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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos isoprenoides lipidicos sintetizados por todos
los organismos fotosintéticos y también por algunas bacterias, levaduras y &fidos. En
las plantas, estos compuestos son sintetizados en los plastidios y son esenciales en
procesos como la fotosintesis, la fotoproteccion y la sintesis de fitohormonas. En los
animales, los carotenoides actuan como moléculas antioxidantes y también como
precursores de vitamina A cuando se incorporan en la dieta. Actualmente, la ruta de
biosintesis de los carotenoides esta bien caracterizada y es altamente conservada en
plantas, donde se han identificado las enzimas mas importantes de esta via. Hasta la
fecha, se sabe que el principal mecanismo regulador de la ruta carotenogénica se
produce a nivel transcripcional, donde factores activadores como la luz y el desarrollo
tienen un efecto directo en la activacién de la expresién génica carotenogénica .

La licopeno B-ciclasa (LCYB) es una enzima clave implicada directamente en la
sintesis de los carotenoides a-caroteno y B-caroteno a través de la ciclacién de
licopeno. En Daucus carota (zanahoria), el modelo de estudio utilizado en nuestro
laboratorio, los carotenoides se producen tanto en las hojas como en las raices de
reserva, siendo en este ultimo 6rgano donde se acumulan las mas altas cantidades de
a-caroteno y B-caroteno. En algunas plantas modelo, la presencia de diferentes
isoformas de los genes carotenogénicos esta asociada a una funcién 6érgano-
especifica. D. carota alberga dos genes Lcyb: Dcleyb! y DcLeyb2 de los cuales
Dclcyb2 se expresa principalmente en las raices de almacenamiento de plantas
adultas de zanahoria, en correlacién con los niveles mas altos de carotenoides

detectados en esta etapa del desarrollo.
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En este trabajo, mostramos que DcLCYB2 se localiza en los cloroplastos, y que
es una enzima funcional, como se demuestra por complementaciéon heteréloga en
Escherichia coli y mediante la expresién estable en Nicotiana tabacum (tabaco). Se
observd que las plantas transgénicas con los niveles mas altos de Dclcyb?2
incrementaron los niveles de B-caroteno, carotenoides totales y clorofila en las hojas,
sin embargo no se observaron cambios significativos en el contenido o en la
composicion porcentual de los carotenoides totales. Mediante el uso de PCR
cuantitativo también se determiné el efecto de la sobreexpresién de DclLeyb2 en los
niveles de expresidn de tres genes endégenos carotenogénicos claves (Ntpsy1, Ntpsy2
y Ntlcyb) en lineas de tabaco transgénicas. Se observé un efecto activador del gen
DcLcyb2 en dos de los genes estudiados (Nfpsy? y Nipsy2), lo que sugiere un efecto
regulador de este gen en la ruta de biosintesis de carotenoides en tabaco mediante
mecanismos de retroalimentacion a nivel transcripcional.

Nuestros resultados demostraron la funcionalidad in vivo del gen DcLeyb?2 en la
planta modelo Nicotiana tabacum indicando su importancia tanto en la expresién de

genes carotenogénicos como en la acumulacion de carotenoides.
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ABSTRACT

Carotenoids are lipidic isoprenoid compounds synthesized by all photosynthetic
organisms and also by bacteria, yeasts and aphids. In plants, these compounds are
synthesized in plastids and they are essential in these organisms due to their role in
processes like photosynthesis, photo-protection and hormone synthesis. In animals,
they act as antioxidant molecules and also as vitamin A precursors when they are
incorporated in the diet. The carotenogenic pathway is well characterized and highly
conserved in plants, and the most important enzymes of the pathway have been
identified. To date, it is known that the major regulatory mechanism occurs at the
transcriptional level where activating factors such as light and development have a
direct effect in the activation of carotenogenic gene expression.

Lycopene b-cyclase (LCYB) is a key enzyme involved directly in the synthesis of
o-carotene and PB-carotene through the cyclization of lycopene. Carotenoids are
produced in both carrot (Daucus carota) leaves and reserve roots, and high amounts of
o-carotene and B-carotene accumulate in the latter. In some plant models, the
presence of different isoforms of carotenogenic genes is associated with an organ-
specific function. D. carota harbors two Lcyb genes, of which Dclcyb2 is mainly
expressed in storage roots of adult carrot plants, correlating with the highest carotenoid
level at this stage of development. In this work, we show that DcLCYB2 is localized in
the plastid and that it is a functional enzyme, as demonstrated by heterologous
complementation in Escherichia coli and stable expression in Nicotiana tabacum
(tobacco). Transgenic plants with higher levels of DcLcyb2 had incremented levels of -
carotene, total carotenoids and chlorophyll in leaves, although no significant changes in

carotenoid content and composition pattern were observed. In addition, we determined
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the effects of overexpression of DcLcyb2 on the expression levels of three key
endogenous carotenogenic genes (Nipsy1, Ntpsy2 y Ntlcyb) in transgenic tobacco lines
by using quantitative PCR. We observed an activating effect of DcLcyb2 gene for two of
these genes in the lines (Nipsy1, Nipsy2), suggesting a regulatory effect of this gene in
the biosynthetic pathway of carotenoids in tobacco through feedback mechanisms at
the transcriptional level.

Our results proved the in vivo functionality of DcLcyb2 gene in this plant model
and also they showed the importance of this gene in carotenoid gene expression and

accumulation in tobacco leaves.
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INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas, funcién y biosintesis de los carotenoides.

Los carotenoides son compuestos isoprenoides de naturaleza lipidica
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos (plantas y algas) y también por
algunas bacterias, levaduras, hongos y afidos (Velayos y col., 2000; Iniesta y col.,
2008; Moran y Jarvik, 2010).

Actualmente, se han descrito mas de 750 carotenoides estructuralmente
distintos (Giorio y col., 2007), los cuales se subdividen en dos grandes grupos: los
carotenos, que contienen solo atomos de carbono e hidrogeno y las xantofilas, que
poseen ademas sustituyentes oxigenados.

Los carotenoides son pigmentos que derivan de la condensacién de varias
unidades isoprénicas de cinco carbonos formando 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 distintas
caracteristicas, por ejemplo, la de actuar como cromoéforos (parte de una molécula
capaz de absorber luz y generar color), los cuales confieren colores distintivos, en el
rango del amarillo al rojo, en aquellos organismos que producen o acumulan estos
polienos. Al ser pigmentos coloreados, en plantas, los carotenoides se evidencian en
las raices de reserva, los frutos y las flores, donde facilitan la polinizacién (Armstrong y
Hearts, 1996; Grotewold, 2006), y también en las hojas senescentes al degradarse la

clorofila.



La cantidad y configuracién de los dobles enlaces conjugados dentro de la
estructura de cada carotenoide, asi como la presencia y tipo de ciclacién en sus
extremos, también confieren a estos compuestos propiedades de absorcién de fotones
en las longitudes de onda del color azul.

Estos pigmentos participan en procesos fisiolégicos esenciales como la
fotosintesis, donde captan la energia luminica de diversas longitudes de onda en los
complejos cosechadores de luz de los fotosistemas, abarcando un rango espectral de
absorcion entre 450 y 550 nm. Esta energia luminica es transferida a la clorofila
durante la fotosintesis (Britton, 1995; Schmid, 2008). Otras funciones que dan cuenta
de la importancia de los carotenoides en la naturaleza son: 1) Actian como
antioxidantes afectando procesos oxidativos en sistemas biologicos mediante la
eliminacién de radicales libres. La resonancia de los electrones a lo largo del esqueleto
carbonado en una molécula de carotenoide, permite la absorcion de los electrones
desapareados de las moléculas radicalarias (Britton, 1995; Britton, 1998; Nelson y col.,
2003). La actividad antioxidante de los carotenoides esta dada por mecanismos tanto
de reduccién como de oxidaciéon. La mayoria de las especies reactivas de oxigeno
(ROS), tales como los radicales hidroxilo, son reducidas por p-caroteno, mientras que
en casos como el del anién superoxido, éste es eliminado eficientemente mediante
oxidacion por astaxantina (Skibted, 2012). En particular, los carotenoides generan un
alto nivel de proteccion fotooxidativa contra los efectos del singlete de oxigeno, del
radical superdxido y del triplete excitado de clorofila producidos en los centros de
reaccion del fotosistema || como consecuencia de la fotosintesis (Armstrong y Hearts,
1996; Cunningham y Gantt, 1998; Giorio y col., 2007; Takano y col., 2005; Teifer, 2005)
2) Los carotenoides también participan en la disipacién térmica del exceso nocivo de

energia luminica dirigida a los centros de reaccién fotoquimicos a través del ciclo de



las xantéfilas (Demmig y col., 1987). Varios investigadores han demostrado que los
carotenoides zeaxantina y luteina desempefian papeles criticos en la disipacion
térmica. Por ejemplo, se ha observado una fuerte correlacion entre la disipacion
térmica y la acumulacién de zeaxantina en una variedad de plantas (Demmig-Adams y
col., 1996). 3) Adicicnalmente, los carotencides son precursores en la sintesis de
fitohormonas tales como las estrigolactonas, involucradas en procesos de
morfogénesis (Gémez-Roldan y col., 2008), y el &cido abscisico (ABA), asociado a
procesos de regulacion de la dormancia y germinacion de semillas, asi como a la
adaptacién ambiental de plantas (Raghavendra y col., 2008).

En mamiferos, algunos carotenoides (3 -caroteno, «-caroteno, criptoxantina)

son convertidos a vitamina A (retinol) luego de un clivaje molecular seguido de un
proceso reductivo. Este mecanismo es clave, considerando que los mamiferos son
incapaces de sintetizar vitamina A de novo. Tampoco cuentan con la capacidad de
sintetizar carotenoides de novo y su capacidad para modificarlos es limitada (Bhosale
P y Bernstein, 2007). Por lo tanto, es esencial la incorporacién de carotenoides en la
dieta mediante el consumo de vegetales ricos en ellos tales como zanahorias, zapallos,
tomates, entre otros.

El B-caroteno, por ejemplo, posee 11 dobles enlaces conjugados y ciclaciones 8
en sus extremos, lo que le confiere una coloracién naranja intensa, ademas de ser uno
de los carotenoides con mayor actividad provitamina A (El-Agamey y col., 2004; Giorio
y col., 2007). La vitamina A cumple a su vez funciones esenciales en la formacion de
los dientes, tejidos sanos, piel, mucosas y en el funcionamiento de la retina (Frasery
Bramley, 2004; Krinsky y Johnson, 2005; DellaPenna y Pogson, 2006; Cazzonelli y col.,

2010). Debido a su reconocida capacidad antioxidante, el consumo de alimentos ricos



en carotenoides (por ejemplo el licopeno, la luteina y la zeaxantina) ha sido asociado a
la prevencion y reduccion del dafio celular y por consiguiente, a una reduccion de las
probabilidades de desarrollar ciertos tipos de cancer, enfermedades degenerativas y
vasculares ademas 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 biosintesis de los carotenoides.

En las plantas, la biosintesis de los carotenoides ocurre en los plastidios
(cloroplastos y cromoplastos) de las células vegetales a partir de la unién 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 desaturaciones
seguidas, llevadas a cabo por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y {-caroteno
desaturasa (ZDS), con la finalidad de extender las series conjugadas de dobles
enlaces. El fitoeno sufre asi cuatro desaturaciones sucesivas, que resultan en la
formacion secuencial de fitoflueno, z-caroteno, neuroesporeno y por ultimo licopeno, de
color rojo (Figura 1, Cunningham y Gantt, 1998). Junto con estas desaturaciones
ocurren ademas isomerizaciones a partir de la actividad de las enzimas Isomerasa de
carotenoides (CRTISO) y (-Caroteno Isomerasa (Z-ISO), donde se produce la
formacién de all-trans-licopeno, configuraciéon estable y clave para las subsiguientes
ciclaciones.

Luego de la formacién del licopeno, la ruta carotenogénica se divide en dos
ramas principales: 1) Da lugar a la sintesis de B-caroteno mediante la ciclacién de
ambos extremos de la molécula de licopeno y es llevada a cabo por la enzima licopeno

B-ciclasa, LCYB, y 2) conducente a la generacion de a-caroteno, a través de la



ciclacion de un extremo de la molécula de licopeno mediante LCYB y del otro extremo
lineal libre mediante la enzima licopeno ¢-ciclasa, LCYE (Cunningham y Gantt, 1998).
Posteriormente, el B-caroteno es hidroxilado a zeaxantina, la cual es epoxidada a
compuestos como la neoxantina para generar finalmente el acido abscisico (ABA). Por
otro lado, la hidroxilacion de a-caroteno da lugar a la formacion de luteina.

Dada la vital importancia de los carotenoides en plantas y en animales, la
regulacidon de su sintesis ha sido ampliamente estudiada en las Gltimas décadas. Los
avances en esta area de estudio han permitido el descubrimiento y caracterizacion de
la mayoria de los genes involucrados en la ruta de sintesis de los carotenoides
(Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham, 2002; Howitt y Pogson, 2006), lo que ha
permitido modificar la sintesis de éstos en diversos organismos, en especial en las
plantas (Aluru y col., 2008; Davuluri y col., 2004; Diretto y col., 2007; Lamers y col.,

2008; Shewmaker y col., 1999; Ye y col., 2000).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de los carotenoides en plantas. Diagrama simplificado con las
principales enzimas y productos metabdlicos de los carotenoides que son sintetizados en
plantas y las enzimas implicadas en cada etapa. Todos los isoprencides derivan del compuesto
isopentenil pirofostato (IPP) y su isémero, dimetilalilpirofosfato (DMAPP), los cuales son
sintetizados a partir de vias metabdlicas independientes y compartimentalizadas. La ruta
carotenogénica de la figura sefiala la sintesis del primer carotenoide de la ruta, el fitoeno,
producto de la condensacién de dos moléculas de geranil-geranil-pirofosfato (GGPP), hasta la
sintesis de la fitohormona acido abscisico (ABA). GGPS: Geranil-Geranil-Pirofosfato Sintasa;
PSY: Fitoeno Sintasa; PDS: Fitoeno Desaturasa; ZDS: {-caroteno Desaturasa; LCYB: Licopeno
B-Ciclasa; LCYE: Licopeno ¢-Ciclasa; VDE: Violaxantina De-Epoxidasa; ZEP: Zeaxantina
Epoxidasa; CCS: Capsantina-Capsorubina Sintasa. Esquema modificado de Rodriguez-Villalén
y col., (2009).



1.3. Sintesis y acumulacion de carotenoides en organismos fotosintéticos.

Los plastidios, principalmente cloroplastos y cromoplastos, son los organelos
que sintetizan y almacenan metabolitos de carotenoides (Lépez-Juez y Pyke, 2005). La
sintesis de carotenoides de novo se produce en casi todos los tipos de plastidos
diferenciados en hojas, frutos, flores, raices y semillas. El tipo y tamario de plastidio
tienen efectos significativos en la acumulacion de carotenoides y en su estabilidad
(Hannoufa y Hossain, 2012; Li y Yuan, 2013). Cromoplastos son plastidios ricos en
carotenoides en el que varias subestructuras de lipoproteinas (por ejemplo, glébulos,
cristales, membranas, fibrillas y tubulos) secuestran carotenoides (Vishnevetsky et al.,
1999; Egea et al, 2010;. Liy Yuan, 2013). Particularmente, las mutantes de tomate high
pigment (hp1, HP2 y HP3) tienen alto contenido de carotenoides debido al aumento en
el nimero y/o volumen de cromoplastos (Kolotilin y col., 2007; Galpaz y col, 2008;
Azari y col, 2010; Enfissi y col.,, 2010). Por otra parte, la mutante de la coliflor Or,
sobre-acumula B-caroteno en cromoplastos en conformaciones de lamina, cinta, y
subestructuras de cristal, sin cambios significativos en la expresion de la mayoria de
los genes carotenogénicos (Li y col., 2001; Lu y col., 2006). En los cloroplastos, las
membranas de los tilacoides y los plastoglobuli proporcionan a estos organelos una
mayor capacidad para secuestrar y almacenar los carotenoides que han sido
sintetizados, lo que se traduce en la acumulacién de altos niveles de carotenoides en
los tejidos verdes.

Otros plastidios acumulan diferentes niveles de carotenoides. En semillas de
trigo, por ejemplo, los amiloplastos que almacenan almidén acumulan luteina
(Hentschel y col., 2002; Howitt y col, 2009). A su vez, los leucoplastos son plastidios

incoloros caracteristicos de las células de raices maduras, los cuales acumulan niveles



trazas de neoxantina y violaxanthin (Parry y Horgan, 1992). La falta de subestructuras
lipoproteicas apropiadas en estos plastidios limita su capacidad de acumular y
almacenar carotenoides de manera significativa y estable (Li et al., 2012). Del mismo
modo, los etioplastos, precursores de los cloroplastos en plantas cultivadas en
oscuridad, tienen poca capacidad de biosintesis y acumulacion de carotenoides (Park y
col., 2002; Toledo-Ortiz y col, 2010). Los carotenoides también estén presentes en los
elaioplastos, plastidios especializados en el almacenamiento de lipidos.

Estudios proteébmicos de proteinas plastidiales y fracciones tilacoidales
demuestran ademas la relacion entre la composicion de carotenoides y la biogénesis y
morfologia de plastidios y la translocacién de proteinas (Tzvetkova-Chevolleau y col.,
2007; Wang y col, 2013). La morfologia de los plastidios y el desarrollo son también
factores que afectan a la retencion de carotenoides. Analisis microscopicos revelan que
un cambio en la arquitectura de los cromoplastos esta asociado con la composicion de
carotenoides en una variedad de frutos de pimiento (Kilcrease y col., 2013). Bai et al.
postulan que Or aumenta los niveles de carotencides mediante la reduccion del umbral
de contenido de carotenoides necesario para activar la diferenciacién de los
cromoplastos (Bai y col., 2014).

Tanto la acumulacion como la sintesis de carotencides en los plastidios esta
comandada por enzimas codificadas en genoma nuclear, las cuales luego de ser
sintetizadas son dirigidas como pre-proteinas a los plastidios, donde son procesadas
postraduccionalmente. Por lo tanto, la secuencia polipeptidica de estas pre-proteinas
contienen un péptido de transito en la porcién N- terminal. La longitud de cada péptido
de transito es variable y no se han reportado secuencias consenso. En el caso de

enzimas carotenogénicas claves de la via como PSY de frutos de tomate maduro, el



péptido de transito es de aproximadamente 9kD, correspondiente a aproximadamente
80 residuos de aminoacidos (Misawa y col, 1994).

El nicleo de la ruta de biosintesis de los carotenoides esta compuesto por
aproximadamente 10 enzimas (Cuttriss y col., 2011). De acuerdo a estudios
proteémicos en cloroplastos de Arabidopsis thaliana (Joyard y col, 2009; Ferro y col,
2010), muchas de las enzimas de la ruta carotenogénica se localizan exclusivamente
en las membranas de la envoltura (Figura 2), mientras que so6lo 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 localizan en los plastoglébulos (Austin y col., 2006;
Ytterberg y col., 2006). Sin embargo, alin se desconoce la distribucion espacial de la
ruta de biosintesis como una unidad que regule el patrén de distribucion de los

carotenoides en los plastidios (Shumskaya y col., 2012).
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Figura 2. Esquema ilustrativo de los complejos multienzimaticos implicados en la
biosintesis de carotenoides en cloroplastos de maiz, segiin Shumskaya y Wurtzel
(2013). Las proteinas sombreadas en gris no han sido localizadas experimentalmente.
PG. Plastoglobulo Globular, FPG: Plastoglébulo Fibrilar, CR: Cristales de Carotenoides
hipotéticos. Leyenda en Figura 1.

Se ha sugerido que los cambios en los niveles de carotenoides probablemente
desencadenan diferentes mecanismos de regulacién, dando como resultado la
activaciéon de una cascada de sefalizacion para generar respuestas adaptativas en la
célula (Nogueira y col,, 2013). Sin embargo, aun se desconoce como una célula
vegetal desencadena diferentes mecanismos de regulacién, incluyendo la regulacion
de la transcripcién y la localizacion proteinas junto con la organizacion estructural,
organelar y suborganelar, en orden a adaptar el contenido de carotenoides cuando

éste ha sido alterado.
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1.4 Regulacién de la ruta carotenogénica en plantas.

La regulacién de ruta carotenogénica es muy compleja, dado los requerimientos
fisiologicos de: la germinacion, el desarrollo fotomorfogénico, la fotosintesis, el
desarrollo de flores y frutos y en respuesta a diferentes estimulos ambientales (Liy col.,,
2008: Welsch y col., 2000; Bramley, 2002; Rodriguez-Villalén y col., 2009 a y b).

La regulacién puede ocurrir entonces de diferentes maneras. Una de estas es a
nivel de 1) redundancia génica, que en muchos casos puede llevar a la especializacion
de cada gen y su regulacién, ya sea tejido-especifica o en respuesta a diversos
estimulos. Esto ocurre por ejemplo para los genes lcyb y psy de tomate, los cuales se
encuentran en forma de genes parélogos (lcyb y cycb, y psy1 y psy2), donde psy1y
cych participan en la ruta carotenogénica durante la maduracion de los frutos mientras
que los otros dos actuan en esta ruta en las hojas. Genes paralogos de psy han
demostrado ser inducibles bajo diferentes estimulos. Por ejemplo, el gen psy3 en arroz
y maiz es inducido en respuesta a ABA y se expresa principalmente en la raiz,
mientras que los genes psyl y psy2 son regulados por luz y se expresan
mayoritariamente en tejido fotosintético (Welsch y col., 2008Liy col., 2008).

Otro punto de regulacién ocurriria a nivel de 2) el secuestramiento y la
acumulacién de carotenoides, determinados en parte por la biogénesis de diferentes
tipos de plastidios (Deruere y col., 1994; Vishnevestsky y col., 1999). Por ejemplo, los
mutantes de tomate hp-2 y hp-3 poseen una acumulacién elevada de pigmentos dado
el mayor tamafio de sus cromoplastos (Kolotilin y col., 2007; Galpaz y col., 2008).
Ademas, los carotenoides en cromoplastos se encuentran en forma de plastoglébulos
o cristales de mayor estabilidad frente a la degradacion luminica (Steinmuller y Tevini,

1985; Merzlyak y Solovchenko, 2002). En relacién a esto, recientemente se determind
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que la tasa de sintesis y degradacién de los carotenocides en las hojas es muy elevada
(Beisel y col., 2010).

La regulacién a nivel transcripcional es responsable de la expresion de genes
carotenogénicos, que codifican para las enzimas que participan directamente en la
sintesis de los carotenoides en diversos organismos vegetales y en respuesta a una
gran variedad de estimulos (Cazzonelli y Pogson, 2010; Lu y Li, 2008): 1) luminoso, ya
sea durante la fotomorfogénesis como bajo estrés luminico; 2: desarrollo y maduracion
de frutos; 3. estrés abidtico (principaimente sequia y salinidad); 4: retro-alimentacion

positiva y negativa y 5: fitohormonas.

1.5. El gen /cyb en la ruta de sintesis de los carotenoides.

La ruta de biosintesis de carotenoides en plantas superiores se bifurca en la
ciclacion del licopeno, segun el tipo de ciclacion que sufran los extremos de ésta
molécula (Figura 3). Se ha demostrado que alteraciones en la regulaciéon o actividad
enzimatica en este punto de la via afectan severamente la composicién de
carotenoides en distintos tejidos vegetales (Hirschberg, 2001; Bramley, 2002; Botella-
Pavia y Rodriguez-Concepcion, 2006; Howitt y Pogson, 2006). Pueden producirse dos
tipos de anillos, &- 6 B-, cuya diferencia radica en la posicién de un doble enlace en el
anillo ciclohexano. El tipo de anillo producido depende de la accion de la enzima
‘licopeno ciclasa” (LCY) que actia sobre el extremo de la molécula. En plantas
superiores se han identificado dos tipos de LCYs: LCYB (Licopeno B-ciclasa), que
cataliza la formacién de anillos B-, y LCYE (Licopeno g-ciclasa) que introduce anillos €-.
Ambas muestran una alta identidad de secuencia aminoacidica, teniendo

probablemente un origen evolutivo comun (Krubasik y Sandmann, 2000). La enzima
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LCYB puede actuar secuencialmente sobre ambos extremos de la molécula de
licopeno dando lugar al B-caroteno, con la produccidon de y-caroteno como
intermediario (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996; Pecker y col., 1996).
Sin embargo, LCYE sélo puede introducir un anillo en uno de los dos extremos de la
molécula de licopeno, originandose O-caroteno. La actuacion de LCYB sobre el
extremo lineal del d-caroteno da lugar al carotenoide a-caroteno (Hirschberg, 2001,
Fraser y Bramley, 2004; Bouvier y col., 2005). Sélo en algunas especies de lechuga
(Lactuca sativa) se ha descrito la existencia de una LCYE capaz de introducir dos
anillos ¢- en ambos extremos de la molécula de licopeno para producir el compuesto

lactucaxantina (Cunningham y Gantt, 2001).

: R -
" Licopeno
Lc YB
8-Caroteno y-Caroteno

LCYB [LCYE |
* \ / =

E;CQ-/R/%:Q E:C\\VRA}:Q Ej(«vRAJQ

g-Caroteno a-Caroteno p-Caroteno

Figura 3. Reacciones de ciclacién en la ruta carotenogénica. Esquema general de la
ciclacion del licopeno, tomado de Cunningham y Gantt (1998). En negrita se indican las
enzimas que catalizan las reacciones de ciclacion. Se indican los sustratos y productos de las
enzimas. La direccién de cada reaccién se indica con una flecha. B: licopeno B-ciclasa. &:
licopeno e-ciclasa.

)
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Las enzimas tipo licopeno ciclasas se componen de aproximadamenie 400
aminoacidos, con un peso molecular calculado de 40 kDa. Como caracteristica de las
enzimas carotenogénicas de plantas, éstas presentan un péptido de destinacién a
plastidios en la regién amino terminal de una longitud de 50-100 aminoacidos (Schnurr
y col.,, 1996). Las proteinas en estado maduro poseen motivos conservados
caracteristicos de este tipo de enzimas (Hugueney y col.,, 1995). En particular se ha
reportado la existencia de un sitio de unién a dinucleétidos (FAD/NADH) que parece
estar implicado en la activacion alostérica (Mialoundama y col., 2010; Hornero Mendez
y Britton, 2002). El porcentaje de identidad aminoacidica entre las enzimas

carotenogénicas de plantas superiores es de al menos un 78%.

Los genes que codifican LCYBs han sido identificados en tomate (GenBank:
X86452), diversas especies de citricos (GenBank: AF240787, AY166796, AY217103,
AF152246), tabaco (GenBank: F13561), pimiento (GenBank: X86221), kiwi (GenBank:
FG437038), zanahoria (GenBank: DQ192190, DQ192191). En muchos casos se ha
reportado la existencia de dos o mas genes /cyb paralogos, uno (o algunos) de ellos
con expresion tejido especifica asociada a cromoplastos y otro (s) de expresion
asociada a tejido fotosintético. En tomate se ha descrito la existencia de una segunda
LCYB (LCYB2, gen cych) especifica de tejido cromoplastico, que es 53% idéntica a
nivel de aminoacidos a la LCYB candnica (Ronen y col, 2000). Es interesante
mencionar que LCYB2 muestra mayor identidad de secuencia con Capsantina-
Capsorubina Sintasa (CCS) de pimentén, una enzima bifuncional que cataliza la
formacion de capsantina y capsorubina (carotenoides especificos de pimentén) a partir
de anteraxantina y violaxantina, respectivamente, y que ademas posee actividad LCYB

(Figura 1). A su vez, el gen ccs de pimentén se expresa principalmente durante la
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maduracion de los frutos, y su expresion es indetectable en los tejidos verdes
(Hugueney y col., 1995). Otros ejemplos que evidencian la existencia de un gen lcyb
que se expresa de manera fejido especifica, dando cuenta de un mecanismo de
regulacion de la carotenogénesis en tejidos con altos niveles de carotenoides son los
reportados en naranja (Alquézar y col., 2009), azafran (Ahrazem y col., 2009), papaya
(Blas y col., 2010; Devitt y col., 2010), sandia (Bang y col., 2007), entre otros.

En cuanto a los genes licopeno B-ciclasa de Daucus carota L, en 2007, la
mayoria 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 alto contenido de
cromoplastos en la raiz de zanahoria, hace suponer la existencia de un gen /cyb que se
exprese preferentemente en este drgano. Al respecto, fueron anotados dos genes
candidatos codificantes para la enzima Lycopeno B-ciclasa: DcLeyb1 y Deleyb2 (ccs).
El gen DcLeyb1 (GeneBank: DQ192190) posee un porcentaje de identidad entre 74% y
77% respecto a las secuencias de ADNc de genes lcyb especificos para cloroplastos
en plantas y con respecto a lcyb de algas y cianobacterias. El silenciamiento de este
gen en zanahoria produce la reduccion significativa de los niveles de B-caroteno y
carotenoides totales en las hojas de la planta (63% y 67% respectivamente). Mientras
que en la raiz modificada la disminucién de estos pigmentos fue de 45% y 38%
respectivamente (Pizarro, 2008). Recientemente, se ha reportado la funcionalidad y
caracterizacion del gen Dclcyb1 (Moreno y col, 2013) donde se demostrd que
DcLCYB1 esta localizada en los plastidios, y es una enzima funcional, de acuerdo a
ensayos de complementacion heteréloga realizados en Escherichia coli.
Adicionalmente se determiné que tanto en hojas como en las raices de
almacenamiento de plantas transgénicas de zanahoria con los niveles mas elevados o

aquellos mas reducidos de DclLcyb1 habian incrementado o reducido respectivamente
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los niveles de clorofila, carotenoides totales y B-caroteno. No obstante se informé que
DcLcyb1 no posee una funcion organc-especifica, éste gen modula la expresién de
genes carotenogénicos endégenos y la acumulacion de pigmentos en las hojas y
raices de almacenamiento de zanahoria.

Por otra parte, el gen DclLcyb2 o ccs (GeneBank: DQ192191) de Daucus carofa L.
posee un 74% de identidad nucleotidica con lcyb2 o CsfB-lcyb2 de naranja, cych de
tomate y ccs de pimentdn. En comparacién con secuencias de ADNc de /cyb2 o cpecych
de papaya, la identidad nucleotidica es de un 71%, mientras que posee un 65% de
identidad nucleotidica con fcyb2 o CstLcyB2a de azafran. Estos son genes que se
expresan preferentemente en cromoplastos, durante la maduracién de los frutos y cuya
actividad LCYB ha sido demostrada. Paralelamente, analisis filogenéticos realizados en
nuestro laboratorio complementan estos antecedentes, agrupando al gen DcLeyb2 de
Daucus carota L. con genes lcyb que se expresan preferencialmente en tejidos
cromoplasticos. Mientras que el gen DcLcyb? de D.carota L. se agrupa con genes lcyb
de expresion preferencial en tejidos ricos en cloroplastos (Ocarez y col., 2009).

Es importante destacar que en zanahoria no se ha reportado deteccion de los
pigmentos capsantina ni capsorubina como productos directos de la actividad de la
enzima Capsantina Capsorubina Sintasa (CCS). Estos antecedentes indican que es
altamente probable que DclLcyb2 de Daucus carota L. codifique para un enzima con
actividad LCYB. No obstante, hasta la fecha esto no ha sido demostrado.
Adicionalmente, se desconoce cual seria la participacion de DcLcyb2 en la ruta de

sintesis de carotenoides in planta.
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1.5.1 Expresion del gen /cyb en modelos vegetales.

Considerando que en el presente se han caracterizado licopeno B-ciclasas de
diversas especies vegetales tales como naranja, papaya, kiwi, azafran, entre otros, la
expresion del gen en sistemas heterdlogos podria tener aplicaciones biotecnoldgicas
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 distintos organismos vegetales. Se ha
sobre-expresado el gen lcyb de Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum (tomate)
en plantas de tomate, obteniendo como resultado un aumento y cambio en la
composicion de carotenoides (Rosati y col., 2000; D'Ambrosio y col., 2004). Mediante
la expresion del gen flcyb de Lycium barbarum en plantas de tabaco se generd un
aumento en los niveles de B-caroteno (Jiy col., 2009). Por otra parte, experimentos de
silenciamiento génico del gen LCYE en plantas de papa resultaron en aumento en los
niveles totales de carotenoides y particularmente en B-caroteno, indicando la
factibilidad de redireccionamiento de la ruta metabdlica. Estos antecedentes
promueven a la ciclacidon del licopeno como un paso clave en la biosintesis de

carotenoides (Diretto y col., 20086).

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 botanico Umbelliferae (o Apiaceae), que también incluye el apio
(Apium graveolens), el perejil (Petroselinum hortense), el anis (Pimpinella anisum), el

eneldo (Graveolens del Anethum), entre otras especies. Se distinguen por la
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morfologia caracteristica de la inflorescencia, una umbela compuesta, con flores en
racimo dispuestas radialmente (Pimenov y Leonov, 1993).

Daucus carota L., es uno de los aproximadamente 20 miembros del género
Daucus, en la familia de las umbeliferas. La mayoria de los miembros de este género
son diplodies, con un numero basico de cromosomas de X=9 a X=11 (Simon and

Goldman, 2007).

1.6.1 Regulacién transcripcional de la ruta carotenogénica en Daucus
carota L.

Durante el desarrollo en oscuridad de la raiz modificada de zanahoria, nuestro
modelo de estudio, existe una acumulaciéon de carotenoides, en especial B-caroteno.
Considerando la importancia de la regulacion transcripcional de la ruta carotenogénica
en otros organismos vegetales, en 2009 fueron determinados los patrones de
expresion de seis genes (DcPsy1, DcPsy2, DcPds, DcZds1, DcZds2 y DclLeyb1) de
esta ruta directamente involucrados en la sintesis de B-caroteno durante el desarrolio
de la raiz de zanahoria en oscuridad y en luz y durante el desarrollo de sus hojas
(Fuentes, 2009).

Se observé que la expresion de todos los genes analizados es mucho mas alta en
las hojas respecto a lo detectado en la raiz, en la mayoria de los estadios de desarrolio
analizados. Esto puede explicarse debido a la mayor tasa de recambio de estos
compuestos en los érganos foliares (Beisel y col., 2010). Adicionalmente, se observd
que la expresién de los genes DcPsy1, DcPds, DcZds2 y DeLeyb1 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 DcZds1y DcPsy2
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disminuyen su expresion a medida que transcurre el desarrollo de las hojas, lo cual da
indicios de la especializacion de los genes paralogos DcPsy1 y DcPsy2, y DcZds1y
DcZds2. El gen DclLeyb1 present6 el mayor aumento de expresion durante el desarrollo
foliar respecto a los demas genes analizados. No obstante, se ha reportado que la
expresion de Dclcyb1 es 1,6 veces mayor en las hojas respecto a los niveles
detectados en raices en una etapa de madurez (Moreno, 2013).

En 2010, se determinaron los niveles de expresion del gen DcLcyb2 en las hojas y
en la raiz de zanahoria. Estos fueron comparados con los niveles de expresion del gen
Declcyb1 (Figura 4). De los dos genes DcLcyb paralogos presentes en zanahoria, la
abundancia de transcrito del gen DclLcyb2 estaria asociada principalmente a la
carotenogénesis en la raiz modificada, ya que presenta un aumento mayor en su
expresion en la décimasegunda semana del desarrollo de la raiz, mientras que el gen
DcLcyb1, estaria mas relacionado a la carotenogenesis en las hojas maduras,
considerando que el patron de expresion de éste se invierte en comparacién al gen
DcLceyb2, siendo mayor en hojas respecto a la raiz silvestre de zanahoria de 12
semanas de edad (Ocarez, 2010). Lo anterior fue corroborado por Moreno el afio 2013

(Moreno y col., 2013).
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Figura 4. Niveles de mRNA de DcLcyb1 y DcLcyb2 en hojas versus raices de Daucus
carota L. silvestre. El calibrador utilizado corresponde al promedio de los valores de Ct de
cada gen en las hojas (H) expuestas a luz (L) y las raices (R) crecidas en oscuridad (O) en
zanahorias de 12 semanas de edad. Los asteriscos indican diferencias significativas en los
niveles de expresion de cada gen entre ambos tipos de tejido analizados. Test T no-
pareado con correccion de Welsch (p<0,005). *: significativo (0,01 < p < 0,05). Resultados
Ocarez, N. 2010.

Adicionalmente, en nuestro laboratorio fueron analizados los niveles de expresion
de los genes Dclcyb1, Deleyb2, DcPsy1 y DcPsy2 en plantulas de D. carota L.
silvestres tratadas con las fitohormonas ABA, 2,4-D y GA3 (Fuentes 2012). En
presencia de ABA la expresidon de Dclcyb2 aumenta levemente (1,5 veces) en ABA
200 uM respecto a la condicion control, mientras que en el tratamiento con la auxina
sintética 2,4-D los niveles de transcrito DcLcyb2 no presentan cambios significativos.
Este comportamiento se repite para el tratamiento con la hormona GA3 a distintas

concentraciones (5 uM, 20 uM y 50 uM).
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De este analisis es importante destacar que el estudio y la caracterizacion del
gen Dclcyb?2 son un paso clave para determinar su participacién en la ruta de sintesis
de carotenoides y en cémo los mecanismos regulatorios descritos previamente
modulan la expresion de este gen. Por lo tanto, DcLeyb2 es un candidato importante en
el estudio de la carotenogénesis en zanahoria debido a 1) su elevado aumento de
expresion en la raiz modificada de zanahoria en oscuridad respecto a los niveles
detectados en hojas, y 2) a que, de acuerdo a los andlisis de secuencia existentes, es
un gen directamente involucrado en la sintesis de B-caroteno, el principal carotenoide
acumulado en la raiz modificada de zanahoria. Adicionalmente, es un gen candidato
que codificaria para una enzima con actividad lycopeno B-ciclasa y que adicionalmente
presenta en su secuencia motivos caracteristicos de la enzima capsantina capsorubina
sintasa (CCS), no obstante en zanahoria de raiz color anaranjado no se ha reportado la
presencia del compuesto capsantina o capsorubina. Por otra parte, el gen DcLcyb?2 es
un blanco importante de evaluar debido a que se ha reportado que el gen lcyb, asi
como el gen psy, son genes clave en la regulacién de esta ruta en varios modelos

vegetales.
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1.7 Estrategia a utilizar.

Dado que hasta la fecha la secuencia del genoma de Daucus carota L. no ha sido
publicada, la estrategia a utilizar durante este trabajo ha sido aislar y clonar el gen
Dcleyb2 utilizando la secuencia de cDNA (conocida) publicada y anotada por Just el
ano 2007. Posteriormente, el fragmento amplificado fue clonado en vectores de
clonamiento y expresidn para determinar su funcionalidad mediante Ia
complementaciéon heteréloga en Escherichia coli. Las respuestas funcionales obtenidas
se correlacionaron con analisis bioinformatico y estructural de la secuencia obtenida.
Adicionalmente se determiné la localizacion sub-celular de la proteina DcLCYB2
mediante la clonacion y fusion con el gen reportero gfp y se evalué su funcionalidad en
plantas de tabaco mediante la expresidn y sobreexpresion del gen carotenogénico
comandada por una y dos copias respectivamente del promotor constitutivo 35S en los
vectores de destinacion correspondientes. Este estudio per<mite sentar las bases

sobre la funcionalidad y el efecto de la expresién del gen DcLcyb?2 de D. carofa L.
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1.8 Hipotesis.
“Dclcyb2 de zanahoria tiene funcion licopeno B-ciclasa en sistemas

heterdlogos y modula la expresion de otros genes de la via carotenogénica”.

1.9 Objetivo general.

Determinar y caracterizar la funcién del gen Dclcyb2 mediante complementacion
heteréloga en Escherichia coli y mediante la transformacion transitoria y estable de

plantas de Nicotiana tabacum.

1.10 Objetivos especificos.

1) Aislar, expresar y caracterizar funcionalmente el gen DclLcyb2 mediante

complementacién heterdloga en Escherichia coli BL21 pDS1B-AcrtY.

2) Determinar la localizacién subcelular de DcLCYB2 mediante la transformacion

transitoria de hojas de Nicotiana tabacum.

3) Expresar el gen DcLcyb2 en Nicotiana tabacum mediante transformacion

estable con Agrobactenum tumefaciens.

4) Determinar el efecto de la expresiéon del gen Dcleyb2 en los niveles de
carotenoides y en la expresion de genes endogénos claves de la ruta

carotenogénica de Nicotiana tabacum.



MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados presentan una calidad apropiada para las
técnicas empleadas y fueron adquiridos de Fermentas, Promega, Invitrogen, Axygen,

Merck y PhytoTechnology Laboratories.

2.2 Material vegetal.
2.2.1 Planta modelo: Zanahoria (Daucus carota L. cv. Nantes).

Para llevar a cabo algunos de los experimentos de esta Tesis de Magister se
utilizaron zanahorias del cultivar Nantaise o Nantes, cultivadas en tierra bajo
condiciones estandarizadas en el invernadero del Laboratorio de Biologia Molecular
Vegetal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Para los experimentos de extraccién de ADN gendmico relativos al objetivo
especifico No. 1, se utilizaron muestras de hojas obtenidas de plantas silvestres de
zanahoria de 4 meses de edad, cultivadas en una mezcla de tierra de hojas, turba y
vermiculita (2:3:1), bajo fotoperiodo de 16h iluminado con luz fluorescente blanca (450
umol m?s™) a 20 - 23°C.

Las muestras de tejido foliar fueron congeladas en nitrégeno liquido
inmediatamente después de haber sido colectadas y fueron almacenadas a -80°C para

los analisis de extraccion de ADN gendmico y amplificacion por PCR.

2.2.2 Planta modelo: Tabaco (Nicotiana tabacum cv Xanthi NN).

Se utilizaron plantas de tabaco Nicotiana tabacum cultivar Xanthi NN de 3y 6

meses de edad respectivamente, las cuales fueron cultivadas en una mezcla de tierra
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de hojas, turba y vermiculita (1:1:1), con un ciclo luz/oscuridad de 16/8 h. El régimen de
temperatura luz/oscuridad fue controlado en invernadero a 22/20°C respectivamente.

Para los experimentos de andlisis mediante microscopia confocal relativos al
objetivo especifico No. 2, se utilizaron muestras de hojas agroinfiltradas de plantas de
tabaco adultas de aproximadamente 12 semanas de edad, cultivadas en medio
hidropénico 1X utilizando lana de roca como sustrato, bajo condiciones estandarizadas
y homogéneas descritas en esta seccion.

Para los experimentos de transformacion estable mediante Agrobaterium
tumefaciens relativos a los objetivos especificos No. 3 y 4, se utilizaron como explantes,
las hojas obtenidas de plantulas de aproximadamente 4 semanas, post-germinacioén de
semillas sembradas in vitro, en medio MS sélido (seccidén 2.3.1.3), en incubadores bajo
condiciones estandarizadas descritas en esta seccién (misma edad, misma técnica de
cultivo). La estrategia utilizada para la obtencién de material vegetal tuvo el propésito
de contar con material estéril para disminuir la tasa de contaminacién en los
experimentos de regeneracioén in vitro de tabaco mediante organogénesis somatica.

Para los experimentos de extraccion de ADNg y ARN asi como para la
determinacién del contenido y composicion de pigmentos relativos a los objetivos
especificos Nos. 3 y 4, se colectaron muestras de hojas obtenidas de plantas adultas
de aproximadamente 24 semanas de edad cultivadas en una mezcla de tierra de hojas,
turba y vermiculita en proporcién 1:1:1, con un ciclo luz/oscuridad de 16/8 h. El régimen
de temperatura luz/oscuridad fue controlado en invernadero a 22/20°C respectivamente.
Las muestras de tejido fueron utilizadas inmediatamente después de que éstas fueron

colectadas.
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2.3 Material Biol6gico
2.3.1 Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo.
2.3.1.1 Cepas bacterianas.

Se utilizaron cepas de Escherichia coli (E.coli) DH5a (Hanahan 1983), One
Shot® BL21(DE3) (Invitrogen), One Shot® Mach1™ resistente a fago T1 (Invitrogen) y
Agrobacterium tumefaciens (A.tumefaciens) GV3101 (Koncz y Schell, 1986; Hardegger

y Sturm, 1998).

2.3.1.2 Plasmidos

pCR®8/GWITOPO (Invitrogen). Vector de clonamiento o vector de entrada de tipo
Gateway®, el cual posee la enzima Topoisomerasa | unida covalentemente a la
secuencia CCCTT del vector, favoreciendo la clonacién de los productos de PCR con
una adenosina libre en cada extremo. El vector pCR®8 cuenta con regiones affL1 y
atfL2 flanqueando los extremos de la zona de clonacién. Estas regiones permiten el
traspaso de los fragmentos clonados en este vector a vectores de destinacion
mediante tecnologia Gateway®, basada en la propiedad de recombinacion sitio-
especifica del fago A (Hartley y col., 2000) entre el par de secuencias de
recombinacién homéloga attl1 y attL2, del vector de entrada, y las secuencias affR1y
attR2 en el vector de destinacién.

Los vectores de destinacién de tipo Gateway® poseen los sitios de
recombinacion atfR1 y atfR2 flanqueando al gen letal de seleccién ccdB. Esta region a
su vez se encuentra dentro de los bordes LB y RB, los cuales delimitan la zona que se
insertara en el genoma de la planta en estudio. La presencia de los sitios de

recombinacion en este vector permitieron el reemplazo del gen letal ccdB con los
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fragmentos de interés previamente clonados en fase respecto a aftL1, en pCR®8. Esta
reaccion de recombinacién es catalizada por la integrasa LR clonasa que interviene en
la recombinacion entre las regiones atflL1 y atfR1, y las regiones affL2 y atfR2 mediante

un mecanismo de corte y ligacion de hebras.

pETBIlue-1 (Novagen). Vector que facilita la expresiéon génica para la produccién de
proteinas nativas y permite el subclonamiento de genes fusionados a secuencias
reporteras o de purificacién. El vector pETBlue-1 posee el gen de resistencia a
Ampicilina para la seleccidén de bacterias transformantes.

Los vectores pETBIlue son disefiados con un promotor T7 lac que dirige la expresion
del gen de interés y ademas posee un promotor E. coli (tet) que dirige la expresion del
péptido a del gen lac Z. La configuracién opuesta de un promotor respecto al otro
permite la independencia del analisis de transformantes respecto de la expresion del

inserto.

pGWBS5 (Nakagawa y col., 2007). Vector de destinacién Gateway® de tipo binario
utilizado para la expresién constitutiva de un gen de interés fusionado a la secuencia
que codifica para una proteina reportera GFP sintética (sGFP, mutacion S65T)

localizada en el extremo carboxilo de la proteina recombinante.

pMDC32 (Curtis y Grossniklaus, 2003). Vector de destinacion Gateway®, utilizado para
el analisis funcional de genes en plantas mediante expresion constitutiva y ectdpica. En

su secuencia presenta una copia doble del promotor 35S CaMV.
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pGWB2 (Nakagawa y col., 2007). Vector de destinacion Gateway® de tipo binario
utilizado para la sobre-expresion constitutiva de un gen de interés bajo el promotor 35S

CaMV.

pDS1B (Niklitschek y col., 2008). Vector de expresion generado a partir del plasmido
pBAD33 y la clonacién en tdndem de los genes criE (geranil-geranil pirofosfato sintasa),
crtB (fitoeno sintasa), crtl (fitoeno desaturasa), crtY (licopeno B-ciclasa) y crtX
(zeaxantina glucosiltransferasa) que forman parte de la ruta de sintesis de
carotenoides de Erwinia uredovora. La cepa portadora del vector es productora de 3-

caroteno y posee un fenotipo de color amarillo.

pDS1B AcrtY (Niklitschek y col., 2008). Plasmido pDS1B modificado el cual presenta
una mutacién delecional interna de 612 pb del gen crtY, (gen licopeno B-ciclasa) de
Erwinia uredovora. La cepa portadora del vector es productora de licopeno y posee un

fenotipo de color rojo.

La Tabla | muestra un breve resumen con el tipo de resistencia a antibiéticos codificada

en los distintos plasmidos utilizados en esta Tesis.
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Tabla |. Vectores utilizados en esta Tesis de Magister. Se indica(n) el/los gen(es) marcadores
de resistencia codificado(s) en los distintos vectores utilizados y la respectiva concentracion de

antibidtico requerida para la seleccion de transformantes.

T

L ' CONCENTRACION
TAMANO GEN DE RESISTENCIA .
NOMBRE DE ANTIBIOTICO (u
(pb) RESISTENCIA CONFERIDA
pg/mL)
pCR®8'GWTOPO | 2817 spn” Espectinomicina 100
pETBIlue-1 2601 Am” Ampicilina 100
pDS1B-AcrtY 11364 Cam” Cloranfenicol 34
pDS1B 11976 Cam” Cloranfenicol 34
nptil Kanamicina |
(bacteriasy | 100
pGWBS 17961 hpt plantas)
Higromicina
(plantas)
nptll Kanamicina
(bacterias y 100
pGWB2 17236 hpt plantas)
Higromicina
(plantas)
Kanamicina
nptll b
PMDC32 12007 o) 100
- igromicina
(plantas)

2.3.1.3 Medios de cultivo y soluciones.

Para el crecimiento bacteriano y cultivo in vitro se utilizaron los siguientes medios:

LB (Luria-Bertani): Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,8% (p/v).

LB-agar: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,8% (p/v), 1,6% de

agar-agar.

SOC: Triptona 2%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl, 10mM,

MgSO4 10mM, glucosa 20mM. Utilizado en cultivos de células transformadas mediante
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electroporacion.

Medio MS liquido (pH 5.8): MS (Murashige y Skoog, 1962. Basal medium,
PhytoTechnology laboratories™) 0,44% (p/v), mioinositol 0,01%, sacarosa 2% (p/v).
Suplementado con acetosiringona 0,8 mM. Utilizado para el cultivo de Agrobacterium

tumefaciens.

Medio MS sdélido (pH 5.8): MS con vitaminas (Murashige y Skoog, 1962. Basal
medium, PhytoTechnology laboratories™) 0,44% (p/v), mioinositol 0,01%, sacarosa 2%

(p/v), agar-agar 0,7% (p/v). Utilizado en el cultivo in vitro de tejido vegetal.

Medio de infiltracién (pH 5.7): MgCl, 25mM, MES 10mM, acetosiringona 200 uM.
Utilizado en experimentos de agroinfiltracion de hojas de Nicotiana tabacum (objetivo

especifico 2).

Medio hidropénico (1X) (pH 6): KNO; 0,125 mM, Ca(NO;);'4H,O 0,15 mM,
MgSQ4-7H,O 0,075 mM, KH,PO4 0,05 mM, KCI 5uM, H3BO; 5 uM, MnSO, 1uM,
ZnS04 7H,0 200 nM, CuS0O4150 nM, Na,O5Si 10uM, Fe/DTPA 10 uM. Utilizado para

riego de plantas en invernadero.
Tampén TAE 1X: Acido acético glacial 19 mM, Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM (pH 8).

Tampén de carga: EDTA 50 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol

0,25% (p/v) y glicerol 80% (v/v).

Los medios de cultivo de tejido vegetal y bacteriano se esterilizaron mediante

autoclavado a 121°C y 1 atm de presion durante 20 min.
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2.4 Cultivo y transformacion de bacterias.
2.4.1 Cultivo de Escherichia coli

En medio liquido, la cepa bacteriana se cultivé en agitadores orbitales a 37°C y
150 rpm durante 10-12 hrs en matraces Erlenmeyer o tubos tipo Falcon con diferentes
capacidades volumétricas.

En medio sdlido, se cultivaron en placas de Petri de 90 mm de diametro, en

medio LB- agar. Las placas fueron incubadas en estufas a 37°C por 16 hrs.

2.4.2 Preparacion de células electrocompetentes de Escherichia coli DH5-
a.

A partir de una alicuota de cultivo liquido en glicerol almacenado a -80°C de la
cepa de E.coli DH5a se sembré mediante triple estria una placa con medio LB-agar y
se incubé a 37°C durante la noche. Una colonia aislada procedente de la placa se
inoculé en 20 mL de medio LB y se cultivé durante la noche a 37°C en agitacién. Al dia
siguiente 5 mL del preindculo se afiadié a un matraz de 1 L que contenia 500 mL de
medio LB y se incubé a 37°C en agitacién hasta que alcanzé una absorbancia entre
0,5y 0,6 a 600 nm. A partir de este punto todas las manipulaciones se realizaron en
frio. Las células se centrifugaron 10 min a 1100 g, se descart6 el sobrenadante y las
células se lavaron 2 veces con 400 mL de agua a 4°C, centrifugando cada vez 10 min
a 1100 g. A continuacién se resuspendieron en 10 mL de glicerol 10% (a 4°C) y se
centrifugaron 10 min a 1100 g. Finalmente las células se resuspendieron en 1 mL de
glicerol 10% (a 4°C) y se distribuyeron en alicuotas de 40 uL en tubos de 1.5mL
(Eppendorf) estériles, que se congelaron inmediatamente en N liquido y se

almacenaron a -80°C hasta el momento de su transformacion.
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2.4.3 Transformacion de células electro-competentes.

A una alicuota de 40 uL de células electrocompetentes descongelada en hielo
se afiadié el vector recombinante (2 pL de la ligaciéon 6 entre 50 y 100 ng de ADN
plasmidico purificado, en un volumen maximo de 10 uL). Esta mezcla se introdujo en
una cubeta de 2 mm de separacion de electrodos (BioRad) preenfriada en hielo, y se
introdujo en un aparato “Gene PulserTM” (BioRad). Las condiciones de electroporacion
utilizadas fueron 125 uF de conductancia, 200 Q de resistencia y un voltaje de 2.5 V.
Tras el pulso eléctrico se afiadié inmediatamente a la cubeta 1 mL de medio SOC a
temperatura ambiente, las células transformadas se resuspendieron y fueron
transferidas a un tubo de 1.5mL estéril (Eppendorf), donde se incubaron a 37 °C con
agitacion durante 1 h. Finalmente, las células fueron centrifugadas a 3000g durante 3
minutos. Luego de descartar mas del 80% del volumen de sobrenadante, el pellet
obtenido se respuspendid y las células se sembraron en placas Petri con medio LB-
agar conteniendo X-Gal (1uL/mL de una soluciéon de 40 mg/mL en formamida)

suplementado con los antibiéticos adecuados.

2.4.4 Preparacion de células quimiocompetentes de Escherichia coli One
Shot® Mach1™ y One Shot® BL21(DE3).

Una alicuota de cultivo liquido en glicerol almacenado a -80°C de la cepa de
bacteria One Shot® Mach1™ o One Shot® BL21(DE3) a transformar se sembré en
triple estria en medio LB agar y se dejé incubar a 37°C durante la noche. Al dia
siguiente 5 mL de LB, suplementado con acido nalidixico (100 mg/L), se inocularon con
una colonia aislada y se incubaron a 37°C con agitacién durante la noche. Al dia

siguiente un matraz con 50 mL de medio LB se inoculé con 2 mL del precultivo,
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dejandose a 37°C en agitacion durante 3 h. aproximadamente, hasta alcanzar una
absorbancia de 0,5 - 0,6 a 600 nm. Las células se centrifugaron durante 5 min a 3600
g a 4°C y el sedimento se resuspendié con 1 mL de CaCl, 0.1M frio (4°C). Tras
centrifugar nuevamente en las mismas condiciones, el pellet obtenido se resuspendid
en 7 mL de CaCl, 0.1M a 4°C y se incubd 20 min. en hielo. Finalmente las células se
centrifugaron durante 5 min a 3600g a 4°C y se resuspendieron en 1.8 mL de CaCl,
0.08 My glicerol 15%. Las células se guardaron en alicuotas de 200 uL en tubos de 1.5

mL (Eppendorf) estériles y se almacenaron a -80°C.

2.4.5 Transformacion de células de E.coli quimio-competentes.

A una alicuota de células quimiocompetentes descongeladas en hielo (200 uL
aprox.), se agrego la mezcla de la ligacién (10 pL) o el plasmido recombinante (100 ng
en un volumen méaximo de 10 pL), incubando la mezcla final en hielo durante 1 h. La
transformacion de las células con ADN plasmidial se llevé a cabo siguiendo el método
de golpe térmico descrito por Sambrook y Russell (2001). Brevemente, se dio un golpe
a 42°C durante 2 min, al cabo del cual la mezcla se deposité rapidamente en hielo.
Posteriormente, se afiadi6 1 mL de medio LB, y se incubé durante 1 h. a 37°C en
agitacién (200-250 rpm). Finalmente, las células se sembraron en placas Petri con

medio LB-agar y los antibidticos correspondientes.
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2.4.6 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de
tejido vegetal.

La bacteria se cultivd previamente en medio LB (seccién 2.3.1.3) con
Rifampicina (10 pg/mL), Gentamicina (50 pg/mL) y el antibidtico correspondiente al tipo
de vector con el que fue transformada la bacteria, por un periodo de 17 horas a 28°C
en agitacion constante a 250 rpm, hasta obtener un D.O.goonm de 0,6. La suspension
bacteriana se diluyé en medio MS suplementado con acetosiringona 0,8 mM, utilizando
una concentraciéon de bacteria precrecida de 1mi en 50ml de medio MS Las bacterias
se cultivaron en placas de Petri en medio LB-agar suplementado con los antibidticos

mencionados anteriormente por 17 hrs a 28°C.

2.4.7 Obtencion de células quimiocompetentes de A. tumefaciens GV3101.

Para la generacién de células de A. tumefaciens quimiocompetentes, se dej6
creciendo 5 mL de cultivo suplementado con gentamicina (100 mg/L) y rifampicina
(12,5 mg/L) en agitacién a 28 °C durante 18 hr. Posteriormente una alicuota del pre-
indculo se inoculé en 100 mL de LB liquido manteniendo las condiciones y las
concentraciones de antibidticos mencionadas hasta alcanzar una D.O. de 0,5 a 600nm.
Posteriormente, las células fueron mantenidas durante 10 min en hielo y centrifugadas
a 3000 x g durante 20 min a 4°C. El sedimento obtenido se resuspendié en 1 mL de
CaCl, 20 mM estéril y frio (4°C). Alicuotas de células (100 ul) fueron almacenadas a -

80 °C.
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2.4.8 Transformacion de A. tumefaciens quimio-competentes.

A una alicuota de A. fumefaciens quimiocompetente descongelada en hielo, se
agregaron 500 ng de la construccién de ADN plasmidial de interés y luego la mezcla se
mantuvo por 5 min en nitrégeno liquido. Posteriormente, la mezcla se descongeld a
temperatura ambiente durante 15 min para luego ser incubada en medio LB a 28 °C
durante toda la noche en agitacidon constante. Finalmente, para la selecciéon de los
clones transformados, 50 uL de un concentrado de células transformadas se
sembraron en LB-agar suplementado con gentamicina (50 ug/ml), rifampicina (10
ug/mL) y el antibidtico correspondiente a la resistencia codificada en la construccién

(ej: kanamicina 100 ug/mL).

2.5 Cultivo in vitro y transformacion de tejido vegetal.
2.5.1 Transformacion y regeneracion in vitro mediante organogénesis
somatica de Nicotiana tabacum.

Para la obtencién in vitro de plantulas de Nicotiana tabacum (tabaco), semillas
wild-type almacenadas en la coleccién de semillas del laboratorio de biologia molecular
donde se desarroll6 esta Tesis de Magister, fueron esterilizadas de acuerdo al
procedimiento descrito por Fisher y Guiltinan (1995). En resumen, las semillas fueron
esterilizadas superficialmente durante 20 minutos mediante agitacién en una solucién
de cloro 10% v/v y Tween-20 0,1% v/v. Luego de cinco enjuagues con agua destilada
estéril, las semillas fueron sembradas en frascos con medio MS sélido (seccidén 2.3.1.3)
y luego fueron incubadas en una camara de cultivo de 16 h luz a 22 °C durante

aproximadamente 3 semanas. Las hojas completas de las plantulas de tabaco
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cultivadas in vitro fueron colectadas, en condiciones de esterilidad, para luego ser
transformadas mediante Agrobacterium tumefaciens.

La metodologia de transformacion se realiz6 de acuerdo a lo descrito por
Horsch (1985) y Klee (1987), con algunas modificaciones. Brevemente, las hojas
colectadas fueron co-cultivadas en una suspension de Agrobacterium portador del
vector de interés en MS liquido durante 10 min. Esta suspension fue preparada como
se detalla en el punto anterior (seccién 2.5.1). Durante el cocultivo, los explantes le
fueron inferidos cortes con el fin de facilitar la infeccion de Agro. Posteriormente, los
explantes fueron secados en papel absorbente estéril y cultivados durante 48 h en
placas Petri con medio MS s6lido, en oscuridad. Luego, los explantes fueron lavados
con agua destilada estéril suplementada con cefotaxime (300 mg/L) para eliminar
remanentes de la suspension de agro. Una vez que los explantes se secaron, estos
fueron depositados en placas Petri con medio N.t. | (Tabla Il) durante 3 - 4 semanas a
22 °C con un fotoperiodo de 16 h luz. Transcurrido este tiempo, aquellos explantes
donde se observo la aparicion de brotes fueron separados y transferidos a medio N.t. Il
(Tabla Il), donde se mantuvieron por 2-4 semanas adicionales para promover la
elongacion de los brotes.

Los brotes entre 1 y 5 cm de longitud fueron transferidos a frascos con medio
N.t. Il (Tabla II) de manera de promover la elongacién y enraizamiento de éstos. Luego
de enraizar, las plantulas generadas y de sobre 5 cm de altura fueron traspasadas a
maceteros con una mezcla de tierra de hojas:vermiculita:turba en proporcién 1:1:1.
Para la aclimatacion, las plantas se mantuvieron protegidas con una cubierta plastica
translicida de manera de mantener una atmosfera humeda (90%) similar a la condicién

in vitro, la cual fue eliminada paulatinamente en un periodo de 3 semanas. El analisis



38

molecular de las plantas adultas obtenidas fue realizado aproximadamente 6 meses

después de la aclimatacién.

Tabla ll. Medios para cultivo in vitro de Nicotiana tabacum (tabaco). Hormonas y antibi6ticos
con los que se suplementé el medio basal (MB) compuesto de sacarosa 2%, NaCl, mioinositol.
Los antibi6ticos higromicina y kanamicina fueron agregados de manera independiente de acuerdo
al vector utilizado para la transformacion (Tabla I).

Antibiodtico
Nomenclatura Hormonas Agente de seleccién Agrobacterium
tumefaciens
Nicotiana tabacum IBA BAP = Higromicina ' Kanamicina Cefotaxime
(N.£) {(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
N.E | 1 5 10 25 300
Medio | N.t I - e 15 50-100 150-300
Nt I -— -—- | 15 100 150-300

2.5.2 Transformacion transitoria de hojas de Nicotiana tabacum.

Para la transformacién transitoria de hojas de tabaco se utilizaron plantas
adultas silvestres de aproximadamente 12 semanas de edad cultivadas en medio
hidropénico (seccién 2.2.2.a). La suspensién de bacteria fue preparada en medio de
infiltracién (seccién 2.3.1.3) a partir del cultivo liquido de transformantes de
Agrobacterium tumefaciens con las construcciones de interés. Cada hoja utilizada fue
previamente asperjada con agua para facilitar la apertura estomatica. La técnica de
agro-infiltracion (Kopertekh y Schiemann, 2005) se realizé utilizando una jeringa de
5mL cuyo extremo, desprovisto de aguja, fue incorporado en la zona abaxial del tejido
foliar aplicando simultdneamente una presién leve y sostenida en la region de origen
de la infiltracién. La intensificacion del color verde de la hoja fue indicativo de una agro-
infiltracion adecuada.

Cada hoja utilizada fue identificada y rotulada adecuadamente. El tejido fue

muestreado luego de 3 a 4 dias post-infiltracion.
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2.6 Métodos de Biologia Molecular.
2.6.1 Extraccion y purificacién de acidos nucleicos.
2.6.1.1 Purificacion de ADN desde geles de agarosa

Las bandas de ADN separadas por electroforesis fueron visualizadas vy
purificadas desde geles de agarosa utilizando el kit ADN Wizard®SV gel & PCR clean-
up system (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN purificado se
utilizé para la reaccién de ligacién del producto de PCR del gen DcLcyb2 en el vector

de entrada pCR®8 y del fragmento Dclcyb2 s/t en el mismo vector.

2.6.1.2 Aislamiento y purificacion de ADN plasmidial de E.coli.

Para extraer ADN plasmidial a partir de E. coli, se inocularon 5 mL de LB
suplementado con antibiético (seccion 2.3.1.3), con una colonia aislada y se incubaron
a 37°C con agitacién constante (200 rpm) durante 12 h. Posteriormente, se purificé el
ADN plasmidial utilizando el kit “AxyPrep™ plasmid miniprep” (Axygen Biosciences)
segun las especificaciones del fabricante. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.
El ADN obtenido se utilizé para subclonar y transformar distintos tipos de cepas
bacterianas, para verificar la presencia y orientacion de los fragmentos de interés y

para su secuenciacion.

2.6.1.3 Extraccion de ADN genémico a partir de tejido vegetal.

Para la extraccion de ADN genémico de hojas jovenes de tabaco y zanahoria
se homogenizé el tejido en N liquido, y se procedié segun el método CTAB descrito
inicialmente por Doyle y Doyle (1987), con modificaciones. A 100 mg de tejido fresco

previamente pulverizado en mortero se les agregdé 600 puL de tampén CTAB (Bromuro
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de hexadeciltrimetilamonio al 2% (p/v), NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM y Tris 100 mM (pH
8)), precalentado a 60°C, y 4 pL de mercaptoetanol. La mezcla se transfirié a un tubo
de 1.5 mL (Eppendorf) y se incub6 con agitacién ocasional durante 20 min a 60°C.
Posteriormente, se agregaron 400 pyL adicionales de tampén CTAB y se continud
incubando ia mezcla a 70°C durante 15 minutos. Luego se agregaron 400 uL de una
mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé 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 precipitdé con un volumen de isopropanol durante 10
min a -80°C. Luego de centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min, se obtuvo el
precipitado de ADN, que posteriormente fue lavado con etanol 75% (v/v), secado y
resuspendido en 50 yL de agua nanopura. La integridad y la pureza del ADN obtenido

fueron verificadas mediante electroforesis en geles de agarosa.

2.6.1.4 Extraccion de ARN a partir de tejido vegetal.

La exiraccion de ARN vegetal se realizé utilizando el reactivo TRIzol®
(Invitrogen), el cual permite la extracciébn fenolica del ARN para su posterior
precipitacion con isopropanol. El procedimiento se llevé a cabo segun las instrucciones
del fabricante. Aproximadamente 100 mg de tejido fueron pulverizados en morteros
estériles, en presencia de nitrégeno liquido. Luego se agregé 1 mL del reactivo
TRIzol®. La mezcla homogenizada se transfirié a un tubo de 1,5 mL (Eppendorf) y se
incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 200
ML de cloroformo y se agité suavemente durante 15 segundos antes de incubar por 3
min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugé a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. El

sobrenadante se rescaté en un tubo de 1,5 mL limpio y se agregaron 500 uL de
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isopropanol para luego dejar precipitando por 10 min a temperatura ambiente. Luego
de centrifugar durante 10 min a 12.000 xg y una temperatura de 4°C, se lavo el
precipitado obtenido con 1mL de etanol 75% (v/v, en agua DEPC libre de nucleasas).
Finalmente el precipitado ya seco se resuspendié en agua nanopura libre de RNasas.
La integridad del ARN se verificoé mediante electroforesis en geles de agarosa (seccién
2.6.5). Utilizando un espectrofotémetro NanoDrop™, se determind la concentracién y
los indices de absorbancia 260/280 y 260/230, indicativos de la pureza del ARN
respecto a proteinas y sales y solventes respectivamente. Razones 2 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 260/280 y 260/230
detectadas en el equipo NanoDrop™ no fueron satisfactorias para utilizar el ARN
purificado como templado en la sintesis de ADNc (razones 2 1,8), éste se limpié
agregando un volumen de cloroformo frio y agitando en vértex durante 5 min. Luego de
centrifugar a 10.000 xg durante 5 min a 4°C, la fase superior acuosa donde se
encuentra el ARN se precipitd con 3 volumenes de etanol absoluto frio y 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3M (pH 4.8), durante 30 minutos a -80°C. Luego de
centrifugar a 10.000 xg durante 30 min a 4°C el precipitado de ARN se lavé con 1mL
de etanol 75% (v/v, en agua libre de nucleasas). Una vez seca la muestra, ésta se
resuspendié en 20 uL de agua libre de nucleasas y se determiné su integridad
mediante electroforesis en geles de agarosa. Finalmente, se verifico la concentracion y

pureza del ARN mediante espectrofotémetria en un equipo NanoDrop™.
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2.6.2 Digestiones enzimaticas.

Se realizaron ensayos de restriccion con endonucleasas para linearizar el
vector pETBIue-1 utilizado en los experimentos de complementacién heteréloga para el
clonamiento del fragmento DcLcyb2. También se realizaron reacciones de digestion
para confirmar la identidad y orientacion de fragmentos de interés clonados en los
vectores de expresién y destinacion utilizados en esta Tesis, tales como pGWB2,
pGWB5, pMDC32, pCR®8. Todos los ensayos de restriccion se llevaron a cabo en un
volumen final de 20 ul, siguiendo las instrucciones del fabricante (Fermentas,
Invitrogen), en un bafo termoregulado a 37°C a distintos intervalos de tiempo segun la
enzima utilizada. En la secciéon de Resultados se detallan las caracteristicas de cada
enzima utilizada asi como el tamafio esperado de los fragmentos resultantes de ‘Ia

digestion.

2.6.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
2.6.3.1 Disefio de partidores

Los partidores utilizados fueron disefiados manualmente y analizados mediante
el programa OligoAnalizer (IDT)
[https://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/] para determinar Ila
temperatura de disociacion, el contenido de GC y descartar aquellos con alta
probabilidad de formaciéon de homodimeros y heterodimeros. Adicionalmente, para
determinar la especificidad de los partidores disefiados, éstos fueron analizados
utilizando la herramienta BLASTn (http://blast.nchbi.nim.nih,gov). Todos los partidores
resultaron ser especificos para la secuencia blanco. Posteriormente, los oligos

disefiados fueron sintetizados por IDT (https://www.idtdna.com/site). Los partidores
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fueron resuspendidos en agua nanopura y se almacenaron a una concentracion de 250
KM a -20 °C. Para las reacciones de PCR todos los partidores fueron utilizados a una
concentracién final de 10 uM. El detalle de los partidores utilizados en esta Tesis de

Magister se muestra en la tabla lll.

Tabla Illl. Partidores utilizados en esta Tesis para experimentos de PCR convencional, PCR
cuantitativo en tiempo real (QPCR) y RT-PCR.

Ta Tamafio

Partidor Secuencia del partidor °C) (pb) Descripcion
FORF ccs 5-ATG GAG ACC CTT AAATTT ATC Amplificacion de marco de
sentido AG-3 lectura abierto de DcLcyb2 a
RORF clt ccs  5-GAT AAT ACA TGG TTA CAA ACA 52 1612 parﬂ; de A?gg de DaB‘;CL;(S,
Hsertido s carota en nk:
A DQ192191.1).
FORF ccs S-ATG GAGACC CTT AAATTT ATC Amplificaciéon de marco de
sentido AG-3 lectura abierto de DclLeyb?2 sin
y 52 1474 codén de término de |Ia
R lt::be_ ST i(—)ﬁgg"AGT CTC AAC AGC TAAATT trichiedbh (GenBank:
ararmida DQ192191.1).
Flcyb2q 5'-GCT TGC GAT GCT TAG CTT GTC Cuantificacion de los niveles
sentido ACTC-3 de transcrito del gen Dclcyb?2
Ricyb2q 5.CAATAC CAC CATTCACCAACT 60 151 (GenBank DQ192191.1).
antisentido Cccc-3
FNtpsy1q 5'-GGA ACC AAG CTA ATG ACC CCA Cuantificacion de los niveles
GAG A-3 67 de transcrito del gen Nitpsy?
G - H )
RNtpsy1q 5-GGC CGC CCA CTG AAAATATCT T4 oeBanic MSdRERY)
TCC-3' 65
FNtpsy2q 5'-.TCA GAG ATG TAG GAG AAG ATG Cuantificacién de los niveles
C-'3 60 de transcrito del gen Ntpsy2
RNtpsy2q 5-GCT TCA ATC TGG TCC AAT ATC 262 BHRaCRCEBE0Y),
T7G-3 59
GCTTCAATCTCGTCC AGA ATC TIG
FNtlcybig 5'- CGG TGT TAA ATT CCA CCA CGC Cuantificacion de los niveles
CAA-3 65 de transcrito del gen Ntlcyb1
RNticybiq 5_GAA GCC AGT TGC ATC AAG CAC 121 (GenBank: KC484706.1).
CAC-3 66
M13F 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3 Secuenciacién de las
sentido consérucciones
- . 50 _— pCR™8/Dclcyb2 y
5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3
Koo
T7 promoter 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3' Secuenciacion de la
48 i construccion pET-

Blue1/DecLcyb2.
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18s F 5-TTGATTACGTCC CTGCCC TTT-3" Amplificacién de un fragmento
sentido del gen ribosomal 18S de
55 196 Daucus carota para verificar
18s R S5-ACA ATGATC CTT CCG CAG GT-3° la integridad tanto del ADN
antisentido genomico como del ADNc
(Gen Bank: GQ380561.1).
hpt F 5-TTT GTG TAC GCC CGA CAG T-3 Amplificacion de un fragmento
sentido del gen de resistencia a
hpt R 5' AAG ACC TGC CTG AAA CCG A 3 59 624 mem'ﬁ;ga pargc:g:tr:ﬂfgg;cr:gg
antisentido pMDC32/DclLeyb2 y
pGWB2/DcLcyb2.
Oligo AP 5'- CGC CAC GCG TCG ACT AGTACT Reacciones de RT-PCR para
TITTTTITTIT 7T 7-3 815 e la sintesis ADNc

2.6.3.2 PCR convencional

Las reacciones de PCR convencional se llevaron a cabo para amplificar
diversos genes y fragmentos génicos utilizados o analizados en esta Tesis (DcLcyb2,
hptli, 18S) a partir de muestras de ADN gendmico, ADN plasmidial o ADNc utilizadas
como templado. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total
de 25 uL, cuya composicion fue de 2,5 uL del tampoén correspondiente a la enzima
ADN Polimerasa utilizada para la reaccién (Elongasa®, Taqg, Paq, Pfu), 1 uL de MgCl,
50 mM, 0,5 pL de dNTPs 10 mM, 0,5 pL partidor sentido 10 uM, 0,5 pL de partidor
antisentido 10 uM, 1U de la enzima ADN polimerasa, 30 a 50 ng de ADN o ADNc
blanco y agua nanopura hasta completar el volumen total de reaccion. Las reacciones
de PCR fueron realizadas en un termociclador MyCyclerTM de BIO RAD.

Como control negativo de la amplificacién por PCR, se realizé una reaccién
utilizando agua nanopura como muestra blanco. Asi también, en la mayoria de los
ensayos se incorporé un control positivo utilizando una muestra blanco verificada
previamente.

Las condiciones de amplificaciéon de cada uno de los fragmentos mencionados

se detallan en la tabla V. La temperatura de hibridacién es especifica para cada par de
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partidores y se determiné en funcién de la menor temperatura de fusion (TM) entre
cada partidor (tabla Ill). Por otra parte, el tiempo de extensién (72°C, segmento 3) de
cada reaccién fue calculado segun el tamarfio del fragmento a amplificar y la
procesividad de la enzima ADN polimerasa utilizada (aprox. 1kb/min).

Todos los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis y posteriormente

fueron visualizados en geles de agarosa.

2.6.3.3 PCR de colonia.

Para la identificacion de los clones positivos de cepas de E.coli y Agrobacterium
tumefaciens que portan el gen DcLeyb2 clonado en el vector de entrada pCR®8, en el
vector de expresion pETBlue-1 y en los vectores de destinacién pMDC32, pGWB2 y
pGWBS5, se realizaron reacciones de PCR a partir de suspensiones de bacterias
provenientes de colonias crecidas en placas Petri con medio LB sdélido (seccién
2.3.1.3) luego de la transformacién celular (secciones 2.4.3 - 245y 2.4.8). Para ello,
se resuspendié una porcion de cada colonia formada en una alicuota de 10 pL de agua
nanopura estéril, utilizando una punta de micropipeta p10 (Axygen). De esta
suspensiéon se tomé 1 uyl y se agregd como blanco o templado a la mezcla para la
reaccion de PCR. Las células remanentes en la punta de pipeta utilizada para picar las
colonias fueron crecidas en medio LB liquido suplementado con los antibiéticos
adecuados para E.coli o A.tumefaciens (secciones 2.4.1 y 2.4.6). Posteriormente, y de
acuerdo a los resultados de PCR de colonia obtenidos, cada clon transformado
exitosamente con el gen o fragmento de interés fue identificado en las muestras de

cultivo liquido preparadas para purificar el ADN plasmidial y continuar con andlisis de



restriccion enzimatica. Las colonias positivas fueron finalmente almacenadas en
glicerol 85% estéril (Merck) a -80°C.

La reaccidén de PCR de colonia se llevo a cabo en 25 pL de una mezcla de agua
nanopura, 1 unidad de Pag ADN polimerasa (Stratagene), Tampoén 1X de Pag ADN
polimerasa, dNTP’s (200 uM), partidor sentido (200 nM), partidor antisentido (200 nM),
1 pL de suspension bacteriana. Las condiciones de amplificacion se detallan en el
programa “PCR de colonias” de la Tabla IV. Se consideré6 una procesividad de la
enzima de 1kb/30s. Los partidores utilizados fueron especificos para cada fragmento
analizado y los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa.

2.6.3.4 Adicion de residuos de adenosina para clonamiento en pCR®8

Luego de amplificar con Pfu la secuencia codificante completa del gen DcLcyb2,
se generaron amplicones de extremos romo. Para clonar este producto de PCR en el
vector pCR®8, se agregé enzimaticamente un residuo de adenosina en el extremo 3'
de cada amplicon. La mezcla de reaccién estuvo compuesta por 1uL de tampdén de
reaccion enzimatica 1X con MgCl, 50mM, dATPs 0,2 mM, 5 unidades de Tag DNA
polimerasa, 200ng del fragmento de PCR purificado a partir de un gel de agarosa
(seccion 2.6.1.1), agua nanopura hasta completar un volumen final de 10 pL. La
mezcla se incubé a 70°C por 30 minutos. Se utilizaron 1-2 uyL de la mezcla en la

reaccién de ligacion con pCR®8.
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2.6.3.5 Transcripcién reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR).

Con el objetivo de generar la hebra de ADN complemetario (ADNc) al ARN
mensajero, se llevd a cabo la reaccién de transcripcion reversa (RT). Primero, para
eliminar posibles remanentes de ADN gendmico producto de la extraccién, se
incubaron 2 ug de ARN y se afadieron 50 unidades de DNasa | libre de RNAsa
(Fermentas), 1 pyL de tampén DNasa | 10X (Fermentas), 20 unidades de inhibidor de
RNAsa (Ribolock, Fermentas) y se completd hasta 10 yL con agua libre de nucleasas
previamente tratada con DEPC (Winkler). Esta mezcla se incubé durante 35 min a
37°C y luego se mantuvo en hielo por 3 min. Finalmente, se agregé 1 uL de EDTA 25
mM para detener la reaccion de transcripcién inversa, mediante quelacién del cofactor
(Mg™). Para una inactivacion enzimatica total de la enzima Dnasa |, la mezcla fue
incubada a 65°C durante 10 min.

Para la sintesis del ADNc se anfadi6 1 pL de Oligo AP

(BTTTTTTTITTTITTITTTITITTAGCTTCG3) 10 mM a 5,5 plL (1ug de ARN) del ARN
tratado con DNasa |. Esta solucién se incub6 en tubos de 0,2mL en el termociclador
durante 5 min a 70°C, dando inicio al programa “RT-PCR” (Tabla IV). Luego, se detuvo
el programa y los tubos se dejaron en hielo por 5 min. Posteriormente, se afiadieron
13,5 yL de una mezcla de 0,5 pL (20 unidades) de inhibidor de RNAsa (Ribolock,
Fermentas), 1 uL de la enzima transcriptasa reversa RT Improm Il (Promega), 4 pL de
tampoén 5X de la enzima RT Improm |, 2,5 ul de MgCl, 25 mM, 1 yL de dNTPs 10 mM
disueltos en agua tratada con DEPC, 4,5 uL de agua tratada con DEPC. Los 20 uL de
mezcla final se incubaron a 25°C por 5 min para la hibridacién entre el partidor Oligo

AP y el ARN, con lo que se reanud¢ el programa “RT-PCR” en el termociclador. Luego,
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se elevé la temperatura a 42°C por 60 min para la extensién de la cadena de ADNc y
finalmente se mantuvo a 70°C por 15 min para inactivar la enzima transcriptasa reversa.

Para verificar la integridad del ADNc generado se amplifico mediante PCR el
gen 78S utilizando 1uL del ADNc sintetizado como molde, incluyendo por cada muestra
analizada un control denomindo “sin RT” (RT-) de la reaccién de transcripcion inversa,
correspondiente a ARN tratado con Dnasa | como templado, sin haber agregado la
enzima RT Improm Il. De este modo, se descarté una eventual contaminacién ADNc
sintetizados con ADN gendmico. Posteriormente, se amplifico el gen de interés
(ejemplos: DLcyb2, Dcleyb1, DePsy1, DcPsy2, Nticyb) a partir de 1 pL de cada una de

las muestras de ADNc obtenidas empleando PCR convencional o PCR cuantitativo.

2.6.3.6 PCR en Tiempo Real o RT-PCR cuantitativo (QRT-PCR).

Para cuantificar los niveles de transcrito de los genes de interés (18S, DcLcyb2,
Ntpsy1, Ntpsy2, Ntlcyb) en las distintas muestras de ADNc de las hojas de tabaco
analizadas, se utilizaron reacciones de PCR en tiempo real utilizando la sonda
fluorescente SYBR green.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene),
empleando el kit Brilliant Il Ultra-Fast SYBR®-Green QPCR Master Mix (Stratagene),
para los analisis de plantas silvestres y transgénicas de N. tabacum. Todas las
reacciones se llevaron a cabo en 20 pL de una mezcla de 0,6 pL de partidor en sentido
(10uM), 0,6 pL de partidor en antisentido (10uM), 0,3 uL de una dilucién 1:500 de la
sonda pasiva ROX (incluida en el kit), 8 uL de agua nanopura libre de nucleasas, 0,5
HL de ADNcy 10 L de Master Mix lista para usar segun instrucciones del fabricante y

que contiene Taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCl; y la sonda SYBR Green. Las
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condiciones de la reaccion programadas en el equipo termociclador se detallan en la
tabla IV, en el programa “PCR cuantitativo”, y son independientes de las caracteristicas
fisico-quimicas de los partidores utilizados. Luego de cada programa de amplificacion
se realizd una curva de disociacion (Tabla 1V), donde se cuantificé la cantidad de
fluorescencia durante todo el proceso de denaturacion y renaturaciéon del producto de
PCR. La presencia de una sefal Unica en la curva generada en un grafico de
Fuorescencia vs. T° es indicativo de la especificidad de la reaccién.

Todas las reacciones se llevaron a cabo incluyendo dos réplicas biolégicas por
cada reaccion, y fueron realizadas en triplicado técnico analizandose posteriormente
las dos réplicas técnicas de mayor similitud. Previo a la utilizacién de los partidores con
la muestra de interés, se determiné la eficiencia (E) de los éstos de acuerdo a la
metodologia matematica de Pfaffl (2001) descrita en funcién de la pendiente de la recta
generada entre la concentracion de templado y el valor Ct (threshlod cycle) detectado,

siendo:

P E o (10 [-lfPendieme] _ 1) (1)

Todas las cuantificaciones de los genes objetivo analizados en esta Tesis,
como por ejemplo los genes DclLcyb2, Ntlcyb, Ntpsy1 y Ntpsy2, fueron normalizados
frente a los niveles de expresion de un gen normalizador, en este estudio el gen
ribosomal 78S, de expresion constitutiva en las plantas de tabaco (genes tipo
housekeeping), con el fin de eliminar posibles diferencias dadas por eventuales
diferencias de concentracion o calidad del ADNc analizado. Adicionalmente, los datos

también fueron relativizados, es decir, comparados con un control o “calibrador”, que
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corresponde a una condicién de maxima o minima expresién, o bien cuya expresién es
nula o no se detecta, considerando, por ejemplo, el caso de plantas silvestres.

Para representar los resultados de abundancia de transcritos se utilizd la formula de

Pfaffl (2001):

1+ Egen objetivo)ﬁ(agen objetivo~Ctcalibrador gen objetivo)

. i i =
Expreswn relativa (14+Egen normalizador)'(Ctnormalizador‘thalibrador) (2)
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A continuacién, la Tabla IV muestra un breve resumen con las condiciones de

reaccion en cadena de la polimerasa descritas en la seccion 2.6.3.

Tabla IV. Programas de PCR utilizados.

1. Amplificacién con Pfu ADN pol. de la secuencia codificante del gen DcLcyb2 (1612
b).
- Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 1 min
2 52°C 1 min 35
72°C 3 min
72°C 10 min
3 1
10°C =
2. Amplificacién con Elongasa del fragmento DcLcyb2 sin codén de término de la
traduccion (1474 pb).
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 52°C 1 min 35
72°C 4 min
3 72°C 10 min 1
10°C 0
3. PCR de colonia. Amplificacion del fragmento DcLcyb2 (1612 pb)
1 94°C 2 min 1
94°C 50s
2 52°C 55s 35
72°C 1 min
3 72°C 5 min 1
10°C o
4. Amplificaciéon del fragmento de 18S (196 pb)
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 55°C 1 min 30
72°C 30s
3 72°C 10 min 1
10°C o




52

5. Amplificacién del fragmento del gen hptll (624 pb) a partir de ADNg y ADNc de
N.tabacum.

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 5g9°C 1 min 33
72°C 45s
% 72°C 10 min 1
10°C w0

6. PCR cuantitativo. Amplificacion de los fragmentos génicos Dclcyb2 (151 pb), Ntpsy1
{pb), Nipsy2 (pb) y Nticyb (pb). Cada reaccién incluye una curva de disociacion.

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 95°C 3 min 1
95°C 10s
= 60°C 20s b
95°C 1 min
3 72°C 30s 1
10°C 30s
7. Transcripcion Reversa (RT-PCR).
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1* 70°C 5 min 1
25°C 5 min
2 42°C 60 min 1
70°C 15 min
3 10°C o0

*Al finalizar el segmento 1 se detiene la reaccion para agregar la enzima RT Improm |l y otros reactivos
de la mezcla de RT-PCR.
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2.6.4 Construcciones genéticas.
2.6.4.1 Clonacion de los fragmentos de interés en el vector de entrada
pCR®S.

La amplificacién de los fragmentos de interés para su secuenciacion y posterior
clonacién en un vector de destinacion se llevé a cabo utilizando el vector de entrada
pCR®8/GW/TOPO (seccién 2.3.1.2) (Figura 6).

Los productos de PCR correspondientes al marco de lectura abierto de
DcLcyb2 amplificados con Pfu, a los cuales previamente se les agregd un residuo de
adenosina en el extremo 3’ (seccion 2.6.4.4), fueron ligados en el vector pCR®8. Esta
reaccion se llevo a cabo en 6 pL de una mezcla de ligacién compuesta por 0,5-4 uL de
producto de PCR purificado, 50 ng del vector de entrada pCR®8 y 1 uL de solucién
salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M). Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas para luego transformar células electrocompetentes de E.coli DH5 a
(seccién 2.4.3).

Los clones positivos obtenidos del anélisis de PCR de colonia (seccion 2.6.4.3)
y digestiéon enzimatica (2.6.2) fueron secuenciados y recombinados con los vectores de

destinacién pGWB2, pGWBS o pMDC32 utilizados en esta Tesis.

2.6.4.2 Clonacion de los fragmentos de interés en el vector de expresion
pETBlue-1.

Los fragmentos de PCR obtenidos de la amplificacion con Pfu fueron
purificados con el kit Wizard®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 calculé en funcién de su tamario y de la relacion
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molar requerida (proporcion estandar 3:1 inserto:plasmido, recomendada por ambas
marcas comerciales). La mezcla de reaccion se prepard en frio en untubode 0,5 mL y
su composicién fue 1 pL de T4-DNA ligasa (Fermentas, 5U/uL), 1 pL de tampdn de
reaccion 10X (suministrado por la marca comercial), 0,5-2 yL de vector de ligacion (50
ng/pL), X pL de inserto (150 ng) y agua hasta completar un volumen final de 10 pL.
Con el fin de optimizar la reaccion de ligacién, se incubé durante la noche (15 hrs) en

tubos independientes a 4°C y a 20°C.

2.6.4.3 Clonacion de los fragmentos de interés en los vectores de
destinacion pGWB2, pGWBS5 y pMDC32 por recombinacion Gateway®.

La reaccién de recombinacion se realizé entre el vector de entrada pCR®8 y los
vectores pGWB2, pGWBS5 o pMDC32 de acuerdo a los distintos objetivos especificos a
desarrollar en esta Tesis de Magister.

Para esto, la recombinacién se llevé a cabo en una mezcla compuesta por 180
ng de vector de entrada (1-7 pL), aproximadamente 300 ng del vector de destinaciéon
(en 1 L), 2 pL de una mezcla con la enzima LR Clonasa™!l| (Invitrogen) y tampén TE
hasta completar un volumen final de 10 uL, pH: 8. Esta mezcla se incubé durante 1 hr a
25°C hasta que la reaccién se detuvo agregando 1 uL de proteinasa K a 37°C durante
10 minutos.

La mezcla de recombinacién obtenida fue introducida mediante transformacion
en células de E.coli One Shot® Mach1™quimiocompetentes. Los clones positivos por
PCR de colonias (secciéon 2.6.4.3) y analisis de restriccién (seccion 2.6.2) fueron
posteriormente incorporados en A. tumefaciens (seccidén 2.4.8) para la transformacion

de tejido vegetal.
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2.6.5 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Los &acidos nucleicos fueron visualizados en geles de agarosa al 1%-1,5%,
segun tamafio esperado del fragmento de acido nucleico, los cuales fueron sometidos
a electroforesis en tampén de corrida TAE 1X (seccion 2.3.1.3) y posteriormente fueron
tefiidos en una solucién de bromuro de etidio (BrEt) 20 mg/L durante 20 min. Previo a
ser cargadas en el gel, las muestras fueron mezcladas con el tampén de carga
(seccion 2.3.1.3) en proporciéon 5:1 de manera de identificar el frente de migracién
durante la electroforesis. Para la resolucién de bandas de ADN se utilizé 5 Viem
durante 45 min, mientras que para separar moléculas de ARN se utilizaron 3,5 V/icm
durante 25 min. Las bandas de acidos nucleicos fueron visualizadas mediante
exposicion del gel de agarosa a luz UV en un transiluminador. El tamario de los
fragmentos de ADN se estim6 por comparacién con los marcadores de peso molecular
(Fermentas). Las imagenes fueron capturadas con el equipo Dark Room Multigenius
Syngene utilizando el programa Gene Snap de Syngene. Para los analsis de restriccion
enzimatica y clonamiento, la fluorescencia de las bandas fue cuantificada utilizando el
programa ImageJ para calcular la concentracion de las muestras analizadas. Asi
también, para clonar algunas de las bandas visualizadas, éstas fueron separadas del
gel utilizando un bisturi 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 Determinacion de la cantidad y la composicién de los carotenoides.
2.7.1 Extracciéon de carotenoides a partir de cultivo liquido de bacterias de

E. coli.

La extraccion de carotenoides a partir del cultivo liquido de E.cofi se realizé
para llevar a cabo los ensayos de complementacion heterdloga. Inicialmente, la cepa
BL21 pDS1B-AcrtY fue cotransformada por electroporacién con 100ng de Ia
construccién pETBIlue-1/DcLecyb2 (clon 4) o 100 ng del vector sin inserto pETBlue-1
(control negativo). Por otra parte, la cepa BL21 pDS1B, productora de B—caroteno, fue
utilizada como control positivo de la compiementacién. Las células cotransformadas se
sembraron en placas Petri con medio LB sélido suplementado con el inductor de la
transcripcion, IPTG (1 mM), y los antibiéticos ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (34
Hg/mL) (seccién 2.4.1). Paralelamente, la cepa BL21 pDS1B fue sembrada en
presencia de IPTG (1mM) y ampicilina (100 pg/mL). Luego de inducir con IPTG en
oscuridad a 30°C, se seleccionaron y analizaron por PCR 5 colonias con las que se
preparé un pre-indculo (5 mL) a partir del cual se traspasé 1 mL de cultivo por cada
100 mL de medio LB a un matraz con 200 mL de LB liquido con los antibidticos
respectivos. Se determind 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 dej6 incubando entre 1-3 dias en oscuridad.

Se utilizaron 85 mL para la extraccién de pigmentos y los 15 mL restantes, para
medir biomasa (peso seco).

Los carotenoides fueron extraidos por triplicado y se comenzé centrifugando los
85 mL de cultivo original durante 10 minutos a 5.000 RPM. Para lavar las células, luego

de eliminar el sobrenadante se agregaron 10 mL de agua destilada, donde se obtuvo
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una mezcla que se homogenizé y centrifugd durante 5 minutos a 4000 rpm. Tras
descartar el sobrenadante se agregaron perlas de vidrio (diametro: 0,1 um) y 1 mL de
agua destilada para después agitar en vortex a maxima velocidad por 8 minutos.
Posteriormente, se agregd 1 mL de acetona, se agité en vortex durante 8 minutos mas,
se centrifugd por 5 minutos a 4000 RPM y se colecto la fase acuosa en tubos nuevos.
Se agregd acetona cada vez hasta decolorar completamente el pellet con perlas de
vidrio. Consecutivamente, a la fase acuosa colectada se agregaron 2 mL de acetona,
para agitar en vértex por 8 minutos y luego centrifugar durante 5 minutos a 4000 RPM.
Tras 3 repeticiones sucesivas de extraccién con acetona, se agregaron 2 mL de éter de
petréleo (1:4) al sobrenadante colectado y se agité en vortex por 5 minutos para
finalmente centrifugar a 4.000 RPM otros 5 minutos. La fase superior organica fue
colectada y en cada muestra obtenida se agregd éter de petrdleo hasta un mismo
volumen conocido. A partir de este volumen final se utilizaron 100 pL para cuantificar
los pigmentos totales mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 450 nm.
Luego las muestras fueron secadas en una atmésfera inerte con nitrégeno gaseoso
para finalmente resuspender en 200 uL de acetona y medir por RP-HPLC segun el
método de Thayer y Bjérkman (1990).

Para determinar la cantidad 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
durante 5 min. Luego de descartar el sobrenadante y repetir este procedimiento hasta
concentrar 5 mL por tubo, el pellet colectado, se dejé secar en una estufa a 80°C
durante toda la noche para pesar al dia siguiente. De este peso obtenido se resto el

peso del tubo vacio para obtener el valor de peso seco final.
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2.7.2 Extraccion de carotenoides a partir de tejido vegetal.

Para cada una de las lineas transgénicas analizadas se tomaron 100 mg de
tejido obtenido de 3 hojas de tabaco de similar tamario y edad. En el caso de las lineas
silvestres que se analizaron, se colectaron aproximadamente 33 mg por cada hoja,
utilizando 3 plantas distintas, hasta completar 100 mg de tejido foliar. El tejido
recolectado fue macerado en un mortero previamente esterilizado y frio en presencia
de N; liquido. Posteriormente, se homogenizé en presencia de 4 mL de una solucién
de hexano/acetona/etanol (2:1:1 v/v). El homogenizado se traspasé a un tubo de 1,5mL,
se agitdé en vortex durante 2 min y se mantuvo en hielo y oscuridad por otros 2 min.
Luego, se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a 4°C. Los carotenoides se recuperaron
de la fase superior y fueron colectados en un tubo tipo Falcon de 15 mL. Durante todo
el proceso de extraccidn el homogenizado se mantuvo en oscuridad y hielo. La
solucion con los carotenoides extraidos se secé con N, gaseoso y se resuspendid en
1imL de éter de petroleo para cuantificar los pigmentos totales mediante
espectrofotometria a 474 nm. Posteriormente las muestras fueron secadas
nuevamente en una atmoésfera inerte con nitrégeno gaseoso para luego resuspender

en 200 pL de acetona y medir por RP-HPLC.

2.7.3 Cuantificacion de los pigmentos totales mediante espectrofotometria.

Las muestras de pigmentos obtenidos del cultivo liquido de E. coli que fueron
llevadas a un mismo volumen agregando éter de petréleo (seccion 2.7.1), asi como los
pigmentos extraidos a partir de tejido vegetal resuspendidos en 1 mL de éter de
petréleo fueron utilizadas para determinar la concentracién de pigmentos totales

mediante la determinacién de absorbancia en un espectrofotémetro (Shimadzu). Para
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esto, se tomé una alicuota de 100 pyL de pigmentos resupendidos y se aradieron 400
uL de éter de petrdleo. Esta mezcla se trasladdé a una cubeta de cuarzo y se midid la
absorbancia a 474 nm para el caso de extractos obtenidos a partir del cultivo liquido de
E.coli, y a 450 nm para los pigmentos obtenidos de tejido vegetal. Luego de determinar
este parametro, la mezcla fue devuelta al tubo falcon del cual provenian los pigmentos
y se secd la extraccidbn nuevamente utilizando N, gaseoso. Las muestras fueron
guardadas a -80 ° C para su posterior analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién en fase reversa (RP-HPLC). La ecuacién que se utilizé para determinar la

concentracion de carotenoides totales cumple la ley de Lambert-Beer y es la siguiente:

Volumen resuspensién x D.Ox 100 (3)

Carotenoides totales (ug/g peso seco)=

21 X g peso seco

En el caso de la manipulacién de tejido vegetal fresco, la transformacién de
peso fresco a peso seco se realizé multiplicando el peso fresco de la muestra por un
factor de conversién. Este factor de conversién se determiné 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 suficiente para deshidratar estos tejidos. El factor de

conversion obtenido para hojas de tabaco fue de 0,11 g peso seco/g peso fresco.

2.7.4 Composicion de los pigmentos mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién en Fase Reversa (RP-HPLC).

La fraccion de carotenoides se resuspendié en 200 uL de acetona (MERCK).

Se utilizaron 20 pL de esta solucién para el anélisis mediante HPLC en Fase Reversa.
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Este analisis fue realizado en una columna Hipersy C18 de fase reversa de 15 cm. La
fase mdvil utilizada fue acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/10/5 v/v), con un flujo de 1
mL/min. Mediante el registro de los tiempos de retencion detectados en los
cromatogramas a 474 nm, y los espectros de absorcién obtenidos para cada pico, se
determind la composicién de carotenoides presentes de manera predominante en las
muestras (licopeno, B-caroteno, a-caroteno, luteina). La concentracion de cada tipo de
carotenoide se realizé segun el método de Thayer y Bjérkman (1890). Brevemente, se
determiné el porcentaje de area bajo la curva descrita por cada pico detectado en un
cromatograma y se determiné el porcentaje respecto al area total dada por la suma de
las areas de todas las sefiales detectadas. Bajo el supuesto de que el area total se
correlaciond con la cantidad de carotenoides totales, se determiné la concentracion de

cada pigmento en funcién de su composicién porcentual.

2.8 Anadlisis bioinformatico.
2.8.1 Analisis y alineamiento multiple de secuencias.

Las busquedas de homologia de secuencias se llevaron a cabo utilizando el
programa BLAST en el sitio web de NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/]. Los

alineamientos multiples de secuencia se dedujeron con el programa CLUSTALW

[http://www ebi.ac.uk/clustalw/] (Thompson y col., 1994).

2.8.2 Analisis “in silico” de la localizacion subcelular de la proteina
DcLCYB2 de Daucus carota L.

El analisis bicinformatico de la secuencia aminoacidica DcLCYB2 para la

prediccion de un péptido de importacion a plastidios se realizé utilizando las
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herramientas ChloroP v1.1 [hitp://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/] (Emanuelsson y
col., 1999), PCLR [http://www.andrewschein.com/cgi-bin/pclr/pcir.cgi] (Schein y col.,
2001) y Plant-mPLoc [http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/] (Kuo-Chen y
Hong-Bin 2007; 2010). Estos servidores se utilizaron paralelamente para verificar y
validar los resultados de localizacion sub-celular, considerando los distintos criterios
utilizados en la generacion de algoritmos basados ya sea en bases de datos, ontologia

génica, dominios funcionales, entre otros.

2.8.3 Otros programas y aplicaciones para el analisis bioinformatico.
Durante el desarrollo de esta Tesis de Magister se utilizaron principalmente los

siguientes programas informaticos:

-Vector NTI® (Life Technologies): Analisis de secuencias

-GraphPad Prism: Analisis estadistico de datos y elaboracién de graficos.

También se utilizaron las aplicaciones on line:

-PSlpred: Predicciéon del perfil de hidrofobicidad y de la estructura secundaria de

secuencias proteicas hitp:/bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (Jones, 1999).

-ProDom: Reconocimiento de motivos en secuencias proteicas.

http://prodom.prabi.fr/prodom/current/htmi/home.php (Bru y col., 2005).

-TMHMM: Prediccion de hélices transmenbrana en

proteinas.http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/

2.9 Microscopia de fluorescencia confocal.

Todas las preparaciones de hojas de tabaco transformadas transitoriamente

fueron visualizadas previamente con un microscopio de epifluorescencia (Nikon,
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ECLIPSE TE2000-S) a los 3 dias post-infiltracién, con el objetivo de identificar las
principales estructuras celulares y evaluar a priori la funcionalidad de la construccion
pGWBS5/DclLcyb2 s/t que codifica para la proteina de fusion DcLCYB2-GFP. Como
control positivo se utilizé la construccion 35SCaMV::recA::yfp (Salinas y col., 20086),
gentileza de la Dra. Lee Meisel. El péptido de destinacion de recA se encuentra
clonado rio arriba de la secuencia completa de ADNc de yfp en el vector pBIi2 (recA se
localiza exclusivamente en cloroplastos). Una vez confirmada la funcionalidad de los
clones de Agrobacterium transformados con esta construccion, se colectaron explantes
de hojas, de zonas préximas al punto de infiltracion, los cuales fueron montados en
medio MS liquido para ser visualizados con un microscopio de fluorescencia confocal
(Zeiss, model Axiovert 135M, Germany) equipado con un laser de ién Argén (Leica,
Heidelberg). Las sefales de fluorescencia fueron detectadas luego de excitar a una
longitud de onda de 488 nm y 543 nm especificas para identificar la serial
correspondiente a la expresiéon del gen reportero gfp (fluorescencia verde) o a la senal
emitida por la molécula de clorofila (fluorescencia roja) respectivamente. Las secciones
confocales fueron colectadas usando ajustes/filtros de emisién de 498 a 525 nm (GFP)
y de 640 a 720 nm (clorofila).

Las imagenes obtenidas fueron procesadas con el software Zeiss LSM Image.



RESULTADOS

3.1 Objetivo especifico 1. Aislar, expresar y caracterizar funcionalmente el
gen DcLcyb2 mediante complementacion heteréloga en Escherichia coli

BL21pDS1B-AcrtY.

3.1.1 Aislamiento y clonacion del gen DcLcyb2 en el vector de entrada
pCR®S.

En Daucus carota L. (subespecie sativus), se ha descrito que existen dos
copias del gen Lcyb: DcLeyb1 y Dcleyb2 (Just y col, 2007). Las secuencias
codificantes completas de ambos genes se encuentran depositadas en la base de
datos GenBank y fueron localizadas por Just (2007) en el grupo de ligamiento 3, de
acuerdo al mapa descrito por Santos (2001) y Santos y Simon (2002, 2004).

No obstante, la secuencia del gen DcLcyb2 (Ccs) se encuentra anotada en la
base de datos (GenBank) como un candidato codificante para la enzima Capsantina-
Capsorubina Sintasa (CCS) (Just y col., 2007). Considerando que CCS es miembro de
una familia génica que incluye las licopeno B-ciclasas y considerando que en zanahoria
no se ha detectado produccion de capsantina o capsorubina, en 2007 Just sugiere que
dicha secuencia corresponderia al gen candidato DclLcyb2, considerando que es mas
probable que el producto génico participe en una reaccién tipo B -ciclasa y no de la
conversion de anteraxantina y violaxantina en capsantina y capsorubina
respectivamente. Lo anterior se sefiala a modo de enfatizar este antecedente como

uno de los fundamentos que sustenta la hipétesis planteada en esta Tesis de Magister.
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Adicionalmente, se ha reportado que algunos genes carotenogenicos
principalmente del tipo licopeno ciclasa o capsantina-capsorubina sintasa no presentan
secuencias intronicas en su estructura génica (Ronen y col., 2000; Ahrazem y col.,
2009; Guzman y col., 2010). Por lo tanto, para aislar y clonar el fragmento que contiene
la region codificante completa del gen DclLcyb2 de Daucus carota L., éste se amplifico
mediante PCR directamente a partir de ADN gendémico purificado de hojas de
zanahorias silvestres de aproximadamente 12 semanas de edad (Daucus carota L. cv.
Nantes), y se utilizaron partidores disefiados de manera sitio especifica en los
extremos 5y 3" sobre la secuencia de ADNc del gen Dclcyb2 (Ces) de Daucus carota
L. subesp. sativus (GenBank: DQ192191.1), que fue obtenida por Just el afio 2007
(Just y col., 2007).

La extraccion de ADN se realizé de acuerdo al método CTAB (seccidén 2.6.1.3).
Luego de verificar la integridad y calidad del ADN (datos no mostrados), se amplifico el
fragmento de interés utilizando la enzima Pfu y los partidores FORF ccs y RORF ¢/t ccs
(Tabla |. Pizarro, 2008), que amplifican un fragmento de 1.612 pb correspondiente al
marco de lectura abierto del gen DcLcyb?2 y parte de la region 3’ no traducible (3’'UTR).

El producto de la amplificacién del gen DcLcyb2 fue visualizado en un gel de
agarosa al 1% (Figura 5). Se obtuvo una Unica banda de aproximadamente 1,6 kb,
correspondiente al tamafio esperado del fragmento de interés (1.612 pb) (Figura 5A).
Posteriormente, la banda de ADN obtenida fue purificada y el rendimiento y
especificidad de la reaccion se determind mediante la visualizacién del producto de

purificacion en un nuevo gel de agarosa 1% (Figura 5B).
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Figura 5. Obtencioén del gen DcLyb2 a partir de Daucus carota L. A. Amplificacion del
gen Dclcyb2 a partir de ADN gendmico de hojas de D.carofa L.. Utilizando los partidores
FORF ccs y RORF ccs se obtuvo una banda de un tamafio de 1.612 pb. B. Purificacion 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 1: Producto de PCR correspondiente al gen
DcLcyb2 amplificado a partir de ADN genémico de hojas de zanahoria de 12 semanas de

edad. Ctrl (-): Control negativo de la reaccién de PCR. PM: Estandar de Peso Molecular de
1kb.

Los productos de PCR purificados fueron ligados en el vector de entrada
pCR®8. Para la multiplicacién del producto de ligacién se transformaron células de
E.coli DH5a mediante electroporacion. Diez colonias crecidas en presencia de
espectinomicina (100 pg/mL) fueron analizadas por PCR de colonia con el fin de
identificar el fragmento de interés (Figura 6A). Para ello se tomé una muestra directa
de 10 colonias obtenidas producto de la transformacion y se amplificé el gen completo
usando los partidores FORF ccs y RORF c/t ccs. De las nueve colonias que resultaron
ser positivas para la amplificacion del fragmento de interés, cuatro de ellas (colonias 3,
4, 7 y 8) fueron seleccionadas para purificar ADN plasmidial (seccién 2.6.1.2) para
luego digerir con las enzimas de restriccion Hindlll y EcoRV durante un 3,5 hrs, de

manera de verificar la identidad y orientacién del fragmento clonado (Figuras 6B y 6C).
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La enzima Hindlll reconoce un sitio de corte en el inserto DcLyb2, en la posicion nt
1255, considerando el triplete ATG como los tres primeros nucledtidos del inserto. Por
otra parte, el vector de entrada no contiene sitios de corte para Hind lil. A su vez la
enzima EcoRV corta una vez en el vector pPCR®8, en la posicion nt 809, mientras que
no reconoce sitio de corte en el fragmento clonado. Por lo tanto, producto de la
reaccién de digestion doble de aquellos clones con una insercion en sentido respecto
al origen de replicaciéon pUC, se espera visualizar 2 fragmentos, de 482 pb y 3946 pb
(Figura 6B). La visualizacién de bandas de 1381 pb y 3047 pb de tamafo indica la
insercién antisentido. De las cuatro muestras de ADN plasmidial digeridas, 3 de ellas
presentaron el patréon de bandas esperado (Figura 6C) lo que indicé la presencia del
fragmento Dclcyb2 clonado en fase respecto al origen de replicaciéon pUC del vector
pCR®8 (Figura 6B). Posteriormente, se envié a secuenciar el ADN plasmidial de los
cuatro clones seleccionados anteriormente para los ensayos de restriccion (Macrogen,
USA) (seccion 3.1.2). Los analisis de secuencia de los clones 3, 4, 7 y 8 presentaron
una identidad nucleotidica de al menos un 98% respecto al ADNc del gen DcLcyb?2 de
Daucus carota L. subesp. sativus anotado en bases de datos (Acceso GenBank
DQ192191.1). Considerando que el tamario del gen DcLcyb2, amplificado a partir de
ADN gendémico, es aproximadamente el mismo que el ADNc del gen anotado en bases
de datos, los analisis de secuencia del fragmento clonado revelaron que el gen
DcLcyb?2 no contiene intrones.

Los clones y los plasmidos recombinantes que contienen la regién codificante
del gen DcLcyb2 se denominaron pCR®8/DcLcyb2. La construccién correspondiente al
clon 7 se utilizé para la generacién de todos los vectores de destinacion recombinantes

de tipo Gateway® descritos posteriormente en esta Tesis.
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Figura 6. Clonamiento del gen DcLcyb2 en el vector pCR®8. A. Ampilificacion del
fragmento DcLcyb2 mediante PCR de colonias de E.coli DH5-a para la identificacion de
transformantes de pCR®8/DcLcyb2. B. Representacion esquemdtica de la digestion del
vector pCR®8/DcLcyb2 con las enzimas Hindlll y EcoRV. C. Digestion de ADN plasmidial
de los clones 3, 4, 7 y 8 con las enzimas Hindlll y EcoRV. Los niimeros de cada carril
corresponden al clon analizado. Los clones 3, 7 y 8 presentan un patrén de migracion de
bandas de 482 pb y 3946 pb, indicando el clonamiento en fase del inserto respecto al
origen de replicacion pUC del vector Se encuadra en rojo el carril correspondiente al clon 7,
utilizado para la generacion de las construcciones genéticas de tipo Gateway® descritas en
esta Tesis. C(-): Control negativo de la reaccion de PCR. C(+): Control positivo de la
reaccion de PCR utilizando ADN genémico como templado. PM: Estdndar de Peso
Molecular de 1 kb.
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3.1.2 Anélisis de la secuencia aminoacidica de la proteina DcLCYB2.

Los cuatro clones pCR®8/DcLcyb2 secuenciados presentaron un marco de
lectura abierto de 1478 nt que, segun prediccion tedrica, codifica un polipéptido de 492
aminoacidos con una masa molecular calculada in silico de 55.27 kDa.

Considerando que en Daucus carota L. se ha reportado la existencia del gen
DcLeyb1 (Just y col., 2007) cuya funcionalidad licopeno B-ciclasa fue demostrada en el
sistema heterdlogo de E.coli (Moreno y col., 2013), se realizé un analisis comparativo
con esta secuencia aminoacidica (GenBank: ABB52071.1), denominada en esta Tesis
como DcLCYB1, utilizando los programas BLAST y CLUSTAL W (seccion 2.8.1).

Las secuencias aminoacidicas de DcLCYB1 y DclLCYB2 presentaron un
porcentaje de identidad de 59%, localizdndose la mayor parte de la variabilidad en el
los primeros 100 residuos de aminoacidos del extremo amino (Figura 7; Anexo 1). En
esta region, los programas ChloroP v1.1 (Emanuelsson y col., 1999), PCLR (Schein y
col., 2001) y Plant-mPLoc (Kuo-Chen y Hong-Bin 2007; 2010) detectaron en la
secuencia aminoacidica de DcLCYB2 la existencia de un péptido sefal de importaciéon
a plastidios, con un sitio de corte entre Glutamina-42 y Cisteina-43 (Figura 8).
Localizado en la regién amino-terminal se detecté también un dominio, identificado
como “Regidn conservada en LCYB’s”, que corresponde a una secuencia conservada
en todas las LCYB’s de plantas y que parece determinante para la asociacion de estas
proteinas a membrana (Hugueney y col, 1995, Cunningham y col., 1996).
Adicionalmente se identificO en ambas proteinas un “Sitio de unién a dinucledtido”
(Figura 7, recuadro en verde). Este motivo, definido por la secuencia “DX4GXGXAX4A”
y una estructura secundaria caracteristica (lamina B/ hélice a-loop/ lamina B. Figura 8)

denominada conformacién Rossman (Rossman y col., 1974), estd 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 dinucleétidos como NADP, NAD, ADP y FAD. En el
caso de las ciclasas, esta secuencia 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 recombinantes, que la
ciclacion de licopeno en B-caroteno requiere estrictamente NADPH (Schnurr y col.,
1996; Hornero-Méndez y Britton, 2002), no obstante, la reaccién procede sin ningun
cambio redox neto del sustrato (las férmulas moleculares de los productos son los
mismos que los de los sustratos). Mediante el estudio de CCS de pimenton, utilizada
como ciclasa modelo, se demostré que la proteina monomérica contiene un FAD unido
de forma no covalente, que es esencial para la actividad de la enzima sélo en el
presencia de NADPH, que funciona como reductor de FAD. La reaccion procede sin
transferencia de hidrégeno desde los cofactores de dinucledtidos a los productos
enzimaticos B-caroteno o capsantina. Por lo tanto, se propone que FAD en su forma
reducida podria estar implicado en la estabilizacion del carbocation intermedio
(Mialoundama y col., 2010).

De acuerdo al analisis comparativo de secuencia aminoacidica realizado en
esta tesis (Figura 7), la regién amino terminal identificada 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 region es elevado
(81.8%-95.5%. No mostrado).

Los dominios identificados como esenciales para la actividad catalitica de las
LCYB’s (Bouvier y col., 1997; Cunningham y col., 1996), y que aparecen subrayados
en naranja en la Figura 7, se encuentran totalmente conservados entre DcLCYB1 y

DcLCYB2. Destacan la serie de aminoacidos NNYGVW-DE cuya busqueda de
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homologias en bases de datos se ha descrito estar unicamente presente en LCYB's y
LCYE's, sugiriendo que puede desempenar un papel fundamental en la determinacion

de la actividad ciclasa (Krubasik y Sandmann, 2000; Alquézar, 2007).
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Figura 7. Analisis de la secuencia aminoacidica de la proteina DcLCYB2. Se muestran
las distintas regiones de interés como “Region conservada de LCYBs”, “Sitio de union a
dinucledtido”, “Motivo B-Ciclasa”, motivo ciclasa | “MCI”, motivo ciclasa Il “MCII”, y “regién
cargada” (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996, Alquézar, 2007). Las lineas en
negro indican dominios esenciales para la actividad catalitica (Bouvier y col., 1997) y los
amino4cidos que se enmarcan en color rosado corresponden a un dominio especifico
presente s6lo en LCYB's y LCYE’s (Krubasik y Sandmann, 2000; Alquézar, 2007). Los
residuos de aminoacidos mostrados en fondo negro corresponden a residuos conservados
fotalmente. Por otra parte, aquellos sefialados en fondo gris indican conservacion parcial,
mientras que los indicados en fondo blanco representan las variaciones aminoacidicas entre
ambas secuencias. La posicién de cada residuo de aminoacido esta dada por la secuencia
consenso del alineamiento, por ende, no se considera la posicién de dichos residuos en cada
secuencia input. y por lo tanto la primera posicién no necesariamente corresponde a
Metionina como residuo de aminoacide donde se inicia la traduccion. En la secuencia
consenso se indican con un asterisco “*” aquellos residuos de aminoacidos conservados

totalmente, mientras que el caracter “.", indica la conservacion parcial de éstos.
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Anadlisis comparativos multiples entre distintas secuencias aminocidicas
licopeno B-ciclasas disponibles en bases de datos indicaron que la secuencia proteica
de DcLCYB2 es entre un 70% y un 77% idéntica a las LCYBs de otras plantas
identificadas hasta la fecha (Anexo 1), tales como la LCYB de kiwi, Actinidia deliciosa
(77%. GenBank: ACJ66629.1); la LCYB especifica de cromoplastos de pomelo, Citrus
paradisi (76%. GenBank: ACX37456.1); o la LCYB de frutilla, Fragaria x ananassa
(73%. GenBank: AFR11777.1). Adicionalmente, DcLCYB2 posee un 55% de identidad
aminoacidica con la enzima LCYB de tabaco (GenBank: CAA57386.1), codificada por
el gen Ntlcyb (CrtL-1) cuyos niveles de transcrito fueron cuantificados en lineas
transgénicas pMDC32/DcLcyb2 generadas en esta Tesis de Magister (seccién 3.4.3).

Las estructuras secundarias de DcLCYB1 y DcLCYB2 que fueron simuladas
utilizando los servidores CFSSP (Chou y Fasman, 1974) y PSIPRED V3.3 (Jones,
1999) resultaron tener una alta similitud en regiones claves para la actividad de
ciclacion (Figura 8). En la estructura secundaria de ambas proteinas se aprecia la
estructura lamina B /hélice a /ldmina B que daria lugar al dominio de unién a
dinucledtido (NADP/NADPH), asi como tres hélices a, localizadas en el extremo
carboxilo, sefialando una posible localizacién transmembrana (Hugueney y col., 1995;

Cunningham y col., 1996).



73

A B

cent : IBnEowAnonnEIlSoonIERDNSNDNEEEsnonnAE0nt Confa JIluna-n.l“nmgajamllnﬂﬂmum[
L Precls
Fracdi COCCCLEOSCOCOOCOCCCCCOoCCOCOCneCoCCoroce Pred: CCOCCCCOCECECOCCCOCCCOCOCCCOCCCCToCOCT
ARG MEVMOTLLKTHNELECOHP IHGFPOIVGTLECLKEFRNOEL AR METLEE IRPSEMPLIALHOSNYHRKAVESPSLEYRPFIVTHT
L-J za sa 40 10 za o a0
cont : JoRSENNaoosoEndEaoosn st Ceng ¢ Jnaoasa DENIING, plhEkEEREREEERFE]
Erazi: Erec .
Frwdd: CoCCCECoCCCRoCCCCoCacces cocecececcccooc Prads CCCCCOECCTCCCCCOCCoCCCCRCoCCococn
AR RECSRRSRHWCROGIVEASSSALLELUOETERENLEFDL RR: VOCSEYGRNFLOLRFGRRRESMEFDLOWIDE SERSREDVIY
59 sa 72 so 3 =5 e 70 30

Cent: m-nnn:-mllmgn-nmn:umm Confy 3.im=ﬂlﬂ“mllmml

Prad: Prasli

FCCCoccococoTccococe

Prad: CoCCCCECOEET ECHHHHA AR HHE ARHA Fraaz 23
AR E'L\L‘I'JNGLWﬁ LAWGGGE'AG LAVAOQ‘!ZEAGLAWSID AR: ICACPAGLRLAGPRVAGYG IQV\:C‘IDE»FLCWPNN G
n) 100 irc 120 L= 100G 110 IIE
cene + JHIRNNRDAREE @3as2330 Illznnm:!lll cene: ¥ B0 B o o s 1 HaEn330a. EEEL =
Pred: e it Preads & R
Fred: COCCECECCCEECCEEECCOCOEECCCCCREEECCREEREECT e EEECCOCCEECCCOCEEEEH
ARG BEPRLINPNNTGVWVOLESAMOLLOCLDT TWESA TV T TO0 - s ﬁﬁ;;ﬁ,‘iﬁ?ggSEEEE—Eﬁﬁifvnuggrswmnpmama
130 140 150 ),00 130 140 1s5e 1LEC
EEbi=bilbEEEERBEE] Fa@EaEaan
Ceng s JEaanmal Lk} 283353320 [ERRPRPIE - i s i b b PPt B ot e s o o b s B B 1 i o o s s oo o o e e o
Predd: -
PR— Pre=l:

Frmszl: CCEEECCCCLEEEEMHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEEE T % = 2
FPrasl: HHHHHHHHHHHHHC CEEEEEEEEEEEEECCCCEEEEESCC
Af: OTTRELGREF YSRVNREOLESFIMMQEC LSNGVEFHORETE AR EMLEMELLGGOVSHGVV FHEAKVREVDHQEFESS LLODDG

A b Tec |08 170 i1so 1so zowo

233 = --

NN | - EECL R L BELE G LR R LR B e EEEEEE - S e U s SO = e

Prad: — S— B ——
= —— Pras: _ .

Prasi: EEEECCCEEEEECCCCEEEEEEEEECCCCCCCCOCCCCCOCC

. 3 FPreds:s CEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEE
AR VVHEEAKSLLLCDOGY TICIJ—:-\\'\'LDAT‘;F .fp.z L\fC>'l"D)~TI"';’4 3 AR: HEFRASLIVDASCFASTFYZO RNHCYQ] AHGILAEVE

210 Z20 =3

zL0 zzo zzc za0
il IA8m2-0 IS Iin-USlENsAR i ssuaniEanasl ., | JaunEES0a0YEERSoIINEEEosonsssnBRNE o NS
rmels
e — >
Pres: CCOCEEEEEEEECEEECCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCOCC s
AR: HECYOVAYGC IVAEVEEHPFOVHRM [FMDRWROSHLNGNTEL B R O T A AT AN PR abE
zse zso 270 zao 2an Zen TS .
Conta EmmnII!l!nﬂl!llllnﬂﬂ-llﬂ.l]mnuw!!ll-““lﬁ
Frad: _ ________—— 0 = e Cent : INIIEoIEEDoDEn-nEEENDDESARINNISESIanlanst
Preca ccccccccceset:acecc:::zzzzsz:ccccccannuu Poeds .
Ao Q‘:EM}SI’EPTELIMFF )SEHIE‘I.EET:L‘-’RHPGLMGDIQ x >
£ 72e Fred: CCCCCEEEEEEEEECCCCOCCHHMHHHHHHHEHHKCCCOCC
z=0 300 310 AR: FOSHLIFLEETSLYSRPALIYHEVKLRMAARLRHLG IRVE
zoo 300 1o Zze
Cenfr Mlmmlﬂ-a:mmmzxiﬂillmﬂhnnl -4
€omd: T > cont 1 JannoonnaonnERIRNRNRERE LRI ARAlSnaaEt
Prad: BRHARRHRRCCECCCCEERECCDCnCOOCOCRCercocacE Sl . .
AR ERMVARLREMLGIKVKSIEEDERCY IEMGGELEVLEORVVG e
: s e g Pred: EEEECCEEECCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCOCCCCCHME
R0 AN A 280 AA: SIIEDEHCLIPMSCELERTEQDUVVAIGGSISIVHPITS Y
sso sac ss0 ss0
Cent Jananona33a33-0833333393939333339333233330
Prwcl:= 3 < Cent: Jﬂmﬁm“lﬂ“nt:m“lm:mhm
Pxmal: t:cc‘c:..cccccccnﬂﬂnHHﬂHHHHRHHHHHHlﬂ*M’l‘:\—-"—‘c‘ce Peraedc
AR IGGTAGMVHESTGYIMVARTLAMAPVVALA IVOYLGSSKRG -y
3 3 3 3 Fren: HHARAADHHHGHRARNGHHCCCCCC CooRHBRRHREC oo
370 380 3=s0 10c ARt VAFTLALAPVLADS IAGCLESTRMIRGSSLYHRUWNEG LIOE
3706 380 a0 LT
cong « 133820503533 80580353332003933330330590283a0!
Prad: gy W e = T Conts anm“nIIIm“ap-.nllm.n“ﬂ
Prewcde COCCHHHHHEHHHNACHHRHAHHAKHHHHHHHHHHCCCOOH - —
Afa ALCNELSAREVWHDLWE IERRROFEFFCFGMUILLELDLEG Predr -CHE D——E€] b
X ¥ b R E— Erads GHHHHHHHHHHHMHHHHHCCCEHKHHHHHHHHH"‘CCH)(HH
a0 azo 430 440 AR IESKOTREF YSECHMETLLEIDENSTRNEFOREFOLOE HY W
are 4azc aze FER]
Cont: Jnnnm“mmmnmnmnnmut =
Praci: cens: JooaanIlNEEEIEEEN080So88an3E88388as0d528
Pracs Huuuﬂuﬂuucccnununnxcccc H HHHH i Prads
An: 'rnnrr..;\rrr.'n.zPRWHGFL:!RL:‘L?}:LE‘!‘[’Gbgu‘sﬂa e o p
fr i e o Bt ik Ry Pras: HARCCCoCOHOOHRHEHHRHE
450 460 410 ano AR QBFL.."ZRI_sl_I’FLF-MLaLSLI:‘G)(ESNBShP‘IDE‘”F CEAEL
455G RN =] 4T —l =0
cenr: JEanRBIRAnSnERonlEREARDDBnaRE! i
Pred: cens: JDDEEDaDBasaEl
Preds Ered:
AR aNTSRI.BiMan’r'.rPLVlm\.'NNLIP’DRI P -
aso soo0 AR: VEMLENLAVETI

anc

Figura 8. Prediccion de la estructura secundaria de DcLCYB1 y DcLCYB2.
Representacién comparativa de la estructura secundaria de DcLCYB1 (A) y DcLCYB2 (B)
utilizando el programa PSIPRED (Jones, 1999). Los nimeros bajo la secuencia analizada
(AA) indican las posiciones de los aminoacidos. Las lineas negras representan estructura de
espiral, los cilindros en rosado, las hélices a y, las flechas de color naranjo indican las
laminas B. Se encuadra en rojo la estructura lamina B / hélice o/ ldmina B caracteristica del
“pbolsillo” de union a NADP/NADPH. En cuadrados de color verde se enmarcan hélices a con
posible localizacién transmembrana (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996). Se
encuadran en negro las principales diferencias de estructura secundaria entre ambas
proteinas. La flecha de color rojo en B indica el sitio de corte del péptido de destinacion a
plastidio de DcLCYB2, mientras que las lineas en rojo hacia el extremo carboxilo de ambas
estructuras indican la ubicacion del motivo B-ciclasa. Conf: Nivel de confianza de la
prediccion. Pred: Estructura secundaria inferida.
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3.1.3 Clonacion del gen DcLcyb2 en el vector de expresion pETBIlue-1 para

los ensayos de complementacion en Escherichia coli BL21 pDS1B-AcrtY.
Para aislar el gen DcLcyb2 y clonar en el vector de expresion pETBlue-1, se
amplificé el fragmento clonado en el vector de entrada pCR®8 a partir ADN plasmidial
correspondiente a los clones 3, 4, 7 y 8. En la reaccién se utilizd la enzima Pfu y los
partidores FORF ccs y RORF c/t ccs, que amplifican el fragmento de 1.612 pb que
contiene el marco de lectura abierto del gen DclLcyb2 y parte de la regién 3’ no
traducible (3'UTR) (no mostrado). Una vez visualizado el producto de la amplificacion
(en triplicado para cada clon) éste fue purificado desde un gel de agarosa 1% utilizando
el kit Wizard (Figura 9). Se seleccioné el producto de la purificaciéon correspondiente al
clon 7 y se ligd en el vector de expresién pETBIlue-1 (3.476 pb) (seccién 2.6.3.1),
previamente linearizado por digestion con la enzima EcoRV de corte romo, que
reconoce un sitio de corte unico en la secuencia plasmidial (no mostrado).
Considerando la capacidad correctora de la enzima Pfu utilizada en la
amplificacién del fragmento DcLcyb2, se descartd la generacién de mutaciones con
respecto a la secuencia del fragmento clonado y secuenciado en primera instancia en

el vector de entrada pCR®8 (clon 7).
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Figura 9. Aislamiento del gen Dclcyb2 para ensayos de complementacion
heteréloga. Purificacién del producto de PCR del gen DcLcyb2 amplificado a partir de ADN
plasmidial de los clones 3, 4, 7 y 8 transformados con el vector pCR®8IDchyb2. Los
productos de purificacion cargados en cada carril son identificados con el clon utilizado
como fuente para la amplificacién del gen. El recuadro en rojo indica el carril
correspondiente al clon 7 utilizado para la clonacion en el vector de expresion pETBlue-1.
Electroforesis en gel de agarosa 1% con BrEt. PM: Estandar de Peso Molecular de 1 kb.

El producto de la ligacién resultante se utilizd para transformar células electro-
competentes E. coli DH5a (seccidén 2.4.3), las que se sembraron en medio LB sélido
suplementado con el antibidtico ampicilina (100 pg/mL) y el compuesto X-gal (1pL/mL
de una solucion de 40 mg/mL en formamida, seccién 2.4.1). Se seleccionaron 9
colonias blancas que fueron analizadas por PCR de colonia para la deteccion del
fragmento DcLcyb2 (Figura 10A). Posteriormente, se preparé un cultivo liquido de cada
colonia seleccionada, y se purificé el ADN plasmidial de los 8 clones que resultaron ser
positivos para la reacciéon de amplificacion. Para verificar la orientacion del inserto
respecto al promotor T7 y al Operador lac del vector, el ADN plasmidial purificado se
digirié con la enzima de restriccién Ssp | (Invitrogen). Segun el analisis predictivo de

secuencia de la construccién generada (Figura 10B), existe un sitio de corte Unico para
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la enzima Ssp | hacia la regién 3’ del fragmento clonado (nt 1582) mientras que en el
vector pETBlue-1 también existe un sitio de corte Unico contenido en el origen de
replicacion f1 (nt 1357). Por lo tanto, se espera obtener 2 bandas de 1108 pb y 3979 pb
de tamarno como resultado de la digestién del vector recombinante con un fragmento
clonado en sentido respecto al promotor T7. Por otra parte, la orientacién antisentido
del fragmento se identificé por medio de la obtencién de dos bandas de 2661 pb y 2426
pb. Luego de realizar la reaccidon de digestion de los B clones seleccionados, se
obtuvieron los fragmentos de 1108 pb y 3979 pb de tamaro en los clones 4, 7 y 8,
indicando la orientacién en sentido del fragmento de interés (Figura 10C). En algunas
muestras se observd la aparicién de bandas adicionales correspondientes al vector sin
digerir (5087 pb) y al vector digerido parciaimente (vector linearizado, =10 kb). Los
clones y los plasmidos recombinantes portadores del fragmento con la secuencia

codificante del gen DclLcyb2 se denominaron pETBIlue-1/DcLcyb2.
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Figura 10. Clonamiento del gen DcLcyb2 en el vector de expresién pETBlue-1. A,
Amplificacién del gen DcLcyb2, mediante PCR de colonia, para la identificacion de clones
transformados con la construccién pETBlue-1/DcLcyb2. B. Representacion esquematica
de la digestién del vector pETBIlue-1/DcLcyb2 con la enzima Ssp |. Se muestra el tamaiio
y nimero de fragmentos obtenidos para la deteccién del inserto clonado en sentido (S) y
en direccion antisentido respecto (AS) respecto al promotor T7. C. Digestion con Ssp | a
partir del ADN plasmidial de clones positivos para la amplificaciéon del gen DcLcyb2 que
se muestra en A. Los nlimeros de cada carril indican el clon analizado. Los clones 4, 7 y
8 muestran un patrén de migracion de bandas de 1108 pb y 3979 pb de tamaiio,
indicando el clonamiento en fase del inserto respecto al promotor T7 del vector. Se
encuadra en rojo el carril correspondiente al clon 4, utilizado en los experimentos de
complementacién heteréloga. C(+): Control positivo de la reaccion de PCR utilizando
como templado ADN plasmidial pCR®81Dchyb2(clon3). C(-): Control negativo de la
reaccion de PCR. PM: Estandar de Peso Molecular de 1 kb.
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3.1.4 Complementacion heteréloga de la cepa mutante E.coli BL21 pDS1B-
AcrtY con el gen DcLcyb2.

Para evaluar la funcionalidad del gen DcLcyb2, se utilizd la cepa bacteriana E.
coli BL21 transformada con el vector pDS1B-AcrtY (seccion 2.3.1.2), que presenta un
fenotipo de color rojo dado por la acumulaciéon de licopeno, sustrato de la enzima
licopeno B-ciclasa. La expresion de genes que codifiquen proteinas capaces de ciclar el
licopeno generara el cambio de coloracién de las colonias de esta cepa de rojo a
anaranjado, consecuencia de la acumulacién de B-caroteno. Con este objetivo, la cepa
BL21 pDS1B-AcrtY fue cotransformada por electroporacién con la construccion
pETBIlue-1/DcLcyb2 (clon 4) (seccion 2.4.3). Como control negativo de la
complementacion se utilizé el clon pDS1B-AcrtY transformado con el vector sin inserto
pETBIlue-1, mientras que como control positivo se utilizé el clon de E.coli BL21 pDS1B
transformado con la ruta carotenogénica de Erwinia uredovora (seccién 2.3.1.2), y en
consecuencia acumula principalmente B-caroteno y la coloracion de las colonias es
anaranjada.

La orientacién en fase del inserto respecto al promotor T7 promueve una
transcripcion exitosa del gen DcLcyb2, la cual se inicia tras la inactivacién del represor
lac en presencia de IPTG, un agente analogo de la lactosa. Por lo tanto, las células
cotransformadas con la construccién pETBlue-1/DcLeyb2, se sembraron en medio LB
solido suplementado con el inductor de la transcripcion, IPTG (1 mM), y los antibiéticos
ampicilina (100 pg/mL) y cloramfenicol (34 ug/mL) (seccion 2.4.1).

Cuando la cepa de E.coli BL21 pDS1B-AcrtY fue co-transformada con pETBIlue-
1/Dcleyb2 la coloracion de las colonias transformadas cambié de rojo a naranjo,

indicando la conversion de licopeno a otros tipos de carotenoides (Figura 11A). Por
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otra parte, no se observé un cambio de color al transformar la cepa mutante pDS1B-
AcrtY con el vector sin inserto pETBIlue-1, considerado como un control negativo de la
complementacién (no mostrado).

Las colonias obtenidas luego de la transformacién fueron analizadas por PCR
de colonia (Figura 11B) demostrando que todas las colonias seleccionadas

incorporaron la construccidén que contiene el gen DclLcyb?2.

PM 5 6 7 8 9 c()

Figura 11. Transformacion de la cepa mutante E.coli BL21 pDS1B-AcrtY con el gen
DcLceyb2. A. Coloracién de colonias de E.coli BL21 pDS1B-AcrtY transformadas con el
vector sin inserto pETBlue-1, usadas como control negativo de la complementacién
(lzquierda), y coloracién de colonias co-transformadas con pETBIlue-1/DcLcyb2 (Derecha),
cultivadas en medio suplementado con el inductor de la transcripcién, IPTG (1 mM). Se
observa el cambio de coloracién de rojo a naranja indicando la conversion de licopeno en
otros carotenoides producidos por la bacteria B. Amplificacién del gen Dclcyb2, mediante
PCR de colonia, para la identificacion de clones transformados con la construccién
pETBIue-1/DelLeyb2.
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Para la identificacion de los carotenoides producidos por los transformantes
pETBIue-1/DeLeyb2, se analizd por HPLC el extracto de pigmentos acumulados por el

clon 9 (Figura 11A).

3.1.5 Cuantificacion y anadlisis de la composiciéon de carotenoides
purificados a partir de E.coli BL21 pDS1B-AcrtY complementada con el
gen DcLcyb2 de Daucus carota L.

Para determinar la correlacién entre el color observado para los distintos tipos
de clones empleados y el contenido de pigmentos, se determiné y cuantificé la
composicion de carotenoides. Con este objetivo, se realizd la extraccion de pigmentos
a partir de los cultivos liquidos de las cepas bacterianas segun los métodos descritos
(seccidén 2.7.1) y se realizé una medicién por cromatografia liquida de alta resolucion
en fase reversa (RP-HPLC) a 474 nm, longitud de onda a la que absorben todos los
pigmentos de tipo carotenoides (seccién 2.7.4).

Se obtuvieron cromatogramas con picos cuyos tiempos de retencion y
espectros de absorcién son caracteristicos de los pigmentos licopeno y B-caroteno
(Figura 12). En el cromatograma correspondiente a los pigmentos purificados del
control positivo (pDS1B) se observé un unico pico, cuyo tiempo de retencién de
aproximadamente 25 min indicé la presencia de B-caroteno. Para el control negativo
(pDS1B-AcrtY pETBlue-1 sin inserto) se observé también un unico pico, con un tiempo
de retencién caracteristico de 13 minutos, correspondiente al pigmento licopeno

Al analizar el cromatograma de la cepa mutante pDS1B-AcrtY co-transformada

con la construccién pETBIue-1/Dcleyb2 se detectd un pico con un tiempo de retencién
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asociado a la presencia del compuesto licopeno presente en el control negativo, lo que
indica que en esta cepa también se acumuié el pigmento. Adicionalmente fueron
detectados al menos dos picos nuevos, a los 18 y a los 25 min de tiempo de retencion
(Figura 12A). Tanto el espectro de absorcién asi como el tiempo de retencion del
compuesto que eluy6 a los 18 minutos son parametros que caracterizan al compuesto
y-caroteno en perfiles de HPLC (Teramoto y col., 2003; Zhang y col., 2013). Por lo
tanto, se sugiere que la cepa co-transformada acumule este compuesto como un
intermediario de la reaccién de ciclacion del licopeno. No obstante, para confirmar la
identidad del pico denominado en esta tesis como “otros carotenocides” (Figura 12), es
preciso hacer analisis HPLC utilizando estandares puros o mas aun, es preciso
analizar las muestras eluidas correspondientes a este pico mediante espectrometria de
masas.

Por otra parte, la apariciéon de un nuevo pico detectado aproximadamente a los
25 minutos de tiempo de elucién presentd ademas un espectro de absorcion,
comparable con el espectro de absorcion que caracteriza cromatograficamente al
pigmento B-caroteno, identificado en el control positivo (Figura 12B). Esto demuestra
que el fenotipo anaranjado que presenté esta cepa se debe a la acumulacién de B-
caroteno.

En el perfil de elucién correspondiente al control negativo (E. coli pDS1B- AcrtY
pETBIue-1 sin inserto) no se observa la presencia de un pico que indique acumulacién
de B-caroteno. Esto demuestra que el vector de expresiéon en si mismo no genera

algun producto que catalice la formacion del pigmento de color naranja.
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Figura 12. Analisis por RP-HPLC de los carotenoides extraidos de las células de E. coli
complementadas con el gen DcLcyb2. A. Cromatogramas de carotenoides exiraidos de
células de E.coli BL21 pDS1B-ActtY transformadas con los plasmidos pETBlue-1 sin inserto
(control negativo) o pETBlue-1/DcLcyb2. B. Espectros de absorcion de cada pico detectado
en A. 1: licopeno, 2: B-caroteno, 3: “otros carotenocides” (y-caroteno). Los perfiles de elucion
de HPLC de los cultivos control que contienen el vector de clonacion sin inserto muestran
predominantemente un solo pico, cuyo tiempo de retencién y espectro de absorcion
correspondié a licopeno. Los cromatogramas de la cepa co-transformada con el plasmidio
pET-Blue1/DclLcyb2 muestran la aparicién de al menos dos picos nuevos correspondientes -
caroteno y probablemente a y-caroteno, definido como “otros carotenoides”, de acuerdo al
tiempo de retencién y espectro de absorcion obtenidos. El pellet bacteriano de cada cepa
transformada se muestra a la izquierda de cada cromatograma. UA: Unidades de
Absorbancia.
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La cuantificaciéon de cada tipo de pigmento identificado mediante RP-HPLC fue
calculada aplicando ecuaciones previamente descritas (Lichtenthaler y Buschmann,
2001), para lo cual se determind el area bajo la curva correspondiente a los distintos
picos de cada perfil cromatografico en presencia y ausencia del inductor IPTG (1mM).
Estos valores fueron normalizados respecto al peso seco obtenido de una muestra de
cultivo liquido de los clones analizados, previo a la extraccion de pigmentos (seccién

2.5.14.2). Los resultados de la cuantificacién fueron tabulados en la tabla V.

Tabla V. Cuantificacion de pigmentos purificados a partir de clones de Escherichia coli
transformados con la construccion pETblue-1/DeclLeyb?2.
. Composicion de Cantidad de
Clon Carotenoides IPTG (1mM) camgnoi des (%) | pigmento (ppm)
fifssanac 59,88 + 15,83 110,7 + 25,57
; - 43,45 + 15,39 79,08 + 35,95
Clon 9 pETBIue- + 40,11 + 15,83 75,16+ 31,16
1/DeLeyb2 - 56,55 + 15,39 99,13 £ 29,16"
Carotenoides + 100 185,86+ 6,817
totales - 100 178,19 + 38,19
S - 100 150,77
Licopeno o 100 18?,?7
Control (-) + 0 0
pDS1B-AcrtY - 0 0
Carotenoides + 100 150,77
totales - 100 183,79
Los asteriscos indican diferencias significativas de cada clon en comparacion con su control negativo en
condiciones con y sin induccién. Test-t pareado de dos colas (p <0,05).

Los datos de concentracion de B-caroteno y licopeno detectados en porcentajes
preponderantes en los cromatogramas de RP-HPLC fueron graficados y analizados
estadisticamente en presencia y ausencia del inductor IPTG (Figura 13).

En primera instancia, se observé que la cantidad de B-caroteno acumulado por
la cepa pETBIlue-1/DcLcyb?2 es significativamente superior en presencia del inductor de

IPTG respecto a una condicidon no inducida. A su vez esta diferencia significativa se



34

repite con respecto al control negativo co-transformado con el vector pETBIue-1 sin
inserto, donde no se detecta formacidén de B-caroteno.

Por otra parte, la cepa transformada con la construccién pETBlue-1/DcLeyb2 en
presencia de IPTG, se puede observar que la cantidad relativa de licopeno con
respecto al control negativo pDS1B-AcrtY no es estadisticamente diferente, asi como
tampoco existen diferencias significativas con respecto al clon cotransformado en
ausencia del inductor IPTG . No obstante, existe una mayor produccién de B-caroteno
a pesar de no existir una conversién total de licopeno a B-caroteno.

De los resultados anteriores se puede determinar que el gen Dclcyb2 fue
capaz de complementar el fenotipo de la cepa mutante transformada con pDS1B-
AcrtY, restituyendo la ruta de sintesis de B-caroteno. Esto sugiere que en E.coli, el gen

DecLeyb2 es funcional y codifica una enzima con actividad licopeno B-ciclasa.



85

200+

B8 Control {-)
bud pETBlue-1/Dcleyb2

150- ¥ -
pETBlue-1/Dcicyb2 + IPTG

1004

Hg/g PS

504

Licopeno B-caroteno

Figura 13. Niveles de carotenoides producidos por LCYB2. Niveles de carotenoides
medidos mediante RP-HPLC y espectrofotometria en presencia y ausencia de IPTG (1mM).
Control {-) representa los niveles de pigmento purificados a partir de un cultivo liquido del
clon pDS1B-AcrtY cotransformado con el vector sin insertc pETBlue-1. Los asteriscos

indican diferencias significativas determinadas por un t-test pareado de una cola (p<0,05).

3.2. Objetivo especifico 2. Determinar la localizacion subcelular de

DcLCYB2 mediante la transformacién transitoria de hojas de Nicotiana

tabacum.

3.2.1 Clonacién del gen DcLcyb2 sit en el vector de entrada pCR®S.

La localizacion subcelular de la proteina DcLCYB2 fue determinada mediante la
construccion del vector pGWBS/DceLcyb2 s/t codificante para la proteina de fusién
DcLCYB2-GFP. Para la generacion de esta proteina recombinante, se amplificé por
PCR convencional un fragmento de 1.474 pb utilizando los partidores FORF ccs y
ROREF s/t ccs (Tabla |l1) de manera de aislar y clonar en el vector de entrada pCR®8, el

gen DcLcyb2 de D. carota L. sin el codén de término de la traduccion (Delcyb?2 sit).
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Como hebra molde se utilizd el ADN plasmidial del vector pCR®8/Dchyb2 (clon 7)
generado en esta Tesis de Magister (seccion 3.1.1), el cual contiene la secuencia
completa del gen DcLcyb2. En la Figura 14 se muestra la amplificacion del fragmento
de 1.474 pb correspondiente al gen DclLcyb2 sin el coddn de término de la traduccién
(DeLeoyb?2 sit). El control negativo (carril C-, Figura 14) no presenta amplificado, lo que
refleja una correcta manipulacién de las muestras y un desarrollo apropiado de la

técnica.

PM C() 18T PM 18T

T
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Figura 14. Amplificacién del gen DcLcyb2 sin codon de término de la traduccion.
A. Se amplificé un fragmento de 1474 pb correspondiente al gen Dcl.cyb2 de D. carota
L. a partir de ADN plasmidial (vector pCR®8!Dchyb2 clon 7). La secuencia del
fragmento amplificado no confiene el codén de término de la traduccion (carril 1 S/T).
Como control hegativo de la reaccién de PCR se usé agua nanopura como molde (carril
C(-)). B. Purificacién 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. Electroforesis en

gel de agarosa al 1% con BrEt. PM: Estandar de Pesa Molecular de 1kb.
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Una vez purificado el fragmento amplificado Dclcyb2 s/t de D. Carofa L. se
llevé a cabo la reaccién de ligacién con el vector pCR®8 y la transformacion de células
de E. coii quimio-competentes One Shot® Mach1™ (seccion 2.4.5).

Veinte colonias crecidas en presencia de espectinomicina (100 ug/mL) fueron
analizadas por PCR de colonia con el fin de identificar el fragmento de interés. Un total
de 17 colonias resultaron ser positivas para la amplificacién del fragmento DcLeyb2 s/t
(no mostrado). En paralelo, se exirajo el ADN plasmidial de las veinte colonias
seleccionadas inicialmente (secciéon 2.6.1.2) para luego digerir con las enzimas de
restriccion Hind lll y Eco RV simultdneamente, de manera de verificar la identidad y
orientacion del fragmento clonado en pCR®8 (Figura 15A)

La enzima Hind |ll corta una vez en el inserto, mientras que la enzima Eco RV
corta una vez en el vector pCR®8. De las veinte colonias cuyo ADN plasmidial fue
digerido, se obtuvieron nueve clones que presentaron dos bandas de 337 pb y 3956
pb. Este patrén corresponde a lo esperado para un vector que porta el inserto DcLcyb2
s/t en orientacién sentido respecto al origen de replicacion pUC y al sitio attL1. El
patrén de bandas para el inserto en antisentido es de 1371 pb y 2922 pb.

La figura 15B muestra una digestiéon representativa del ADN plasmidial de 10
clones analizados, donde 3 de ellos presentan el inserto en fase respecto al sitio de

recombinacion attL1.
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Figura 15. Digestion enzimatica de la construccién pCR®8/DcLcyb2 sft. A. Esquema
del vector pCR®8/DcLeyb2 sit donde se indica la ubicacion del inserto Deleyb2 sit (sin
codén de término) y los sitios de corte de las enzimas Hind Ill y Eco RV. B. Carriles 1, 2, 3,
4, 6 7, 8 9y 10: Digestion de ADN plasmidial de diez clenes que portan el vector
pCR®8/DcLcyb2 sit con las enzimas Hind Ili y Eco RV. Los clones 2, 4 y 7 muestran el
patrén de bandas de 337 pb y 3956 pb esperado para la insercién del fragmento clonado
en fase respecto al sitio de recombinacién attLt1 y al origen de replicacion pUC.
Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con BrEt. PM: Estandar de Peso Molecular de 1
kb.
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3.2.2 Construccién del vector binario pGWB5/DcLeyb2 sh.

Una vez obtenidos los clones positivos de pCR®8 que portan el fragmento
Dclcyb? sit en orientacion sentido respecto a attL1, se generd la construccion
pGWBS/DeLeyb2 s/t mediante recombinacidn sitio-especifica con el vector pGWBS
(17961pb) (Tecnologia Gateway®, seccion 2.6.3.2), con el objetivo de fusionar el
fragmento de interés al gen gfp, que codifica para una proteina fluorescente verde
utilizada como reportera de la proteina recombinante DclL.CYB2-GFP. Esta proteina
reportera fue fusionada en el extremo carboxilo, con el objetivo de no alterar la
configuraciéon del péptido de destinacion a plastidio, localizado en la regién amino
terminal de la secuencia aminoacidica de DcLCYB2, segun se predijo en esta Tesis
(seccién 3.1.2) y cuyo sitio de corte se encuentra entre los residuos de aminoacidos
Glutamina-42 y Cisteina-43 (Figura 8).

Los productos de la reaccién de recombinacion Gateway® se utilizaron para
transformar células quimio-competentes One Shot® Mach1™ (seccién 2.4.5), las que
se sembraron en medio LB sélido suplementado con el antibiético kanamicina (100
Hg/mL) como agente de seleccidon de la transformacién codificado en pGWBS. Como
control de la recombinacién se crecié una alicuota de células transformadas en medio
LB sodlido suplementado con los antibidticos kanamicina (100 pg/mL) y cloranfenicol (40
Hg/mL). Se seleccionaron 10 colonias que fueron analizadas por PCR de colonia para
la deteccién del fragmento DcLcyb2 s/t utilizando los partidores FORF ccs y RORF s/t
ccs (Tabla ). Todos los clones analizados resultaron ser positivos para la ampilificacién
del inserto (no mostrado). Posteriormente se prepard un cultivo liquido de cada colonia
analizada por PCR, y se purifico el ADN plasmidial que fue digerido con la enzima Hind
Il (Invitrogen), para verificar la orientacion del inserto DcLcyb?2 s/t respecto al promotor

358 CaMV presente en el vector pGWBS.
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La enzima Hind Il reconoce un sitio de corte dnico en el vector de expresion y
otro en el fragmento Dclcyb2 s/t (Figura 16A). Como resultado de la digestion del ADN
plasmidial de todos los clones analizados, se obtuvieron dos bandas de 2.128 pb y
15.714 pb. Como es de esperar en una reaccién de recombinacién sitio-dirigida, el
patrén de bandas obtenido indicé el clonamiento en sentido del inserto Dclcyb2 s/t
respecto al promotor 35S CaMV. La figura 16B muestra una digestion representativa
del ADN plasmidial de 5 clones analizados, donde se observa el patrén 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 enzima LR clonasa Il (Invitrogen) utilizada en la reaccién de recombinacion entre el
vector de entrada y el vector de destinacién (seccién 2.6.3.2), se trataria de un exceso
de ADN plasmidial del vector pCR®8/DcLeyb2 sit.

Adicionalmente, el ADN plasmidial de los clones C y D (Figura 15B), fue
digerido con las enzimas BstE |l y Sacl para corroborar la identidad y orientaciéon del
fragmento DcLcyb?2 s/t (no mostrado). Luego de confirmar la identidad y orientacion del
inserto en ambos clones, las construcciones fueron secuenciadas y posteriormente

fueron utilizadas para transformar Agrobacterium tumefaciens (seccion 2.4.8).
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Figura 16. Digestion de la construccion pGWBS5/DcLeyb2 s/t con Hind Hll. A. Esquema
representativo del vector pGWB5/DcLcyb2 st (17.842 pb) digerido con la enzima de
restriccion Hind Il donde se espera liberar un fragmento de 2.128 pb esperado para una
orientacién en sentido respecto al promotor 358 CaMV. B. Digestion con Hind Il del ADN
plasmidia! de seis clones de E.coli One Shot® Mach1™ (carriles A, B, C, D, E) que portan el
vector pGWBS/DcLcyb?2 sit (sin cod6n de término). Los clones C y D muestran la digestion
completa del vector a partir de la cual se obtuvo el patrén de bandas de 2.128 pb y 15.714

pb, esperado para la insercién del fragmento clonado en sentido respecto al promotor 358

CaMV. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con BrEt. S/D: Vector pGWBS5/DcLoyb2 sit
sin digerir. PM: Estandar de Peso Molecular de 1 kb.

3.2.2 Obtencion de Agrobacterium tumefaciens transformado con el
vector pGWB5/DcLcyb2 s/t.

Se obtuvieron colonias de A. tumefaciens GV3101 transformadas con la
construccion pGWBS/DelLcyb?2 s/t (seccién 2.4.8) a partir de las cuales se hizo un PCR
de colonias con los partidores FORF ccs y RORF s/t ccs, especificos para amplificar el
inserto DclLcyb2 sft completo (Tabla 1). Utilizando esta estrategia experimental se
corroboré de manera temprana que la construccién con el fragmento de interés

efectivamente se integré en el genoma de A. fumefaciens. L.a totalidad de los clones
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analizados resultaron ser positivos para la amplificaciéon del fragmento Declcyb2 sit

(Figura 17).

PM C1 C2 €3 C4 C5 C(+) <) pm

1.5kb—>

Figura 17. PCR de colonia de A. tumefaciens transformado con el vector
pGWBS5/DcLcyb2 s/t. En los clones positivos se observa una banda de 1476 pb
correspondiente al fragmento DcLcyb?2 s/ de D. Carota amplificado sin el codén de término
de la traduccién. C(-): Control negativo de la reaccién de PCR, se utilizé agua nanopura como
templado. C(+). Control positvo de la reaccion e PCR, se utilizé ADN plasmidial
pCR®8/DeLcyb2 sit como molde. PM: Estandar de Peso Molecular de 1kb. Electroforesis en

gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt.

La confirmacién de la correcta clonacién e insercién del inserto Delcyb?2 s/t en
el vector de expresion pGWB5 y en A. tumefaciens, permitieron proseguir con el
proceso de transformacién transitoria de plantas de Nicotiana tabacum (tabaco)
(seccidén 2.4.8) para determinar la localizacién sub-celular de la proteina DcLCYB2-
GFP. Con este objetivo se seleccionaron los clones C.3 y C.4 de Agrobacterium
tumefaciens (Figura 17) para la agroinfiltraciéon de hojas de tabaco y posterior analisis

mediante microscopia de fluorescencia confocal (seccién 2.9).
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3.2.4 Determinacion de la localizacion sub-celular de la proteina

DcLCYB2 mediante microscopia de fluorescencia confocal.

Para evaluar la localizacién sub-celular se empleé la construccion
pGWBS5/Dceleyb?2 s/, que codifica una proteina DcLCYB2 fusionada a la proteina
reportera GFP (DcLCYB2::GFP). Como control positivo se utilizd la construccién
358CaMV:recA:.yfp (gentileza de la Dra. Lee Meisel). En esta construccién el
fragmento codificante para el péptido de destinacién a cloroplastos de la proteina recA
fue clonado en marco, rio arriba de la secuencia completa del ADNc, codificante para
la proteina YFP en el vector pBI2 (Salinas y col., 2006). Por otra parte, el vector
pGWBS sin inserto, portador de la secuencia 358 CaMV:gfp se utilizé como control
negativo de la localizacién plastidial. Adicionalmente, la infiltracion de hojas de tabaco
con una solucidén de Agroinfiltracion que no contiene la bacteria fue utilizada como
control interno para descartar algun artefacto de la técnica. Los vectores mencionados
anteriormente se emplearon para transformar de manera transitoria, mediante agro-
infiltracion, hojas de tabaco silvestres y al cabo de 4 dias se realizaron cortes delgados
de tejido que se observaron bajo un microscopio de fluorescencia confocal (seccion
2.9) con el fin de detectar la fluocrescencia emitida por la proteina reportera GFP.

En el citosol de las células epiteliales que fueron infiltradas con una suspensién
de Agrobacterium tumefaciens transformadas con el vector pGWBS5/DclLcyb2 sit, se
observaron estructuras discretas, punteadas y de forma ovalada, cuyo patréon de
fluorescencia es caracteristico de los plastidios vegetales (Figura 18A). Este patron de
fluorescencia a su vez coincide con la emisién de autofluorescencia de la clorofila (rojo)
{(Figura 18B). Lo anterior fue verificado al detectar la sefial de color amarillo resultante

de la superposicién de la fluorescencia emitida en verde (GFP) y la fluorescencia
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emitida en rojo (clorofila) indicando la colocalizacién de las sefales (Figura 18C).

Para demostrar que las estructuras punteadas que colocalizan con la
autofiuorescencia de la clorofila son cloroplastos, agroinfitramos plantas con la
construccion 355CaMV:.recA:.yfp que contiene el peptido de destinacion de recA (recA
se localiza exclusivamente en cloroplastos). La Figura 18D muestra que el patron de
fluorescencia de recA:YFP también esta definido por estructuras punteadas y discretas
que fueron observadas previamente, tanto en preparaciones de hojas transformadas
con pGWBS5/Dclcyb2 sit asi como en estructuras asociadas con la autofluorescencia
de la clorofila. Esto se condice con lo observado en preparaciones de hojas infiltradas
sélo con una solucién de agroinfiltracion, descartando que el patron de fluorescencia
observado en verde se trate algun artefacto (Figura 18E). Debido al tamario pequefio
de la proteina GFP (251 aa), en general ésta se encuentra soluble en el citoplasma y
se distribuye hacia la membrana citoplasmatica y el nucleo 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 contorno celular, dado por la membrana y

la pared celular (Figura 18G).



95

Figura 18. Localizacion subcelular de la proteina DcLCYB2. A. Fluorescencia de células
epidermales de hojas de tabaco de dos meses de edad que fueron agroinfiltradas con A.
tumefaciens, transformadas con la construccion pGWBS/Delcyb?2 s/t para la expresion de la
proteina de fusién DcLCYB2:GFP. Después de 4 dias los explantes fueron observados por
microscopia de fluorescencia confocal donde se detectd un patrén de fluorescencia
punteado, de estructuras discretas, indicativo de la localizacién cloroplastica de
DcLCYB2.GFP. B. Emisién de éutofluorescencia de la clorofila contenida en los plastidios
de las células de tabaco agroinfiliradas. C. Colocalizacién de las sefiales 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 medio de
agroinfiltracion. F. Control Negativo: Fluorescencia de células epidermales de tabaco
transformadas con el vector sin inserto pGWBS5 indicando la localizacién citoplasmatica de
GFP soluble. Las cabezas de flechas blancas muestran la membrana plasmatica de la
célula. G. Imagen de contraste de fases sefialando la morfolegia y limites de las células
epidermales de tabaco que fueron transformadas. Las imagenes fueron capturadas con un
aumento de 40X (A-C) y 20X (D-G). La fluorescencia fue observada luego de la excitacion a
489 nm. Barra de tamafo: 20um (A-D) y 100um (E-G).
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Estos resultados fueron reproducidos utilizando dos clones distintos de
Agrobacterium tumefaciens, por lo tanto concluimos que la proteina DcLCYB2 se
localiza en los plastidios de la célula vegetal, compartimiento donde se lleva a cabo la
biosintesis de carotenoides y donde se ha reportado previamente que las enzimas
carotenogénicas cumplen su funcién. Finalmente, estos resultados dan cumplimiento al

objetivo especifico 2 propuesto en esta Tesis de Magister.
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3.3 Objetivo especifico 3. Expresion estable del gen DcLcyb2 en Nicotiana
tabacum (tabaco) mediante transformacion con Agrobacterium

tumefaciens.

3.3.1 Generacion de los vectores de destinacion pMDC32/DcLcyb2 y
pGWB2/DcLcyb2 mediante recombinacion Gateway®.

Una vez obtenidos los clones positivos pCR®8 que portan el fragmento de
Dcleyb2 clonado en fase respecto al origen de replicacion pUC y al sitio de
recombinacion attL1 (seccién 3.1.1), se generaron las construcciones
pMDC32/DcLeyb2 y pGWB2/Dcleyb2 mediante recombinacién sitio-especifica
(Tecnologia Gateway®, seccion 2.6.3.2) con los vectores pMDC32 (11752 pb; Curtis y
Grossniklaus, 2003) y pGWB2 (17236 pb; Nakagawa y col., 2007) respectivamente. El
vector pMDC32 contiene una copia doble del promotor 35S CaMV (2X35S) mientras
que el vector pGWB2 contiene una copia Unica de este promotor. Se ha reportado que
el uso de repeticiones en tandem del promotor 358 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 esta en el namero de copias del
promotor 358 CaMV, es gatillar niveles de expresién diferenciales del gen que se vean
reflejados en una diferencia en la cantidad o composicién de carotenoides en el
sistema heterdlogo transformado. De esta manera, se espera que la construccion
pMDC32/DcLcyb2 genere un mayor contenido de carotenoides respecto al sistema

transformado con la construccién pGWB2/Delcyb?2.
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Los productos de la reaccion de recombinacion Gateway® se utilizaron para
transformar células quimio-competentes One Shot® Mach1™ de acuerdo al capitulo de
Materiales y Métodos de esta Tesis (seccidon 2.4.5). Por cada vector utilizado en la
reaccion de transformacion se seleccionaron 5 colonias que fueron analizadas por PCR
de colonia para la deteccion del fragmento DelLcyb?2 utilizando los partidores FORF ccs
y RORF ccs c/t (Tabla Ill. Pizarro, 2008.) (no mostrado). Todos los clones analizados
resultaron ser positivos para la amplificacién del inserto. Posteriormente se preparé un
cultivo liquido de cada colonia analizada por PCR, y se purifico el ADN plasmidial que
fue digerido con la enzima Hind 1l (Invitrogen), para verificar la orientacidon del inserto
respecto al promotor 2X3538 CaMV, en el vector pMDC32, y respecto al promotor 358
CaMV en el vector pGWB2. Considerando que el clonamiento del fragmento de interés
se realizd por recombinacién sitio-especifica entre los sitios attL que flanquean el
fragmento en el vector de entrada y los sitios attR en el vector de destinacién, se
espera que todos los clones analizados presenten el fragmento DclLcyb2 clonado en
fase respecto al promotor de cada vector utilizado. Segun el analisis predictivo de la
secuencia de cada una de las construcciones generadas (Figuras 19A y 19C), existe
un sitio de corte Unico para la enzima Hind Ill hacia la regién 3’ del fragmento clonado
{nt 1255). Igualmente, en cada uno de los vectores de destinacion existe un sitio de
corte Unico para la misma enzima, que se encuentra rio arriba de la regién promotora
2X3585 (nt 2846) en el vector pMDC32, y a su vez, se encuentra rio arriba de la region
promotora 35S (nt 4952) en el vector pGWB2. Por lo tanto, tal como se esperaba, se
obtuvieron 2 bandas de 2208 pb y 13364 pb de tamafio como resultado de la digestién
del vector recombinante pDMC32/Dcicyb2 con un fragmento clonado en sentido
respecto al promotor 2X358 (Figura 19B), mientras que se obtuvieron 2 bandas de

2255 pb y 16593 pb como resultado de la digestion del vector recombinante
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pGWB2/DcLcyb2 con un fragmento clonado en fase respecto al promotor 358 CaMV
(Figura 19D). De este modo, contamos con cinco clones (1-5) que poseen el gen
DclLeyb2 clonado en sentido respecto al promotor 2X35S8 CaMV del vector pMDC32 y
cinco clones (6-10) cuya secuencia DclLcyb?2 esta en fase con el promotor 358 CaMV
en el vector pGWB2. Los clones y los plasmidos recombinantes 1-5 y 6-10, se
denominaron pMDC32/DcLeyb2 y pGWB2/DcLcyb?2 respectivamente. Los clones 3y 8
representativos de cada vector fueron seleccionados para transformar Agrobacterium
tumefaciens (seccion 2.4.8). Para identificar el fragmento DcLcyb2 en los clones de
Agrobacterium transformantes, por cada vector de expresion se analizaron por PCR de
colonia cinco colonias crecidas en presencia de rifampicina (20 ug/mL), gentamicina
(100 pg/mL) y kanamicina (100 ug/mL). Para ello se diluyé una muestra directa de las
colonias obtenidas en 10 pL de agua nanopura y se amplificd un fragmento de
aproximadamente 1,6 kb, usando los partidores FORF ccs y RORF c/t ccs (Tabla Il
Pizarro, 2008). Todas las colonias analizadas resultaron ser positivas para la
amplificacion del gen DcLcyb2 clonado en pMDC32, mientras que cuatro de cinco
colonias resultaron ser positivas para la amplificacion de Dclcyb2 en pGWB2 (Datos
no mostrados). Los clones de Agrobacterium tumefaciens 3.C, correspondiente a la
construccion  pMDC32/Decleyb2, y 8.J transformante para la construccidon
pGWB2/DcLeyb2, fueron seleccionados para la transformacién estable de Nicotiana

tabacum (tabaco) (seccién 2.5.2).
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Figura 19. Clonamiento del gen DcLcyb2 en los vectores pMDC32 y pGWB2. A.
Representacién esquematica de la digestion del vector pMDC32/DcLeyb2 con la enzima
Hindlli. B. Digestién de ADN plasmidial de los clones pMDC32/DcLcyb2 (1-5) con la enzima
Hindlll. Los numeros de cada carril corresponden al clon analizado. Todos los clones
presentan un pairén de migracion de bandas de 2208 pb y 13364 pb, indicando el
clonamiento en fase del inserto respecto promotor 2X35S CaMV del vector. Se encuadra en
rojo el carril correspondiente al clon 3, utilizado para la transformacion de Agrobacterium
tumefaciens. C. Representacion esquematica de la digestion del vector pGWB2/DcLcyb2 con
la enzima Hindlll. D. Digestion de ADN plasmidial de los clones pGWB2/DcLcyb2 (6-10) con
la enzima Hindlll. Los nimeros de cada carril corresponden al clon analizado. Todos los
clones presentan un patrén de migracién de bandas de 2255 pb y 16593, indicando el
clonamiento en fase del inserto respecto promotor 355 CaMV del vector. Se encuadra en
rojo el carril correspondiente al clon 8, utilizado para la transformacién de Agrobacterium
tumefaciens. P.M.: Estandar de peso molecular de 1 kb.
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3.3.2 Transformacion estable de Nicotiana tabacum c¢on las

construcciones pMDC32/DcLcyb2 y pGWB2/DclLcyb2.

3.3.2.1 Organogénesis somatica de explantes de tabaco transformados
con las construcciones pMDC32/DcLcyb2 y pGWB2/DcLcyb?2.

Luego de comprobar el clonamiento del gen DcLcyb2 en los vectores pMDC32
y pGWB2, se procedid a transformar, mediante Agrobacterium tumefaciens, explantes
de Nicotiana tabacum utilizando cada construcciéon de manera independiente (seccion
2.5.2).

Todos los explantes fueron incubados con Agrobactenum y luego fueron
depositados en medio MS sdlido sin agente de selecciéon durante 2 dias (periodo de
co-cuitivo). Posteriormente, los explantes fueron lavados con MS liquido y el antibidtico
cefotaxime para detener el crecimiento de la bacteria. Consecutivamente, los explantes
de hojas fueron cullivados in vifro para la regeneracion de planta completa mediante
organogénesis somatica de acuerdo a lo sefialado en Materiales y métodos (seccidn
2.5.2).

Por cada experimento de transformacién individual se realizé un control de la
transformaciéon utilizando explantes transformados mediante Agrobacterium con el
vector sin inserto correspondiente. Los explantes resultantes fueron cultivados en
medioc MS con el respectivo agente de seleccién. Como control positivo de la
regeneracion mediante organogénesis se utilizaron explantes no transformados

mediante Agrobacterium que fueron cultivados en medio MS sin agente de seleccion.
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La concentracion de cada antibiético definida como critica para la seleccién de
transformantes fue determinada a partir de curvas de concentracién generadas

previamente en el laboratorio (Ocarez, 2009; Moreno 2012).

En la figura 20 se observan las principales etapas del cultivo in vitro de un
explante de hoja de tabaco en presencia de distintos medios de cultivo (Tabla II)
suplementados con higromicina para la seleccidon de lineas transformadas con la
construccidon pMDC32/DcLeyb2 o con kanamicina, para la seleccion de lineas
transformantes pGWB2/DclLcyb?2.

Aproximadamente después de 3-4 semanas de cultivo en medio Nt (Tabla 1)
se observé la aparicién de brotes ubicados principalmente en los bordes de cada
explante y en las zonas donde fueron inferidos cortes en ia superficie de éste (Figura
20A). Previo a la aparicién de los brotes se observé la nodulacién de la zona que did
lugar a la formacién de éstos (Figura 20B). Se observé la aparicion de mas de un brote
por cada nddulo (Datos no mostrados).

Los brotes generados fueron fransferidos a medio Nftll para promover su
elongacién (Figura 20C y 20D). Luego de 4-5 semanas los brotes se cortaron en la
base y fueron transferidos a medio NElll para inducir el enraizamiento (Figura 20E). En
esta etapa, fue posible identificar transformantes por su habilidad de formar raices en
medio suplementado con antibidticos.

Una vez que los explantes se encontraban en la cuarta semana en Medio Nt. Il
luego de aproximadamente 14 semanas post-transformacién, fueron depositados en
frascos con medio Ntlll fresco (Figura 20F). Al cabo de 4 semanas, las plantulas
generadas fueron traspasadas a tierra en maceteros que fueron cubiertos con

receptaculos transparentes para evitar la evaporacién excesiva y la sequedad (Figura
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20G). Los maceteros se mantuvieron cubiertos en invernadero durante 2 semanas con
el objetivo de aclimatar las plantulas.

Después de varios experimentos de transformacion, el numero de lineas
generadas por cada vector recombinante con el inserto Dclecyb?2 alcanz6 las 25 plantas
aproximadamente. Por otra parte, fueron generadas dos lineas de plantas
transformadas con el vector pGWB2 sin inserto y, 4 lineas de plantas transformadas
con el vector pMDC32 sin inserto, las que fueron utilizadas como control en los
experimentos posteriores junto con plantas silvestres que fueron propagadas in vitro
para los mismos efectos.

Se observd que las plantas generadas y cultivadas en tierra no mostraron
diferencias morfolégicas en comparaciéon con las plantas silvestres o aquellas

transformadas con el vector de destinacién sin inserto (Figura 20H).
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Figura 20. Organogénesis somética de explantes de hojas de Nicotiana tabacum. A.
Medio Nt. | Temprano. Explantes de hojas de tabaco, con cortes en la superficie para la
transformacién con Agrobacterium tumefaciens, fueron cultivados in vifro en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) con sacarosa 2% a pH 5,8, utilizado como medio basal para el
cultivo de explantes, suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP) para la produccién de brotes
y con acido 3-indolbutirico (IBA) para la produccién de raices. B. Medio Nt. | Tardio. Formacion
de nédulos y brotes a partir de explantes de hoja transformados. Las flechas indican las zonas
de formacion de brotes que coinciden con los bordes del explante y con los puntos donde se
infirieron cortes en la superficie del tejido. C. Medio Nt. Il. Temprano. Aumento en el niimero de
hojas de aquellos brotes generados en medio NLI. D. Medio Ntll Tardio. Elongacién de brotes.
E. Medio Ntlll Temprano. Rizogénesis a partir de brotes de tabaco transformados con
Agrobacterium tumefaciens. F. Medio Ntlll Tardio. Separacién y cultivo en frasco de brotes
enraizados para promover una mayor elongacién y el aumento en el niamero de raices. G.
Cultivo ex-vifro temprano. Plantulas de tabaco regeneradas mediante organogénesis
somatica en proceso de aclimatacion en invernadero. H. Cultivo ex-vitro tardio. Morfologia de
una planta de tabaco aclimatada en invernadero 6 meses posttransformacion con
Agrobacterium tumefaciens. En la esquina inferior izquierda se muestra el fenotipo de la flor
generada por la linea transformante. En la Tabla Il se detalla la composicién de cada medio MS
utilizado en esta Tesis de Magister.
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3.3.2.2 Identificacion de las lineas de N. tabacum portadoras del gen

Dclcyb2.

Para determinar si las plantas regeneradas a partir de explantes de tabaco eran
transgénicas, se extrajo ADN gendmico (seccidén 2.6.1.3) a partir de las hojas de 18
plantas de tabaco regeneradas por cada construccion, incluyendo una linea control
transformada con el vector sin inserto y una planta silvestre en cada caso, y se realizd
un PCR convencional (seccién 2.6.4.3) con los partidores hpt F y hpt R (Tabla i) para
amplificar un fragmento de 624 pb que abarca una porcidén de la regién codificante del
gen hpt de resistencia al antibiético higromicina. Adicionalmente, como control de la
calidad del templado se realizé un PCR utilizando las mismas muestras de ADN
gendmico y los partidores 18S F y 18S R (Tabla Ill) que amplifican un fragmento de
196 pb del gen ribosomal 185 (Anexo. Figura suplementaria 3). De cada grupo de
lineas transformado con la construccion pMDC32/DcLcyb2 y pGWB2/Dclcyb2 de
manera independiente, 16 lineas resultaron haber incorporado en su genoma el gen de
resistencia a higromicina. Consecutivamente se seleccionaron 9 y 12 lineas
transgénicas para pMDC32/DclLeyb2 y pGWB2/Dcleyb2 respectivamente, que fueron
analizadas por RT-PCR (seccién 2.6.4.4) para determinar aquellas que portaban y
expresaban el gen DcLeyb2 de zanahoria. Con este objetivo se extrajo ARN mensajero
y se sintetiz6 ADNc que se utilizd como templado para la reaccién de PCR
convencional utilizando los partidores FORF ccs y RORF ccs cft (Figura 21). Como
control positive del PCR se utilizé ADN plasmidial correspondiente al vector
pCR®8/DcLcyb2 clon 7, mientras que como control negativo de la reaccion se utilizé
agua nanopura como templado. Adicionalmente, como control negativo de la

transformacion con el gen carotenogénico, se utilizé como templado ADNc extraido a
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partir de hojas de tabaco silvestre (8) y ADNc purificado de hojas de tabaco
transformado con el vector sin inserto (VSI). Como control de la calidad e integridad del
ADNc sintetizado, una alicuota de cada muestra se amplificé por PCR utilizando los
partidores 185 F y 185 R (196 pb) (Tabla lll) que amplifican un fragmento del gen
ribosomal 18S. A su vez, como control negativo de la reaccién de retrotranscripcion se
utilizaron muestras de ARN tratadas con DNAsa | que no fueron sometidas a la
reaccién con la enzima Transcriptasa Reversa. Como control positivo de la reaccién de
PCR utilizando los partidores 183 F y 185 R, se amplifico ADN genémico de hojas de
tabaco silvestre (Figura 21A).

En la figura 21A se observa que 8 de las 9 lineas transformadas con la
construccién pMDC32/DcLcyb2 resultaron ser positivas para la amplificacion del
tamario de banda esperado, demostrando que el gen Dclyb2 se expresa exitosamente
a nivel transcripcional. Por otra parte, la figura 21B muestra la amplificacion, a partir de
ADNc, del gen DcLeyb2 en 10 de las 12 lineas transformadas con la construccion
pGWB2/DclLeyb?2 indicando que en estas lineas el gen Dcleyb2 es transcrito.
Igualmente, estos resultados confirman la funcionalidad transcripcional de |a
construccién generada. En ambos grupos de lineas analizados se descarté una
contaminacién con ADN gendmico y por ende la existencia de falsos positivos, pues no
se detectd amplificacion de las muestras control (-RT) correspondientes a muestras de
ARN tratadas con DNAsa | que no fueron sometidas a la reaccién de transcripcion
inversa. La amplificacion positiva del fragmento 18S indicé la integridad y calidad

optimas de las muestras de ADNc.
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Figura 21. ldentificacién de lineas de tabaco transgénicas transformadas de manera
independiente con las construcciones pMDC32/DcLeyb2 y pGWB2/DcLcyb2. A. Analisis
RT-PCR de lineas de tabaco transformadas con la construccion pMDC32/DcLcyb2.
Amplificacion de un fragmento de 1612 pb correspondiente al gen Dclcyb2 de zanahoria
(arriba) y de un fragmento del gen ribosomal 18 S para verificar la calidad e integridad del
templado (abajo). Todas las lineas excepto L16 expresan el fragmento clonado en el vector
de destinacion pMDC32. A la derecha se muestra la imagen representativa de hojas de la
linea 9 que fueron usadas para los analisis moleculares. B. Andlisis RT-PCR de lineas de
tabaco transformadas con la construccion pGWB2/Dclcyb2. Amplificacion del fragmento
correspondiente al gen DcLcyb2 de zanahoria (arriba) y de un fragmento del gen ribosomal
18S para verificar la calidad e integridad del templado (abajo). En las lineas L5 y L11 no se
detectd expresion del gen Dclcyb2. A la derecha se muestra la imagen representativa de las
hojas de la linea 2 que fueron muestreadas para los andlisis moleculares. (-RT): Muestra de
ARN tratada con DNAsa |. +RT: Muestras de ARN sometidas a la reaccion de transcripcion
reversa. V8I: Templado de ADNc de hojas de tabaco transformadas con el vector sin inserto.
S: Muestras de ADNc de hojas de tabaco silvestre. C{-): Control negativo de la reaccién de
PCR utilizando agua como templado. C(+): Control positivo de la reaccién de PCR. PM:
Marcador de peso molecular.
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3.4 Objetivo especifico 4. Determinar el efecto de la expresion del gen
DcLcyb2 en los niveles de carotenoides y en la expresién de genes

endogénos claves de la ruta carotenogénica de Nicotiana tabacum.

3.4.1 Andlisis del contenido y composicion de pigmentos en lineas
transgénicas de tabaco transformadas con las construcciones

pMDC32/DeLeyb2 y pGWB2/DcLeyb?.

Luego de identificar las lineas transgénicas de Nicofiana tabacum que fuercon
transformadas con las construcciones pMDC32/Delcyb?2 y pGWB2/DcLeyb2, se realizé
la extraccién de pigmentos a partir de hojas de todas las lineas que expresaron €l gen
Delcyb2 (seccién 2.7.2). Como control negativo, se utilizd una planta silvestre (sin
transformar) de manera de que ambos grupos de plantas fueran comparables en
funcion del mismo control utilizando criterios comunes de seleccién de lineas
transgénicas para realizar analisis posteriores que permitieron establecer la relacién
entre niveles de pigmento detectados y niveles de expresién del transgen. No obstante,
también se realizé la extraccion de pigmentos de muestras de plantas transformadas
de manera independiente con los vectores sin inserto pMDC32 y pGWB2, donde los
niveles de pigmentos cuantificados no presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a los de plantas silvestres utilizadas en este ensayo (datos no

mostrados).

Los pigmentos extraidos fueron resuspendidos en éter de petrdleo y
posteriormente se midid la absorbancia de cada muestra a 474 nm. Finalmente se
determind la concentracion de carotenoides y clorofila utilizando las formulas descritas

en materiales y métodos (seccién 2.7.3). Para evaluar el perfil de carotenoides de las
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muestras de pigmentos extraidos a partir de las hojas de las lineas transgénicas para
Declcyb2 (seccion 3.4.2.2), se utilizaron 20uL de cada extracto y se analizaron
mediante RP-HPLC (seccién 2.7.4). En la figura 22 se grafican los niveles de B-
caroteno y luteina obtenidos para los exiractos de pigmentos de 8 lineas de N.
fabacum transgénicas para la construccion pMDC32/Dcleyb2 y de 10 lineas
transgénicas para pGWB2/DcLcyb2. Se observé un aumento del contenido de B-
caroteno en todas las lineas que expresaron el gen DclLcyb2 (Figura 22A).
Particularmente en 6 de las 8 lineas transgénicas para pMDC32/DcLcyb2 se determind
un aumento significativo del contenido de B-caroteno en comparacién con la linea
silvestre utilizada como control, alcanzando un incremento de hasta 1,88 veces
cuantificado en la linea L9. Por otra parte, 3 de 10 lineas fransformadas con
pCWB2/DcLcyb2 presentaron un aumento significativo de este antioxidante con un

aumento maximo de hasta 1,43 veces registrado en muestras de la linea L1.

Un comportamiento similar se observé al determinar el contenido de luteina
(Figura 22B). En particular, se detecté un aumento significativo de los niveles de
luteina en 7 de las 8 plantas transformadas con el vector pMDC32/DcLcyb2, con un
maximo de 1,82 veces de aumento registrado en la linea L4. Por otra parte, 3 de 10
lineas transformadas con pGWB2/DcLcyb2 presentaron un aumento significativo de
luteina con un maximo registrado de hasta 1,94 veces en muestras de la linea L1. Una
excepcion se detecté en la linea L7 transformada con el vector pGWB2/Dclcyb2,
donde se observé una leve disminucién de la cantidad de luteina, que estadisticamente
no es significativa. Adicionalmente, aquellas lineas transgénicas que presentaron un
aumento significativo en el contenido de B—caroteno, también presentaron aumentos

significativos en los niveles de luteina respecto a la muestra control, no obstante lo
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observado en la linea L3, transformada con la construccion pGWB2/DcLcyb2, donde
no se determind un aumento significativo del contenido de luteina, a pesar de tener

niveles significativamente superiores de B-caroteno en relacién al control.
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Figura 22. Contenido de B-caroteno y luteina en lineas de tabaco transgénicas que
expresan el gen DcLcyb2 de zanahoria. A. Niveles de B-caroteno determinados por RP-
HPLC en dos grupos de lineas de tabaco, de aproximadamente 6 meses de edad,
fransformadas de manera independiente con las construcciones pMDC32/Dclcyb2 y
pGWB2/Dclcyb2. Las lineas transformadas con la construccion pMDC32/Dclcyb2
muestran un incremento significativo de B-carotenc de hasta 1,88 veces en comparacién
con la muestra control (hojas de tabaco silvestre). B. Niveles de luteina determinados por
RP-HPLC en los dos grupos de lineas de tabaco transgénicas analizados en A que
expresan el gen Dclcyb2. Las lineas transformadas con la construccion
pMDC32/DcLcyb2 muestran un incremento significativo de luteina de hasta 1,82 veces en
comparacién con la muestra control. Se observa una mayor fraccién de lineas con
incrementos significativos de B-caroteno y luteina en el grupo de plantas donde la
expresion de Dclcyb2 estd comandada por el promotor 2X35S respecto al grupo de lineas
pGWB2/Dclcyb2. Los valores promedio + DS estan representados en forma de barras
verticales. Los valores promedios indicados con asteriscos son significativamente

diferentes (p < 0,05. Test ANOVA de una via. Post-test Bonferroni). *: p < 0.05; *™: p <
0.01; ***: p £ 0.001; *™*: p = 0.0001.
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Considerando que el total de carotenoides detectados en las muestras
analizadas estuvo compuesto principalmente por B-caroteno y luteina y que la ruta de
sintesis de estos pigmentos tiene al compuesto geranil geranil pirofosfato (GGPP)
como precursor comun con la ruta de sintesis de fitol, que constituye la molécula de
clorofila, se determiné la cantidad de carotenoides totales y clorofila en todas las lineas
transgénicas analizadas previamente. En la figura 23 se observan los niveles promedio
de carotenoides totales y clorofila de las lineas transgénicas agrupadas de acuerdo al
tipo de vector utilizado para la transformacién. En esta figura es posible apreciar que
en todas las plantas de tabaco que expresaron el gen Delcyb?2 se registrd un aumento
de los niveles de carotenoides totales (Figura 23A) y clorofila (Figura 23B), siendo de
hasta 1,84 y 1,74 veces, respectivamente, en las lineas transformadas con la
construccion pMDC32/DcLcyb2. En el caso de las plantas transgénicas
pGWB2/Dcleyb2 en la linea L1 se determind el aumento maximo de carotenoides
totales (1,56 veces) y clorofila (1,64 veces).

El aumento de los niveles de carotenoides totales fue estadisticamente
significativo en todas aquellas lineas que presentaron un aumento significativo en los
niveles de B-caroteno y luteina simultaneamente, aunque en el caso de la linea L1
transformada con el vector pMDC32/Dclcyb2 este aumento se correlacioné con un
aumento sélo de luteina, mientras que para la linea L3 transformada con la
construccion pGWB2/DelLeyb2 el aumento significativo de los niveles de carotenoides
totales sélo se detecté en funcidén de un incremento significativo de los niveles de B—
caroteno. En la mayoria de las lineas transgénicas donde se detecté un aumento
significativo de carotenoides totales, se detectd a su vez un aumento significative del

contenido de clorofila, alcanzando los 233,7 ug/g de peso seco cuantificados para la
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linea L1 (pMDC32/DcLcyb2) en comparacion a los 134,3 ug/g de peso seco detectados
en la muestra control. Ademas, la expresién de Delcyb2 comandada por el promotor
2X35S en el plasmido pMDC32 dio lugar a un mayor numero de lineas con
incrementos significativos de carotenoides totales y clorofila en comparacion con el

grupo de lineas transformadas con la construcciéon pGWB2/DcLeyb2
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Figura 23. Contenido de carotenoides totales y clorofila en lineas de tabaco
transgénicas que expresan el gen DcLcyb2 de zanahoria. A. Carotenoides totales
determinados por RP-HPLC en dos grupos de lineas de tabaco, de aproximadamente 6
meses de edad, transformadas de manera independiente con las construcciones
pMDC32/DcLeyb2 v pGWB2/DcLeyb2. Las lineas transformadas con la construccién
pMDC32/Dclcyb2 muestran un incremento significativo de carotencides totales de hasta
1,84 veces en comparacion con la muestra control (hojas de tabaco silvestre). B. Niveles de
clorofila determinados por RP-HPLC en los dos grupos de lineas de tabaco transgénicas
analizados en A que expresan el gen DclLcyb2. Las lineas transformadas con la
construccion pMDC32/Delcyb2 muestran un incremento significativo de clorofila de hasta
1,74 veces en comparacién con la muestra control. Los valores promedio + DS estan
representados en forma de barras verticales. Los valores promedios indicados con
asteriscos son significativamente diferentes (p < 0,05. Test ANOVA de una via. Post-test
Bonferroni). *: p< 0.05; **: p=0.01; ***: p £ 0.001; ***: p < 0.0001.
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Un resumen de la cuantificacion de carotenoides y clorofila para ambos grupos
de lineas analizados se presenta en la Tabla VI, donde se destacan los valores
maximos de veces de aumento de cada tipo de pigmento detectado en todos los
grupos de lineas de tabaco que expresan el gen DcLcyb2. De los datos tabulados se
infiere que en las plantas transformadas con la construccion pMDC32/Dclyb2 los
niveles de P-caroteno y luteina aumentan en promedio 1,63 y 1,59 veces
respectivamente en relacién a las plantas silvestres, mientras que los niveles de
carotenoides totales y clorofila aumentaron en promedio 1,63 y 1,44 veces cada uno.
Las plantas de tabaco que fueron transformadas con la construccién pGWB2/DeLcyb2
vieron aumentados sus niveles de B-caroteno y luteina 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 comparacion con lo

cuantificado para la linea control.
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Tabla VI. Perfil de carotenoides determinado por RP-HPLC de hojas de tabaco transgénicas de 6 meses de
edad, transformadas de manera independiente con las construcciones pMDC32/Dcleyb2 ¥
pGWB2/DcLeyb?2. Las lineas transgénicas expresan el gen de zanahoria Deleyb2,
Lineas pMDC32/Dclcyb2
Evento B-caroteno TiG Luteina TG Caft‘;g;’;des Tic Clorofila Tic
Control 3456 + 4802 5009 & 2018 4802 £ 6202 1343 + 123
L1 461 + 1696 133 738 £+ 196 148 7093 + 2031 145 2337 & 2136 17
L2 5912 + 5383 17 8615 + 1279 172 B288 % 8421 162 1856 + 3904 1.38
L3 50385 + 9238 172 8822 x 1236 1.76 B377 + 1287 171 1919 1 3704 1.43
L4 6342 + 1635 184 9128 *x 1342 1.82 8995 = 217 B4 2169 x 522 1.61
L7 8002 <+ 33819 174 8103 £ 5282 162 8334 + 5245 170 1861 + 145 1.38
L8 554.1 +  49.21 1.60 7728 £+ 8112 1.54 788 + 4061 161 196.1 + 2895 1.46
Le 6496 t+ 4331 1.86 8177 x= 9002 163 8852 £ 3651 1.83 200.8 + 1613 150
L12 4228 + 1236 1.22 58.05 <+ 1.807 116 5896 + 2483 121 1334 + 1828 089
Lineas pGWB2/DcLcyb2
Evento B-caroteno TIC Luteina TIC Car;]ottz;Tgédes TIC Clorofila T/C
Contrel 3456 + 48.02 5009 =+ 2018 4892 + 6202 1343 £ 12.3
L1 4935 + 8729 143 9732 £ 1813 g4 7616 + 1462 158 2204 + 6815 164
L2 4687 + 7905 136 7338 + 98868 146 6814 =+ 1087 139 175 + 2545 130
L3 4852 + 6691 140 6317 =+ 5742 126 6745 + 8196 138 1652 +£ 1286 116
L4 3847 + 3935 114 6334 + 3782 126 58389 x 4631 121 16889 + 1442 127
L6 M85 + 48839 121 6013 + 9012 120 5986 <+ TFBO7 122 1632 * 2584 114
L7 366.1 + 6799 1.06 4821 = 1046 098 5249 =+ 86868 107 1389 + 8945 1.03
L 408.2 + 6312 1.18 68.26 + 56313 1.36 6014 =+ 8706 123 1576 + 2477 117
L10 3737 <+ 1078 108 5582 =+ 9673 111 5466 = 1447 112 1488 £ 3372 111
L13 362 * 6518 1.08 5489 + 4722 110 5353 + 7924 109 1523 + 1378 113
L16 3564 + 3116 103 6337 + 7753 127 5478 + 5277 112 1672 + 2434 124
Gran parte de 10s eventos lransgenicos obtenidos presentan un incremento en el contenide de B-caroteno, luteina y carctenoides
totales respecto al cortrol (hojas de tabaco silvestre), sdlo se observa una excepcidn en los niveles promedio de luteina detectados en
la linea 7 transformada con el vector pGWB2/DelLoyb2. Los niveles de pigmentos estdn dados en pg/g de peso seco (PS). Los datos
representan el valor promedic + DS de tres réplicas técnicas. T/C: NUmero de veces de aumento de los niveles de pigmentos
cuantificados en lineas transgénicas (T) respecto al control (C). En rojo se destacan los valores maximos T/C.

Para determinar el patron de composicion de carotenoides en ambos grupos de
lineas transgénicas, los valores promedio de B-caroteno, luteina y una fraccién de otros
carotenoides que no fueron identificados en esta Tesis, fueron graficados en un
histograma de datos agrupados indicando la proporcién en la cual cada pigmento esta
representado (Figura 24). Adicionalmente, se determind la composicidén porcentual de
los carotenoides totales cuantificados para cada linea transgénica analizada. Estos
datos fueron tabulados y se adjuntan al pie de cada grafico de la figura 24. En general,
se observd que la mayoria de las lineas transgénicas analizadas presentaron un patrén
de composicion, y proporcién en la que cada tipo de carotenoide esta representado,

que es comparable al control.
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Figura 24. Patron de composicion porcentual de carotenoides en plantas de tabaco transgénicas pMDC32/DclLcyb2 y
pGWB2/DcLcyb2. A. Histograma de datos agrupados representando la fracciéon de B-caroteno, luteina y otros carotenoides que
componen los niveles de carotenoides totales de las lineas transgénicas pMDC32/DcLcyb2. B. Niveles de carotenoides totales
representados en funcién de los niveles de B-caroteno, luteina y otros carotenoides, detectados en lineas transformadas con la
construccion pGWB2/DcLcyb2 que expresan el gen DclLcyb2. Al pie de cada grafico aparecen tabulados los datos de porcentajes de
representacion de B-caroteno, luteina y otros carotenoides detectados en cada linea transgénica analizada. Los porcentajes fueron
calculados a partir del nivel promedio obtenido de tres réplicas técnicas por cada tipo de pigmento en cada linea.
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Para determinar si la diferencia observada en la composicion de B-caroteno
entre los dos vectores utilizados, era significativa, se analizaron los 3 valores maximos
de B-caroteno obtenidos en cada grupo de lineas transgénicas. Se observé que el
grupo de lineas transformadas con la construccién pMDC32/DclLcyb2 presenta de
manera significativa un mayor contenido de f—caroteno en comparacion con los niveles
detectados en lineas transformadas con la construccion pGWB2/DclLeyb2 (Test de T
de una cola no pareado. P value: 0,0062. Datos no mostrados). De acuerdo a estos
resultados y considerando que el grupo de plantas transformadas con la construccion
pMDC32/DcLcyb2 presentd un mayor porcentaje de lineas con un aumento
significativo de la cantidad de B-caroteno y luteina en comparacién a lo observado en
el grupo de lineas pGWB2/DcLcyb2, se utilizd el grupo de plantas transformadas con la
construccion pMDC32/DclLcyb2 para los experimentos realizados posteriormente en
esta Tesis,

El efecto de la transformacion con los vectores pMDC32/Dclcyb2 vy
pGWB2/DcLcyb2 en los niveles de B-caroteno de las lineas transgénicas que
expresan el gen Dclcyb2, determind la generacion de fenotipos contrastantes. Esto
seria una primera aproximacién que daria cuenta de la regulacién del contenido de
carotenoides mediante la expresion de DcLecyb2 a nivel transcripcional, considerando
que la expresion del gen DcLeyb2 comandada por el promotor 2X35S esté asociada a
un incremento significativo de los niveles de B-caroteno, luteina y carotenoides totales.
Este incremento a su vez es significativamente superior, y se detecta con mayor
frecuencia, en comparacién a lo observado cuando la expresion del gen DcLcyb2 es
comandada por una copia simple del promotor 358, contenida en el vector pGWB2.

Los resultados obtenidos fueron considerados un antecedente preliminar para

determinar el efecto de la regulacidon de la expresion génica en el contenido de
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carotenoides en hojas de Nicotiana fabacum.

3.4.2 Analisis de la expresion del gen DcLcyb2 en lineas transgénicas de
tabaco transformadas con la construccion pMDC32/DcLcyb2.

Para determinar si existe correlaciéon entre los distintos niveles de B-caroteno
detectados en las lineas de tabaco transformadas con el vector pMDC32/DcLeyb?2 y los
niveles de expresidn del gen DcLcyb?2, los niveles de transcrito de 6 de las 8 lineas que
fueron analizadas previamente por RP-HPLC (Tabla VI) fueron cuantificados por PCR
en tiempo real (seccién 2.6.4.5). Estas lineas fueron seleccionadas considerando los
tres niveles mas bajos de B-caroteno (lineas L1, L8 y L12) y los tres niveles mas altos
detectados (lineas L4, L7 y L9), de manera de evaluar los niveles de expresion génica
en fenotipos contrastantes con un mismo background genético. En esta Tesis, los
grupos de tres lineas seleccionadas fueron identificados como “B-min” y “B-max” en
funcién de los niveles de PB-caroteno minimos y maximos cuantificados
respectivamente.

Para analizar la expresién del gen Dclcyb2 de zanahoria en las diferentes
lineas transgénicas de N.tabacum, se extrajo ARN (seccién 2.6.1.4) a partir de las
hojas de plantas de aproximadamente 6 meses de edad. La sintesis de ADNc se
realizé considerando los parametros de calidad y pureza requeridos para los
experimentos de PCR en tiempo real (2.6.1.5). La amplificacién de un fragmento del
gen DcLcyb2 de zanahoria se realizé utilizando los partidores Fleyb2q y Rlcyb2q (Tabla
), que amplifican un fragmento de 151 pb.

En la figura 25A aparecen graficados los niveles de transcrito del gen Decleyb2

de cada linea transgénica analizada. Estos fueron relativizados a los niveles de
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transcrito del gen 78S y, calibrados en funcion de la expresién, considerada como 1, en
la linea transformada con el vector sin inserto pMDC32. Utilizada como control
negativo, dado que todas las lineas seleccionadas correspondientes a los grupos “B-
min” y “B-max” fueron transformadas con la construccion pDMC32/DcLeyb2, por lo
tanto se trata del control que mejor se ajusta al background genético de estas lineas en
comparacion a las plantas silvestres utilizadas como control negativo en experimentos
de HPLC realizados previamente. Considerando ademas que los niveles de pigmentos
cuantificados en lineas tranformadas con el vector sin inserto pMDC32 no presentaron
diferencias estadisticamente significativas respecto a los de plantas silvestres
utilizadas en este ensayo (datos no mostrados), fue posible considerar ambos
controles como equivalentes para este tipo de experimentos. Se observa que existen
diferencias significativas entre los niveles de transcrito de las lineas analizadas. En 2
de las 3 lineas que poseen los niveles de B-caroteno mas altos (L7 y L9), los niveles de
transcrito superan significativamente los niveles de transcrito de las lineas L1 y L8
representativas de los niveles de [-caroteno mas bajos. Por otra parte, las lineas L12 y
L4 presentaron niveles de transcrito intermedios y ambas fueron significativamente
diferentes respecto a los niveles de transcrito tanto maximos como minimos que fueron
detectados.

Se realizdé un analisis estadistico comparativo entre los valores promedio de
transcrito entre ambos grupos y se verificdé que los niveles de transcrito del gen
DcLcyb2 en lineas del grupo “B-max”, con alto contenido de B-caroteno, superan
significativamente los niveles de mensajero en el grupo “B-min” (Figura 25B). También
realizamos un anélisis estadistico comparativo entre los niveles promedio de B-
caroteno de ambos grupos para determinar si existen diferencias significativas entre

ambos. Es asi como se validé la existencia de fenotipos contrastantes para el
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contenido de B—caroteno (Figura 25C).

En ambos tipos de analisis se determiné que existe una diferencia significativa
entre ambos grupos de lineas, lo que hace presuponer que un incremento significativo
en el contenido de B—caroteno esta regulado por un aumento significativo de los niveles

de transcrito del gen DcLeyb2.
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Por lo tanto, de acuerdo a lo observado en la figura 25, existe una correlacién
positiva entre los niveles de B-caroieno y los niveles de transcrito Dclcyb?2 detectados
en las hojas de las lineas transgénicas que expresan el gen de zanahoria.
Considerando que la produccién de (3-caroteno es el producto directo de [a actividad de
la enzima Licopeno B-ciclasa, estos resultados sugieren fuertemente que el gen
Dclcyb2 codifica para una enzima funcional en el sistema heterdlogo Nicotiana
tabacum.

Dado que la expresion del gen DeLeyb2 en algunas lineas es significativamente
mayor respecto a la linea L1, donde se registran los niveles mas bajos de transcrito,
para andlisis posteriores realizados en esta Tesis, este incremento significativo de los

niveles de transcrito fue definido como una sobre-expresién del gen DcLcyb?2.

3.4.3 Efecto en la expresion de los genes carotenogénicos endégenos de
plantas de tabaco transgénicas que expresan altos niveles de transcrito
del gen DcLcyb2 de D.carota L.

Si bien se observé una correlacién positiva entre los niveles de B-caroteno y los
niveles de expresién del transgen Dclcyb2 detectado en las hojas de las lineas
analizadas, lo que presume la funcionalidad del gen in vivo, es importante determinar el
efecto que puede causar el transgen sobre |a expresién de genes enddgenos claves de
la ruta de sintesis de carotenoides tales como el gen fitoeno sintasa (psy) o lycopeno B-
ciclasa (lcyb).

Esto podria ocurrir debido a una regulacién positiva o negativa de la
funcionalidad de genes endégenos ya sea a nivel transcripcional o post-transcripcional.

Paralelamente esto podria explicar el aumento de los carotenocides totales que se
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Figura 25. Analisis de qRT-PCR de los niveles de transcrito de DclLcyb2 en tabaco
transgénico. A. Niveles de transcrito del gen Dclcyb?2 en lineas de tabaco transgénicas Tg
que expresan el gen Dclcyb2 comandado por el promotor 2X358 CaMV. Los valores
corresponden a duplicados técnicos para cada linea los cuales estdn normalizados frente a la
expresion del gen 185 y calibrados frente a la expresiéon de DcLeyb2, considerada como 1, en
la planta control transformada con el vector sin inserto pMDC32. Los niveles de B-caroteno
detectados previamente para cada linea fueron tabulados al pie del grafico. B. Expresion
promedio de DcLeyb2 en las lineas L1, L8 y L12, representadas como “B-min”, y en las lineas
L4, L7 y L9 agrupadas en “B-max”. C. Niveles de B-caroteno, expresados en pg/g de peso
seco, de los grupos “B-max” y “B-min”, calculados a pariir de cantidades detectadas
previamente por HPLC en cada linea representativa. En lineas del grupo “B-méax” se observa
un aumento de 2,8 veces en el nivel de expresion promedio para Dclcyb2, que esta asociado
a un aumento de 1,3 veces en la cantidad promedio de B-caroteno, respecto a lo observado
en “B-min”. Las barras verticales representan el promedio + DS de las replicas técnicas. Las
letras denctan diferencias significativas entre los promedios de expresién de cada linea frente
a las demas lineas del analisis (ANOVA de una via. Post-test Bonferroni). Los asteriscos
denotan diferencias significativas entre los grupos de lineas analizados (Test de T de una
cola, datos no pareados.**: p<0,01).
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detectd en el total de lineas que expresaron el gen DelLcyb2.

Con este objetivo se determiné la expresion de los transgenes enddgenos
Ntpsy1 (GenBank: JF461341.1), Nipsy2 (GenBank: JX101475.1) y Ntleyb (CrtlL-1.
GenBank: X81787.1), mediante PCR cuantitativo en tiempo real (seccién 2.6.4.5) en 3
lineas (L4, L7 y L9) representativas del grupo “B-max” que en esta Tesis fueron
identificadas como lineas que sobre-expresan el gen DclLcyb2. En la Figura 26 se
observan los niveles de expresion de los genes Nipsy1, Nipsy2 y Ntlcyb de Nicotiana
tabacum en las hojas de las lineas seleccionadas. Los niveles de expresion de estos
genes se encuentran relativizados a los niveles de expresion del gen 18S. En esta
figura es posible apreciar que la expresion del gen Nfpsy? en las hojas de 2 de 3 lineas
transgénicas (L7 y L9) aumenta significativamente con respecto a la linea transformada
con el vector sin inserto pMDC32 (Figura 26A), mientras que la expresion de Nipsy2
aumenta significativamente en todas las lineas que sobre-expresan el gen Dclcyb2
(Figura 26B). Por otro lado y en general, la expresion de Ntlcyb no aumento
significativamente en 2 de las 3 lineas analizadas (L4 y L9). No obstante en la linea L7
se detectd un incremento en los niveles de transcrito, en la linea L4 se detectdé una

disminucion de éstos (Figura 26C).
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Figura 26. Expresion relativa de ios genes carotenogénicos Nipsy1, Nipsy2 y Nticyb
en lineas de tabaco que sobre-expresan el gen Dclcyb2 de zanahoria. A-C: genes
Ntpsy1, Nipsy2 y Ntlcyb. Niveles de transcrito de genes endégenos en lineas de tabaco
transgénicas Ty que sobre-expresan el gen Dclcyb2 comandado por el promotor 2X358
CaMV. Los valores corresponden a los duplicados técnicos de dos réplicas biolégicas para
cada linea, los cuales estan normalizados frente a la expresion del gen 78S y calibrados
frente a la expresion del gen de interés en la planta control transformada con el vector sin

inserto pMDC32. Los asteriscos denotan diferencias significativas en comparacién al
control, determinado por Test de T no pareado de dos colas. *: p<0,05; *** p<0,001.
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Los niveles de transcrito de los genes carotenogénicos enddgenos y el gen
DclLecyb2 de zanahoria detectados en las lineas transgénicas analizadas aparecen

tabulados en la Tabla VII.

Tabla VIl. Niveles de transcrito de genes carotenogénicos endégenos en tabacos que sobre-expresan
el gen Deleyb2 de zanahoria.

Nt psy1 Nt psy2 Nt ieyb DcLeyb2
Evento
Control | 1.06 + 0.49 + 0.03 1.00 t 0.04 1 £ 1
L4 1.75 + 0.02 * 0.02 0.69 * 0.01 53070 * 1974
L7 2.86 + 0.16 * 0.04 1.37 % 0.05 94900 + 1789
LS 2.84 t 0.10 + 0.01 0.90 + 0.06 111600 + 3883

Datos de PCR en Tlempo real que corresponden al valor promedio t DS de dupficades técnicos de dos réplicas biologicas
obtenidas por cada linea, los cuales estan normalizados frente a la expresién del gen 785 y calibrados frente a la
expresién del gen de interés en la planta control, transformada con el vector sin inserto pMDC32. En rojo se destacan los
valores relativos maximos de transcrito.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta seccién, que dan cumplimiento
al objetivo especifico nimero 4 planteado en esta Tesis, se observa que la expresion
del gen DcLcyb?2 esta asociada a un aumento significativo en los niveles de B-caroteno,
luteina y carotenoides totales asi como en general, la sobre-expresion del gen esta
asociada a un aumento de los niveles de transcrito endégenos de Nipsy7 y Nipsy2,
pero no de Ntlcyb, lo que sugiere fuertemente que el gen DclLcyb?2 tiene funcionalidad
in vivo y codifica para una enzima con actividad lycopeno B-ciclasa en el sistema

heterélogo Nicotiana tabacum.



DISCUSION

4.1 Aislamiento y analisis de secuencia de DcLCYB2.

La ciclacién del licopeno es un paso clave en la sintesis y en la regulacién de la
composicion 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 5-caroteno, produciendo B- y a-caroteno, respectivamente. Antes de iniciarse
esta Tesis de Magister, se habia descrito en zanahoria la existencia de dos genes lcyb
que se expresaban tanto en hojas como en la raiz modificada: un gen DclLcyb?, cuya
expresién aumenta durante el desarrollo, predominando su expresion en hojas
respecto a la raiz modificada de plantas adultas (Just y col., 2007; Fuentes, 2008;
Ocarez, 2010; Moreno 2013) y un gen DclLcyb2, cuya expresion es mayor en raiz
respecto a los niveles de transcrito detectados en hoja (Just y col., 2007; Ocarez 2010;
Moreno y col., 2013). Sin embargo, unicamente se disponia de las secuencias
anotadas de estos genes y la funcionalidad de éstos no habia sido comprobada. El
grupo de Just identificé y anoté el gen DelLcyb2 como una enzima con motivos tanto
Licopeno Ciclasa como Capsantina Capsorubina Sintasa (enzima que produce
capsantina y capsorrubina a partir de anteraxantina y violaxantina respectivamente).

En este trabajo se aisldé la secuencia codificante completa de la licopeno B-
ciclasa 2 a partir de material vegetal de Daucus carota var. Nantes.

Analsis comparativos de la secuencia aminoacidica de DcLCYB2 indican que
esta proteina tiene entre un 70% y un 77% de identidad a nivel de secuencia primaria
con las LCYBs de otras plantas identificadas hasta la fecha, tales como la LCYB de

Actinidia deliciosa (77%. GenBank: ACJ66629.1), la LCYB especifica de cromoplastos
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de Citrus paradisi (76%. GenBank: ACX37456.1) o la LCYB de Fragaria x ananassa
(73%. GenBank: AFR11777.1). A su vez, la secuencia aminoacidica DcLCYB2
caracterizada en esta tesis presenté un 59% de identidad con la correspondiente a
DcLCYB1 de zanahoria y un 99% de identidad aminoacidica con la correspondiente a
DcLCYB2 publicada por Just y col., el 2007. Un porcentaje de identidad aminoacidica
superior al 50% sugieren una alta conservacién de motivos proteicos presentes en
enzimas de tipo licopeno P-ciclasa cuya funcionalidad ya ha sido demostrada.
Analizando en detalle la secuencia aminoacidica de DcLCBY2, se detectd un
péptido sefial de importacidn a plastidios en la regién amino-terminal (Figura 7), el cual
incluye un motivo altamente conservado, marcado en la Figura 7 (seccion 3.1.2 ) como
“Regién Conservada en LCYBs”, que se ha propuesto como determinante para la
asociacion de estas proteinas a la membrana (Hugueney y col., 1995), requisito
indispensable para la correcta actividad catalitica (Beyer y col., 1991). Adicionalmente,
en la secuencia de DcLCYB2 se identifico un motivo de unién a dinucleétido (Figura 7),
conservado en LCYBs vegetales y bacterianas. También se identificaron diversos
motivos (MCI, MCII y regidn cargada, en la Figura 7) altamente conservados en LCYBs
de plantas y cianobacterias y moderadamente conservados en LCYBs de bacterias.
Adicionalmente, se identificé un “Motivo B-ciclasa” altamente conservado en LCYBs de
plantas. Estas regiones podrian constituir dominios implicados en la interaccion
enzima-sustrato y/o en la catalisis (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996;
Bouvier y col., 1997). Segun estudios previos, las LCYBs de plantas poseen hélices a
con localizacién transmembrana (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996). En
particular, y de acuerdo con los resultados de Hoffman y Stoffel (2006), el paquete
informatico TMpred predice una localizacidon transmembrana de las hélices a del

extremo carboxi-terminal 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 unién a la membrana de esta enzima sea
un requisito fundamental para su funcionalidad, al igual que sucede en otras enzimas
implicadas en la biosintesis de carotenoides como PSY (Schiedz y col., 1996; Welsch y
col., 2000) y PDS (al Babili y col., 1996; Bonk y col., 1997).

Este analisis in silico fue considerado como un antecedente clave para

determinar que el gen DcLeyb2 codificaria para una enzima funcional.

4.2 Caracterizacion funcional del gen licopeno B-ciclasa 2 de Daucus
carota L. en E.coli.

La actividad licopeno ciclasa de la proteina DcLCYB2 aislada de Daucus carofa
se evalud mediante ensayos de expresion heteréloga en una cepa de Escherichia coli
productora de licopeno. La expresion de DcLcyb2 en esta cepa de E.coli produjo un
cambio en la coloracién de las colonias, de rojo a naranja indicando que el gen codifica
para una enzima capaz de convertir el licopeno en otro carotenoide (Figura 11). Al
analizar los carotenoides presentes en los cultivos bacterianos transformados con el
gen Dclcyb2, se detectd la aparicion de dos nuevas senales o picos que fueron
identificados como B-caroteno y, como un compuesto sefialado como “otros
carotenoides” (Figura 12 y Figura 13) el cual se presume corresponderia a y-caroteno,
de acuerdo al tiempo de retencién observado y al espectro de absorbancia obtenido
(Teramoto y col., 2003; Zhang y col., 2013). Ambos parametros coinciden con aquelios
que caracterizan al carotenoide monociclico. Considerando que el y-caroteno es un
carotenoide producido a partir de la B-ciclacién de un Gnico extremo de la molécula de

licopeno (Figura 3), estos resultados sugieren fuertemente que DclLcyb2 codifica para
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una enzima con actividad licopeno B-ciclasa catalizando la formacién de licopeno a B-
caroteno mediante la formacién de y-caroteno. Lo anterior difiere con lo observado en
experimentos de complementacion heteréloga de DcLecyb! (Moreno 2010; Moreno y
col., 2013) donde no se detectd un pico similar indicando la formacion de y-caroteno.
Sin embargo, estos resultados sugieren que ambas enzimas tendrian actividad
licopeno B-biciclasa. En 2010, Moreno propone en su tesis de pre-grado que esta
diferencia en la generacién del intermediario y-caroteno (Figura 3) seria el resultado de
una menor actividad de la enzima DcLCYB2 respecto de la enzima DcLCYB1,
descartando la probabilidad de que ambas enzimas participen en mecanismos de
ciclacién diferentes, independientes y compartimentalizados en la via carotenogénica.
Para comprobar lo propuesto por Moreno (2010), seria interesante realizar ensayos
comparativos de determinacion de la actividad enzimatica in vitro a partir de extractos
de proteina purificada. Asi también, es importante realizar ensayos adicionales que
corroboren la identidad del compuesto indicado en esta tesis como “otros-carotenoides”
(Figura 12), y que se presume corresponderian a y-caroteno (Teramoto y col., 2003,
Zhang y col., 2013). No obstante lo anterior, no se descarta que exista una diferencia
en la actividad entre DcLCYB1 y DcLCYB2 considerando los cambios de aminoacidos
detectados en DcLCYB2 en algunos de los motivos conservados en las LCYBs (Figura
7). Por ejemplo, en la “Regién Conservada en LCYBs”, la conservacion de la secuencia
en DcLCYB2 es parcial, siendo éste un motivo importante para la asociacion de estas
proteinas a la membrana, determinando su funcionalidad (Beyer y col., 1991;
Hugueney y col., 1995). Sin embargo, los cambios de aminodcidos citados no parecen
alterar la estructura secundaria caracteristica lamina B/ hélice o/ lAmina § del bolsillo de
unién a NADH (Figura 8), cuya configuracién también es un factor relevante en la

actividad de las enzimas LCYB’s. Por lo tanto, es importante ponderar el grado de
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impacto que tendria cada uno de los cambios detectados de aminoacidos en relacién a
una mayer o menor actividad enzimatica, considerando ademas que se ha reportado
que incluso el cambio de un Gnico aminoacido en la secuencia aminoacidica de LCYE,
determina la actividad mono o biciclasa e incluso la ausencia de actividad (Cunnigham
y Gantt, 2001). Considerando este antecedente, una estrategia alternativa para
analizar los sitios activos de estas proteinas seria la realizacion de ensayos de
mutacién sitio dirigida o el modelamiento del mecanismo de unién de sustrato en
funcién de cofactores descritos para las LCYB’s. De esta manera es factible determinar
un indicador de eficiencia en la actividad. Sin duda, ia deteccion de la proteina
DclLCYB2 obtenida de extractos de E.coli complementada corroborarian de manera
directa que la expresion del gen Dcleyb2 se traduce en la sintesis de una proteina.
Para demostrar esto, uno de los ensayos mas usados y practicos es la realizaciéon de
western blot, sin embargo, hasta la fecha no existen anticuerpos comerciales
disponibles para la deteccion de enzimas Lycopeno @-Ciclasas de plantas. Es
importante sefalar que la eficiencia de conversion de licopeno in vivo por parte de
DcLCYB2 podria variar de la directamente cuantificada de los ensayos funcionales de
complementacion heterdloga realizados. Para sortear esta dificultad, generalmente se
expresan proteinas de fusion con epitopes marcadores tales como “His-tag”, para
detectar y determinar la actividad de la enzima en estudio. En esta Tesis de Magister
se descartd la generacién de proteinas de fusién, considerando que se ha reportado
gue la incorporacion de estos fragmentos aminoacidicos puede alterar la actividad de
la enzima en estudio (Aradjo y col., 2000; Halliwell y col., 2001; Freydank y col., 2008),
lo cual implica una condicién fundamental al momento de detectar falsos negativos o
falsos positivos. No obstante, los resultados de localizacién sub-celular de la proteina

de fusién DcLCYB2-GFP que son discutidos mas adelante (Seccién 4.2) dan cuenta de



133

la deteccién del producto proteico de la expresion del gen Delcyb2.

Dado que se ha demostrado que el citoplasma de E.coli es bioquimicamente
similar a los plastidios (Gallagher y col. 2003), los ensayos de expresion heteréloga en
E.coli son un sistema adecuado para evaluar la actividad licopeno ciclasa de proteinas
de plantas, como ya se ha comprobado con anterioridad (Cunningham 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, Inoue y col,,
2006). Sin embargo, en este sistema experimental las enzimas no son ensambladas,
procesadas, ni modificadas post-traduccionalmente del mismo modo en que lo serian
en las células vegetales. Adicionalmente, existen una serie de factores que influyen
claramente en los ensayos funcionales en E.coli, tales como el tipo de plasmido
utilizado para la expresion heteréloga, el tiempo de incubacién (Alquézar et al, 2009) y
la temperatura de crecimiento de los cultivos, el vector utilizado para generar una cepa
de E.coli productora de carotenoides e incluso la cepa de E.coli (Hanahan, 1983;
Waurtzel y col., 1997). Estos factores alterarian la eficiencia de la actividad enzimatica
en cuestion en relacién a su condicién in pfanta, por lo tanto los rendimientos o niveles
de pigmentos obtenidos aportan antecedentes aproximados para caracterizar la
actividad de DcLCYB2 asi como para establecer analisis comparativos con otras
LCYB’s.

Considerando gue: 1) La ruta de sintesis de carotenoides introducida en la cepa
de E.coli BL21-DS1B (Niklitschek y col., 2008), utilizada en esta Tesis como control
positivo, esta representada solo por los genes que conforman los principales pasos
enzimaticos de la via, es decir, no existen otros genes que podrian interferir
directamente con la acumulacién de B-caroteno, y 2) Considerando que el gen mutado

AcrtY introducido en el vector pDS1B genera la cepa E.coli BL21-AcrtY que acumula
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licopeno y presenta colonias de color rojo, y que en comparacion al fenotipo de color
de colonias anaranjado de la cepa control positivo, se concluye que el Unico factor que
determina la diferencia de los fenotipos observados es la actividad de la enzima
Licopeno B-ciclasa, por lo tanto, se concluye que en E.coli BL21-AcrtY, el gen DeLcyb2
codifica para un producto proteico que metaboliza licopeno para producir B-caroteno.

La existencia de dos genes que codifican B-LCYs, cada uno de ellos con un
patrén de expresion caracteristico, ha sido descrita en frutos como tomate, pimenton,
papaya, naranja y sandia. En tomate, el gen que codifica la LCYB canoénica (B-LCY7)
se expresa en hojas y tejidos verdes del fruto, disminuyendo su expresion durante la
maduracién (Ronen y col., 2000; D'Ambrosio y col., 2004), mientras que el gen B (que
codifica una LCYB2) se expresa de forma transitoria en frutos madurando y no se
detecta en hojas (Ronen y col., 2000). En pimentén, el nivel de expresion del gen leyb
es mayor en hojas que en frutos, donde presenta un patrén de expresion constitutivo
(Hugueney y col., 1995), mientras que el gen CCS, que codifica una enzima bifuncional
(CCS/B-LCY), presenta una expresion especifica de fruto y se induce durante la
maduracion (Bouvier y col, 1994). Las isoformas LCYB especificas de tejido
cromoplastico identificadas hasta la fecha en frutos, como B-LCY2 de tomate (Ronen y
col., 2000), CsB-lcy2 de naranja (Alguézar et al, 2009) y CCS de pimentén (Hugueney y
col. 1995) presentan similitudes importantes.

Los resultados obtenidos en este trabajo y por otros autores (Just y col., 2007)
parecen indicar que DcLcyb2 se encuentra en copia Unica en el genoma de Daucus
carota var. Nantes y carece de intrones. Al igual que los genes LCYB2 de tomate, Csg-
LCY2 de naranja y CCS de pimentdn, que también carece de intrones y al menos los
dos primeros se encuentran en copia Unica (Deruere y col. 1994; Ronen y col. 2000,

Alquézar y col., 2009). Ademas, se ha reportado que DcLCYB2 presenta una relacion
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filogenética mas estrecha entre LCYB’s presentes en tejidos abundantes en
cromoplastos que con las LCYBs candnicas correspondientes (Ocarez, 2009). Segun
andlisis filogenéticos el grupo de las enzimas mencionadas arriba engloba también
enzimas Neoxantina Sintasa (NSY) indicando un origen comun de los genes feyb, ccsy
nsy (al Babili y col., 2000; Krubasik y Sandmann, 2000), que codifican enzimas con un
mecanismo de reaccién muy similar (Bouvier y col., 1997; Bouvier y col., 2000; al Babili
y col., 2000). En efecto, LCYB cataliza una version simplificada de las reacciones
catalizadas por NSY y CCS, lo que sugiere que estas dos ultimas enzimas se pudieron
originar a partir de LCYB durante la evolucién de las plantas superiores para dar lugar
a nuevos carotenoides oxigenados (Bouvier y col., 2000). Otras evidencias que indican
que nsy y ccs se originaron a partir de una duplicacién génica de /lcyb es que en las
cianobacterias, los supuestos progenitores de los plastidios, no existen nsy ni ccs, pero
si feyb (Bouvier y col., 2000; Krubasik y Sandmann, 2000). Al respecto y considerando
que el gen DcLcyb2 reldne caracteristicas que lo clasificarian como un gen tejido
especifico que en términos filogenéticos el producto de la expresion génica esta
relacionado a enzimas del tipo CCS y segun lo reportado previamente, se han
identificado motivos que también lo hacen un candidato que codificaria para una
enzima con actividad Capsantina-Capsorubina Sintasa, seria interesante determinar si
DcLCYB2 es una enzima bifuncional, como o reportado en pimentén (Bouvier y col.,
1994). Esto complementaria los resultados generados en esta tesis de Magister que
caracterizan al gen Dclcyb2 con el objetivo principal de demostrar que éste codifica

para una enzima con funcion Licopenc B-Ciclasa.
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4.3 La proteina DcLCYB2 se localiza en los plastidios de las células
vegetales.

En el andlisis realizado a partir de la secuencia aminoacidica deducida del gen
DcLcyb2 aislado en esta Tesis a partir de ADN gendmico purificado de hojas de
Daucus carota indican que DcLCYB2 presenta en el extremo amino un péptido sefial
de importacion a plastidios (seccién 3.1.2) que ha sido descrito en todas las enzimas
implicadas en la biosintesis de carotenoides 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 sefial de importacion
se encuentra en los primeros 50-100 aminoacidos de la secuencia aminoacidica
(Hugueney y col., 1995; Krubasik y Sandmann, 2000). Se ha descrito que esta sefal de
importacién a plastidios, no se encuentra en LCYBs de bacterias ni de cianobacterias
(Hugueney y col., 1995), y no parece esencial para la actividad catalitica LCYB
(Cunningham y col., 1996). Sin embargo, estudios bioquimicos previos establecen
claramente que la ubicacién de las enzimas de sintesis de carotenoides es
fundamental para la actividad (Al-Babili y col., 1996; Schledz y col., 1998). Esto explica
la importancia de determinar la localizacién sub-celular de DcLCYB2 como parte de su
estudio y caracterizacion. Si bien en la secuencia aminoacidica de DcLCYB2 se
identificd in silico una sefial de destinacién a plastidios utilizando los programas
ChloroP v1.1 y Target P, se ha reportado que los péptidos de transito a plastidios no
presentan caracterisiticas conservadas (Bruce, 2000; Bruce, 2001) e incluso se ha
observado que presentan caracterisiticas similares a los péptidos de destinacién a
mitocondrias. A pesar de la diversidad de motivos, se han descrito algunas

caracteristicas y motivos consenso en términos de estructura secundaria que
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facilitarian la clasificacion de estos péptidos de destinacion (Lee y col., 2008). Por
ejemplo, no se han identificado la formacién de estructura secundaria en péptidos de
destinacion a cloroplastos (Schwenkert y col., 2011).

Considerando lo anterior, en esta Tesis de Magister se determiné la localizacion
subcelular de la proteina DcLCYB2 fusionada a GFP, mediante microscopia de
fluorescencia confocal, observando que tanto la localizacion de la sefal de
fluorescencia detectada, asi como el patrén de distribucion de ésta respondia al mismo
patron de localizacién y distribucion de la sefial emitida en rojo, correspondiente a la
emisién de fluroscencia de clorofila. Por lo tanto se concluye que DcLCYB2 presenta
un péptido de transito funcional que dirige la localizacién de la proteina a cloroplastos
de hojas de Nicotiana tabacum. Descartamos la generacién de artefactos en la
localizacién, mediante el andlisis microscopico de varias muestras montadas de tejido
foliar provenientes de la transformacion transitoria independiente con al menos dos
clones distintos de Agrobacterium, transformantes para pGWBS/DcLeyb2 y con el
control que solo expresa la proieina GFP

Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la localizacién subcelular
de DcLCYB1 de Daucus carota donde también se demuestra que la proteina DclLYB1
es destinada a cloroplastos (Moreno y col., 2013).

De acuerdo con estudios proteémicos recientes sobre cloroplastos de
Arabidopsis thaliana (Joyard y col., 2009; Ferro y col., 2010), muchas de las enzimas
de la ruta de biosintesis de carotenoides son exclusivamente localizadas en la
envoltura de los cloroplastos. Sélo unas pocas enzimas carotenogénicas se encuentran
en los tilacoides, como por ejemplo, las enzimas del ciclo de las xantofilas y la Fitoeno
desaturasa (PDS). En cromoplastos de pimentdn (Capsicum annuum), la mayoria de

las enzimas que participan de la sintesis de carotenoides estan localizadas en los
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plastoglobulos (Austin y col., 2006; Ytterberg y col., 2006). De modo excepcional,
estudios protedémicos en maiz (Zea mays) detectaron sdlo las enzimas PDS y -
Caroteno Desaturasa en las fracciones de membrana de vaina del haz y de células del
mesofilo, respectivamente (Friso y col,, 2010). Esto coincidié con la deteccién de
carotenoides en ambos tipos de células, sin embargo, otras enzimas de la biosintesis
de carotenoides no fueron detectadas.

De acuerdo a los antecedentes mencionados anteriormente, si bien la
localizacién de DcLCYB2 se ha detectado en los cloroplastos, es muy interesante
conocer cudl es la localizacion suborganelar en estos y otros plastidios. De acuerdo a
lo indagado en la literatura y en base a las conjeturas realizadas en esta discusién que
sefialan que el gen DclLcyb2 tendria expresién tejido especifica, predominando en
tejidos cromoplasticos, es muy probable que en los cromoplastos de zanahoria, la
enzima DcLCYB2 se localice particularmente en los plastoglébulos. Lo anterior sienta
precedente respecto al contexto en el cual la enzima actda in planta, considerando que
la localizacién sub-organelar de la ruta de biosintesis es una entidad de control de la
localizacién espacial Unica de los carotenoides que son acumulados.

Otro antecedente importante reportado recientemente indica que distintas
isoenzimas PSY de la ruta de sintesis de carotenocides en maiz (Zea mays), resultado
de las variantes alélicas identificadas, difieren en la localization suborganelar en el
cloroplasto (Shumskaya y col., 2012). Es importante mencionar que las distintas
isoenzimas PSY median la carotenogénesis en tejidos determinados, en respuesta a
sefiales fisiolégicas y de desarrollo (Li y col., 2008a, 2008b, 2009). Por lo tanto, es
probable que en Daucus carota, las isoenzimas DcLCYB1 y DcLCYB2, también
presenten una localizacién 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 localizacién varie dependiendo del tipo de tejido
analizado. De existir una localizacion sub-organelar diferencial entre DcLCYB1 vy
DcLCYB2, esto reforzaria la idea propuesta en esta Tesis de Magister en relacién a
que DcLCYB2 tiene una funcién tejido especifica.

Es interesante reflexionar respecto al hecho de que las enzimas que participan
de la sintesis de carotenocides y poseen una localizaciéon sub-organelar determinada,
conformarian un complejo enzimatico dinamico que responde a las sefales
ambientales y de desarrollo, para vincular los procesos de fotomorfogénesis,
fotoproteccién y respuestas frente a estrés, con la sintesis de carotenoides sitio-
especifica y la degradacién de éstos. Lo anterior ha sido abordado recientemente por
autores como Shumskaya y Wurtzel en una revisién del afio 2013 (Shumskaya y
Waurtzel, 2013). Adicionalmente, un estudio reciente ha demostrado que la capacidad
de interaccién de las enzimas carotenogénicas estad asociada a un incremento de la

actividad de la ruta de biosintesis (Quinlan y col., 2012).
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4.4 La expresién del gen DclLcyb2 provoca un aumento de los niveles de
carotenoides en hojas de la planta modelo Nicotiana tabacum.

Para determinar el efecto de la expresion del gen Dclcyb2 en plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum y con ello demostrar que el gen Dclcyb2 es
funcional in planta, se analiz6 el contenido y composicion de carotenoides en las lineas
transformadas con las construcciones pGWB2/DcLcyb2 y pMDC32/Dcleyb?.
Considerando que la principal diferencia entre los dos tipos de vectores utilizados esta
en el nimero de copias del promotor 35S CaMV, el cual dirige la expresion del inserto,
donde el vector pMDC32 contiene una copia doble del promotor 3568 CaMV, mientras
que el vector pGWB2, contiene una copia Unica de este promotor y dado que se ha
reportado que el uso de repeticiones en tdndem del promotor 35S CaMV aumenta el
nivel de la actividad promotora hasta 10 veces (Kay et al., 1987), decidimos utilizar esta
estrategia experimental para gatillar niveles de expresion diferenciales del fransgen
que se vean reflejados en una diferencia en la cantidad o composicion de carotenoides
del sistema heterdlogo transformado,

Los datos obtenidos demuestran que efectivamente existe un efecto diferencial
entre el uso de ambas construcciones. En las plantas transformadas con la
construccion pMDC32/DcLcyb2 los niveles de B-caroteno y luteina aumentaron en
promedio 1,63 y 1,59 veces, cada uno con respecto a las plantas silvestres, mientras
que los niveles de carotenoides totales y clorofila aumentaron en promedio 1,63 y 1,44
veces respectivamente en comparacion al control. Las plantas de tabaco que fueron
transformadas con la construccion pGWB2/DcLcyb?2 vieron aumentados sus niveles de
B-caroteno y luteina 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,
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cada uno respecto a la linea control. Por lo tanto, el gen DcLeyb2 clonado en el vector
pMDC32 generd niveles mas altos de carotenoides totales y B-caroteno en
comparacion con el vector pGWB2. A su vez se registrd un mayor porcentaje de lineas
transgénicas con un aumento significativo en la cantidad de B-caroteno y carotenoides
totales y mayor nivel de transcrito del transgen respecto al grupo de lineas
pGWB2/DcLcyb2. Nuestros resultados coinciden con aquellos obtenidos por Ji et al
(2009) al expresar LHLCY-B de Lycium barbarum en plantas de tabaco, donde se
informé que los niveles de B-caroteno en las hojas aumentaron en promedib 1,5 veces
(Ji et al, 2009).

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el aumento del contenido de
carotenoides y principaimente B-caroteno, estaria modulado a nivel transcripcional por
el gen DcLcyb2 e indican que el gen codifica para una enzima que promueve la
sintesis de carotenocides en N. fabacum.

La regulacién a nivel transcripcional es uno de los principal factores que alteran
el equilibrio metabdlico de la composicién de carotenocides, en funcién de estimulos
cofno la luz (Bramley, 2002; Romer y Fraser, 2005), el desarrollo (Kita y col., 2007),
distintos tipos de estrés abidtico (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008), entre otros (Lu y
Li, 2008; Cazzonelli y Pogson, 2010). Esto nos hace suponer que la acumulacion y
aumento del contenido de B-caroteno detectado en la raiz modificada de Daucus carota
durante el desarrollo (Fuentes y col., 2012), podria ocurrir en respuesta a un aumento
en los niveles de transcrito del gen Dclcyb2.

El uso de plantas modelo para determinar la funcicnalidad de genes Icyb ha
sido ampliamente utilizado y descrito en la literatura. Es el caso de la sobre-expresién

de los genes lcyb de Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum (tomate) en plantas
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de tomate (Rosati et al, 2000; D'Ambrosio et al, 2004) lo cual generé un incremento del
contenido de B-caroteno en hasta 7 veces.

En plantulas de Arabidopsis, la expresion del gen CstLcyB2a de Crocus sativus
(azafran) generéd un aumento de los niveles de f-caroteno en 6 de 8 lineas
transgénicas (Ahrazem y col., 2009) y la expresién en frutos de tomate del gen
licopeno B-ciclasa CsLCYb1 de naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck) producen un
aumento significativo (entre 2 a 4,2 veces) de la produccion de B-caroteno y la
reduccion concomitante de licopeno (Zhang y col., 2013).

En cuanto a los niveles de luteina detectados en las lineas pMDC32/DeLcyb2,
se observé un incremento de hasta 1,82 veces (91,29 ug/g PS) en comparacién con la
muestra control (50,09 ug/g PS). Resultados similares fueron reportados por Ahrazem
y col. (2009). Esto sugiere un aumento de la canalizacion del flujo metabdlico hacia la
via de las B, e-xantofilas en la ruta de biosintesis de carotenoides en las hojas de
tabaco transgénicas pMDC32/DclLcyb2, teniendo siempre en consideracién que es
altamente probable que el redireccionamiento de la via esté dado por el contexfo
fisiologico del organismo estudiado en cuestion.

A su vez, en todas las plantas de tabaco pMDC32/DclLcyb2 que expresaron el
gen Dclcyb2 se registrd un aumento de los niveles de carotenoides totales de hasta
1,84 veces (899,5 ug/g PS) respecto a lo detectado en la linea control. No obstante, el
patron de composicion porcentual de carotenoides no se vié alterado, al igual como fue
reportado en hojas de lineas de Daucus carota transgénicas que sobreexpresan el gen
DcLcyb1 (Moreno y col., 2013). No obstante, estos resultados difieren de lo reportado
en frutos de tomate transformados con el gen CsLCYbT de naranja dulce, donde el
contenido de carotenoides totales vario entre seis lineas transgénicas analizadas de

manera independiente, detectandose incluso en la mayoria de éstas, niveles mas bajos
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que los niveles de carotenoides totales de la linea control (Zhang y col.,, 2013).
Nuevamente es importante enfatizar en que estas diferencias pueden estar dadas por
el tipo de tejido analizado.

En la mayoria de las lineas transgénicas donde se detecté un aumento
significativo de carotenoides totales, se detecté a su vez un aumento significativo del
contenido de clorofila, alcanzando los 233,7 ug/g de peso seco cuantificados para la
linea L1 (pMDC32IDchyb2) en comparacion a los 134,3 ug/g de peso seco detectados
en la muestra control. Esto significé un aumento de 1,74 veces y concuerda con los
resultados de sobre-expresién de un gen carotenogénico endégeno psy, en semillas de
Arabidopsis, donde se cbservé el aumento de la sintesis de clorofila (Lingren y col,,
2003) y también concuerda con resultados obtenidos en nuestro laboratorio al expresar
el gen DcPsy2 y DcPsy1 en tabaco (Acevedo, 2011 y 2014).

El aumento simultaneo del contenido de carotenoides y clorofila detectado en
esta Tesis estaria dado por la presencia del compuesto geranil geranil pirofosfato
(GGPP) como precursor comun de la sintesis de ambos tipos de pigmentos. Por ello,
es posible que el efecto observado en las lineas de tabaco transgénicas analizadas se
explique en base a mecanismos de co-regulacion entre la sintesis de carotenoides y de
clorofila, los cuales han sido reportados previamente en tabaco y Chlamydomonas
(Hartel y Grimm, 1998; Bohne y Linden, 2002).

Es importante sefialar que la eficiencia de producciéon de pigmentos esta
determinada, entre otros factores, por el organismo (planta) que se utiliza como
receptor del fransgen (Diretto y col., 2007; Maas y col., 2009), lo que explica la
variabilidad del contenido de carotenocides en diversos modelos vegetales
transformados con genes carotenogénicos de distintas especies vegetales.

No obstante, si bien en esta Tesis de Magister se observé un aumento del
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cotenido de B —caroteno, luteina y carotenoides totales, en la mayoria de las lineas

transgénicas, los niveles de pigmentos detectados fueron variables entre dichas lineas.
Tal variabilidad estaria dada principalmente por el mecanismo utilizado de
transformacién genética, mediante Agrobacternium tumefaciens, donde el ADN exégeno
se integra al azar en el genoma de la planta y por lo general el loci transgénico alberga
muitiples copias del ADN integrado (Tindland, 1996; Tzfira y col., 2004). Tales factores
determinan los niveles de expresién del transgen y por ende el de los metabolitos
asociados a la actividad de los productos proteicos obtenidos.

La insercion al azar de un transgen estd asociada a niveles de expresion
variables de acuerdo al estado de compactacion de la cromatina, que a su vez esta
determinado por el grado de metilacion del ADN transcripcional. Estos procesos
también estarian asociados el tipo de explante utilizado (Tenea y Cucu, 2006). En base
a lo anterior, es necesario generar un gran numero de transgénicos independientes
para demostrar los efectos directamente asociados a un transgen y eliminar aquellos
no relacionados. Ademas, es importante seleccionar aquellas lineas que contienen sélo
una copia unica del transgen, las cuales son menos vulnerables a los mecanismos de
silenciamiento génico en comparacién a plantas con copias multiples del mismo. Esto a
su vez favorece la obtencion de plantas homocigéticas.

Por otra parte, a pesar de que la transformacién mediada por Agrobacterium
conduce a la insercion de un menor numero de copias del transgen (< 10) y una mayor
incidencia de integrantes de una sola copia en comparacién a otros métodos de
fransferencia de ADN, tales como electroporaciéon y biobalistica, donde incluso es
posible obtener hasta 100 copias de ADN integrado de manera directa (Hansen y

Wright, 1999; Koprek y col., 2001; Gelvin, 2003; Reddy y col., 2003; Butaye y col.,
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2004), las copias integradas pueden cambiar tanto su interaccion con el genoma del
huésped en regiones especificas, asi como su organizacién, lo que puede provocar el
truncamiento, inversion, eliminacion y otros reordenamientos cromosémicos ademas
de ofros cambios aparentemente menores, como los relacionados con la metilacion del
ADN. Las inserciones de copias multiples se caracterizan a menudo por presentar
patrones de integracion complejos como consecuencia de la homologia de secuencias,
incluyendo arreglos de repeticiones en tandem (TR) o repeticiones invertidas (IR)
(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; Muskens y
col., 2000; Wang y Waterhouse, 2000).

Si bien, tedricamente se espera que el aumento en el numero de copias lleve a
a un aumento en la expresion del transgen, varios estudios sugieren una relacién
inversa entre el nimero de copias de un gen integrado y el nivel de expresion del
mismo (Kohli y col., 2003). Los multiples patrones de integraciéon de copia tales como
las repeticiones en tandem (Sijen vy col, 1996; Jorgensen y col., 1996; Wang y
Waterhouse, 2000) y las estructuras de repeticiones invertidas (Hobbs y col., 1993;
Depicker y Van Montagu, 1997; Stam y col., 1997; Muskens y col., 2000;) se asocian a
menudo con una baja expresién del transgen como consecuencia de mecanismos de
silenciamiento génico post- transcripcional.

Por lo tanto, los resultados que aqui se discuten demuestran que la expresién
del gen DclLcyb2 estd asociada a un aumento en el contenido carotenoides,
principalmente B-caroteno, y sugieren que la regulacion de la via de sintesis de
carotenoides en hojas de tabaco podria estar dada por la expresion de DclLeyb?2 a nivel

transcripcional.
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4.5 La sobre-expresioén del gen DcLcyb2 modula los niveles de expresion

de genes carotenogénicos endégenos en hojas de Nicotiana tabacum.

Existen reportes que describen mecanismos de regulacion transcripcional de la
ruta de biosintesis de carotenoides mediante retroalimentacién, tanto negativa como
positiva. Por ejemplo, se sabe que la acumulacién de fitoeno en una mutante de
Arabidopsis thaliana en el gen pds provoca la represién de varios genes relacionados a
las rutas metabodlicas de los carotenoides y giberelinas, entre otras, e indicaria la
presencia de mecanismos de retro-alimentacién negativa mediada por fitoeno (Qin y
col., 2007). Por otra parte, se ha demostrado que el &cido abscisico ABA induce la
expresiéon de los genes psy3 de maiz y arroz, lo cual a su vez podria tener un rol en el
aumento de los carotenoides en respuesta al estrés abidtico (Li y col., 2008; Welsch y
col., 2008).

Ademas, de acuerdo a lo reportado en la literatura, la transformacién con genes
carotenogénicos exégenos altera la expresién de genes enddégenos de la misma ruta
de sintesis (Rémer y col., 2000; Rémer y col., 2002; Jayaraj J y col., 2008; Moreno y
col., 2013).

En esta Tesis comprobamos que la expresién del gen endogeno Nifpsy? en las
hojas de 2 de 3 lineas transgénicas (L7 y L9), con los mayores niveles de expresion del
gen Dclcyb2, aumentd significativamente con respecto a la linea transformada con el
vector sin inserto pMDC32 (Figura 26.A). Por otra parte, la expresién del gen enddgeno
Nipsy2 aumenté significativamente en las lineas transgénicas L4, L7 y L9 (Figura 26.B).
Sin embargo, no se observd un aumento significativo de la expresién de Nflcyb en 2 de

las 3 lineas analizadas (L4 y L9).
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Se ha reportado que en hojas de zanahoria que sobre-expresan el gen DcLcyb?
se indujo la expresion de los genes DcPsy1y DcPsy2 enddgenos (Moreno y col., 2013),
lo cual en términos generales, concuerda con lo obtenido en esta Tesis. Sin embargo,
los niveles de transcrito del gen leyb endégeno cuantificados en tabacos con los
mayores niveles de expresion del transgen se contraponen a lo reportado por Moreno
en zanahoria, donde se reporté un aumento de los niveles de transcrito del gen
endégeno DcLcyb2. Por otra parte, se ha descrito que la expresion en tomate del gen
licopeno B-ciclasa de Arabidopsis, AtLcyb, bajo el promotor del gen Pds, no afect6
significativamente la expresion de los genes carotenogénicos endégenos (Rosati y col.,
2000).

De acuerdo a estos resultados, se demuestra que altos niveles de expresion del
gen DclLcyb2 en tabaco estan asociados a un aumento de los niveles de transcrito
endégenos de Nitpsy1y Nitpsy2, pero no de Ntlcyb.

Adicionalmente, y de acuerdo a los resultados obtenidos en esta Tesis respecto
a la relacion directa observada entre los niveles mas altos de transcrito DeLcyb2 y los

de j -caroteno detectados en las lineas transgénicas de tabaco analizadas (Figura 25),

es posible que tal relacion esté dada por una acumulacién de la proteina DcLCYB2,
dando cuenta de la tasa de traduccién o de los mecanismos de regulacion
postranscripcional de la expresion génica, segun lo descrito por Baerenfaller y col.
(2008) quien reporté que en muestras representativas de diferentes 6rganos de
Arabidopsis, en su mayoria existe una correlaciéon positiva entre la acumulacién de
proteina y la abundancia del transcrito correspondiente, en un rango de 0,5 a 0,68.
Posteriormente estos datos fueron corroborados por el grupo de Baginsky y col. (2010)

quienes ademas han descrito que la correlacion mas alta se obtuvo en hojas, lo que
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sugiere que las proteinas fotosintéticas mas abundantes estdn reguladas
predominantemente a nivel transcripcional.

En conclusidn, estos antecedentes sugieren fuertemente que el gen Dclcyb2
tiene funcionalidad in vivo y codifica para una enzima con actividad lycopeno B-ciclasa

en el sistema heterélogo Nicotiana tabacum.

4.6 Uso del gen DcLcyb2 como herramienta biotecnolégica para el
desarrollo de especies vegetales mejoradas mediante ingenieria
metabdlica.

Dado que la zanahoria naranja es una de las plantas que produce {as mayores
cantidades de carotenoides y p-caroteno, es que en esta Tesis de Magister se propone
al gen Dcleyb2 como un gen candidato para aumentar la sintesis de carotenoides y B-
caroteno en otras variedades vegetales de interés comercial ya sea a nivel nacional o
mundial. Un ejemplo de lo expuesto anteriormente es el desarrollo en el laboratorio de
la plataforma de transformacion de Actinidia deliciosa var. Hayward (kiwi) para la
expresion del gen Dclcyb2, con el fin de aumentar el contenido de carotenoides, y
aumentar la tolerancia a estrés salino de las plantas transgénicas (Proyecto VIU
110046. Rosas y Stange, 2012-2013). Lo anterior ha sido propuesto considerando que
en kiwis, la acumulacién de B-caroteno y luteina 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 complementario que viene a promover el uso del gen Dcleyb2 y que
particularmente en cultivos como el kiwi es un foco de interés importante. Esto,

considerando trabajos que reportan que la transformacién con los genes licopeno B-
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ciclasa de Salicornia europaea y Arabidopsis confieren tolerancia a salinidad en plantas
de Arabidopsis y tabaco (Chen y col., 2011), basado en las propiedades antioxidantes
y de precursores de la sintesis de ABA de los carotenoides. También se ha reportado
que el gen pardlogo de lcyb, cruP (Synechocystis sp.), protege de las especies reactivas
de oxigeno en especies fotosintéticas como Arabidopsis (Bradbury y col., 2012).

Hasta la fecha se ha logrado la expresién exitosa y constitutiva del gen
Dclcyb2 en plantas de kiwi cultivadas en tierra que fueron transformadas con
Agrobacterium tumefaciens y que fueron regeneradas mediante organogénesis
somatica (Quiroz, 2014. Tesis de pre-grado). Las lineas transgénicas obtenidas
presentan claros signos de tolerancia a condiciones de riego con sal (NaCl 200 mM) y
actualmente son mantenidas en el laboratorio en espera de la generacién de los

primeros frutos para el andlisis del contenido de carotenoides por HPLC.



CONCLUSIONES

Del conjunto de resultados de esta Tesis de Magister se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

* El gen DclLcyb2 de Daucus carota codifica para una enzima con actividad
Licopeno B-ciclasa al complementar el fenotipo de la cepa mutante E.coli
BL21DS-AcrtY, mediante la formacién de —caroteno a partir de licopeno.

* La proteina DcLCYB2 se localiza en los plastidios de la célula vegetal. Por lo
tanto, se demuestra la funcionalidad del péptido de importacién a plastidios
identificado in silico en el extremo amino de la secuencia aminoacidica de
DcLCYB2.

* La expresion del gen DcLeyb?2 induce un aumento de los niveles de B-caroteno,
luteina, carotenoides totales y clorofila en hojas de tabaco transgénicas que
expresan dicho gen. El uso de una copia doble del promofor 358 CaMV, en el
vector pMDC32, para la expresion del gen DclLcyb2, promueve la generacion de
un mayor nuimero de lineas transgénicas con niveles de p-caroteno
aumentados significativamente en comparacién al uso de una copia simple del
promotor en el vector pGWB2.

« Existe una correlacién directa entre el nivel de transcrito del gen Delcyb2 y el
incremento del nivel de PB-caroteno en plantas de tabaco transgénicas
pMDC32/Dclecyb2. Esto demuestra que el gen Dcleyb2 es funcional in pfanta,
sugiriendo fuertemente que éste codifica para una enzima con actividad

Licopeno B-Ciclasa.
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La sobre-expresion del gen Dclcyb2 induce la expresion de los genes
carotenogénicos endogenos Nipsy! y Nipsy2 en plantas de tabaco
transgénicas. Esto daria cuenta de mecanismos de regulacion por
retroalimentacién positiva generados por la expresion del transgen, sugiriendo
que el aumento de los niveles de carotenoides totales detectados en estas
lineas estaria dado por un equilibrio entre los niveles de franscrito del gen
DcLcyb?2 y los niveles de transcrito de genes claves de la ruta de biosintesis de
carotenoides, como son Nipsy1 y Nipsy?2.

Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran la hipdtesis propuesta en esta
Tesis de Magister y permiten concluir en términos generales que:

El gen Dclyb2 de Daucus carota codifica para una proteina localizada en los
plastidios de la célula vegetal, que tiene actividad licopeno B-ciclasa. Su
expresién en la planta modelo Nicotiana tabacum induce un aumento en los
niveles de B-caroteno, luteina, carotenoides totales y clorofila y a su vez induce
transcripcionalmente la expresion de los genes carotenogénicos endégenos
Nipsy1 y Nipsy2, pero no de Ntlcyb de manera sustancial. Esto demuestra la

funcionalidad del gen DcLeyb2 in planta.
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DcLCYIB2
DoLCYBL
NtLCYB
consensus

Anexo 1.

P

115
114
114
1i6
116
121

171
170
170
172
172
181

227
226
226
228
228
241

283
282
282
282
282
301

338
337
337
340
339

361

394

393

393
3986
395
421

Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de
diferentes LCYBs. Los asteriscos indican los aminoacidos idénticos para todas
las secuencias en una posicion, mientras aquellos identicos en mas de un 70%
de las secuencias analizadas estan dados en texto blanco sobre un fondo
negro. Aquellos residuos de aminoacidos similares en todas las LCYBs
aparecen en fondo gris. Los nimeros a la izquierda indican la posicion del
aminodcido que da inicio a la secuencia que se alinea. En plrpua se indica el
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motivo B-ciclasa como regién clave para la actividad enzimatica LCYB.
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