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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos presentes en todas las plantas y algunas
bacterias, hongos y algas. En plantas estos se iocalizan en plastidios y poseen un rol
critico en los complejos cosechadores de luz, fotoproteccidn y biosintesis de
fitchormonas. También, han side reconocidos como nutrientes necesarios en la dieta
humana debido a que son precursores de la vitamina A y poseen un alfo poder
antioxidante. Los carotenocides son sintetizados a partir de geranil-geranil-pirofosfato
(GGPP), precursor metabdlico utilizado también para la biosintesis de clorofilas y
giberelinas. Uno de los puntos clave en la ruta de sintesis de carotenoides es la sintesis
de B-caroteno a partir de licopeno, reaccién catalizada por la enzima licopeno B-ciclasa
(LCYB). En D. carota (zanahoria) se han descrito dos genes paralogos (Lcyb? y Lcyb2)
que codifican esta enzima, de los cuales LeybT participa en la sintesis de carotenoides
en todos los tejidos de ia planta, a pesar de su expresion preferencial en hojas. En este
trabajo se muestra que la expresion heterdloga del gen Leyb1 de D. carota (DcLcybT) en
N. tabacum provoca un aumento de aproximadamente 2 veces en el contenido total de
carotenoides, B-caroteno y clorofilas. En conjunto con este aumento se observd un
aumento de la eficiencia fotosintética en todas las lineas transgénicas analizadas. Por
otro lado, y contrario a reportes anteriores, la expresién de DcLeyb 1 produjo un aumento
en el contenido de la giberelina GA4. El aumento de esta giberelina bioactiva se
correlaciond con un aumento en la altura, area foliar, biomasa y un adelanto en la
floracién de las lineas transgénicas. A nivel molecular, se encontrd que la expresion del
gen DcLcyb1 aument6 significativamente la expresion de genes enddgenos claves de la
ruta de sintesis de carotenoides (Psy1, Psy2 y Lcyb), clorofilas (Chl) y giberelinas (Cps

y Ks). Interesantemente, también se observé una induccion de genes involucrados en la




sintesis de precursores metabdlicos comunes a estas tres rutas (Dxs2 y Ggps). Todos
estos antecedentes sugieren que [a expresién heterdloga de gen Deleyb? en N. tabacum
genera una refroalimentacién positiva que afecta la expresion de genes involucrados en
la sintesis de precursores isoprenoides y en Ia sintesis de carotenoides, clorofilas y
giberelinas, lo que se traduce finalmente en un incremento de parametros asociados al
crecimiento (vegetativo y reproductivo), eficiencia fotosintética y composicién de

pigmentos (clorofila y carotenoides).




ABSTRACT

Carotenoids are compounds present in plants, some bacteria, fungi, and algae. Plant
carotenoids are located in plastids, playing a critical role in light harvesting,
photoprotection and phytohormones biosynthesis. Also, these pigments have been
recognized as necessary nutrients, acting as vitamin-A precursors and antioxidants in
humans. Carofenocids are synthesized from geranyl-geranyl pyrophosphate (GGPP),
metabolic precursor which is also used for the biosynthesis of chiorophylls and
gibberellins. One of the key points in the carotenoid pathway is the synthesis of B-
carotene from lycopene, a reaction catalyzed by the enzyme lycopene B-cyclase (LCYB).
In D.carota (carrot) two paralog genes (Lcyb7 and LcybZ2) that encode this enzyme have
been described In particular, Lcyb7 participates in carotenoid biosynthesis in all tissues
of the plant despite its preferential expression in leaves. This work shows that the carrot
Leyb1 (Dcleyb1) heterologous gene expression in N.fabacum causes an increase of
approximately 2-folds in total carotenoids, B-carotene and chiorophyil. Also increased
photosynthetic efficiency was observed in all transgenic lines tested. Furthermore, and
contrary to previous reports, DeLcyb expression resulted in a significant increase in the
bioactive GA4 gibberellin content. This was correlated with an increase in height, leaf
area, biomass and early flowering phenotype in transgenic lines. At the molecular level,
DcLeyb1 expression significantly increased the endogenous expression of key
carotenogenic genes (NiPsy1, NtPsy2 and NiLcyb), chlorophyll (NtChl) and gibberellins
{NIfCps and NiKs). Interestingly, induction of NtDxs2 and NiGgps, genes involved in the
synthesis of the common metabolic precursor of these three routes, was also observed.
All these results suggest that DcLcyb? heterologous gene expression in N.fabacum
generates a positive feedback that affects the expression of genes involved in isoprenoid

precursors synthesis as well as in carotenoid, chlorophyll and gibberellin pathways, which




finally results in an increase in parameters associated with vegetative and reproductive

growth, photosynthetic efficiency and pigment composition (chlorophyll and carotenoids).
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INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: Estructura y funcion.

Los carotenoides son pigmentos isoprencides de naturaleza lipofilica que son
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos (plantas, algas y cianobacterias) y
algunas bacterias y hongos no fotosintéticos (Walter y Strack, 2011). Su estructura
consta de 8 unidades isoprénicas unidas en sus extremos, constituyendo en su mayoria
polienos de 40 carbonos. Esta determina la existencia de un sistema de dobles enlaces
conjugados que les confieren la propiedad de actuar como croméforos, vale decir,

moléculas capaces de absorber luz y generar color.

Respecto a su abundancia, corresponden al segundo grupo de pigmentos mas
abundantes en la naturaleza y en la actualidad se han descrito mas de 700 carotenoides
distintos (Giorio y col., 2007). Dentro de ellos se distinguen dos grandes grupos: aquellos
constituidos solo por atomos de carbono e hidrogeno denominados carotenos y aquellos
que poseen adicionalmente atomos de oxigeno en su esqueleto hidrocarbonado,

denominados xantdfilas (Bhosale y Bernstein, 2005).

En plantas y algas, los carotenoides son sintetizados y acumulados al interior de
plastidios, principalmente en cloroplastos y cromoplastos (Cunningham y Gantt, 1998).
En los cloroplastos, los carotenoides en conjunto con clorofilas, se localizan en las
membranas tilacoidales y constituyen componentes esenciales de la maquinaria
fotosintética, donde estan involucrados en el ensamblaje de los fotosistemas y juegan
un papel importante en la captacion de la luz (Howitt y Pogson, 2006). Por otro lado,
estos pigmentos también pueden ser localizados en cuerpos lipidicos o estructuras

cristalinas ubicadas al interior de cromoplastos presentes en flores, frutas y raices
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modificadas (Howitt y Pogson, 2006; Ampomah-Dwamena y col., 2009; Maass y col.,

2009),

El papel fisioldgico que ejercen estos compuestos en plantas es muy amplio. En
plastidios, éstos actian como pigmentos accesorios en los complejos cosechadores de
luz, en los cuales absorben luz de la regién azul y parte de la regién verde del espectro
visible (450-570 nm) transfiriendo posteriormente la energia absorbida a las clorofilas
durante el proceso de la fotosintesis (Ritz y col., 2000; Koyama y col., 2004; Dall'Osto y
col., 2006; Stange y Flores, 2012). Por ofro lado, los carotenoides ejercen un rol critico
como moléculas fotoprotectoras, previniendo el dafio fotooxidativo provocado por
moléculas derivadas del exceso nocivo de energla durante la fotosintesis como el
oxigeno singlete o la clorofila triplete (Woodall y col., 1997; Howitt y Pogson, 2006) y
disipando la energia térmica a través del ciclo de las xantéfilas (Dall'Osto y col., 2007;
Kim y col., 2009). Ademas, los carotencides corresponden a precursores en la
biosintesis de acido abscisico (ABA) y estrigolactonas, importantes fitohormonas para el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Cazzonelli y Pogson, 2010). El ABA esta
involucrado en la dormancia de semillas, maduracién y diferenciacién de células
vegetales embrionarias, regulacion de la apertura estomatica y tolerancia a estrés
abiético {North y col., 2007; Barrero y col., 2008, Galpaz y col., 2008), mientras que las
estrigolactonas estan involucradas en el establecimiento de relaciones simbidticas con
micorrizas, estimulacion de la germinacion de plantas parasiticas y la inhibicién de las
ramificaciones de los brotes (Akiyama y col., 2010; Xie y Yoneyama, 2010; Yoneyama
y col., 2010). Finalmente y por su caracteristica de otorgar colores rojos, naranjos y
amarillos a distintos 6rganos de las plantas (principalmente flores y frutos), facilitan la

polinizacion y dispersion de semillas (Grotewold, 2006; Howitt y Pogson, 2006).
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Respecto a los animales y salvo unas pocas excepciones (Moran y Jarvik, 2010;
Altincicek y col., 2012), éstos son incapaces de sintetizar carotenoides, por lo que deben
adquirirlos a través del consumo de alimentos vegetales en la dieta. Su importancia en
animales radica principalmente en que algunos carotenocides (B-caroteno, a-caroteno,
criptoxantina) son precursores de la vitamina A (Yeum y Russell, 2002), la cual es
esencial para el buen funcionamiento de la vision, respuesta inmune, reproduccién y
desarrollo embrionario, metabolismo de los huesos, hematopoyesis, mantencion de la
piel y mucosas (Fraser y Bramley, 2004; Krinsky y Johnson, 2005; Zhao y col., 2006;
Cazzonelli y Pogson, 2010; Wan y col., 2012). En animales, también ejercen un rol como
antioxidantes, previniendo enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos de cancer y
enfermedades degenerativas relacionadas con el envejecimiento (Collins, 1999; Hadley
y col., 2002; Bone y Landrum, 2010; Misawa, 2011). Por esta razdn, los carotenoides se
utilizan como suplemento en formulaciones alimenticias animales y humanas, e incluso

como colorantes naturales en la industria alimenticia y cosmética (Umeno y col., 2005).

Debido a la importancia de los carotenoides tanto para plantas como animales, en
las Ultimas décadas se ha dedicado un esfuerzo considerable en determinar los
mecanismos regulatorios que subyacen a la biosintesis de estos pigmentos. Los avances
dentro de esta area de estudio, y especialmente en plantas, han permitido el
descubrimiento y caracterizacién de la mayoria de los genes involucrados en la ruta de
biosintesis de los carotenocides (Howitt y Pogson, 2006). Ademas, se han llevado a caho
un sinnimero de experimentos cuyo fin dltimo corresponde al aumento en los niveles de
carotenoides a través de la sobreexpresién de los genes involucrados en su biosintesis
en distintas especies vegetales (Shewmaker y col., 1999; Mann y col., 2000; Beyer y

col., 2002; Diretto y col., 2007; Aluru y col., 2008).
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1.2 Biosintesis de carotenocides en plantas.

En plantas superiores, la ruta de biosintesis de carotenoides se encuentra altamente
conservada y la mayoria de los genes involucrados junto con sus respectivas enzimas
codificadas, ya han sido descritos (Cunningham y Gantt, 1998). Estos genes estan
localizados en el genoma nuclear y una vez que el gen es transcrito y posteriormente

traducido, las proteinas son destinadas a plastidios en forma de pre-proteinas.

Una caracteristica comun a todos los isoprenoides, es que se sintetizan a partir de
prenil pirofosfatos como el isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero, el dimetalil
pirofosfato (DMAPP). En células vegetales existen dos vias independientes para la
formacién de estos precursores carotencgénicos; sin embargo, los carotenoides son
principalmente sintetizados a partir del IPP y DMAPP producidos por la ruta plastidial del
2-C-metil-D-erifritol 4-fosfato o MEP (Rodriguez-Concepcion, 2010). En esta ruta ocurre
la condensacion del piruvato con el gliceraldehido 3-fosfato, para dar lugar al 1-deoxi-D-
xilulosa S-fosfato (DXP) por medio de la enzima DXP sintasa (DXS), seguido de una
reaccion catalizada por la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) y una cascada de otras
reacciones que llevan finalmente a [a sintesis de IPP y DMAPP (Rodriguez-Concepcion
y col., 2001; Carretero-Paulet y col., 20086). La condensacion de 3 moléculas de IPP con
DMAPP da lugar a un precursor de muchos isoprenoides plastidiales incluyendo los
carotenoides, el geranilgeranil pirofosfato (GGPP) y cuya sintesis es catalizada por la
enzima GGPP sintasa (GGPPS) (Lichtenthaler, 1999; Bouvier y col., 2005)(Figura 1).
Los otros compuestos isoprenoides derivados del GGPP en plantas, corresponden a las
plastoquinonas, la cadena fitol de las clorofilas, filoquinonas, tocoferoles y acido

giberélico (GA) (Meier y col., 2011).
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Figura 1 Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas. Diagrama que indica las enzimas
(negrita) y principales productos de la biosintesis de carotenoides en plantas. Ademas se indica el
color del metabolito cuando corresponde (rectangulos coloreados en productos) y la enzima en la
que se enfoca este estudio (subrayada). Las lineas punteadas representan multiples pasos.
MEP:metileritritol 4-fosfato DXS: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, DXR: 1-deoxi-D-xilulosa 5-
fosfato reductoisomerasa, GGPPS: geranilgeranil pirofosfato sintasa, PSY: fitoeno sintasa, PDS:
fitoeno desaturasa, ZISO: -caroteno isomerasa, ZDS: {-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno
isomerasa, LCYE: licopeno e-ciclasa, LCYB: licopeno B-ciclasa, BOH: B-caroteno hidroxilasa,
€OH: e-caroteno hidroxilasa ZEP: zeaxantina epoxidasa, VDE: Violaxantina deepoxidasa, NSY:
Neoxantina sintasa, CCD: dioxigenasa clivadora de carotenoides y NCED: 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa. (Modificado de Rodriguez-Concepcion y Stange, 2013)
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El primer paso que da origen a un carotencide en la ruta, es ia generacién de una
molécula de 40 carbonos denominada fitoeno a partir de la condensacién de dos
moléculas de GGPP (Figura 1). Esta reaccion es catalizada por la enzima fitoeno sintasa
(PSY) y es considerada el principal paso limitante en la ruta de biosintesis de

carotenoides (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004; Cazzonelli y Pogson, 2010).

Posteriormente, el fitoeno es desaturado para dar origen al croméforo con dobles
enlaces conjugados que forma la estructura base de los carotenoides vegetales y que
determina las propiedades fisicoquimicas y biolégicas caracteristicas de este grupo de
pigmentos (Britton, 1995). Es asi como el fitoeno, un compuesto incoloro, tras ser
sometido a una serie de 4 desaturaciones y 2 isomerizaciones, es transformado en
licopeno: un carotenoide de coloracion rojiza. Las desaturaciones son catalizadas por
las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y {-caroteno desaturasa (ZDS), dando lugar en
forma secuencial al fitoflueno, Z-caroteno, neurosporeno y finalmente licopeno
{Cunningham y Gantt, 1998). Adicionalmente, estas moléculas sufren isomerizaciones
catalizadas por las enzimas C-caroteno isomerasa (Z-1ISO) y caroteno isomerasa
(CRTISO), las que permitiran finalmente la formacién de all-trans-licopeno, configuracion
estable requerida para las reacciones subsiguientes. A continuacion, el licopeno sufre
ciclaciones en ambos extremos de su cadena, representando este suceso el primer
punto de ramificacién en la ruta de biosintesis de carotenoides. Par un lado se forma a-
caroteno, el cual presenta un anillo £ en un extremo y un anilio B en el otro y cuya sintesis
es catalizada por las enzimas licopeno e-ciclasa (LCYE) y licopeno B-ciclasa (LCYB),
respectivamente. Mientras que por la ofra via de la ruta, se forma B-caroteno, molécula
con 2 anillos B, uno en cada extremo, y cuya sintesis es catalizada de forma tnica por

la enzima LCYB. La hidroxilacién de los anillos de los carotenos genera las xantéfilas
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como la luteina (formada a partir del a-caroteno) y la zeaxantina (formada a partir del 8-
caroteno). En el caso de la formacion de luteina participan las enzimas e-hidroxilasa
(eOH) y B-hidroxilasa (BOH), mientras que en la sintesis de zeaxantina solo participa la
BOH. La zeaxantina puede ser epoxidada dos veces porla enzima zeaxantina epoxidasa
(ZEP) para formar violaxantina, la cual posteriormente puede ser modificada para dar
origen finalmente a la fitohormona acido abscisico (ABA). Tanto carotenos como
xantéfilas pueden ser modificados a posterioridad para dar lugar a la gran diversidad de
carotenoides encontrados en plantas y otros organismos (Walter y Strack, 2011). Por
ejemplo, la degradacion de los carotenoides genera apocarotenoides, una clase de
compuestos muy variable esfructuralmente y entre los que se encuentran compuestos
biolégicamente activos como el ABA vy las estrigolactonas (Auldridge y col., 2008:;

Yoneyama y col., 2010).

1.3 Regulacion de la biosintesis de carotenoides en plantas.

La regulacién de Ja biosintesis de carotenoides en plantas es altamente compleja e
incluye un sinniimero de factores interrelacionados. Entre estos factores son de
relevancia las interconexiones con ofras rutas metabdlicas relacionadas, el tipo y
morfologia de los plastidios en los que se acumulan, el estadio de desarrollo en el que
se encuentra la planta y los estimulos medioambientales que recibe. Ademas, la
regulacion en la ruta puede ser tanto a nivel transcripcional como post-traduccional
(Howitt y Pogson, 2006; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién, 2012).

La regulacion transcripcional de la ruta carotenogénica corresponde al primer punto
de regulacion en la acumulacion de estos pigmentos en plantas. Este tipo de regulacién,

controla la expresion de los genes carotenogénicas mediante el desarrollo, luz, ciclo
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circadiano, retroalimentacion mediada por ABA y por mecanismos epigenéticos (Ruiz-

Sola y Rodriguez-Concepcidon, 2012).

En primera instancia, se ha propuesto que la produccion de carotenoides se regula
a través del ciclo de vida de una planta por una interaccién dindmica entre el desarrollo
y los estimulos medioambientales externos que recibe (Hannoufa y Hossain, 2012). Uno
de los mejores modelos de estudio para demostrar esta relacién corresponde al caso de
la maduracion de frutos de tomate (Solanum lycopersicum), ya que la biosintesis de
carotenoides en tomate esta regulada por el desarrollo, pero también fuertemente
influenciada por cambios de luz y temperatura, estimuios que se integran para
determinar el nivel de transcripcion de los genes carotenogénicos. Es asi como
previamente a la acumulacién de carotenocides, aumentan los niveles de transcrito de los
genes Dxs, Psy, Pds, Zds, Criiso y Z-iso, mientras que disminuyen los niveles de Leyby
Leye (Frasery col., 1994; Lois y col., 2000; Alba y col., 2005). Esta regulacion finalmente
determina que un fruto maduro verde con una composicién de carotenocides similar a la
de una hoja se convierta en un fruto rojo con una acumulacién masiva de carotenoides,
particularmente licopeno (Giovannoni, 2001). Este tipo de regulacion parece ser el
mecanismo principal de regulacién de la biosintesis de carotenoides en la mayoria de
los érganos vegetales que poseen cromoplastos como flores y frutos (Moehs y col., 2001;

Kato y col., 2004; Skelton y col., 2006; Kita y col., 2007).

El principal estimulc medioambiental extemno al cual responde la ruta
carotenogénica corresponde a la luz y posee un rol importante tanto en la transicién de
etioplastos a cloroplastos (de-etiolacion) como en el desarrollo de frutos y flores (Romer
y Fraser, 2005; Rodriguez-Villalon y col., 2009). En general se ha establecido que la iuz

es captada por diversos fotoreceptores como los fifocromaos y criptocromos, y este
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estimulo procesado ejerce un efecto positivo sobre la expresion de los genes
carotenogénicos (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012). Respecto a esto se ha
demostrado que en Arabidopsis thaliana y Sinapsis alba (mostaza) los niveles de
transcrito del gen Psy aumentan por efecto de la luz (von Lintig y col., 1997). Por otro
lado, en tabaco (Nicotiana tabacum) frente a exposicion de luz roja y blanca continua se
ha reportado una induccién de los genes Psy, BOH, Zep (Woitsch y Romer, 2003).
Recientemente, en zanahoria (Daucus carofa) se han identificado diversas cajas
regulatorias en promotores de genes carotenogénicos gue responden a fitchormonas y
luz. Ademas, experimentalmente se ha demostrado que la luz inhibe el desarrollo de la
ralz de reserva de la zanahoria y la transicion de leucoplastos a cromoplastos en este
érgano (Fuentes y col., 2012). La luz también altera la expresién de la mayoria de los

genes implicados en la sintesis de carotenoides en D. carota (Fuentes, 2011).

También se ha descrito una retroalimentacion positiva por ABA, ya que bajo ciertas
condiciones de estrées abidtico que requieren una produccién activa de ABA, un
incremento en la actividad PSY puede proveer de los precursores carotenogénicos
necesarios para la produccion suficiente de ABA (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008;
Arango y col., 2010). Es asi como en algunas raices vegetales ciertos isogenes de Psy
(muchos genes carotenogénicos poseen redundancia génica especializada) no
responden transcripcionalmente a la luz, sino mas bien a estrés abiético (osmético
principalmente) y especificamente a ABA (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008; Meier y

col., 2011).

A pesar que la regulacién transcripcional de los genes carotenogénicos puede
explicar en parte la biosintesis de los carotenocides, sélo los mecanismos post-

traduccionales pueden explicar la baja correlacion entre patrones de expresién génica y
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la acumulacién de estos pigmentos en algunos modelos vegetales. Estos mecanismos
comprenden principaimente; la modulacién de los niveles y actividades enzimaticas,
canalizaciobn de  sustratlos por complejos  multienzimaticos, equilibrio
sintesis/degradaciéon y capacidad de secuestramiento y almacenaje (Ruiz-Sola y
Rodriguez-Concepcidn, 2012). Este Ultimo es uno de los mas importantes en el caso de
flores y frutos, ya que el tipo de plastidio donde ocurra la sintesis posee efectos
considerablemente significativos en la capacidad de acumulacion de carotenocides
(Deruere y col., 1994; Vishnevetsky y col., 1999; Simkin y col., 2007). Finaimente el
equilibrio entre degradacion y sintesis también parece ser un factor determinante en la
acumulacion de carotenoides ya que éstos se pueden degradar tanto por fotooxidacién

no enzimatica como por oxidacion enzimatica (Walter y Strack, 2011).

1.4 El gen Lcyb en la ruta de biosintesis de los carotenoides.

El gen Lecyb codifica la enzima licopeno B-ciclasa (LCYB), la cual esta involucrada
en la ciclacion del licopeno y corresponde al punto de ramificacion de la ruta de
biosintesis de carotenoides (Figura 1). Las enzimas tipo licopeno ciclasas (LCYB vy
LCYE) presentan alrededor de 400 aminodcidos y un peso molecular de
aproximadamente 40 kDa, ademas de un péptido de destinacién a cloroplasto en el
extremo amino terminal que en el caso de las licopeno B-ciclasa de plantas es de una
longitud de entre 50-100 aminoacidos (Schnurr, G. y col., 1996). Ambas enzimas poseen
una alta similitud de secuencia aminoacidica y es probable que hayan evolucionado

desde un ancestro comuin (Krubasik y Sandmann, 2000).

En las plantas, los carotenoides asociados al aparato fotosintético son compuestos
ciclicos, comunmente con dos anillos o modificaciones de éstos, entre estos destaca el

B-caroteno, el cual posee un anillo B en cada extremo (Cunningham y Gantt, 1998). La
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enzima LCYB puede actuar secuencialmente sobre los dos extremos de la molécula
lineal del licopeno, introduciendo los dos anillos B y produciendo de esta forma B-
caroteno (Alguezar y col., 2009) (Figura 1). También puede catalizar el paso de licopeno
a o-caroteno en conjunto con LCYE (Figura 1), agregando un anillo $ en solo uno de los
extremos de la molecula lineal de licopeno (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004;
Bouvier y col., 2005). Debido a la importancia de la enzima LCYB en la ruta de biosintesis
de carotenoides en plantas y por ende en el desarrollo de estas, multiples estudios se
han realizado para identificar y caracterizar que la codifiquen en organismos vegetales
(Cunningham y col., 1996; Pecker y col., 1996; Dalal y col., 2010; Araya-Garay y col.,
2011; Moreno y col., 2013; Takemura y col., 2014; Zeng y col., 2015). Todas las enzimas
identificadas a la fecha en plantas superiores poseen por sobre un 75% de identidad de
secuencia aminoacidica y poseen un sitio de unidn al dinucledtido (FAD/NADH) y dos
motivos conservados caracteristicos de este tipo de enzimas (Hugueney y col., 1995).
Dada la esencialidad de esta enzima para la planta, deleciones en el gen Lcyb generan
en la mayoria de los casos plantas inviables o cuyo fenotipo es letal a las pocas semanas
de desarrollo. Mutantes heterocigotas del gen Leyb se caracterizan por un fenotipo que
no solo afecta el contenido de carotenoides, sino que también por la aparicién de
blanqueamiento de las hojas, acumulacién de especies reactivas de oxigeno e incluso
muerte celular. También dada Ia condicién de los carotenoides de ser precursores de
ABA, las plantas presentan una disminucién significativa en su resistencia al estrés
abidtico y semillas de germinacién temprana (Conti y col., 2004; Dong y col., 2007). Con
el objetivo de aumentar el contenido total de carotenoides, y en especial el de B-caroteno,
en diversos organismos vegetales y principalmente aquellos de interés alimenticio como

papa y tomate, se ha sobreexpresado el gen Lcyb de forma endégena o heterdloga
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(Rosati y col., 2000; Dharmapuri y col., 2002; Diretto y col., 2007; Ji y col., 2008;

D'Ambrosio y col., 2011).

1.5 Estudio de la funcionalidad de Lcyb7 de D. carofa.

En algunos modelos vegetales, la presencia de distintas isoformas de genes
carotenogénicos estd asociada con una funcién organo-especifica. En zanahoria
(Daucus carofa) existen dos genes codificantes de enzimas LCYB (Leyb? y Leyb2), de
los cuales Lcyb7 se expresa preferencialmente en hojas y la raiz de almacenamiento
durante el desarrollo de la zanahoria, correlacionando con un aumento en el contenido
de carotenoides, particularmente de B-caroteno (Moreno, 2012). Ademas, el gen Leyb1
es aquel gen carotenogénico que presenta el mayor aumento en sus niveles de
expresion durante el desarrollo de D. carofa (Fuentes, 2011). Teniendo en cuenta los
antecedentes recién mencionados, nuestro laboratorio realizé la evaluacién de
funcionalidad del gen Lcyb? de D. carofa. Dentro de los ensayos para evaluar su
funcionalidad se utilizaron experimentos de complementacion heterdloga en E. coli,
sobreexpresion y silenciamiento génico post-transcripcional en D. carota (Pizarro y
Stange, 2009; Moreno y col., 2013). Respecto a la primera aproximacion se observé que
el gen Lecyb1 de D. carota es capaz de convertir licopeno en B-caroteno en E. coli
(Moreno y col., 2013). Ademas, en este sistema heterdlogo, LCYB1 presentd una mayor
tasa de conversion de licopeno a B-caroteno que su paralogo LCYB2, el cual también
fue capaz de convertir el licopeno a B-caroteno pero presentd acumulacién del
intermediario y-caroteno (Moreno, 2010). Por otro lado, al silenciar el gen Leyb? en D,
carofa, las lineas resultantes presentaron una disminucion significativa en los niveles de
carotenoides totales y B-caroteno en las hojas y raiz modificada de D. carofa, poniendo

en evidencia la importancia de este gen en ia sintesis de pigmentos carotenoides en toda
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la planta (Pizarro y Stange, 2009). Estos antecedentes respecto a la funcionalidad del
gen Leyb1 de D. carota (DcLeyb) se realizaron en paralelo a la sobreexpresion de este
gen en D. carota y su expresion en un sistema heterélogo vegetal como tabaco (N.
tabacum), con el objetivo de aumentar el contenido de carotenoides totales y para
fundamentar antecedentes sobre la funcionalidad del gen en sistemas vegetales
(Morene, 2012; Moreno y col.,, 2013). Para lograr tal objetivo, se utilizaron distintos
vectores de expresion (pGWB2, pMDC32, pGWB8 y pMDCB85) con tal de legrar una
insercion estable de dicho gen en el genoma de N. fabacum y D, carofa. En todas las
lineas transgénicas obtenidas que expresaron el gen DcLeyb? (Figura 2A), se consiguié
un aumento considerable en el contenido de carotenoides totales, y ademas se demostro
la localizacion de la enzima Dcl.CYB1 en los cloroplastos de las células vegetales
(Moreno, 2012; Moreno y col., 2013). Tanto en tabaco como en zanahoria, el aumento
en los niveles de expresion del gen DeLcyb? causd una alteracion en la expresidon de
genes enddgenos clave de la ruta carotenogénica lo cual se correlaciond con los niveles
de carotenoides observados, especialmente B-caroteno (Moreno, 2012; Moreno y col.,
2013). En el caso particular de las lineas fransgénicas de tabaco obtenidas al utilizar el
vector pGWB2/Dclcyb1, un nimero importante de lineas transgénicas To (3 de un total
de 6 analizadas) presentaron ademas un aumento en tamafio y area foliar, presencia
adelantada de estructuras florales y mayor concentracion de clorofila, Estas fineas (L14,
L15 y L16), ademas correspondieron a aquellas que poseian el mayor aumento de
carotenocides, especificamente de @-caroteno, tal como se muestra en la Figura 2B

{(Moreno, 2012).
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Figura 2 Analisis de la expresion del gen Dclcyb1 y niveles de pigmentos en plantas de
tabaco transgénicas para el gen DcLcyb1. (A) Cuantificacion de los niveles de expresion
del gen Dcleyb1 en plantas de tabaco transgénicas transformadas con el vector
pGWB2/Icyb1. Los valores se normalizaron respecto a los niveles de expresion del gen 18S
y se calibraron con respecto a las plantas de tabaco silvestres (B) Cuantificacion de los
niveles de acumulacion de pigmentos en hojas de tabaco transgénicos (Lineas L2, L3, L11,
L14, L15 y L16) para el vector pPGWB2/Lcyb1. wt. plantas de tabacos silvestres. Asteriscos
indican diferencias significativas entre cada valor y el control (wt) determinadas por un test de
T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001. Imagen modificada de Moreno,
2012.

1.6 Relacion entre la ruta de biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas

en plantas.

Los fenotipos observados en las lineas 14, 15 y 16 de N. tabacum transformadas
con el vector pGWB2/DcLcyb1 sugieren que la alteracion de los niveles de expresion de

un gen carotenogénico, puede alterar rutas de sintesis relacionadas a la de carotenoides.
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La principal razén de la alteracion de estas otras rutas podria deberse al uso de
precursores metabdlicos comunes; como ocurre en el caso de las rutas de sintesis de
clorofilas y giberelinas (GA). En ese caso, la relacidn mas evidente es que carotenoides,
clorofilas y GAs comparten como sustrato comin el geranilgeranil pirofosfato (GGPP).
Evidencias de esta estrecha relacién entre estas rutas de biosintesis han aparecido en
aproximaciones experimentales que principalmente se ha enfocado en la ingenieria
metabdlica de biosintesis de carotenoides en plantas. Por ejemplo, la alteracion de la
funcionalidad de la enzima fitoeno desaturasa 3 (PDS3) mediante el uso de T-DNA en
Arabidopsis thaliana da como resultado plantas mutantes con un fenotipo albino y enano,
principalmente por alteracién de la biosintesis de clorofila, carotencides y giberelinas
(Qin y col., 2007). Ademas, la sobreexpresién de una isoforma de fitoeno sintasa (PSY)
especializada en la produccion de carotenocides en tomate generd enanismo en una
proporcién importante de las lineas transgénicas, principalmente debido a la
competencia por el precursor GGPP entre carotenoides y giberelinas, estas dltimas
involucradas en importantes procesos del desarrollo de la planta como el crecimiento
longitudinal del tallo y elongacion de érganos axiales {Fray y Grierson, 1993; Fraser y
col., 2007). Resultados que siguen confirmando esta relacién entre rutas de biosintesis
también se han obtenido en Arabidopsis al sobreexpresar el gen endégeno que codifica
la enzima PSY de forma especifica en semillas, obteniéndose un retraso significativo en
la germinacién (proceso en el cual desempefia un rol importante la relacién GAs/ABA) y
un incremento en los niveles de carotenoides, clorofila y ABA (Lindgren y col., 2003).
Pero al parecer esta comunicacion no es solo a nivel de precursores metabdlicos
comunes, ya que al silenciar el gen codificante de PSY en la orquidea Oncidium hybrid
mediante ARN de interferencia, dio como resultado alteraciones en el tamafio de las

plantas, problemas en el desarrollo normal de los plastidios, disminucién en los niveles
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de clorofila y una menor expresion de los genes asociados a su sintesis (Liu y col., 2014).
Ademas, mediante analisis de HPLC se demostré que los niveles endégenos de GAs y
ABA se encontraban reducidos considerablemente (Liu y col,, 2014). Todos estos
antecedentes dan cuenta que la alteracion en la expresion de genes carotenogénicos
puede dar lugar a fenotipos en los que estan involucradas multiples vias metabdlicas,
como la de biosintesis de carotenoides, clorofila, ABA y GAs, y que estos efectos pueden
dar cuenta de cambios relevantes en el crecimiento y desarrollo de la planta.
Considerando esto, actualmente todos los estudios se han enfocado en como la
alteracion en los niveles de expresion de genes involucrados en las primeras etapas de
la biosintesis de carotenocides (principalmente genes Pds y Psy) posee consecuencias
sobre otras rutas relacionadas. En estos trabajos, los efectos observados han sido
explicados por el uso compartido de precursores metabélicos (por ejemplo, GGPP)
dando origen a fenotipos que favorecen a una ruta en particular en desmedro de otra.
Ademas, ofro punto a tomar en cuenta es el origen del gen, ya que al pertenecer a una
especie vegetal que se caracteriza en producir grandes cantidades de carotenocides en
la raiz modificada (D. carota), éste ha sido sometido constantemente a una presion
selectiva ejercida por el hombre a favor de la actividad enzimatica que favorece la
produccion de B-caroteno. No obstante y contrario a lo reportado anteriormente, las
lineas 14, 15 y 16 presentan un fenotipo que involucra aumento de tamafio y area foliar,
floracion temprana y mayores niveles de clorofila y carotencides totales (Moreno, 2012).
Por lo tanto, en estas lineas la expresion del gen Leyb de D. carofa podria estar
promoviendo las rutas de blosintesis de clorofila o giberelinas, a diferencia de Io
reportado hasta la fecha con otros genes carotenogénicos. Teniendo en cuenta esto, en
esta Tesis de Magister se propuso realizar analisis de distintos pardmetros fisiologicos y

moleculares de las lineas transgénicas para aportar en el establecimiento de las causas
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de los fenotipos observados en plantas de N. fabacum transformadas con el gen DcLeyb
(Lineas 14, 15y 16) y la obtencion de informacidn esencial para establecer mecanismos
que den cuenta de la comunicacion enire las rutas de biosintesis de carotenoides,
clorofilas y GAs, indispensables para el crecimiento y desarrollo de los organismos

vegetales.
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1.7 Hipotesis

“La expresion heterdloga del gen DcLeyb? en N. tabacum regula positivamente la
biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas, generando un aumento en la

eficiencia fotosintética, crecimiento (vegetativo y reproductive) y biomasa”®

1.8 Objetivo general

Caracterizar fenotipicamente a nivel fisiologico, bioquimico y molecular las lineas

L14, L15 y L16 de N. tabacum que expresan el gen Loyb1 de D.carota.

1.9 Objetivos especificos
1) Evaluar la expresion del transgen Dcleyb? y determinar la concentracién de
pigmentos (carotenoides y clorofila) en las lineas T1 de N. tabacum transformadas con

Dclcyb1,

2) Evaluar parametros fisioldgicos relacionados con el crecimiento (vegetativo y
reproductivo), biomasa y eficiencia fotosintética de las lineas transgénicas de N. tabacum

que expresan el gen Dcleyb

3) Determinar la expresion de genes enddgenos clave en la ruta de biosintesis de

carotenoides, clorofilas y giberelinas en las lineas transgénicas de N. fabacum.

4) Determinar la participacion de las giberelinas en el fenotipo observado en las lineas
transgénicas de N. fabacum a través de ensayos de inhibicion y cuantificacion de

giberelinas bioactivas.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales biolégicos.

En este trabajo se utilizaron muestras de tejido vegetal provenientes de plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum cultivar Xhanti) transgénicas transformadas con el vector
PGWB2 portando el gen Lcyb7 de D.carota (Lineas 14, 15y 16) y plantas transformadas
con el vector PGWB2 sin inserto (Moreno, 2012). Esas plantas (To) fueron caracterizadas
a nivel molecular y fenotipicamente para posteriormente recolectar las semillas (Moreno,
2012). Para evaluar los parametros fisiologicos de las plantas transgénicas, se utilizaron
semillas correspondientes a plantas T; y Tz, la cuales fueron crecidas en medio de cultivo
Murashige Skoog (MS) con 2% (p/v) de sacarosa y el antibidtico de seleccion kanamicina
(100 mg/L) bajo un régimen de luz de 8 h de oscuridad y 16 h de luz fluorescente blanca
(Irradiancia 150 pmol de quanta m2 s), 22°C y 50% de humedad en cédmaras de cuiltivo
localizadas en dependencias de la Universidad de Chile. El patrén de segregacién de las
plantas crecidas en medio de seleccién sugiere que el gen DcLcyb1 se insertd solo una
vez en todas las plantas analizadas. Posteriormente y luego de 1 mes de cultivo in vitro,
las plantas fueron traspasadas a un invernadero con 16h luz / 8 h oscuridad, 22°-25° C
y aproximadamente 115 pmol de quanta m? s™'. En éste, las plantas se cultivaron en
tierra estéril (1/3 de turba, 1/3 de vermiculita y 1/3 de tierra de trasplante) en potes de 1L
de capacidad durante dos meses. La primera semana de este periodo las plantas
esfuvieron cubiertas para permitir la aclimatacién luego de salir del cultivo in vifro.
Durante este tiempo las plantas fueron regadas uniformemente 2 o 3 veces a la semana
segtin lo ameritaba. A los 3 meses, las plantas fueron evaluadas respecto a la presencia

del transgen, sus parametros fisiclogicos y se recolectaron hojas de todas las plantas
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analizadas, tejido que fue congelado en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados

a -80°C hasta su uso.

2.2 Reactivos.

Los reactivos utilizados se adquirieron segun las técnicas de biologia molecular
requeridas y fueron escogidas de acuerdo a los estandares de calidad necesarios. Estos
productos fueron obtenidos de empresas y marcas registradas como Invitrogen, Agilent
Technologies, Fermentas, Promega, Axygen, New England Biolabs, Biorad, Merck, US

Biological, MO BIO Laboratories Inc. y Sigma-Aldrich.

2.3 Partidores

Los partidores utilizados se describen en la Tabla |, y fueron necesarios para el
analisis de expresion mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR) del gen Loyb1 de D.
carofa y los distintos genes enddégenos de N. tabacum en la plantas transgénicas
PGWB2/DcLeyb1y PGWB2 sin inserto (S/1). Todos los partidores se disefiaron utilizando
la herramienta bioinformatica Vector NTI (Invitrogen) considerando los parametros
necesarios para el experimento de PCR en tiempo real (tamafio amplicon, temperatura
de disociacion de los partidores y contenido GC, etc). Las secuencias utilizadas para el
disefio de los partidores fueron las siguientes: Dclcyb? (GenBank: DQ192190.1),
NtActin (EU938079.1), NtUbi (U66264.1), Nt18S (AJ236016.1), NtPsy1 (JF461341.1),
NtPsy2 (JX101475.1), NtLcyb (KC484706.1), NiGgps (GQ911583.1, GQS11584.1,
JNB656210.1 y JN967749.2), NiDxs1 (EUB50419.1), NfDxs2 (JQO085430.1), NICh!
(FJ905101.1), NiCps (AB170034.1), NtKs (JQ413246.1) y NtNced (HM068892.1,

JX101472.1 y JX101473.1).
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Luego, mediante el programa OligoAnalizer (IDT) se analizaron las propiedades
termodinamicas para descartar la formacién de heterodimeros, homodimeros u
horquillas. Ademas, cuando fue posible, se considerd que los fragmentos amplificados
comprendieran intrones de manera de evidenciar la contaminacion por ADN gendémico

en las muestras de ADNc.

Tabla I Partidores utilizados en esta Tesis.

™ Tamaiio
Nombre Secuencia (5°>3’) (°C) producto Descripcion
(pb)
DclLeyb1 F TTGACCTTCCTTTGTATGACCCGTC 58.7 Fragmento del Gen
107 Carotenogénico
DcLcyb1R TCCTGCCTCAGAAACTTGTTGTGC 59.8 Loyb1 de D.carota
NtActin F GTATGTCGCCATTCAAGCCGTTCT 59.1 Gen de actina.
Utilizado como
242 normalizador y para
NtActin R ACGGAGGATAGCATGTGGCAAAGCAT 60.1 verificar la calidad de
ADNc,
NtUbig F GCTCGAGGACGGCAGAAC 58.6 Gen ubiquitina.
121 Utilizado como
NtUbiq R CTTGGGCTTGGTGTAGGTCTTIC 57.7 normalizador.
Nt18SF CTGAGAAACGGCTACCACATCCA 58.9 Gen RNA ribosomal
170 18S. Utilizado como
Nt18$ R CACCAGACTTGCCCTCCAATGG 60.4 norma“zador‘
Psy1F GGAACCAAGCTAATGACCCCAGAGAGA 58.1 Fragmento del Gen
164 Carotenogénico Psy!
Psy1R GGCCGCCCACTGAAAATATCTTCC £8.6 de N. tabacum.
Psy2F TCAGAGATGTTGGCAGAAGATGC 584 Fragmenio del Gen
130 Carotenogénico Psy2
Psy2 R GCTTCAATCTCGTCCAATATCTIG 57.3 de N. tabacum.
Leyb F CCGTGTTAAATTCCACCACGCCAA 59.6 Fragmento del Gen
132 Carofenogénico Lcyb
LeybR GAAGCCAGTTGCATCAAGCACCAC 59.8 de N. tabacum.
Ggps F GTATTGGGTTGTIGTITCAAGTTGTGGATG  58.6 Fragmento de un
220 consenso de los 4
GgpsR GCAATCAATGGAGCTGCTTTGTCTGGATC 61.6 genes Ggps de
N. tabacum.
Dxs1F GCCTTAGATGGACTICTTGATGGCAAGT 60.4 142 Fragmento del Gen
Dxs1R TGTTAAACACTGTTGCTGCAATGTGAGAT  58.2 Dxs1de N. tabacum.
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Dxs2 F AGAGOATAACAAAGOMAATTGGACCTC 878 Fragmento del Gen
Dxs2 R CTCCTCAAAAAGAGTTGAACAAGAAGCAC  58.2 Dxs2 de N. tabacum.
ChIF ATCAMATATGGGTGCTICTICITGGAGE 588 Fragmento del Gen
ChIR ATTATGTCAGGTGTAAGGGTGCCGAACA  61.5 Chi de N. tabacum.
CpsF ACACTAAAGCTGACATGGATACCAMAGG 888 Fragmento del Gen
CpsR CATAAGTGCAAAGGCAGTAGAAGATGGA  58.6 Cps de N. tabacum.

Ks F TACTTACTACCGTGGTIGATGACTICITTG 880 Fragmento del Gen
KsR CTTCATCTCCAATCTCACAAATAGTGCTGT — 58.5 Ks de N. tabacurm.
Nced F CTTTACCAAAAACAGCCGACCCACG 60.5 Fragmento de un
342 consenso de los

NeedR  CACCAATGGCTTTAGGAAAAACAGGACG  60.1 genes Nead da .

Posteriormente, se evalud la especificidad de los partidores respecto al gen

blanco a amplificar, para esto se realizé un BLASTx utilizando la bases de datos de
secuencias parciales (EST) y completas de genes de N. tabacum. Todos los partidores
se mantuvieron a una concentracion de 250 UM a -20°C y se diluyeron a 10 pM al

momentc de su uso.

2.4 Metodologia.

En esta seccion se describen en primera instancia las metodologias empleadas
para la determinaciéon de los parametros fisioldgicos de plantas transgénicas de N.
fabacum. Luego se describen los métodos utilizados para la extraccién del ARN total de
hojas de N. tabacum y el posterior analisis de expresion en estos tejidos mediante PCR
en tiempo real. También se describen los protocolos pertinentes a la medicion de los
distintos pigmentos obtenidos en las plantas PGWB2/DclLcyb1 y PGWB2 S/l mediante
RP-HPLC. Finalmente se muestran los protocolos para determinar el efecto del inhibidor

de sintesis de giberelinas (AMO1618) en las plantas fransgénicas y cuantificar el
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contenido de giberelinas activas (GA1 + GA4) y Aacido abscisico en las lineas

transgénicas de N. tabacum mediante UPLC acoplado a espectrometria de masas.

2.4.1 Analisis de parametros fisiologicos.

2.4.1.1 Medicion del crecimiento de la planta.

A los 3 meses de crecimiento, 7 plantas transgénicas por cada linea, vale decir
PGWB2/DcLeyb1 (lineas 14, 15 y 16) y PGWB2 S/, fueron evaluadas respecto a altura,
diametro del tallo, distancia intermodal, numere de hojas, largo y ancho foliar. La altura
de la planta fue medida desde el apice floral hasta la base, considerando solo plantas en
las que el apice floral era visible. El diametro del tallo fue medido en el punto medio de
cada uno de los 3 entrenudos consecutivos ubicados bajo el quinto nudo {considerando
como el primer nudo aquel que sostenia la primera hoja madura no clorética). Para todas
las plantas analizadas se consideré un promedio de los 3 didametros medidos. La
distancia internodal fue medida 3 veces en los entrenudos ubicados por sobre el tercer
nudo, estos datos también fueron graficados considerando el promedio de estas 3
mediciones por planta. Tanto para el conteo de hojas como la medicion de area foliar se
consideraron solo hojas maduras, en el caso de area foliar se midio tanto el largo como
el ancho de la hoja (aguellas ubicadas entre el segunde y cuarto nudo) en todas las
plantas analizadas. Cuando las plantas florecieron y posteriormente produjeron semilias,
se contaron el nimero de flores totales y se pesaron las semillas (peso neto y peso por
capsuia). Estos analisis se realizaron también en la generacion Tz, y al igual que en
andlisis hecho en la generacion Ty, se utilizaron 7 plantas por linea (14, 15, 16 y S/l).
Para procesar los datos y hacer los analisis estadisticos pertinentes se utilizé el
programa GraphPad Prism utilizando como test estadistico un test de T de dos colas, no

pareado, p<0.05.
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2.4.1.2 Medicion de la biomasa de la planta.

Las plantas fueron cosechadas Iluego de realizar todos los ensayos fisiologicos
pertinentes, para esto se recolectaron raices, hojas y tallos. En primera instancia, estos
fueron pesados para determinar el peso fresco por planta y posteriormente secados en
una estufa a 70°C en papel aluminio durante 48 h para determinar el peso seco. Se
consideraron 7 replicas bioldgicas para cada linea (14, 15, 16 y S/1) tanto para las plantas
de [a generacion T1 como T2. Nuevamente, para procesar los datos se utilizo el programa

GraphPad y un test de T de dos colas, no pareado, p<0.05.

2.4.1.3 Medicion de eficiencia fotosintética.

Para evaluar eficiencia fotosintética de las plantas transgénicas se midid la
fluorescencia de la clorofila utilizando un fluorémetro Fms1 (Hansatech). Este equipo nos
fue proporcionado por el Dr. Claudio Pastenes (Departamento de Produccion Agricola,
Facultad de Agronomia de la Universidad de Chile). Para la determinacién del
rendimiento maximo cuantico del fotosistema I, las plantas fueron preincubadas por 30
min en oscuridad utilizando pinzas foliares. Tanto la fluorescencia minima (Fo) como la
fluorescencia maxima (Fm) fueron medidas en estos segmentos de hojas adaptadas a la
oscuridad durante el transcurso del mediodia. Fo fue medido aplicando un pulso débil
de luz roja (<1 pmo! de guanta m?2 s™), mientras que Fr, se determind durante un pulso
de 0,8 s de luz blanca de intensidad de 3,500 pmol de quanta m? s'. El rendimiento
cuantico maximo se calculdé como (Fp - Fo)/Fn = Fu/Fn. Todas estas mediciones se
realizaron en 3 hojas de los nudos distales, repitiendo 3 veces la medicién por hoja y
evitando la nervadura central. Para este experimento se utilizaron 10 plantas T+ por linea
y los datos se graficaron en GraphPad utilizando un test de T de dos colas, no pareado,

p<0.05.
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2.4.2 Extraccion de ARN total de tejidos de tabaco.

Para la extraccion de ARN fotal a partir de hojas de tabaco se utilizé el reactivo
TRIzol (Invitrogen). Se utilizaron 6 plantas de tabaco de 2 meses por cada linea
transgénica y se pesaron aproximadamente 100 mg de hojas para cada exiraccion, los
cuales fueron molidos en presencia de nitrégeno liquido en morteros previamente
esterilizados y enfriados. Se adiciond 1 mL del reactivo TRlzol, se homogenizd con el
tejido vegetal y se traspasé a un tubo Eppendorf de 1.6 mL. El homogenizado se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente y se agregé 200 uL de cloroformo, agitandose
vigorosamente. La mezcla fue incubada durante 3 min a temperatura ambiente y se
centrifugd a 12000 g durante 15 min a 4°C. Se rescataron aproximadamente 500 uL del
sobrenadante y se traspasaron a un tubo limpio, en donde el ARN se precipité con 500
uL. de isopropanol durante 10 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 12000
g durante 10 min a 4°C y el precipitado se lavé con 1mL de etanol 75% (en agua libre de
nucleasas). Se centrifugd nuevamente duranie a 8000 g durante 5 min a 4°C, se eliminé
el sobrenadante y el precipitado se dejé secando a temperatura ambiente. Una vez seco,
se suspendié en 20 Pl agua nanopura tratada con DEPC (pH. 5.0) y se almacend a -

80°C hasta su uso.

2.4.3 Cuantificacion y analisis de la calidad del ARN total.

2431 Cuantificacion y analisis de la calidad del ARN total mediante

espectrometria.

Para evaluar la calidad y cantidad de ARN total a partir hojas de tabaco se utilizé
un espectrofotdometro NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis). Ademas de determinar la

concentracion de ARN total en la muestra, se evalud la presencia de contaminantes.
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Para esto se analizaron los cocienfes de absorcidn Azo/Azso (evaluacion de la
contaminacién por proteinas en la mezcla) y Azso/A2so (evaluacion de la contaminacion
por polisacaridos y polifenoles). Se considerd que para una muestra de ARN total puro

ambos cocientes deberian ser cercanos a 2.

2.4.3.2 Analisis de la calidad del ARN total mediante gel de agarosa denaturante.

Para evaluar la integridad del ARN total se realizd un gel de agarosa con
condiciones denaturantes para el ARN. Para esto, se calentaron aproximadamente 0.5
g de agarosa en 35 mL de agua destilada a una temperatura de 60°C. Posteriormente,
se agregaron 5 mL de buffer de corrida MOPS 10X (MOPS (pH 7.0) 0.4 M, Acetato de
sodio 0.1 My EDTA 0.01 M) y 9 mL de formaldehido 37% (12.3M). El gel formado fue
acomodado en una camara de electroforesis y ésta se llené con buffer de corrida MOPS
1X. Antes de cargar el ARN en los pocillos del gel, éste fue tratado con buffer de carga
de ARN (Fermentas) segun las indicaciones de su fabricante. Posteriormente, una vez
cargada las muestras, se procedié a realizar la electroforesis con condiciones de 70 V
durante 50 min. Transcurrido este tiempo se procedid a visualizar las bandas bajo la luz
de un transiluminador UV (GeneGenius Classic de SynGene) y fotografiados utilizando
el software asociado al equipo (GenSnap). La calidad de las muestras se evalud segin
la presencia nitida de 2 bandas caracteristicas de una muestra de RNA integra

correspondientes a los ARN ribosémicos de 23 y 188.

2.4.4 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Todos los productos de PCR obtenidos (100-250 pb aproximadamente) fueron
analizados en geles de agarosa de concentracion 1% a 1.5%. Como marcador de

tamafio de banda en pares de bases (pb) se utilizé Gene Ruler de 100 pb {Fermentas).
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Estos geles fueron preparados utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1
mM, pH 8) como disolvente de la agarosa. Al momento de cargar las muestras en el gel,
estas se mezclaron con buffer de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y
glicerol 80%)} en una proporcion 5:1. Posteriormente, se realizé la electroforesis
utilizando una diferencia de potencial entre 90 V y 110 V durante 40 a 50 min
dependiendo del tamario de banda esperado. Luego los geles, se tifieron durante 15 min
en una solucién de bromuro de etidio, se visualizaron con un fransiluminador UV
(GeneGenius Classic de SynGene) y se fotografiaron utilizando el software asociado al

equipo (GenSnap).

2.4.5 Sintesis y analisis del ADNc de N. tabacum.

2.4.5.1 Tratamiento del ARN total con DNAsa l.

Todas las muestras de ARN total obtenidas en este trabajo, se frataron con DNasa
| previo a realizar la técnica de RT-PCR, de manera de eliminar [a posible contaminacion
con ADN gendmico. Para eso se trataron 7 pg de ARN total con 50 U de DNasa |
(Fermentas), 1 puL de inhibidor de RNasa (Fermentas) y 2 uL de buffer de DNasa/MgCl.
10X (Fermentas). Esto se realizé en un volumen total de 20 pL utilizando agua DEPC
para completar ese volumen cuando fue necesario. Esta mezcla se incubd a 37°C
durante 35 min en un bafio termoregulado. Transcurrido ese tiempo, se transfirid
rapidamente a hielo y se agregaron 2 pL EDTA (25 mM). Luego se incubd la mezcla

durante 10 min en hielo.

2.4.5.2 Transcripcion reversa para sintetizar el ADNc (RT).

Para la sintesis del ADNc se utilizé el sistema ImProm-ll Reverse Transcription

(Promega). Se tomaron 9,5 UL de ARN total tratado con DNAsa y se mezclaron en un
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tubo de 0,6 mL con 3 pL del partidor Oligo-AP (Tabla l). Cada muestra se incub6 5 min
a 70°C (Programa A en la Tabla Il). Transcurrido este tiempo el programa se detuvo,
los tubos se mantuvieron en hielo y se agrego a la mezcla de transcripcion reversa (10
1L de buffer ImProm-H 5X, 1 pL de inhibidor de RNAsa (Fermentas), 5 pl de MgCl. (50
mM), 2,5 pi de dNTPs (10 uM), 16 pL de agua DEPC y 3 i de la enzima de transcriptasa
reversa ImProm-1) para completar un volumen tofal de 50 pl. Luego, los tubos se
colocaron nuevamente en el termociclador y se continu¢ el programa de RT (Tabla lI-
A). Finalmente, se obtuvieron 50 pL de cada cDNA que fueron almacenados hasta su

uso a -20°C.

2.4.5.3 PCR convencional utilizando ADNc como molde.

Para confirmar la integridad del ADNc obtenido se amplificdé mediante PCR un
fragmento del gen codificante de actina (NtActin) utilizando los partidores descritos en la
Tabla I. Todas las reacciones de PCR llevadas a cabo en esta Tesis se realizaron en un
volumen total de 25 WL en agua libre de nucleasas e incluyendo 1 U de Tag ADN
polimerasa (invitrogen), 2,5 pL del buffer de la Tag ADN polimerasa (Invitrogen), 0,5 L
dNTPs (10 mM), 0,5 pL de los partidores sentido y antisentido correspondiente a cada
gen (10 uM) y 1 pL de ADNc como molde. Ademas, al trabajar con cada pareja de
partidores se incluyd un control negativo (carente de molde) y un control positivo. El
programa utilizado en esta ocasién se muestra en la Tabla lI-B. Como control para
verificar la ausencia de ADN gendmico contaminante se reemplazé et ADNc con ARN

total tratado con DNAsa |. Esto se realizé para cada una de las muestras analizadas.
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2.4.6 PCR cuantitativo en tiempo real.

Previo al experimento de PCR en Tiempo Real se procedidé a amplificar todos los
genes utilizados en este estudio mediante un PCR convencional (Tabla 1I-C) y utilizando
los partidores descritos en la Tabla I. Esto se realizé desde ADNc y tuvo la finalidad de
comprobar la funcionalidad y especificidad de los partidores disefiados. Luego, para
evaluar la expresion de los distintos genes de interés a nivel de transcrito (78S, Actina,
Ubiquitina, Psy1, Psy2, NiLcyb1, DclLcyb1, Dxs, Ggps, Chl, Cps, Ks, Nced) en las
muestras analizadas se utiliz6 la técnica de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green
como sonda fluorescente. Para esto, se utilizd un termociclador Mx3000P (Stratagene)
y el kit Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene). Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL, el cual incluia 10 pl. de
Master Mix (Tag ADN polimerasa, dNTPs, MgClz y SYBR Green), 7,5 pL de agua libre
de nucleasas, 0,3 pL de sonda ROX (utilizada como sonda pasiva y a una dilucion 1:500)
y 0,6 pL de partidores antisentido y sentido (10 pM). El programa utilizado para todas las
muestras es el descrito en la Tabla II-D. Se utilizaron muestras de 6 plantas transgénicas
por linea y ademas, todas las reacciones fueron llevadas a cabo en friplicado técnico,
seleccionando posteriormente las 2 réplicas de mayor similitud. La especificidad de
reaccion para cada set de partidores fue medida en la curva de denaturacion del
producto de PCR correspondiente, y en esta se verificé la presencia de una sola sefial

en el grafico de Fluorescencia vs T°.

En este trabajo, las cuantificaciones de los niveles de expresion fueron
normalizadas respecto a la expresion del gen de actina y relativizadas usando como
calibrador aquella condicién de menor expresion génica y se indicara en cada figura

segln corresponda. Se probaron tres genes candidatos como normalizadores (78S,
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actina y ubiquitina) pero al evaluarlos mediante el programa NormFinder (Andersen y
col., 2004), actina correspondidé al mejor normalizador, lo cual se corrobord
experimentalmente y se aplicé para todos los ensayos realizados. Para los calculos de

expresion relativa y eficiencia de cada partidor, se utilizaron las ecuaciones descritas por

Pfaffl (2001).

Tabla Il Programas de PCR utilizadas en esta Tesis.

A-RT.
Pasos o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
70°C 5 min
1 25°C 5 min 1
42°C 60 min
70°C 15min
B.- PCR del gen NtActin para evaluar el ADNc.
Pasos o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 3 min 1
94°C 1 min
2 55°C 1 min 28
72°C 30s
3 72°C 10 min 1
C.- PCR para evaluar partidores disefiados.
Segmento Pasos N° de ciclos
Temperatura Tiempo
1 94°C 3 min 1
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94 °C 1 min

2 55°C 1 min 33
72°C 30s
3 72°C 10 min 1

D.- PCR cuantitativo en Tiempo Real.

Pasos o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 95°C 3 min 1
95°C 10s
2 60°C 20s 40
95°C 1 min
3 60°C 30s 1
95°C 30s

2.4.7 Determinacién de la concentracién de clorofila y carotenoides.

2.4.7.1 Extraccién de pigmentos a partir de hojas de tabaco.

Para la extraccion de pigmentos de tejido vegetal de tabaco se utilizaron 6 plantas
de 2 meses por cada una de las lineas transgénicas analizadas (S/1, L14, L15 y L16),
para cada una de ellas se consideré una mezcla de tejido congelado correspondiente a
4 hojas. Se pesaron 100 mg de la mezcla de hojas y posteriormente el tejido fue
macerado en un mortero en presencia de Nz liquido hasta obtener un polvo fino. Luego,

se agregaron 2 ml de una solucién hexano:acetona:etanol (2:1:1) de manera de obtener
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una mezcla homogénea. Esta se traspasd a un tubo de 15 mL y se agit6 vigorosamente
durante 2 min. Transcurrido ese tiempo el tubo se incubd en hielo y oscuridad por ofros
2 min. Luego, se centrifugé a 10.000 g por 10 min a 4°C. Finalmente, los pigmentos se
recuperaron de la fase superior formada recolectandolos en tubos de 2 mL. Los tubos
obtenidos por muestra fueron secados mediante un Speed-Vac durante 40 min a
temperatura media. Una vez secos, las muestras se almacenaron -80°C para
posteriormente cuantificar los pigmentos correspondientes. Para esto, las muestras
fueron suspendidas en 2 mL de acetona. Se analizaron muestras de 6 plantas por cada
una de las lineas PGWB2/DclLcyb1 y PGWB2 S/, utilizando ademas 2 réplicas técnicas
por muestra. Durante todo el proceso de extraccion, las muestras se mantuvieron en

oscuridad y fric.

2.4.7.2 Cuantificacién de pigmentos mediante espectrofotometria.

Las muestras de pigmentos obtenidos y suspendidas en acetona en el paso de
extraccion fueron utilizadas en una primera etapa para {a determinacién de carotenoides
t{otales mediante la utilizacion de un espectrofotometro (Shimadzu). Se midid la
absorbancia a distintas longitudes de onda; 474 nm (Absorcion de carotenoides
principalmente), 645/662 nm (Absorcion de las clorofilas a y b, que es utilizada para
determinar su contribucién en la medicién a 474 nm, tal como se ilustra en la Figura 3)
y 520/750 nm (Datos necesarios para determinar la turbidez de la muestra y por ende

validar los datos obtenidos). Las expresiones utilizadas para determinar las

concentraciones de carotencides totales fueron descritas anteriormente por
Lichtenthaler y Buschmann (2001). Todas las mediciones se realizaron en una cubeta
de cuarzo y se procur6 que los datos de absorbancia se mantuvieran en el rango de 0,3

a 0,85. Para lograr esto se diluyé la muestra cuando fue necesario. Los datos obtenidos
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fueron expresados en mg/g de peso seco, para lo que fue necesario estimar el peso seco
de cada muestra basado en el factor obtenido luego de someter a 60°C durante 24 h, 1

g de tejido de hoja de tabaco (Lichtenthaler y Buschmann, 2001).

Cantidad de luz absorbida

L] Ll
200 550 600 650 T00
Longitud de onda (nm)

Figura 3 Espectro de absorcion de los pigmentos clorofila a, b y carotenoides. En la figura
se indican los espectros de absorcion de los pigmentos cuantificados en este Seminario de
Titulo. Ademas es posible visualizar que a una medicion de absorbancia a 474 nm, las clorofilas
contribuyen significativamente a esta medicion (especialmente clorofila b). Esta contribucion a
los carotenoides totales puede ser estimada midiendo la absorbancia de la muestra a 645
(Clorofila b) y 662 (Clorofila a) nm, longitudes a las cuales ningun carotenoide absorbe
significativamente.

2.4.7.3 Determinacién de la composicion de pigmentos mediante RP-HPLC.

Se utilizaron 20 uL de los pigmentos en acetona obtenidos a partir de la
extraccién de pigmentos de hojas para el analisis mediante HPLC en fase reversa (RP-
HPLC). Este analisis se realizé en una columna MultoHigh 100 RP 18-5u (150 x 4,6 mm)
y se utilizé una fase moévil compuesta de acetonitrilo:metanol.isopropanol (85:10:5). Las
condiciones cromatograficas consistieron en un flujo de 1,5 mL/min y una duracién de

60 min. Mediante el analisis de los cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de
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474 nm, la concentracién de pigmentos totales a 474 nm obtenido por espectrofotometro
y segun los tiempos de retenci6n, espectros de absorcion y grado de pureza de [os picos
obtenidos, se determiné la concentracion de los principales compuestos carotenoides y
clorofilas presentes en las muestras. Se analizaron las muestras correspondientes a
cada una de las lineas transgénicas analizadas (L14, L15, L16 y S/l) y adicionalmente
cada muestra fue analizada con dos replicas técnicas. Los datos se graficaron en

GraphPad utilizando un test de T de dos colas, no pareado, p<0.05.

2.4.8 Determinacion del efecto de giberelinas en las plantas transgénicas.

2.4.8.2 Ensayo de inhibicién de la sintesis de giberelinas.

Se probdé que el fenotipo de las plantas transgénicas puede ser revertido
mediante el uso de inhibidores especificos de la sintesis de giberelinas. En este caso se
utilizé el compuesto AMO14186, el cual reprime la ruta de biosintesis en pasos tempranos,
especificamente las enzimas ent-copalil difosfato sintasa y ent-kaureno sintasa (Kawaide
y col., 1997). Para evaluar la concentracion a utilizar se hizo una curva de crecimiento
en presencia del inhibidor, determinando que la concentracién 6ptima del inhibidor
correspondia 100 pM. En placas dispuestas verticalmente con medio de cultivo
Murashige Skoog (MS) que contenia 2% (p/v) de sacarosa, AMO1618 (100 pM) y el
antibiético de seleccion kanamicina (100 mg/L). Después de transcurridos 21 dfas, se
evalud la biomasa (peso fresco) y largo de raiz. Mientras que en frascos de cultivo con
la misma composicion descrita anteriormente, se evalué la biomasa (peso fresco) y area
foliar transcurrido 1 mes de crecimiento de las plantas. En ambos casos se midieron
estos parametros en presencia y ausencia del inhibidor AMO1618. Para la medicién
tanto de largo de raiz como de area foliar se utilizd el programa Imaged (NIH). Para

ambos ensayos se utilizaron 16 plantas por linea, distribuyendo las plantas de la
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siguiente manera; 4 plantas por placa y 2 plantas en el caso de los frascos de cultivo. El
ensayo fue repetido 2 veces obteniendo los mismos resultados vy los datos fueron

graficados en GraphPad utilizando un test ANOVA con Post-test de Tukey, p<0.05.

2.4.8.1 Cuantificacion del contenido de giberelinas bioactivas.

Para la evaluacion del contenido de giberelinas activas (GA1 + GA4) en [as lineas
transgénicas de N. tabacum, se utilizé un equipo de UPLC acoplado a espectrometria
de masas. Para esto se utilizaron hojas de plantas T: de 1 mes y cada muestra estaba
constituida de 200 mg de hojas de una planta independiente, considerando 3 plantas por
cada linea transgénica. Este tejido fue liofilizado y colocado en viales de fondo redondo.
Posteriormente se procedidé a la extraccion y purificacién de las muestras con 2-3
columnas de extraccion en fase sdlida (SPE; de fase reversa e intercambio idnico), el
uso de estandares intemos deuterados (en este caso particular estandares
correspondientes a las hormonas GA1 y GA4), y finalmente el analisis mediante UPLC-
espectrometria de masas (UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap). Este analisis fue
realizado en colaboracion con el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(IBMCP) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV). Adicionalmente, se midieron
los niveles de acido abscisico (ABA) presentes en las muestras enviadas. Cada muestra
fue analizada en duplicado y los datos se graficaron en GraphPad utilizando un test de

T de dos colas, no pareado, p<0.05.
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RESULTADOS
3.1 Expresion de DeLeyb1 y composicion de carotenoides en las lineas Tq de N.

tabacum transgénicas.

En primera instancia se evalud que las lineas transgénicas 14, 15y 16 de la
generacidn T4 tuvieran los mismos parametros moleculares gue las lineas parentales T,
obtenidas anteriormente en nuestro laboratorio (Moreno, 2012). Estos primeros
pardmetros a evaluar consistieron en la evaluacion de la expresion del transgen Lcyb1
de D. carota y la comprobacion de que estas lineas poseyeran un aumento en la

concentracion de carotenoides y clorofilas.

3.1.1 Evaluacion de la expresién del gen DcLcyb1 en las lineas transgénicas de

N. tabacum.

Para evaluar los niveles de transcrito del transgen Loyb? de D. carota se utilizaron
6 plantas T:independientes provenientes de las lineas 14, 15, 16 y S/l (Sin inserto), las
cuales fueron escogidas por su resistencia a kanamicina en medio de seleccion
(Materiales y Métodos, 2.1). Ademas, es importante de mencionar que la segregacion
de las semillas provenientes de las plantas To y T1 en medio de seleccién con antibiético,
sugiere que las plantas transgénicas son heterocigotas para el transgen DcLcyb? vy
poseen soio una copia de eéste (Datos no mostrados). A Ias plantas seleccionadas, se
les extrajo ARN total y mediante qPCR se evalud los niveles de transcrito del gen Leyb1
de D. carofa en hojas de [as lineas de tabaco de 2 meses de edad. Se observé que las
tres lineas portadoras de la construccion pGWB2/DeLcyb1, es decir las lineas L14, L15
y L16 poseian niveles de expresion significativos respecto a la linea control $/1 (Figura
4). Ademas, se observo que la linea 14 posee los niveles mas altos de ARNm de Lcyb 1

en comparacion al resto de las lineas, alcanzando aproximadamente el doble de
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expresion del transgen Lcyb1 al ser comparada con la linea 15 (Figura 4). Por lo tanto,
todas las lineas expresan el gen Lcyb1 de D.carota de manera constitutiva (promotor

35S), a excepcidn de la linea control S/l que correspondian a plantas transformadas con

el vector pGWB?2 sin inserto (S/1).

DcLcyb1
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Figura 4 Niveles de expresion de DcLcyb1 en las lineas transgénicas de tabaco. Se
observan los niveles de expresion relativos del gen Lcyb? de D. carota en hojas de las
lineas T1 transgénicas de tabaco 14, 15y 16 (2 meses de edad). Cada valor corresponde
al promedio de 6 réplicas biolégicas y su respectivo error estandar. Los valores de
expresion relativa fueron normalizados respecto al gen de Actina y se utiliz6 como
calibrador aquella linea que poseia los menores niveles de expresion (Linea L15). Los
asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor comparando siempre con la
linea control S/I. Estas diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no
pareado. **: p<0.01; *** p<0.001. S/I: Sin inserto.

3.1.2 Determinacién del contenido de clorofila y carotenoides en las lineas

transgénicas de N. tabacum.

Nuevamente con el objetivo de comprobar que las lineas T; transgénicas de
tabaco (S/I, L14, L15 y L16) tuvieran el mismo comportamiento respecto a la composicion
y contenido de pigmentos (carotenoides y clorofilas) que las lineas parentales T

anteriormente descritas en nuestro laboratorio por Moreno (2012), se realizé una
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extraccién de pigmentos a hojas de 6 plantas de tabaco de 2 meses para cada linea
transgénica analizada (S/l, L14, L15 y L16). Posteriormente, se cuantificaron
carotenoides totales y clorofilas mediante espectrofotometria y su composicién fue
evaluada por RP-HPLC. Los resultados se muestran en ia Figura 5. En esta se puede
observar que al cuantificar los carotenocides totales (carotenos y xantdfilas en este caso
particular) se evidencia un incremento de aproximadamente 2 veces en las lineas 14, 15
y 16 al ser comparadas con la linea control S/I, alcanzando valores cercanos a los 900
ug/g de peso seco (Figura 5A). Al analizar la composicion de carotenoides en las hojas
de las distintas lineas de tabaco mediante RP-HPLC, los pigmentos carotenoides mas
abundantes correspondieron al B-caroteno y la luteina. Respecto a B-caroteno, las lineas
transgénicas que poseen el gen Lcyb1 de D. carofa poseen un incremento de 2 veces
alcanzando valores cercanos a 700 pg/g de peso seco (Figura 5B). En una rama
opuesta a la del B-caroteno en la ruta de biosintesis de carotenoides se encuentra la
luteina, [a cual también presenta un aumento en las lineas 14, 15y 16 de entre 1.8 a 2.2
veces, alcanzando una concentracion de hasta 150 pg/g de peso seco en la linea 16
(Figura 5C).

Por ofro lado, también se cuantificé la cantidad de clorofila presente en las hojas
de las lineas transgénicas debido a su estrecha relacién funcional con los carotenoides,
observandose también un incremento de 2 veces en todas las lineas comparadas con la
linea $/1, y alcanzando concentraciones cercanas a los 5000 pg/g de peso seco (Figura
§D). En la Figura 5D se muestran la cantidad de clorofila a y clorofila b en todas las
lineas; sin embargo, al analizar la concentracion de ambas clorofilas por separado se
observa que el aumento de clorofila en las hojas de las lineas 14, 15 y 16 se debe
principalmente a un aumento en la concentracién de clorofila a en todas ellas (Figura

Anexa 1).
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Teniendo en cuenta el antecedente de la expresion del transgen y el incremento
en la concentracion de pigmentos en las lineas 14, 15 y 16, se comprob6 que plantas
transgénicas de la generacién T, presentan los mismos parametros moleculares

anteriormente vistos en la generacién parental de esas lineas (Moreno, 2012).
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Figura 5 Concentracion de pigmentos en las lineas transgénicas de N. tabacum.
Evaluacion mediante espectrofotometria y HPLC de la composicién y concentracion de
pigmentos de plantas T1 de las lineas S/1, 14, 15y 16 de N. tabacum. Cada barra corresponde
a la cuantificacion del determinado pigmento utilizando muestras de hojas de tabaco de 2
meses (n=6). A: Cantidad de carotenoides totales (carotenos y xantéfilas), B: Cantidad de
B-caroteno, C: Cantidad de luteina y D: Cantidad de clorofilas, incluyendo clorofila ay b. Los
asteriscos indican diferencias significativas comparando con la linea control S/l, estas
diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<0.05; **: p<0.01:
*** p<0.001. S/I: Sin inserto.
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3.2 Evaluacién de parametros fisiolégicos de N. tabacum transformados con la

construccion pGWB2/DcLcyb1.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la expresidn heterdloga del gen Leyb? de
D. carota bajo un promotor fuerte y constitutive en N. tabacum, se analizaron distintos
parametros fisiologicos en las lineas Ti transgénicas (L14, L15 y L16) luego de 3 meses
de crecimiento. Para ello, se consideraron diversos parametros que abarcan tanto el
crecimiento vegetativo como reproductivo de las lineas evaluadas. Adicionalmente, con
el objetivo de obtener informacion adicional acerca de las causas de la alteracion en los
parametros de crecimiento evaluados debida a la expresion del transgen DcLcyb1, se
evalud fa biomasa alcanzada y eficiencia fotosintética en las plantas transgénicas de N.

tabacum.

3.2.1 Medicion del crecimiento de las lineas transgénicas.

Las lineas transgénicas fueron evaluadas respecto a altura, diametro de tallo,
distancia internodal, nimero de hojas, largo y ancho foliar en plantas de 3 meses de
edad, utilizandose 7 plantas por cada linea transgénica (Lineas 14, 15, 16 y Sfl). Los
parametros evaluados se resumen en la Tabla I, y en ella se observa que todas
aquellas plantas de tabaco fransgénicas portadoras del gen DcLeyb? de la generacion
T1 (L14, 15 y 16) presentan un incremento general de los pardametros de crecimiento
evaluados, a excepcion del didmetro del tallo y nimero de hojas (Tabla Ill) al ser
comparadas con la linea control S/l. Respecto a la altura, se observa que ias lineas
evaluadas presentan un incremento de dos veces al ser comparados con las plantas
control (S/], Tabla llI). Este incremento en altura, fue acompaiiado de un aumento de 1.4
veces aproximadamente en la longitud del espacio internodal, asi como también de un

incremento de 1.4 veces en el largo y ancho de las hojas de las lineas 14, 15y 16 (Tabla
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lll). El incremento en el largo y ancho de las hojas se manifiesta como un aumento
general del area foliar y por ende la envergadura de las lineas 14, 15 y 16 (Figura 6A).
Por otro lado, se observd una reduccién de aproximadamente el 35% en el ntimero de
hojas y una mantencion del diametro del tallo en todas las lineas de interés al
compararias con la construccién control (Tabla I11).

Tabla lll Cuantificaciéon de los parametros de crecimiento de las lineas de tabaco
Titransgénicas que presentan el gen Leyb1 de D. carota.

Espacio
Internodal
(cm)

Diametro
Lineas Altura{cm) deltallo
(mm)

Niimero de
hojas

Largo foliar Ancho
{cm) foliar (cm)

S 286129 79206 13411 7.8+05 2102 21.9%1,2

L14 558+61" 75+05 1921087 112+1.0" 3.0:02™ 1431117
L15 56.2£44™ 76+07 19.0:x08" 11.2+07" 3.0x0.2™ 1413
L16 §40+46™ 76108 187127 11.0+0.8™ 29103 1391197

Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor en comparacién al valor obtenido
con el vector sin inserto (S/1), esta diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no
pareado.*™™ p<0.001. Ademas se muestra el promedio y su desviacion estandar. Los valores
significativos han sido destacados en negrita.

Otra diferencia encontrada al comparar las lineas transformadas con el vector sin
inserto vector y las lineas 14, 15 y 16, es que las Ultimas alcanzaron el periodo de
floracién a los 2 meses y medio de edad aproximadamente (Figura 6B). Mientras que
en las plantas control el periodo de floracién se alcanzd después de los 3 meses; en
ambos casos el crecimiento vegetativo de las plantas se detuvo una vez éstas
florecieron. Al detenerse el crecimiento vegetativo, se procedié a medir aquellos
parametros relacionados con el crecimiento reproductivo de las plantas de tabaco

transgénicas, utilizando nuevamente 7 plantas por linea. Para eso se procedi6 a evaluar
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la cantidad de flores y la produccion de semillas total o por capsula (Tabla IV). Respecto
a estos parametros, todas las lineas evaluadas presentaron un aumento en la cantidad
de flores y el peso total de semillas al ser comparados con las plantas transformadas
con el vector sin inserto (Tabla IV). La cantidad de flores en las lineas evaluadas (14, 15
y 16) aumento alrededor de un 40% y el peso total de las semillas lo hizo entre un 60 a
75%. No obstante, al evaluar el peso de las semillas por capsula, solo la linea 14

presentd una diferencia significativa con la linea control (Tabla IV)

A s | L16

Figura 6 Diferencias entre los parametros de crecimiento entre lineas transgénicas T1 de
tabaco portadoras del gen Lcyb? de D. carota y planta control S/I. En la figura se observan
las principales diferencias, respecto a crecimiento, de las lineas 14,15 y 16 en comparacion a la
planta control S/I. En A se muestra las diferencias relacionadas con el ancho y largo de las hojas
(2 meses de edad). Ademas se indica una escala equivalente a 10 cm (recta negra). Mientras
que en B se muestran las diferencias tanto en altura como tiempo de floracién (2 meses y medio

de edad).
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Tabla IV Comparacién de los pardmetros reproductivos entre plantas de tabaco T
que portan el vector pGWB2 sin inserto y las lineas transgénicas con el gen
DcLcyb1.

Lineas Nimero de Peso semillas Peso semillas

Flores total {g) por capsula (g)
SA 16.0+22 0.8+0.3 0.055 £ 0.019
L14 229%5.2" 131027 0.088 * 0.016"
L15 23.7+43" 1.4+0.3" 0.067 £ 0.015
L16 2231427 1.4103" 0.077 £ 0.018

Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor en comparacion al valor obtenido
con ¢l vector sin inserto (S/1), esta diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no
pareado.”: p<0.05; **. p<0.01. Ademés se muestra el promedio ¥ su desviacién estandar. Los
valores significativos han sido remarcados en negrita.

L)

3.2.2 Medici6n de [a biomasa de las plantas transgénicas.

Con el objetivo de evaluar si la alteracién de los pardmetros de crecimiento se
explicaba en parte por un aumento de biomasa de las plantas transgénicas, las plantas
fueron cosechadas a los 3 meses aproximadamente, inmediatamente después de la
evaluacion de los pardmetros de crecimiento vegetativc y reproductivo. Para esto, se
recolectaron hojas y tallos por separado, y posteriormente estos fueron pesados para la
determinacion de peso fresco y peso seco para cada una de las lineas transgénicas
(Tabla V). Todas las lineas transgénicas portadoras del gen Dcl.cyb1 presentaron un
aumento significativo de aproximadamente 1.6 a 1.8 veces en e peso fresco de tallos,
1.3 a 1.5 veces en el peso fresco de hojas y entre 1.4 a 1.7 veces en ¢l peso fresco total
(Tabla V). Con respecto al peso seco evaluado en las lineas 14, 15 y 17, todas ellas no
presentaron diferencias significativas en el peso seco de tallos y el peso seco total de la
planta a ser comparadas con las plantas control transformadas con el vector sin inserto
(Tabla V). Sin embargo, si se observd un aumento de alrededor de 1.4 veces en el peso

seco de talios en las tres lineas comparadas al control (Tabla V).

53




Tabla V Comparacién de Ia biomasa entre Ila generacion T, de plantas
transformadas con el vector sin inserto y plantas transgénicas portadoras del gen
DeLcyb1.

Peso

Lineas Peso Fresco Peso Fresco Fresco Peso Seco Peso Seco  Peso Seco
Tallos (g) Hojas (g) Total (g) Tallos (g)  Hojas {g) Total (g)
s 11.0+18 16.9+24 27.5+42 1702 1.9+ 02 3.7+03

L14 1952 1.6" 260+6.1" 455%75" 23x0.2" 26110 4.9%1.0
L15 179t 25" 220145 39.9+x6.6° 23+0.3 1.9+03 411086

L16 17.76 1.4 21957 39.6% 5.9 2.3+0.3° 1.9+ 0.3 4.1£0.3

Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor en comparacién al valor obtenido
en plantas con el vector sin inserto (S/1), esta diferencias se determinaron porun fest de T de dos
colas, no pareado. *: p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Ademas se muestra el promedio y su
desviacion esténdar. Los valores significativos han sido destacados en negrita

Los parametros de crecimiento vegetativo, reproductivo y biomasa se midieron
nuevamente en la generacion T2 de plantas transgénicas, con el objetivo de demostrar
que los cambios en estos parametros eran heredables, obteniéndose resultados

similares (Tablas Anexas: IAy IIA).

3.2.3 Medicién de eficiencia fotosintética.

Debido al incremento general de pardmetros de crecimiento vegetativo y
reproductivo en las lineas 14, 15 y 16 (Tablas lil, IV y V), se decidié medir algan
parametro fotosintético que pudiera dar cuenta de este comportamiento. Esto teniendo
en cuenta ademas que todas las lineas transgénicas analizadas presentaban un
incremento en clorofilas y carotenoides (Figura §), pigmentos esenciales para el proceso
de fotosintesis. Es por esto, que en plantas de 3 meses de edad se midié el cociente
Fu/Fm, el cual permite explicar variaciones en Ia eficiencia fotosintética en términos de la

fluorescencia de la clorofila (Tabla VI). Se puede observar que todas las lineas
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transgénicas PGWB2/DclLcyb1 de tabaco analizadas presentan una eficiencia

fotosintética significativamente mayor que Ia linea control (Tabla Vi)

Tabla VI Comparacién de la eficiencia fotosintética entre plantas de tabaco T, que
portan el vector pGWB2 sin inserto y las lineas transgénicas con el gen Dclcyb1.

Lineas FuFfm
S/ 0.745 £ 0.10
L14 0.861 £ 0.027
L15 0.841 = 0.03"
L16 0.866 £ 001"

Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor en comparacién al valor obtenido
en plantas con el vector sin inserto (S/1), esta diferencias se determinaron por un test de T de dos
colas, no pareado.*: p<0.05; **: p<0.01. Ademéas se muestra el promedio y su desviacion
estandar. Los valores significativos han sido remarcados en negrita.

3.3 Evaluacién de la expresién de genes carotenogénicos y otros genes

enddégenos relacionados a la ruta.

Con el objetivo entregar antecedentes respecto al fenotipo observado en las
lineas 14, 15 y 16, se procedié a evaluar los niveles de transcrito, mediante gPCR, de
distintos genes carotenogénicos y otros genes enddgenos que podrian estar
relacionados a la ruta de biosintesis de carotenocides. Para esto, se extraje ARN total a
partir de hojas de tabaco de 2 meses de edad de las lineas fransgénicas S/I, L14, L15 y
L18. Posterior a la eliminacién de ADN genémico remanente y evaluacién de la calidad
def ARN obtenido, se procedié a la sintesis de ADNc (Materiales y Métodos, 2.4.3).
Para verificar tanto la calidad como la uniformidad respecto a la concentracién del ADNc
de cada muestra, se amplificé mediante PCR un fragmento de 156 pb correspondiente
al gen de actina de N. fabacum, encontrandose que todas las muestras analizadas
presentaban una amplificacion homogénea del fragmento. En paralelo se demostré que

ninguna de las muestras de ARN total utilizadas para la sintesis de ADNc presentaba
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remanentes de ADN genémico (Datos no mostrados). Para la evaluacién de los niveles
de franscrito de los genes de interés mediante QPCR se disefiaron partidores especificos
a cada uno de ellos (Materiales y Métodos, Tabla I). Los genes evaluados
corresponden a aquellos claves en la sintesis de pigmentos carotenocides (Psy7, Psy2 y
Leyb), genes involucrados en la sintesis de clorofila (Ch), giberelinas (Cpsy Ks) y en Ia
sintesis de la fitohormona ABA (Nced). También se evalud la expresién de genes
involucrados en la sintesis de precursores metabdlicos comunes a las rutas
anteriormente mencionadas como lo son el gen Dxs y Ggpps. La inclusion de genes
relacionados con la biosintesis de carotenoides viene dada porque anteriormente en
nuestro laboratorio se habia demostrado que la sobreexpresion del gen Leyb? en D.
carota altera la expresion de los genes enddgenos Psy7, Psy2 y Lcyb2 (Moreno y col.,
2013) mientras que la expresion de este mismo gen en la generacién Tode ias lineas
transgénicas de N. fabacum también alteraba los genes aqui evaluados (Moreno, 2012).
Ademas, diversas estrategias biotecnolégicas que buscan aumentar el contenido de
carotenoides en organismos vegetales, han demostrado empliricamente que los genes
que codifican las enzimas PSY y LCYB dirigen puntos claves en la ruta carotenogénica,
ya que corresponden a pasos limitantes en la produccién de pigmentos carotenoides
(Bramley, 2002). Por otro lado, se incluyé el gen codificante de la clorofila sintasa (Chi),
debido a su estrecha relacion funcional con carotenoides y al antecedente de las lineas
evaluadas que presentaban un aumento considerable en la cantidad de clorofilas (Figura
5D). La enzima clorofila sintasa (CHL) participa en los dltimos pasos de ia ruta de
biosintesis de clorofilas y ha sido ampliamente descrita como uno de los pasos limitantes
en la sintesis de éste pigmento (Tanaka y Tanaka, 2007). Junto con esto, también se
han descrito mecanismos de refroalimentacion positiva que involucran la expresion del

gen ChI con la regulacién de la biosintesis de clorofilas (Shalygo y col., 2009).
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Por otro lado, y en busca de encontrar una relacién entre los niveles de transcrito
del gen DcLeyb1 y el aumento en los parametros de crecimiento aqui cuantificados, se
evalud la expresién de dos genes involucrados en la biosintesis de giberelinas (Cpsy
Ks), dado el rol de esta fitohormona en el crecimiento vegetativo y reproductivo de las
plantas y que comparten precursor en comin con la sintesis de carotenocides. Si bien,
las pasos limitantes en la biosintesis de giberefinas no han sido identificados (Gupta y
Chakrabarty, 2013), los genes Cps y Ks codifican las enzimas involucradas en los
primeros pasos de la ruta y estén altamente reguladas durante el desarrollo de las
Plantas, por lo que han sido descritas como un potencial punto de regulacién de los
niveles de GAs bioactivas (Flest y col., 2003). La inclusién del gen Nced viene dada
principalmente a que el -caroteno (compuesto sintetizado por LCYB1) corresponde a
un precursor del ABA. La enzima NCED cataliza la degradacion oxidativa de la 9'-cis-
neoxantina o 9-cis-viclaxantina para formar xantonina, el cual es el paso limitante en la
biosintesis de ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005). Finalmente, los genes Dxs y Ggpps
codifican enzimas plastidiales esenciales para el desarrollo de plantas y requeridas para
la produccion de los principales grupos de isoprencides plastidiales, vale decir:
carotenoides, giberelinas, clorofilas, tocoferoles, filoquincnas y plastoquinonas (Ruiz-
Sola y col.,, 2015). Ademas, ambos genes han sido descritos como limitantes en la
biosintesis de precursores de isoprenoides (Misawa, 2011). Para todos estos genes se
evaluo la cantidad relativa del ARNm para comparar su expresion entre la linea control
S/l que carecfa del gen Lcyb? de D. carota y aquelias lineas transgénicas portadoras del

gen Deleyb1 (L14, L15y L16).
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Respecto a los genes carotenogénicos endégenos, se observo que en general
en las lineas 14, 15 y 16, existe una induccién significativa o una tendencia clara al
aumento en los niveles de transcrito de los genes Psy1, Psy2 y Lcyb al ser comparados
con la linea control S/I (Figura 7). El aumento en la cantidad del ARNm correspondiente
a los genes carotenogénicos endégenos Psy1, Psy2 y Lcyb1, es alrededor de 2 a 5
veces, 1.5 a 3 veces y 1.5 a 3 veces, respectivamente (Figura 7). Esta induccién
generalizada de los genes carotenogénicos anteriormente mencionados se acentta en

el caso de la linea 15, la cual posee los niveles mas altos de cantidad de ARNm (Figura

7).
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Figura 7 Niveles de expresion de los genes carotenogénicos claves en hojas de las
lineas transgénicas de tabaco. En la figura se observan los niveles de expresion relativos
de los genes endodgenos Psy1, Psy2y Leyb en las lineas transgénicas de tabaco. Cada valor
corresponde al promedio de 6 plantas independientes por linea analizada y su respectivo
error estandar. Los valores de expresion relativa fueron normalizados respecto al gen de
Actina y en cada grafico se utilizé como calibrador aquella linea que poseia los menores
niveles de expresién (Linea S/I). Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada
valor comparando siempre con la linea control S/I. Estas diferencias se determinaron por un
test de T de dos colas, no pareado. *: p<0.05; **: p<0.01: *** p<0.001. S/I: Sin inserto.

Por otro lado se analizaron los niveles de transcrito de genes de rutas

relacionadas a la biosintesis de carotenoides y genes involucrados en la sintesis de
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precursores comunes a estas rutas (Figura 8). En el caso del gen que codifica la clorofila
sintasa (Chl), enzima encargada de Ia sintesis de clorofila, éste se encuentra inducido
alrededor de 1.5 veces en todas las lineas transgénicas analizadas (Figura 8D), lo que
se relaciona con el aumento del contenido de clorofilas observado en la Figura 5.
Aquellos genes involucrados en Ia sintesis de giberelinas, como aquellos que codifican
la ent-copalil difosfato (Cps) y ent-kaureno sintasa (Ks), también se encuentran inducidos
en las lineas 14, 15y 16 (Figura 8E y F respectivamente). En el caso de Cps, éste se
encuentra inducido alrededor de 1.5 veces en las lineas portadoras del gen Deleyb1
(Figura 8E), mientras que en el caso del gen Ks, la induccién es variable fluctuando
entre 2 (L14) a 7 veces (L186) de induccién (Figura 8F). Ademds, se decidio evaluar los
niveles de transcrito de genes directamente involucrados en la sintesis de acido
abscisico como el gen que codifica la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(Nced); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas al ser comparado con
la linea control S/I (Figura 8G). Respecto a los genes involucrados en la sintesis de
precursores comunes a la biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas, entre
ofras, se analizaron los niveles de transcrito de los genes que codifican las enzimas 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (Dxs? y Dxs2) y geranilgeranil difosfato sintasa
(Ggpps). En el caso del gen Ggpps, se analizd la expresién conjunta de 4 paralogos de
N. tabacum (Ggpps1, Ggpps2, Ggpps3y Ggpps4). Los niveles de transcrito de éstos, en
promedio, estan inducidos aproximadamente 2 veces en las lineas 15 y 18 (Figura 8C).
Poar ofro lado, la cantidad de ARNm del gen Dxs7 no presenté diferencias significativas
en ninguna de las lineas al ser comparadas con la linea control S/| (Figura 8A), mientras
que el gen Dxs2 se encontrd inducido alrededor de 1.5 veces en las 3 lineas transgénicas

(Figura 8B).
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Figura 8 Niveles de expresién de genes clave en la biosintesis de clorofila, giberelinas,
ABA y precursores comunes a estas rutas. (A-G) Expresion relativa de genes involucrados
en rutas relacionadas directa o indirectamente a la biosintesis de carotenoides en hojas de
tabaco de las lineas transgénicas (S/I, L14, L15 y L16). Los genes correspondientes salen
indicados sobre cada grafico. Cada valor corresponde al promedio de 6 plantas
independientes por cada linea analizada y su respectivo error estandar. Los valores de
expresion relativa fueron normalizados respecto al gen de Actina y en cada grafico se utilizé
como calibrador la linea control S/1. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada
valor comparando siempre con la linea control S/I. Estas diferencias se determinaron por un

test de T de dos colas, no pareado. *: p<0.05; **: p<0.01; *** p<0.001. S/I: Sin inserto.
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3.4 Evaluacién del efecto de giberelinas en las plantas transgénicas.

Para relacionar e! aumento en los parametros de crecimiento cuantificados
(Tabla W, IV y V) y la induccién de aquellos genes involucrados en la biosintesis de
giberelinas (Figura 8E y F), se procedi6 a determinar el efecto de las giberelinas (GAs)
mediante el uso de inhibidores especificos de la ruta de biosintesis de giberelinas ya

evaluar directamente la concentracion de elias en las lineas transgénicas.

3.4.1 Ensayo de inhibicion de la sintesis de giberelinas.

Para evaluar si el fenotipo observado en las lineas 14, 15 y 16 se debe en parte
a un aumento en el contenido de giberelinas, se utilizé el compuesto AMO1618. Este
compuesto corresponde a un inhibidor especifico de la sintesis de giberelinas en pasos
tempranos de la ruta de sintesis (Kawaide y col, 1997). En placas dispuestas
verticaimente, se observd el crecimiento de las lineas transgénicas de tabaco (S, L14,
L15 y L16) transcurridos 21 dias y comparando placas con inhibidor (100 uM de
AMO1618) y sin inhibidor (Control). Los principales parametros evaluados en este
experimento correspondieron a biomasa total (peso fresco) y largo de rafz. Los
resultados se ilustran en la Figura 9. Respecto al peso fresco, en general se observa
que todas las lineas transgénicas evaluadas (S/I, L14, 15y L16) presentaron una
disminucién significativa al ser crecidas en presencia del inhibidor AMO1618 (Figura
9A). Ademas, se muestra que el peso fresco de las lineas S/l en presencia de inhibidor
es significativamente menor que el resto de Ias lineas en la misma condicion (L14, L15
y L16), siendo estas tltimas (en particular las lineas L14 y L.15) similares al peso fresco
de la linea S/l en ausencia de AMO1618 (Figura 9A). Interesantemente se observa
también que a los 21 dias de crecimiento las lineas transgénicas portadoras de la

construccion pGWB2/Dclcyb? ya presentan un incremento de més de 2 veces en el
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peso fresco total en comparacién a las lineas controles (Figura 9A). Por otro lado y en
relacion al tamafio de la raiz principal, todas las lineas presentaron una disminucién
cercana al 50% al ser expuestas al inhibidor de sintesis de giberelinas (Figura 9B). Sin
embargo, no se observaron diferencias entre lineas tanto en presencia como ausencia

de inhibidor (Figura 9B).
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Figura 9 Ensayo de inhibicién de la biosintesis de giberelinas en plantas de 21 dias de
edad. En la figura se muestran los resultados obtenidos al crecer las lineas transgénicas en
ausencia o presencia del inhibidor AMO1618 (100 uM) en placas dispuestas verticalmente
durante 21 dias. En A se observa el peso fresco de cada una de las lineas en ambas
condiciones, mientras en B se muestra el largo de raiz principal para cada una de las lineas
evaluadas en ambas condiciones. En este ensayo se utilizaron 16 plantas por linea y los datos
se graficaron en GraphPad utilizando un test ANOVA con Post-test de Tukey, p<0.0001 (letras
a,b,c,dyeenA, mientras que ay b en B). S/I: sin inserto.

Por otro lado y con el objetivo de cuantificar los efectos del inhibidor AMO1618
en el area foliar, se colocaron las lineas recién analizadas en frascos de cultivo en
presencia ¢ ausencia del inhibidor (Figura 10). Transcurrido aproximadamente 1 mes de
crecimiento se evalué area foliar y biomasa (peso fresco) (Figura 10B y C,

respectivamente). En la Figura 10A es posible observar que luego de 1 mes de

crecimiento, las lineas 14, 15y 16 poseen un &rea foliar evidentemente mayor. También

62




se hace evidente la reduccion del drea foliar en todas las lineas al aplicar el inhibidor
AMO1618 (100 uM). Esto es confirmado cuantitativamente en la Figura 10B, donde se
muestra que el inhibidor AMO1618 disminuye el drea foliar de todas las lineas analizadas
y que al mes de crecimiento en ausencia de inhibidor las lineas que poseen el gen Leyb1
de D. carota poseen un incremento en el area foliar de entre 1.3 a 1.6 veces. Ademas,
se observa que el area foliar en presencia de inhibidor en las lineas 14, 15 y 16 alcanza
nivelss similares a la linea S/l en ausencia de inhibidor de sintesis de giberelinas (Figura
10B). Por otro lado, al observar el efecto de AMO1618 en el peso fresco de la planta
(Figura 10C), se observa practicamente el mismo efecto observads en las plantas
crecidas verticalmente durante 21 dias (Figura 9A). En ambos experimentos de
inhibicién se graficd el porcentaje de disminucién de cada uno de los parametros
evaluados, tomando en consideracién las condiciones con y sin inhibidor AMO1618
(Figura A3), observéndose en todos los caso una disminucion del parametro observado
cercana al 50% tanto en las lineas S/l como las lineas transgénicas portadoras del gen
DcLoyb1. Por lo tanto, de los ensayos de inhibicién solo es posible sugerir el rol de las
giberelinas en el fenotipo observado pero no es posible afirmar de forma directa el rol de
las enzimas afectadas por el inhibidor (KS y CPS) y el contenido de giberelinas bioactivas

en los tejidos analizados.
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Figura 10 Ensayo de inhibici6n de la biosintesis de giberelinas en plantas de 1 mes. En
la figura se muestran los resultados obtenidos al crecer las lineas transgénicas en ausencia o
presencia del inhibidor AMO1618 (100 uM) en frascos de cultivo durante 1 mes. En A se
muestran fotografias representativas de las distintas lineas transgénicas en ausencia (Control)
y presencia (+AMO1618) del inhibidor de sintesis de giberelinas. Ademas se indica una escala
equivalente a 2 cm (recta negra). En B se muestra el area foliar de cada una de las lineas en
ambas condiciones, mientras en C se muestra el peso fresco para cada una de las lineas
evaluadas en ambas condiciones. En este ensayo se utilizaron 16 plantas por linea y los datos
se graficaron en GraphPad utilizando un test ANOVA con Post-test de Tukey, p<0.0001 (letras
a, by cen B, mientras que a, b, c y d en C). S/I: sin inserto
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3.4.2 Cuantificacion del contenido de giberelinas bioactivas.

Posteriormente, para corroborar la participacion de las giberelinas en el fenotipo
de las lineas transgénicas de N. tabacum, se procedié a evaluar el contenido de
giberelinas activas (GA1 + GA4) en las lineas 14, 15, 16 y S/l. Esto fue evaluado en
hojas de 3 plantas independientes de 1 mes por cada linea, en las cuales el fenotipo
descrito anteriormente {Figura 6), ya era evidente. Para la cuantificacién se utilizé una
cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC) acoplado a espectrometria de masas y

los resuitados son ilustrados en la Figura 11.
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Figura 11 Concentracién de giberelinas bioactivas en las plantas transgénicas de N.
tabacum. En la figura se observa la concentracién de giberelinas bioactivas (GA1y GAd)en
plantas transformadas con el vector sin inserto y plantas transformadas con la construccion
pGWB2/DcLcyb1. Se utilizaron hojas de plantas de tabaco de 1 mes de edad. En este anélisis
se utilizaron 3 plantas independientes por linea transgénica y 2 réplicas técnicas. Los datos
se graficaron en GraphPad y los datos fueron comparados respecto a la linea S/ utilizando un
test de T de dos colas, no pareado, *: p<0.05; *** p<0.001. S/I: sin inserto.
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En la Figura 11, se observa que no existen cambios significativos en GA1 en hojas de
plantas de 1 mes al ser comparados con Ia planta control (8N). Por otro lado, respecto a
GA4 se observaron cambios en la concentracion de esta hormona en las lineas 14 y 15
de 2.1 y 1.7 veces, respectivamente, mientras que en la linea 16 los cambios no son
estadisticamente significativos (Figura 11). Adicionalmente y utilizando el mismo tejido
vegetal analizado, se midi6 también la concentracién de acido abscisico (ABA) presente
en las plantas de tabaco transgénicas (Figura Anexa 2), no enconfrandose diferencias
en ninguna de las lineas transgénicas pGWB2/DcLcyb1 al ser comparadas con la linea
sin inserto. Por lo tanto, se corrobora que todas las lineas transgénicas que portaban el
gen Leyb? de D.carota, presentan una induccién de genes clave en la sintesis de
giberelinas (Cps y Ks, Figura 8Ey F respectivamente) y junto con esto, un aumento
significativo de GA4 6 alteracién del fenotipo observado al aplicar el inhibidor AMO1618,
sugiriendo fuertemente el rol de esta fitohormona en los parametros afectados en las

lineas 14, 15y 16.
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DISCUSION

En nuestro laboratorio y con el objetivo de alterar el contenido total de
carotenoides en N. tabacum (tabaco), especialmente B-caroteno, se cloné la secuencia
codificante del gen Lcyb? de D. carota bajo el promotor 35S en e! vector de expresion
pGWB2 (Moreno, 2012). Se obtuvieron 6 lineas T, transgénicas, de las cuales 3 de ellas
presentaron particularidades desde el punto de vista molecular y fenotipico (L14, 15y
16). Estas lineas ademas de presentar una alta expresién del transgen DcLeyb? y alto
contenido de carotencides en comparacién a una planta control, presentaron un aumento
en tamafio, area foliar, contenido de clorofilas y una floracién temprana (Moreno, 201 2).
Con el objetivo de entender cémo alteraciones en la ruta de biosintesis de carotenoides
puede dar cuenta del fenotipo, plantas T1 provenientes de estas lineas fueron sometidas

a un andlisis molecular, fenotipico y fisiolégico.

4.1 Las lineas transgénicas de N. tabacum que expresan el gen DcLcyb1 poseen
un incremento en el contenido de carotenoides lo que se correlaciona con una

induccién en genes carotenogénicos endégenos.

En primera instancia se corroboré que la generacion Ty de las lineas 14, 15 y 16
descritas por Moreno (2012) presentaron los mismos parametros moleculares
anteriormente descritos en su trabajo (Figura 2). Respecto a esto, todas las plantas de
las lineas 14, 15 y 16 expresaron el gen Leyb? de D. carota (Figura 4) y presentaron un
aumento significativo de aproximadamente 2 veces en carotenoides totales, y
particularmente: luteina y B-caroteno (Figura 8).Por otro lado, el frabajar con lineas
provenientes de la generacion T+ en desmedro de la generacién Ty, supone una gran
ventaja teniendo en cuenta que la metodologia de obtencion de estas lineas corresponde

a organogenesis somatica. Esto se debe principalmente a que éste método de obtencicn
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de lineas transgénicas posee una serie de desventajas que afectan a la generacién Ty,
entre las cuales se encuentran; anormalidades morfolégicas y fisiolégicas, poliembrionia
y la obtencion de organismos con una composicién celular heterogénea desde el punto
de vista genético. Ademas, si bien no se analizé el niimero de copias del transgen, todas
las plantas antes de ser sembradas en tierra pasaron por placas con medio de seleccidn
con kanamicina y la germinacion en este medio de las semillas de las plantas utilizadas
en este trabajo (T+y Tz), sugiere que todas ellas corresponden a plantas heterocigotas
con solo una copia del gen DeLcyb1, ya que se seleccionaron plantas cuyas semillas
segregaran en una razon 3:1 respecto a su resistencia al agente de seleccion (Datos no
mostrados).Ahora bien, el hecho que llevé al establecimiento de la hipétesis del
presente trabajo es que los carotencides al ser isoprenoides, son sintetizados en
cloroplastos a partir del geranilgeranil pirofosfato (GGPP), el cual adicionalmente es
utilizado como precursor inmediato de otras rutas biosintéticas de isoprencides
localizadas en cloroplastos, incluyendo entre ellas plastoquinonas (PQ), la cadena fitol
de las clorofilas, filoquinonas, tocoferoles y la fitchormona acido giberélico (GA) (Msier y
col., 2011). Por lo tanto, la biosintesis de importantes fitohormonas (ABA y GA),
clorofilas, vitaminas y ofros pigmentos esenciales para los plastidios estan
estrechamente relacionados con los carotenoides. En vista de eso y para apoyar Ia
hipétesis de que la expresion heteréloga del gen DcLeyb? en N. tabacum podria estar
alterando de cierta forma rutas biosintéticas relacionadas se analizd en primera instancia
la expresion de aquellos genes enddgenos clave en la sintesis de pigmentos
carotenoides (Psy?, Psy2 y Leyb). Esto principalmente debido a reportes de que Ia
sobreexpresion de genes carotenogénicos puede dar lugar a mecanismos de
retroalimentacion positiva que den cuenta de la induccién de genes de la misma ruta

(Lindgren y col., 2003; Meier y col., 2011; Nisar y col., 2015).Lo anterior también ha sido
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observado en nuestro laboratorio al sobreexpresar el gen DcLcyb1 en D. carota (Moreno
y col,, 2013) y en las lineas Ty de N. fabacum analizadas en este trabajo {(Moreno, 2012).
Al observar la expresién del transgen y genes endégenos clave de la ruta de biosintesis
de carotenoides en la generacion Ty de las lineas 14, 15 y 16, se observd que: (i) la
expresion del transgen DcLcyb7 en todas las lineas (a excepcion de la linea fransgénica
transformada con el vector sin inserto, que carece de este gen) es relativamente similar,
vale decir, se encuentra en érdenes de magnitud similares (Figura 4) y (i) que ademas
todas presentaban una induccién de jos 3 genes carotenogénicos analizados (Figura 7).
Estos resultados confirman lo ya observado en la generacion To y sugiere nuevamente
la presencia de un mecanismo de regulacién positiva en los genes carotenogenicos Psy
y Leyb mediada por la expresi6n heteréloga de DeLcyb1. Este comportamiento también
podria sugerir que a nivel de la ruta carotenogénica podria estar ocurriendo una
regulacién por aumento de producto, ya sea por el B-caroteno o un compuesto rio debajo
de este, el cual regularfa directa o indirectamente la expresién de genes que codifican

enzimas involucradas en la sintesis de precursores de! B-caroteno (Moreno, 2012).

Ahora bien, la sobreexpresion de genes carotenogénicos en general se ha
correlacionado con un aumento del contenido de carotenoides totales (Diretto y col,,
2007; Maass y col., 2009; Ahn y col., 2012). Respecto a esto, al evaluar el contenido de
carotenoides totales y su composicion mediante espectrofotometria y RP-HPLC, se
observd un aumento considerable de carotenoides, especificamente de luteina y B-
caroteno, en las lineas 14, 15 y 16 (Figura 5). De manera que la expresion de! gen
DcLcyb1 en estas lineas de N. tabacum produjo cambios metabdlicos y una alteracion
transcripcional de genes carotenogénicos, que en conjunto ileva a un incremento en

carotenoides totales y especificos, hecho que también habia sido reportado en nuestro
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laboratorio en plantas de zanahoria (Moreno y col., 2013). Ademas, respecto al aumento
de carotenoides especificamente de luteina y B-caroteno, (Figura 5), B-caroteno
corresponde un precursor directo de zeaxantina que en conjunto con luteina son ias
principales xantéfilas que componen los fotosistemas vegetales, lo que podria explicar
en parte el aumento en la eficiencia fotosintética de las lineas 14, 15 y 16 (Tabla VI).
Ademas, los carotenoides también han sido descritos como estabilizadores de
membrana en cloroplastos, especificamente aquellos que corresponden a xantéfilas que
Jjunto con ofros terpencides, estabilizan y protegen del dafic oxidativo Ia fase lipidica de

las membranas tilacoidales (Havaux, 2014).

4.2 Las lineas transgénicas de N. tabacum que expresan el gen Dcl.cyb1 poseen
un incremento en el contenido de clorofila lo que se correlaciona con un aumento

en la eficiencia fotosintética.

Todos los antecedenies obtenidos en este trabajo respecto a los parametros
fisiologicos de las lineas transgénicas, no pueden ser explicados solo por alteraciones
en la ruta de biosintesis de carotenoides, sino mas bien con otras rutas de biosintesis
directamente relacionadas con la fotosfntesis y crecimiento de la planta que podrian
estar influyendo positivamente en el fitness de las lineas transgénicas de tabaco.
Siguiendo esta linea, al realizar cuantificacién de los pigmentos totales de las lineas por
espectrofotometria y RP-HPLC, interesantemente se observé un aumento de clorofilas
totales en las lineas 14, 15 y 16 (Figura 5), especificamente de clorofila a, ya que los
niveles de clorofila b no fueron afectados (Figura Anexa 1). Como se menciond
anteriormente, tanto carotenoides como clorofilas desempefian un rol fundamental en el
ensamblaje de los complejos captadores de luz, siendo el complejo captador de luz ||

(LHC-II) la principal estructura que une estos pigmentos en las membranas de
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cloroplastos (Telfer, 2014). Este complejo une clorofila a, clorofila b y carotenoides
(Kusaba y col., 2007; Pilkington y col., 2012). A causa de gue carotenocides junto con
clorofilas son componentes esenciales de estos complejos de membrana, el ensamblaje
de éstos depende de la presencia de ambos (Sagar y Briggs, 1990). Por lo tanto, noes
raro que los sistemas vegetales hayan desarrollado sistemas capaces de coordinar y
regular la sintesis de carotenoides y clorofilas con tal de asegurar el desarrollo de la
planta (Toledo-Ortiz y col., 2010). Una de los posibles mecanismos que puede explicar
esta coordinacién corresponde a respuestas de sefializacion retrograda provenientes
desde el nlcleo, generados en respuesta a una sefializacion intracelular mediada por
cloroplastos (Chi y col., 2015). Esta sefializacion, no solo coordina la expresion de genes
nucleares y plastidiales, sino que ademas es esencial para ia biogénesis de los plastidios
y por ende; su estructura y composicion (Chi y col., 2015). En estos tiltimos afios, muchos
estudios se han enfocado en la busqueda de la identidad de estas sefiales retrogradas,
y entre ellas se han propuesto la participacion de diversos compuesto carotenoides o
derivados de ellos. Entre estas sefiales se ha propuesto al B-ciclocitral, compuesto
derivado de la oxidacion de los carotenoides, que posee la particularidad de ser voldtil y
soluble en membranas (Ramel y col.,, 2012). Por otro lado, también se ha demostrado
que una molécula derivada de la degradacion de los carotenoides es capaz de regular
el desarrollo foliar y Ja expresion de genes nucleares codificantes de proteinas
plastidiales (Avendano-Vazquez y col., 2014). De manera que se ha propuesto que esta
molécula, aun no identificada y que requiere de la accién de enzimas clivadoras de
carotenoides (en particular de CCD4), podria estar regulando la estructura y composicién
de los cloroplastos (Avendano-Vazquez y col., 2014). A pesar de todos los antecedentes
afavor de la existencia de una molécula capaz de permitir la comunicacion entre sintesis

de clorofila y carotencides (Chi y col., 2015), esta sefial retrograda y los mecanismos
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que le permitirian ejercer este rol, ain no han sido identificados. En el mismo contexto,
este trabajo y el realizado anteriormente en nuestro laboratorio (Moreno, 2012; Moreno
y col., 2013), también apoyan la sintesis coordinada entre carotenoides y clorofilas. Esto
no solo se observa en la ya mencionada cuantificacion de clorofilas por
espectrofotometria y RP-HPLC (Figura 5), sino que también por el aumento en la
expresion de geries end6genos relacionados directamente con la sintesis de clorofila
(Chli, Figura 8D). Por otro lado, en las 3 lineas estudiadas (L14, 15y 16), la eficiencia
fotosintética explicada en téminos de FuJ/Fm fue significativamente mayor al ser
comparadas con las lineas controles transformadas con el vector pGWB?2 sin inserto
(Tabla VI). Ahora bien, el aumento de la eficiencia fotosintética puede ser explicado
como una consecuencia directa del aumento del contenido de carotenoides v clorofila
(Figura 5), pues ambos desempefian un rol estructural fundamental en el ensamblaje de
los complejos cosechadores de luz en plantas (Nisar y col., 2015; Pogson y col., 2015).
Ademas, paralelamente a este trabajo se demostré que la alteracion de la expresion de
un gen carotenogénico en N. fabacum, como es el caso del gen Leye (Figura 1), tiene
como consecuencia un aumento en el contenido de carotencides y un aumento
concomitante de la eficiencia fotosintética (Shi v col., 2014). Esto concuerda con la
evidencia de que el fiujo hacia cada una de las ramas de la ruta de biosintesis de
carotenoides puede ser alterada por manipulacién de la expresion de los genes licopeno
ciclasa o la actividad de las enzimas codificadas por ellos (Yu y Beyer, 2012; Giorio y
col., 2013). Por o tanto, en el trabajo de Shi y col. (2014), al igual que en el presente
trabajo, se obtuvo un aumento en el contenido de clorofila y carotenoides totales (Figura
5) asociado @ un aumento en la eficiencia fotosintética (Tabla VI). Sin embargo, en

nuestro caso este aumento viene dado por la alteracion de la ruta de biosintesis de
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carotenoides mediado por la expresion heterbloga de DcLcyb? en N. tabacum, gen

responsable directo de la sintesis de $-caroteno.

4.3 Las lineas transgénicas de N. tabacum poseen un incremento en parametros

de crecimiento y biomasa.

Para obtener mas antecedentes cuantitativos que caracterizaran el fenotipo de
las lineas transgénicas transformadas con el gen DcLcyb1, se evaluaron distintos
parametros fisioldgicos en las lineas transgénicas de tabaco, observandose un claro
incremento en el crecimiento vegetativo y reproductivo (Tabla lll y IV). En el caso de los
parametros de crecimiento vegetativo, se obtuvo un aumento significativo en la altura,
area foliar y distancia internodal, aunque el didmeitro del tallo permanecié invariable y el
numero de hojas disminuyé en un 35% (Tabla lll). Respecto a los parametros de
crecimiento reproductivo de las lineas 14, 15 y 16 de N. tabacum, el fenotipo mas
evidente correspondi6 a la floracién temprana de las lineas transgénicas, ya que las
plantas controles florecieron después de los 3 meses, mientras que todas las plantas T
provenientes de las lineas 14, 15 y 186, lo hicieron a los 2 meses y medio (Figura 6). Este
adelanto en la floracién, no fue en desmedro de aquellos parametros necesarios que
facilitan el éxito reproductivo de la planta, ya que en conjunto con un aumento en el
numero de flores totales, se obtuvo un aumento en el peso total de las semillas por planta
(Tabla IV). Ademas, este adelanto en el cambio a una fase reproductiva de las lineas
L14, L15y L16, no afecta negativamente a los parametros de crecimiento vegetativo o
biomasa, al contrario, la mayoria de estos se encuentra aumentado (Tabla i y V). Por
otro lado, el aumento en el crecimiento vegetativo y reproductivos de la plantas
transgénicas, también fueron acompafiados con un aumento considerable del peso

fresco de las hojas, tallo y total de las lineas 14, 15 y 18, no obstante al evaluar el peso
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seco de estas lineas, solo se vio un aumento significativo en el peso seco de los tallos
(Tabla V). Respecto a esto, las giberelinas han sido descritas ampliamente por su rol en
elongacion del tallo y expansi6n foiiar a través de expansion celular y divisidon celular
(Ogawa y col., 2003; Lucas y col., 2008; Gallego-Bartolomé y col., 2011). En particular,
las giberelinas estimulan la expresién de genes que codifican enzimas involucradas en
la distension de la pared celular, e} control de la divisiéh celular y el reordenamisnto de
microtibulos asociados con expansion celular (Ogawa y col., 2003; Achard y col., 2009;
Sambade y col., 2012). Estos antecedentes, ponen en manifiesto y nos permiten sugerir
que el aumento en estos parametros de crecimiento podria ser mediado principaimente
giberelinas a través de expansion celular mas que por divisién celular. Esto se explica
debido a que las lineas presentan un aumento en biomasa debido division celular, suelen
tener un aumento en peso seco a causa del incremento en el niimero de células por
tejido. Mientras que aquellas plantas que presentan un incremento en biomasa debido a
expansion celular, suelen tener un incremento en peso fresco, debido a la expansién
celular mediada por agua, hecho que parece predominar en las lineas analizadas

(Hauvermale y col., 2012).

4.4 Las lineas transgénicas de N. fabacum que poseen un incremento en su fitness

y biomasa poseen un mayor contenido de giberelinas.

Los resultados y antecedentes expuestos hasta ahora explican en parte como las
lineas transgénicas transformadas con el gen Deleyb1 podrian estar afectando a la
planta, especificamente procesos involucrados con la fotosintesis y por ende tener un
impacto en el desarrollo y crecimiento de la planta. Sin embargo, no existe evidencias
suficientes de que clorofilas o carotenoides ejerzan un efecto tan evidente como el visto

en este trabajo en el aumento del area foliar, crecimiento longitudinal de la planta y
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adelanto de Ia floracién {Nisar y col., 2015; Pogson y col., 2015). Por lo tanto, en el
transcurso del desamollo de este trabajo se buscd un candidato que pudiera estar
relacionado con estos parametros y al mismo tiempo tuviera alguna relacién con la ruta
de biosintesis de carotenoides. Dentro de los posibles compuestos, los més idoneos
resultaron ser aquellos compuestos derivados de la ruta de biosintesis de giberelinas
(GAs). Esto apoyado por las siguientes antecedentes: (i) no solo carotenoides y clorofilas
comparten el GGPP como precursor, sino que como se dijo anteriormente, las
giberelinas también lo hacen y (i) las GAs son fitohormonas esenciales para muchos
procesos de desarrollo en las plantas, incluyendo la germinacion de las semillas,
elongacion del tallo, expansién de hojas, desamollo de tricomas, maduracién del polen e
induccién de la floracién (Achard y Genschik, 2009). Ademas, es importante mencionar
que plantas deficientes en GAs, poseen un fenotipo enano y una floracién tardia, fenotipo
que puede ser revertido al de una planta silvestre con el suministro de GAs de forma
exogena (Daviere y Achard, 2013). Estos antecedentes y los distintos parametros
fisiologicos de las lineas transgénicas pGWB2/DcLcyb1 (Tablas Ili, IV y V), nos llevaron
a considerar la participacion de las GAs en el fenotipo observado en las lineas 14, 15 y
16 mediante 3 aproximaciones; la evaluacion de la expresién de genes involucrados
directamente en la sintesis de estas fitohormonas (Cps y Ks), la utilizacién de inhibidores
de sintesis de GAs (AMO1618) para evaluar si los pardmetros que observabamos (Ej:
aumento del area foliar) eran mediados por un aumento en la concentracién de GAs y la
cuantificacidn directa de la GAs bioactivas. Respecto a los genes Cps y Ks, estos
codifican dos terpeno sintasas {ent-copalil-difosfato y ent-kaureno sintasas; CPS Y K8,
respectivamente) involucradas en la conversion de GGPP al intermediario tetraciclico
hidrocarbonado ent-kaureno, paso temprano de la ruta de biosintesis de GAs. Al evaluar

los niveles de transcrito, ambos genes se encontraron inducidos en las 3 lineas
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analizadas (L14, L15 y L16), dando cuenta de un posible antecedente que pudiera
explicar un aumento en el contenido de giberelinas en estas lineas (Figura 8E y F).
Ademas, al utilizar el inhibidor AMO1618, observamos que parametros como el peso
fresco o area foliar, los cuales se encontraban aumentados en las lineas 14, 15y 16, se
veian afectados, alcanzando valores similares a los observados en la linea control S/l
sin tratamiento de inhibidor (Figura 9 y 10). Ademés, al cuantificar las GAs bioactivas,
se comprobo que al menos en las hojas de dos de las lineas analizadas existe una mayor
concentracion de GA4 (Figura 11). Ademds, es relevante el hecho de que solo se
utilizaron hojas para la cuantificacion de GAs bioactivas; sin embargo, diversos estudios
fisioldgicos y caracterizaciones fenotipicas de plantas mutantes afectadas en ia
biosintesis de GAs y los mismos resultados aqui expuestos (Tabla IlI, Figura 9 y Figura
10) demuestran que estas fitohormonas también poseen un importante rol en la
elongacion internodal y por ende en la altura de la planta (Hooley, 1994; Swain y
Olszewski, 1996; Blazquez, 2008). Por lo tanto, la concentracién local de GAs podria ser
distinta al utilizar ofro tejido para cuantificar, como por ejemplo parte del talio o los apices
apicales durante el crecimiento de la planta, ya que si bien se conocen los componentes
de la ruta de biosintesis de GAs, es muy dificil determinar el lugar preciso de biosintesis
de ésta en plantas (Gupta y Chakrabarty, 2013). Tomando todos estos antecedentes en
consideracién, es muy probable que el aumento de altura y area foliar en las lineas 14,
15y 16 se deba principalmente a estimulacién de la division y expansion celular mediada
por un aumento en la concentracién de giberelinas (Ogawa y col., 2003; de Lucas y col.,
2008), lo que también puede ser corroborado por el aumento de biomasa obtenido en
hojas totales y tallo de las Iineas transgénicas (Tabla V). No cbstante, falta investigacion
precisa sobre los niveles locales de GAs en plantas y se desconocen muchos

componentes de las vias de transduccion de sefiales que finalmente llevan a la
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elongacion del tallo y hojas mediado por esta fitohormona (Gupta y Chakrabarty, 2013).
Por otro lado, la floracidn temprana y el aumento en el nimero de flores y semillas
observados en las lineas 14, 15 y 16, también puede ser explicado por el rol de las GAs
en la iniciacion y desarrollo de la floracion (Griffiths y col., 2006; Gupta y Chakrabarty,
2013). Esto se evidencia claramente en plantas deficientes en GAs, ya que suelen
presentar floracién tardia, problemas de fertilidad, estructuras florales deficientes
funcionalmente e incluso aborto prematuro de las flores (Chhun y col., 2007; Hu y col.,
2008). Mientras que la sobreexpresidn de genes relacionados con la biosintesis de GAs
o respuestas constitutivas a estas fitohormonas, ya han reportado anteriormente plantas
con hipocétilos alargados, incremento en el crecimiento del tallo o floracién temprana,
junto con un incremento en giberelinas bioactivas (Coles y col., 1999; Daviere y Achard,
2013). Por ofro lado, a la fecha, los trabajos en los cuales se han sobreexpresado genes
carotenogénicos han reportado que la ruta de biosintesis de GAs se ve afectada
negativamente. Por ejemplo, la sobreexpresion de Psy en tomate causa un fenotipo
enano a causa de la disminucién del precursor GGPP para la biosintesis de GAs (Fray
y col., 1985). Mientras que en A. thaliana la sobrexpresién especifica del gen enddgeno
Psy aumenté la concentracion de ABA, carotenoides y clorofila, pero las semillas poseian
un retraso en su germinacién (Lindgren y col., 2003). De todos modos, Ia relacion entre
estas rutas de biosintesis (carotenoides, clorofilas y GAs) parece no solo radicar en los
precursores comues, dado que A, thaliana mutantes en el Pds3 no solo presentan una
deficiencia en el contenido de carotenoides, sino que también una disminucién de la
concentracion de clorofilas y GAs (Qin y col., 2007). Respecto a lo mismo, también se
ha reportado que el silenciamiento del gen Psy en la orquidea Oncidium hybrid afecta el
crecimiento, el contenido de carotenoides y la morfologia de los plastidios de la planta,

dando cuenta nuevamente la estrecha relacion entre estas 3 rutas de biosintesis.
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Finalmente, y dado el rol antagénico de GAs y ABA durante la germinacion de las
semillas, se evalud si la germinacién de la semillas estaba alterada en las plantas
portadoras del gen DcLeyb1, ya que si bien existia un aumento en la concentracién de
giberelinas no se observé un aumento en la concentracién de ABA (Figura Anexa 2) ni
los niveles de franscritos de uno de los genes directamente involucrado en su sintesis
(Figura 8G). Sin embargo, ninguna de las lineas transgénicas evaluadas (semillas de
plantas To y T1) presento diferencias en la germinacion al ser comparadas con la linea

control S/l {Datos no mostrados).

4.5 La expresién heteréloga de DeLcyb? en N. tabacum promueve la induccion de

genes Involucrados en la biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas.

Tomando todos los antecedentes mencionados hasta ahora, se puede sugerir
que la expresién del gen carotenogénico Lcyb1, es capaz de alterar de manera
significativa los parametros fisiologicos y moleculares a través de una induccion de
genes claves en las rutas de biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas, No
obstante y tomande en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, para
explicar la induccién simultanea de las 3 vias de sintesis y los efectos fisiolégicos
observados en las lineas 14, 15y 16, se evalud la expresion de genes involucrados en
la sintesis del precursor comun a ellas, GGPP. Se observd que los genes endogenos
Ggpps y Dxs2 que codifican las enzimas encargadas de la sintesis de GGPP y DXP,
respectivamente (Figura 1), se encontraban inducidos en todas las plantas transgénicas
con el gen DeLcyb1 (Figura 8E y F). Los pasos catalizados por las enzimas GGPPS y
DXS, han sido descritos anteriormente como pasos limitantes en la sintesis de
compuestos derivados de isoprencides, como lo son clorofilas, carotenocides y

giberelinas (Rodriguez-Concepcion, 2010; Beck y col., 2013). Anteriormente, ya se ha
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descrito que la induccidn del gen Psy en Arabidopsis, ademas de incrementar el
contenido de carotenoides, es capaz de permitir la induccién del gen codificante de la
enzima DXS mediante un mecanismo de retroalimentacion positiva (Rodriguez-Villalon
y col., 2008). Ambos genes codificantes de enzimas PSY se encuentran inducidos, o
existe una tendencia a la induccion, en todas las lineas 14, 15 y 16 analizadas (Figura
7), por o que estos genes podrian ser los responsables de la induccién del gen Dxs2 y
por ende permitir la disponibilidad de sustrato para las 3 rutas biosintéticas. No obstante,
se desconoce el mecanismo y hace faita evidencia para determinar como la expresién
del transgen DcLeyb1 podria estar induciendo, va sea directamente o a través de un

intermediario, la expresién de genes codificantes de la enzima GGPPS.

Tomando en cuenta todos los antecedentes mostrados en este trabajo, se
construyé un modelo para explicar los efectos de la expresion de DcLoyb1 en N. tabacum
(Figura 12). En éste proponemos que la expresién del gen Lcyb?, ademas de producir
un incremento en los carotencides (y especificamente en B-carotenoides) también puede
inducir la expresion de genes clave en la sintesis de carotencides. De estos genes clave,
es probable que cualquiera de los dos genes Psy evaluados (Psy?1 y Psy2 de N, tabacum)
mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva permitan directamente o via un
intermediario, la induccidn del gen enddgeno Dxs2 (Figura 12). Por otro lado, DeLcyb?
o alguno de los otros genes inducidos por la expresién de éste, podria permitir también
la induccidn de algunas de los genes codificantes de las isoformas de las enzimas
GGPPS. La induccidn de los genes Ggps y Dxs2, potencialmente puede explicar porque
este efecto no se ha visto en otros trabajos donde la sobreexpresion de un gen

carotenogénico en general lleva a fenotipos que afectan el crecimiento de Ia planta de
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forma negativa debido a la falta de disponibilidad de precursores para distribuir a las

rutas de biosintesis.
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Figura 12. Esquema del modelo propuesto para la regulacién positiva de las rutas de
biosintesis de carotenoides, clorofilas y giberelinas en las plantas de N. tabacum que
expresan el gen DcLcyb1. Rutas de biosintesis de carotenoides, clorofila (rectangulo celeste) y
giberelinas (rectangulo rosado) que toman lugar en el cloroplasto (ovalo gris). (1) La expresion
heter6loga de DcLcyb1 produce un aumento en la produccion de luteina y B-caroteno, ésta tltima
molécula u otras producidas rio abajo podria activar la expresién de los genes endogenos Psy (En
N. tabacum, Psy1y Psy2). (2) Esto a su vez, desencadena la induccién de genes involucrados en
la sintesis de precursores de isoprenoides, como lo son los genes Dxs y Ggpps. (3) Esta induccion
aumenta la produccion del precursor comun de sintesis, Geranilgeranil pirofosfato (GGPP). (4)
Finalmente, el aumento en GGPP conlleva una mayor disponibilidad de sustrato para las 3 rutas
metabdlicas, resultando en una mayor acumulacion de giberelinas, clorofilas y carotenoides.

Por lo tanto, la induccion de los genes responsables de la sintesis de precursores
isoprenoides en conjunto con la induccién de genes clave de las rutas de biosintesis de

carotenoides, clorofilas y GAs, puede explicar los efectos fisioldgicos observados en las
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lineas (Figura 12). Estos efectos se pueden resumir en un incremento general de
parametros de crecimiento vegetativo y reproductivo, lo que contribuye a mejorar el
fitness de las lineas 14, 15 y 16 de N. tabacum. El mecanismo por el cual la expresién
de DcLcyb? esta alterando Ja expresion de los genes carotenogénicos endogenos de
tabaco, podrfa ser mediado por una molécula especifica que en la ruta de biosintesis en
la cual esta involucrada. Entre los candidatos se encuentra el compuesto sintetizado
directamente por el producto génico de Lcyb?, el B-caroteno, o algin compuesto
producido rio abajo como la fitohormona ABA. Al respecto, se ha demostrado que un
tratamiento exégeno de ABA puede inducir la expresidn del gen Psy endégeno en raices
de A. thaliana (Ruiz-Sola y col., 2014) y que elementos de respuesta a acido abscisico
(ABRE) en los promotores de los genes Psy2 de D. carota son funcionales (Fuentes,
2011), lo que potencialmente podria explicar el efecto de Ia expresidn de DcLcyb1 sobre
la induccién de los genes Psy? y Psy2 de N. tabacum. En nuestro trabajo la
concentracion de ABA posee una tendencia al aumento en las lineas transgénicas
analizadas, no obstante, estas diferencias no fueron significativas estadisticamente
(Figura Anexa 2). Una explicacién a esto podria ser la edad de las plantas, el tejido

escogido o la cantidad de muestras analizadas.

De todas maneras y esperando a futuro encontrar los mecanismos subyacentes
a este fendmeno, este trabajo representa una valiosa alternativa a la manipulacién
genética del contenido de carotenoides, clorofila y GAs mediante la sobreexpresion de

un Unico gen carotenogénico.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo son:

Las lineas de N. fabacum que expresan el gen Dclcyb? poseen un incremento
significativo del contenido de carotenoides (B-caroteno y luteina), el cual se
correlaciona con una induccion de los genes enddgenos clave en la biosintesis
de carotenoides.

Estas lineas también poseen un incremento en el contenido de clorofila lo que
correlaciona positivamente con un aumento en la eficiencia fotosintética y la
expresion del gen codificante de la enzima clorofila sintasa (CHL).

Las lineas transgénicas de N. tabacum poseen un incremento en parametros de
crecimiento (vegetativo y reproductivo) y biomasa. Este incremento puede
explicarse por la induccién de genes involucrados en la sintesis de giberelinas
(NtCps y NiKs) que explicaria en parte el mayor contenido de GA4 (giberelina
bioactiva) en las lineas evaluadas.

Finalmente, se sugiere que la expresién heteréloga de DcLeyb? en N. tabacum
promueve la induccién de genes involucrados en la biosintesis de carotenoides,
clorofilas y giberelinas. Esto en conjunto con la induccién de genes responsables
de la sintesis de precursores de isoprenocides, puede explicar el fenotipo

molecular y fisioldgico de las lineas 14, 15y 16 de N. fabacum.
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ANEXOS
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Figura A1 Concentracién de pigmentos de clorofila en las lineas transgénicas de N.
tabacum. Evaluacion mediante espectrofotometria y HPLC de la concentracién de pigmentos
en plantas T1 de las lineas S/, 14, 15 y 16 de N. tabacum. Cada barra corresponde a la
cuantificacion del pigmento utilizando muestras de hojas de tabaco de 3 meses (n=8). A:
Cantidad de clorofila & y B: Cantidad de clorofila b. Los asteriscos indican diferencias
significativas comparando con la linea control S/l estas diferencias se determinaron por un

testde T de dos colas, no pareado.**; p<0.01. S/I: Sin inserto.
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Figura A2 Concentracion de 4cido abscisico en las plantas transgénicas de N. tabacum.
En la figura se observa la concentracién de acido absclsico (ABA) en plantas transforrnadas
con el vector sin insetto y plantas transformadas con la construccion PGWEB2/Dclcyb1. Se
utilizaron hojas de plantas de tabaco de 1 mes de edad. En este analisis se ufilizaron 3
muestras por linea transgénica y 2 réplicas técnicas. Los datos se graficaron en GraphPad

utilizando un test de T de dos colas, no pareado, p<0.05. S/I: sin inserto.
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Figura A3 Porcentajes de disminucién de los pardmetros evaluados en los ensayos de
inhibicién (A) Porcentaje de disminucidn del parametro de peso fresco en plantas que han
sido crecidas en placas verticales durante 21 dias en presencia del inhibidor AMO1618 (100
uM) (B} Porcentaje de disminucion del parametro de largo de raiz principal en condiciones
identicas que en A. {C) Porcentaje de disminucion del pardmetro de area foliar en plantas que
han sido crecidas en frascos de cultivo durante 1 mes en presencia del inhibidor AMO1618
(100 pM). (D) Porcentaje de disminucién del paramstro de peso fresco en condiciones
idénticas que en C.
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