló que en muestras representat¡vas de diferentes órganos de

Anbidapsis, en su mayoría existe una conelación positiva entre la acumulación de

proteína y la abundancia del transcrito conespondiente, en un rango de 0,5 a 0,68.

Posteriormente estos dstos fueron conoborados por el grupo de Bag¡nsky y col. (2010)

qu¡enes además han descrito que la conelación más alta se obtuvo en hojas, lo que
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sugiere que las proteínas fotosintéticas más abundantes están reguladas

predominantemente a nivel trañscripcional.

En conclusión, estos antecedentes sug¡eren fuertem€nte que el gen DcLcyb2

t¡ene funcional¡dad in vivo y codifica para una enzima con actividad lycopeno B-ciclasa

en el sistema heterólogo N¡c!.tiana tabacum.

4.6 Uso del gen DcLcyb2 como heramienta biotecnológica para el

desarrollo de espec¡es vegetales mejoradas med¡ante angeniería

metabólica.

Dado que la zanahoria naranja es una de las plantas que produce las mayores

cantidades de caroteno¡des y B-caroteno, es que en esta Tesis de Magíster se propone

al gen DcLcyb2 como un gen cáñdidato para aumentar la síntesis de carotenoides y p-

caroteno en otras variedades vegetales de interés comercial ya sea a nivel nacional o

mundial. Un ejemplo de lo expuesto anteriormente es el desanollo en el laboratorio de

la plataforma de transformación de Aclinidia delic¡osa var. Hayward (kiw¡) para la

expresión del gen DcLcyb2, efrn el fin de aumentar el contenido de carotenoides, y

aumentar la toleranc¡a a estrés sal¡no de las plantas transgén¡cas (Proyecto VIU

1'10046. Rosas y Stange, 2012-2013). Lo anterior ha sido propuesto considerando que

en k¡ús, la acumulación de p-caroleno y luteína es controlada y regulada a nivel

transcripcional por el gen licopeno B-ciclasa (LCYb) (Ampomah-Dwamena y col., 2009).

Paralelamente, el aumento de la tolerancia a estrés salino se ha planteado como un

antecedente complementa.io que viene a promover el uso del gen DcLcyb2 y que

particularmente en cult¡vos como el k¡w¡ es un fioco de interés impoñante. Esto,

considerando trabajos que reportan que la transformación con los genes licopeno p-
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ciclasa de salicomia europaea y Anbidopsis CÍ.,nfieren tolerancia a salin¡dad en plantas

de Arab¡dopsis y tabaco (chen y cor., 201 1), basado en ras propiedades ant¡oxidantes

y de precursores de la sínresis de ABA de los carotenoides. También se ha reportado

que el gen parólogo de rcyb, crup (synechocystis sp.), protege de ras especies reactivas

de oxígeno en especies folosintélicas como Arabrdopsrs (Bradbury y col.,2O1Z).

Hasta Ia fecha se ha logrado la expresión exitosa y const¡tut¡va del gen

DcLcyb2 en plantas de kiwi cultivadas en tierra que fueron transformadas con

Agrobacteriu¡n tumefaciens y que fueron regeneradas mediante organogénes¡s

somática (Quiroz, 2014. Tesis de pre-grado). Las líneas transgénicas oblenidas

presentan claros signos de toleranc¡a a condiciones de riego con sal (Nacl 200 mM) y

actualmente son manlen¡das en el laboratono en espera de la generac¡ón de los

primeros frutos para el análisis del contenido de carotenoides por HpLC.



CONCLUSIONES

Del conjunto de resultados de esta Tesis de Magíster se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

El gén DcLcybz de Daucus carora codifica para una enzima con ac{ividad

Licopeno B-ciclasa al eomplementar el fenot¡po de la cepa mutante E coli

BL21DS-AcrtY, med¡ante la formación de P-caroteno a partir de l¡copeno.

La proteína DcLCYB2 se localiza en los plastidios de la célula vegetal. Por lo

tanto, se demueslra la funcional¡dad del péptido de importac¡ón a plastidios

identificado in silico en el extremo amino de la secuencia aminoacídica de

DoLCY82.

Le expres¡ón del gen Dclcyó2 induce un aumento de los n¡veles de F-caroteno,

luteína, caroteno¡des totales y clorofila en hojas de tabaco transgénicas que

expresan dicho gen. El uso de una copia doble del promoúor 35S CaMV, én el

vector pMDC32, para la expresión del gen DcLcyb2, promueve la generación de

un mayor número de líneas transgénicas con niveles de B'caroteno

aumentados s¡gnif¡cativamente en comparac¡ón al uso de una copla simple del

promotor en el vector pGWB2.

Existe una correlación d¡recta entre el n¡vel de transcrito del gen DcLcyb2 y el

incremento del n¡vel de B-caroteno en plantas de tabaco transgénicas

pMOCSZtDcLcyb2. Esto demuestra que el gen DcLcyb2 es funcional ¡n planta,

sugiriendo fuertemente que éste codifica para una enzima con actividad

Licopeno B-Ciclasá.
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La sobre-expresión del gen DcLcyb2 induce la expresión de los genes

carotenogénicos endógenos Ntpsyl y 
^#psy2 

en plantas de tabaco

transgénicas. Esto daría cuenta de mecanismos de regulación por

retroalimentación posit¡va generados por Ia expresión del transgen, sug¡riendo

que el aumento de los niveles de carotenoides totales detec{ados en estas

líneas estaría dado por un equ¡¡ibrio entre los niveles de transcrito del gen

DcLcyb2 y los niveles de transcrito de genes claves de la ruta de b¡osíntesis de

carolenoides, como son Ntpsyl y Ntpsyz.

Por lo tanto, los resultados obten¡dos demuestran la hipótesis propuesta en esta

Tesis de Magíster y peñniten concluir en térm¡nos generales que:

El gen Dclyb2 de Darcus carofa codifica para una proteína localizada en los

plastidios de Ia célula vegetal, que tiene actividad licopeno B-c¡clasa. Su

expresión en la planta modelo Nicotiana tabacum ¡nduce un aumento en los

n¡veles de B-caroteno, luteína, carotenoides totales y clorofila y a su vez induce

transcripcionalmente la expresión de los genes carotenogénicos endógenos

Ntpsyl y Ntpsy2, pérc no de Nfrcyá de manera sustancial. Esto demuestra la

tunc¡onal¡dad del gen DcLcyb2 in planta.
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Anexo l. Alineamiento mult¡ple de secuenc¡as aminoacíd¡cas de
diferentes LGYBS. Los asteriscos ¡ndican los aminoácidos idént¡cos para todas
las secuencias en una posición, mientras aquellos identicos en más de un 70%
de las secuencias analizadas están dados en texto blanco sobre un fondo
negro. Aquellos res¡duos de am¡noácidos similares en todas las LCYBS

aparecen en fondo gris. Los números a la izquierda indican la posición del
aminoácido que da inic¡o a la secuencia que se alinea. En púrpua se Indica el
motivo p-ciclasa como región clave para la actividad enzimáüca LCYB.
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