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RESUMEN

Los carotenoides son un grupo de compuestos lipidicos isoprenocides que
derivan del metabolismo secundaric y se caracterizan por otorgar atractivos colores a
flores y frutos. Los carotenoides son sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos y ademas por algunas bacterias y hongos no fotosintéticos. En plantas
los carotenoides participan en la captacidn de luz durante la fotosintesis ﬁambién en
la prevencion del dafio oxidativo generado bajo condiciones de estrés ambigntal en
paraielo a su funcién como precursores para la sintesis de acido abscisico (ABA). En
animales en tanto, a pesar de no existir sintesis de tales compuestos, los carotenoides
cumplen un importante rol a nivel nutricional actuando como precursores de la vitamina
A y como moléculas antioxidantes siendo esta ultima, una propiedad determinada por

su particular estructura de dobles eniaces conjugados.

En plantas superiores la sintesis de carotenoides comienza con la generacion de
fitoeno a partir de 2 moléculas de geranilgeranil pirofosfato (GGPP) proceso realizado
por la enzima fitoeno sintasa (PSY) cuya actividad representa un punto clave de
regulacion de la ruta. En Daucus carofa (zanahoria), nuestro modelo de estudio, se han
descrito dos genes Psy (DcPsyt y DcPsy2) ambos caracterizados por mostrar una
expresidn diferencial en hojas y raiz durante el desarroilo. Particularmente, para el
caso del gen DcPsy2 nuestros estudios realizados muestran una mayor expresiéon de
dicho gen en el tejido fotosintético de plantulas de 4 semanas de edad; asi como
también un aumento significativo de su expresion durante el desarrollo de la raiz

modificada caracterizadc por un aumento significativo del contenido de carotenocides

xiii




totales. Ademas, observamos que la expresion de este gen carotenogénico es
inducida frente a tratamientos con ABA, hecho que lo vincula probablemente con la
respuesta a condiciones de sequia y salinidad. No obstante, a pesar de tener indicios
acerca de la participacion de esie gen en la sintesis de carotenoides y el esirés
abidtico, hasta la fecha no tenemos ninguna prueba de su funcionalidad. Con e}
propdsito de iniclar la caracterizacion funcional del gen DcPsy2 en organismos
vegetales, desarrollamos el presente trabajo enfocado a comprobar la participacion de
este gen en la sintesis de carotenocides y la tolerancia a condiciones de salinidad. Para
ello, se realizé el andlisis bioquimico y molecular de un conjunto de lineas de Nicotiana
tabacum éje expresaban constitutivamente el gen DcPsy2, estrategia con la cual
logramos establecer su funcionalidad en cuanto a la biosintesis-de carotencides-entre
ellos fitoeno su producto directo. Paralelamente, algunas lineas transgénicas
seleccionadas fueron sometidas a un ensayo de tolerancia a condiciones de salinidad
encontrandose entre 2 a 3,6 veces mas de sobrevida en aquellas plantulas
transformadas con DcPsy2 en una directa correlacién con la expresion del transgen y
los niveles de la fitohormona ABA bajo tales condiciones. En consecuencia, los
resultados obtenidos en el presente trabajo, indicaron que el gen DcPsy2 es funcional
en el modelo vegetal N, fabacum contribuyendo tanto a la sintesis de carotenoides
como al aumento de la tolerancia al estrés por salinidad lo que se relaciona, entre otros

factores, con su participacién en la sintesis de ABA.

Xiv




ABSTRACT

Carotenoids are a group of lipidic isoprenoids compounds derived from secondary
metabolism and distinguished by giving attractive colors to flowers and fruits.
Carotenoids are synthesized by all photosynthetic organisms and some non-
photosynthetic bacteria and fungi. In plants carotencids participates in light harvesting
during photosynthesis and in the prevention from oxidative damage under abiotic stress
conditions in parallel with their function of serving as precursors for abscisic acid {ABA)
biogenesis. In animals as well, although no synthesis of these compounds were
achieved, carotenoids plays an imporiant nutritional role by acting as a source of
vitamin A and antioxidants molecules with the latter being a property governed by its

characteristic conjugated double bond structure.

In higher plants carotenoid biosynthesis begins with the generation of phytoene
from two molecules of geranilgeranil pyrophosphate a process catalyzed by the
phytoene synthase (PSY) enzyme, which activity represents a key regulatory point in
the pathway. In Daucus carota, our study model system, there has been described two
Psy genes (DcPsy? and DcPsy2) each one being characterized by its differential
expression pattern during leaves and root development. In particular, for the case of
DcPsy2 gene, our previous work showed that there is a high expression of this gene in
leaves of carrots seedlings at 4 weeks of development and also a significant increase in
its expression during modified root development, a process distinguished by a
significant increase in the total carotenoid content. Moreover, we observed that DcPsy2

gene expression is induced after ABA treatment, a fact that probably links its gene with




the response to drought and salinity conditions. However, despite of having some
indications about DcPsy2 gene function in carotenoid biosynthesis and abiotic stress
response; to date no evidence about its functionality has been reported. Therefore, with
the purpose of begin with the functional characterization of DcPsy2 gene we have
developed the present work focused in demonstrate the DcPsy2 gene involvement in
carotenoid biosynthesis as well as in salt tolerance. In order to meet our purpose, we
perform a suitable strategy concerning the biochemical and molecular analysis of
several N. fabacum lines showing constitutive expression of DcPsy2 gene which bring
us an evidence about the participation of DcPsy2 gene in synthesis of coloured
carotenoids and phytoene its direct product. In parallel, some selected transgenic lines
were subjected to a salinity tolerance assay in which we found between 2 and 3,6 fold
increases on survival rates of DcPsy2 transformed lines over control ones after salt
treatment, in a direct correlation with transgen expression and ABA levels accumulated
under these conditions. In conclusion, the results of the present work showed that
DecPsy2 gene is functional in the model system N. tabacum by playing an important role
in carotenoid biosynthesis as well as in enhancing the tolerance under salt stress, a

behavior related, among other possible reasons, with their involvement in ABA

synthesis.




INTRODUCCION

1.1. Carotenoides: Estructura, funcion y principales caracteristicas

Los carotencides son una clase de pigmentos isoprencides ampliamente
distribuidos en la naturaleza (Cazzonelli y cols., 2010; Christaki y cofs., 2012). Estas
moléculas estan formadas por una cadena de polieno constituida por 40 4tomos de
carbono y hasta 15 enlaces conjugados (Isaacson y cols., 2002). La presencia de estas
numerosas insaturaciones confiere a los carotencides la capacidad de actuar como
croméforos, es decir como moléculas capaces de absorber luz y generar color

(Christensen y cols., 2004; Polli y cols., 2004).

De acuerdo a su estructura quimica, los carotenocides se dividen en 2 grupos:
Los carotencs, formados solo por 4tomos de carbono e hidrégeno, y las xantéfilas que
ademés poseen sustituyentes oxigenados. Algunos ejemplos de la primera clasificacion
son las moléculas de a y B-caroteno de gran interés comercial debido a sus
propiedades antioxidantes y su pariicipacién como precursores de la vitamina A en
animales (Young y cofs., 2001; Nagao, 2009). En relacién a las xantéfitas, algunos de
los ejemplos son la lutefna, zeaxantina y anteraxantina que cumplen un importante rol
biolégico en la disipacion del exceso de energia luminica durante la fotosintesis

(Siefermann-Harms, 1990; Golovko y cols., 2012).

Los carotenoides son sintetizados por todos los organismos fotosintéticos
(plantas, algas y ciancbacterias) y algunas bacterias y hongos no fotosintéticos. En
plantas y algas los carotenoides son sintetizados en los plastidios, principalmente en

cloroplastos y cromoplastos. En los cloroplastos, presentes en tejido fotosintético, los




carotenoides en conjunto con otros pigmentos tales como la clorofila a y b, se localizan
y acumulan en las membranas tilacoidales (Apel y cofs., 2009; Guo y cols., 2009),
situéndose tanto en los centros de reaccién de los fotosistemas | y II| como en los
complejos captadores de luz (CCL) (Ruban y cols., 1994; Lee y cols., 1995). En ambos
lugares los carotenoides actian como pigmentos accesorios absorbiendo luz en un
amplio rango del espectro azul (400-500 nm) para luego transferir la energia absorbida
a la clorofila a durante la fotosintesis (DalllOsto y cols., 2007; Bode y cols., 2009).
Ademas, los carotenoides desempeiian un papel fotoprotector en condiciones de
exceso de luz a través del denominado ciclo de las xantdfilas (Siefermann-Harms,
1990; Havaux y cofs., 1997; Ruban y cofs., 2002). Asimismo, los carotenoides son
capaces de neutralizar especies reactivas de oxigeno producidas durante diversos
clases de estrés abidtico tales como salinidad y luz ultravioleta (UV) (Gotz y cols.,

2002; Borghesi y cofs., 2011; Cidade y cals., 2012),

En relacidn a los tejidos no fotosintéticos, se ha reportado que los carotenos y
xantofilas se acumulan en cuerpos lipidicos o en estructuras cristalinas presentes en
los cromoplastos de flores y frutas (Ampomah-Dwamena y cols., 2009; Kopsell y cols.,
2009). En esta clase de dérganos, los carotenoides cumplen un importante funcidn
bioldgica pues brindan atractivos colores a flores y frutos haciéndolos llamativos para

organismos polinizadores (Bouvier y cofs., 2005; Tanaka y cols., 2008).

Por otro lado, los carotencides son precursores de la fitohormona acido abscisico
(ABA) involucrada en diversos procesos del desarrolio y respuestas al estrés ambiental
(Rock y cols., 1991, Barrero y cols., 2008; Galpaz y cols., 2008; Welsch y cols., 2008).

Procesos biologicos tales como la dormancia de semillas, maduracién y diferenciacion

de células vegetales embrionarias y la respuesta adaptativa a distintas clases de estrés




abidtico estan regulados por esta hormona (Verslues y cols., 2006; Galpaz y cols.,

2008; Khandelwal y cols., 2010).

En el caso de los animales, ios carotenoides estan involucrados en la
pigmentacion y nutricion. Por ejemplo, el cetocarotenoide astaxantina es responsable
del color anaranjado de la came de salmén y los caparazones de la langosta {(McGraw
y cols., 2004; Wade y cofs.,, 2009). En la nutrici5n humana algunos pigmentos
carotenoides (por ejemplo B-caroteno, a-carotenc o criptoxantina) son convertidos a
vitamina A después de ser clivados y reducidos. Ademas, funcionan como poderosos
antioxidantes y su consumo ha sido asociado a una reduccion en las probabilidades de
desarrollar ciertos tipo de cancer, enfermedades vasculares y trastornos visuales

(Krinsky y cols., 2605)

Sin embargo, salvo algunas excepciones (Moran y cols., 2010), los animales no
pueden sintetizar carotencides, los cuales son una fuente esencial de retinoides y
vitamina A, debiendo ser incorporados en la dieta a través de las frutas y verduras

(Fierce y cols., 2008; Rehak y cols., 2008).

Dada la importancia de los carotenoides para la salud animal y vegetal, la
regulacién de la biosintesis de carotencides ha sido estudiada por los ultimos 40 afios
tanto a nivel basico como aplicado y la mayoria de los genes carotenogénicos, en
diversas especies de plantas, han sido identificados y caracterizados (Cunningham y
cols., 1998). El conocimiento adquirido por estos estudios ha sido ufilizado para

aumentar el valor nutricional de multiples organismos vegetales a través del incremento

en el contenido de carotencides basado en la manipulacién de los niveles de transcrito




de algunos genes carotenogénicos (Shewmaker y cofs., 1999; Diretto y cols., 2007;

Fraser y cols., 2007; Aluru y cofs., 2008).

1.2. Biosintesis de carotenoides
La ruta de biosintesis de carotenoides se encuentra altamente conservada y la
mayoria de los genes involucrados en este proceso han sido descritos (Cunningham y

cols., 1998; Zhu y cols., 2004),

Los genes carotendgenicos se localizan en el genoma nuclear y una vez que los
productos génicos son sintetizados, las proteinas traducidas son destinadas a los
plastidios como pre-proteinas, lugar en que se modifican post-traduccionalmente a
través del corte proteolitico de su extremo amino-terminal que funciona como una sefial
de destinacién e importacion a estos organelos (Soll y cols., 2004). La biosintesis de
carotenoides ocurre en los plastidios y comienza con la unién cola-cola de dos
moléculas de GGPP que dan origen al fitoeno un compuesto incoloro de 40 carbonos.
Este paso es catalizado por la enzima fitoeno sintasa (PSY) cuya actividad ha sido
descrita como un punto clave de regulacién en la ruta carotenogénica (von Lintig v
cols., 1997; Lois y cols., 2000; Li, Vallabhaneni y Wurtzel, 2008; Rodriguez-Villalon y
cols., 2009). La sintesis continla con una serie de desaturaciones e isomerizaciones
sobre la molécula de fitoeno para producir el pigmento licopeno de color rojo. Estas
reacciones son catalizadas por la fitoeno desaturasa (PDS) que forma {-caroteno a
partir de fitoeno, ¢-caroteno desaturasa (ZDS) la cual sintetiza pro-licopeno a partir de
C-caroteno y la caroteno isomerasa (CRTISO) que transforma el pro-licopeno en
licopeno. A continuacién, el licopeno es transformado en diferentes moléculas
biciclicas. La enzima licopeno B-ciclasa (LCYB), convierte el licopeno en $-caroteno y

la accion conjunta de las enzimas licopeno e-ciclasa (LCYE) y LCYB dan origen al a-




caroteno. El B-caroteno es utilizado como sustrato por la enzima B-caroteno hidroxilasa
(CBHXx) para producir zeaxantina, mientras que la hidroxilacién del a-caroteno por la -
caroteno hidroxilasa (CeHx) y CBHx resulta en la formacién de luteina. Posteriormente,
la zeaxantina es convertida en violaxantina por accion de la zeaxantina epoxidasa
(ZEP) y esta dltima es la molécula precursora para la sintesis de ABA, que ocurre en el
citoplasma (Seo y cols., 2002; Zhu y cols., 2010). En las plantas, esta hormona deriva
de precursores carotenogénicos del tipo 9-¢is epoxicarotenoides al cual pertenecen los
compuestos 8-cis violaxantina y 9-cis neoxantina (Figura 1). Estas moléculas de 40
carbonos son clivadas por las enzimas 9-cis epoxicarotencides-dioxigenasas (NCEDs)
dando origen a la xantoxina que posteriormente es convertida en ABA a través de 2

pasos de oxidacion (Seo y cols., 2002; Nambara y cofs., 2005).
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Figura 1. Representacion de la biosintesis de carotenoides en plantas. En color negro se
muestran las enzimas y principales productos de la ruta carotenogénica. Las enzimas que
participan en la biosintesis de carotenoides son: PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa,
ZDS: l-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa, LCYE: licopeno e-ciclasa, LCYB:
licopeno B-ciclasa, CBHx: B-caroteno hidroxilasa, CeHx: e-caroteno hidroxilasa ZEP: zeaxantina
epoxidasa y NXS: Neoxantina sintasa. En rojo se indican las enzimas que participan en la
biosintesis de  ABA; NCEDs: 9-cis  epoxicarotenoides  dioxigenasas, SDR:
Dehidrogenasa/Reductasa de cadenas isoprenoides cortas, AQ: Aldehido oxidasa. Extraido y
modificado de Mitsunori Seo y cols, 2002; Changfu Zhu y cols, 2010.




1.3. Regulacién de la sintesis de carotenoides.

La regulacion a nivel transcripcional ha sido propuesta como el principal punto de
control de la ruta carotenogénica. Entre los factores mas estudiados, capaces de
regular la expresion de los genes carotenogenicos, se encuentra el procesc de
desarrolio, la luz y el estrés abidtico. (Bramley, 2002; Howitt y cols., 2006; Li,
Vallabhaneni y Wurtzel, 2008; Tanaka y cofs., 2008; Welsch y cols., 2008; lto y cols.,
2008). Asimismo, algunos reportes recientes también han sugerido que algunos
productos de la ruta carotenogénica y enzimas modificadoras de la cromatina tienen la
capacidad de modular dicha expresion (Cazzonelli y cols., 2009; Kachanovsky y cols.,

2012)

1.3.1. Regulacién de la expresién de genes carotenogénicos durante el
desarrollo.

El desarrolio de drganos vegetales tales como flores y frutos se caracteriza por
presentar un cambio de morfologia, tamafio y coloracion a lo largo de su maduracién.
Al respecio, existe una correlacién directa entre la expresién de los genes
carotenogénicos Psy y Lcyb y la sintesis de carotenoides en las variedades de color
naranja de damascos (Kita y cols., 2007) y citricos (Kato y cofs., 2004). En frutos de
tomate, el aumento masivo de licopeno que ocurre durante su desarrolioc se
correlaciona con el perfii de expresion diferencial de algunos genes carotenogénicos. A
lo largo de este proceso, los niveles de transcrito de los genes Psy1, Pds, Zds, y Crtiso
aumentan de manera significativa (Fraser y cols., 1994) mientras que los genes Lcyby
Lcye dejan de transcribirse (Ronen y cols., 1999). Este perfil de expresion origina una
disminucion de las actividades licopeno B y € -ciclasa que favorecen la acumulacion del

respectivo precursor, licopeno.




1.3.2. Regulacién de la expresién de genes carotenogénicos por luz.

En relacién a la regulacién por luz, se ha descrito que durante el proceso de de-
etiolacion, que ocurre cuando las plantas emergen del suelo luego de germinar, ocurre
un incremento significativo de los niveles de transcrito del gen Psy que se correlaciona
directamente con el aumento en los niveles de carotenoides y clorofila, fundamentales
para el desarrollo de un metabolismo fotosintético (Rodriguez-Villalon y cols., 2009;
Toledo-Ortiz y cols., 2010; Ruiz-Sola y cols., 2012). Este dramatico cambio en los
niveles de carotenoides va acompaiado por la diferenciacion de los etioplastos (la
clase de plastidios presentes en oscuridad) en cloroplastos. A nivel molecular, esta
regulacion esta integrada por factores de transcripcion del tipo PIF (por sus siglas en
inglés Phytochrome |nteracting Factors) que se unen directamente a elementos en cis
presentes en el promotor de Psy denominados G-BOX. En ausencia de luz, los altos
niveles de PIFs reprimen la expresioén del gen Psy lo cual se traduce en bajos niveles
de carotenocides y la prevencion del desarrollo fotomorfogénico (Toledo-Ortiz vy cols.,
2010). Adicionalmente, los estudios realizados sugieren que la acumulacién de estos
factores de transcripcion en condiciones de oscuridad podria participar en la reduccion
de los niveles de transcrito de otros genes carotenogénicos y algunos involucrados en
la sintesis de clorofila y el desarrollo de los cloroplastos (Moon y cols., 2008;
Stephenson y cols., 2009; Toledo-Ortiz ¥ cols., 2010). Cuando ocurre la transicién de
oscuridad a luz los niveles de PIFs se reducen drasticamente tras su degradacion al
interactuar con moléculas de fitocromos fotoactivados (Castillon y cols., 2007; Bae y
cols., 2008; Leivar y cols., 2008). Esto desencadena la biosintesis coordinada de
carotenocides y clorofila en paralelo con la produccién de los componentes del aparato

fotosintético y la diferenciacion de los plastidios (Ruiz-Sola y cols., 2012).




1.3.3. Regulacion de [a expresion de genes carotenogénicos por estrés
abiotico.

En relacién al estrés abidtico, se ha descrito que la expresion de uno de los
paralogos del gen Psy de plantas monocotiledoneas (arroz y maiz), especificamente el
gen Psy3, puede ser inducido en respuesta a condiciones tales como la salinidad y el
déficit hidrico (Li, Vallabhaneni y Wurtzel, 2008; Welsch y cols., 2008) que actualmente
se consideran como algunas de las principales causas que limitan el crecimiento y
desarrollo vegetal (Tuteja, 2007). El incremento en los niveles de Psy3 bajo estas
condiciones de estrés ambiental conduce a un aumento considerable en los niveles de
la fitohormona ABA caracterizada por integrar una compleja red de transduccién de
sefiales que permite la induccién de genes involucrados con el cierre estomético v la
sintesis de enzimas con capacidad antioxidante (Finkelstein y cols., 2002),
Considerando que esta fitohormona cumple un importante papel en la tolerancia al
estrés abidtico, la caracterizacion de los mecanismos que regulan su biosintesis y
acumulacién han sido un foco central de estudio. Los estudios realizados indican que el
incremento en los niveles de transcrito de Psy3 de plantas monocotileddneas en
respuesta a estrés por sal estaria mediado por un mecanismo de retroalimentacion
positiva regulado por ABA (Li, Vallabhaneni y Wurtzel, 2008; Welsch y cols., 2008). De
esta manera el control del flujo metabdlico hacia la sintesis de carotenoides podria ser
capaz de regular también los niveles de ABA producidos en respuesta a una condicion
de estrés abidtico. Este hecho ha motivado el desarrollo de diferentes estrategias para
incrementar los niveles de ABA en plantas y de esta manera aumentar la tolerancia a

estos (Luchi y cols., 2001; Qin y cols., 2002; Zhang y cols., 2009; Cidade y cols., 2012).



1.4. Participacién del gen fitoeno sintasa {Psy) en la sintesis de carotenoides
lL.a primera reaccidn involucrada directamente con la sintesis de carotenocides

comprende la participacién de la enzima fitoeno sintasa (PSY) y ha sido propuesta

como una enzima clave en la ruta carotenogénica (Hirschberg, 2001; Giuliano y cols.,

2008; Cazzonelli y cols., 2010).

En plantas, la enzima fitoeno sintasa fue purificada por primera vez desde
cromoplastos de Capsicum annuum (Dogbo y cols., 1988). Posteriormente, en frutos
de tomate, se identific6é una fitoeno sintasa funcional mediante complementacion
heterbloga en bacterias (Barley y cols., 1992). Un afio después, se identificé y
caracterizé el franscrito de un segundo gen Psy: Psy2 en hojas de tomate (Bartlay y

cols., 1993).

A través de los afios, el gen Psy ha sido estudiado y caracterizado en distintas
especies tales como Arabidopsis thaliana (Scolnik y cols., 1994), maiz (Buckner y cofs.,
1996), meldn (Karvouni y cols., 1995), narciso (Schledz y cols., 1996), pimentén
(Romer y cols., 1993), tomate (Bartley y cols., 1992; Bartley y cols., 1993) entre ofras
plantas superiores. Interesantemente, los diversos estudios realizados han indicado
que en multiples especies vegetales existe mas de un gen Psy, como es el caso de N,
tabacum (tabaco) Solanum lycopersicum (tomate) Zea mays (maiz) y Oryza saliva
(arroz), entre otras (Bartley y cofs., 1993; Busch y cofs., 2002; Li, Vallabhaneni y
Waurtzel, 2008; Welsch y cols., 2008). En el caso del tomate por ejemplo, se han
descrito 2 genes Psy: SIPsy? y SIPsy2. Ambos se caracterizan por mostrar una
expresion diferencial en los distintos 6rganos. El gen SIPsy?, se expresa

principalmente en frutos, mientras que su pardlogo SIPsy2 lo hace preferentemente en

hojas y flores. (Bartley y cols., 1993; Fraser y cofs., 1999; Giorio y cols., 2008). Una




situacién similar ocurre en las especies vegetales de arroz y maiz en donde se han
descrito 3 paralogos de Psy. En ambas especies, los genes Psy7 y Psy2 son inducidos

por luz en tejido fotosintético mientras que Psy3 aumenta su expresidn bajo

condiciones de estrés hidrico y tratamientos con ABA (Li, Vallabhaneni y Wurtzel,
2008; Welsch y cols., 2008). Esta caracteristica de los genes Psy ha sugerido una

diversidad funcional de los distintos genes presentes en algunas especies vegetales.

Considerando que la actividad de la enzima PSY es capaz de controlar y dirigir el
flujo metabdlico de carbono hacia la sintesis de carotenoides desde otras rutas
metabdlicas (Fray y cols., 1995; Burkhardt y cols., 1997), la manipulacién de los niveles
de transcrito de los genes que la codifican ha sido una de las estrategias empleadas
con el fin de aumentar el contenido de carotenoides en organismos vegetales. Al
respecto, se ha reportado que un aumento en los niveles de transcrito del gen Psy
puede conducir a un incremento en los niveles de carotenoides en érganos que se
caracterizan por presentar mayoritariamente cromoplastos, como es el caso de flores y
frutos, o bien en aquellos que no estan expuestos de manera natural a la luz solar tal
como ocurre con las semillas o las raices. En particular, se ha postulado y descrito que
una mayor capacidad de sintesis de carotenoides en esta clase de drganos (que
eventualmente tiene lugar cuando se incrementan los niveles de transcrito del gen Psy)
conduce a su mayor acumulacién debido al secuestro de estos particulares productos
de la ruta carotenogenica en estructuras de fipo cristalino y cuerpos lipidicos lo cual
favorece su estabilidad (Maass y cols., 2009). De esta manera, en Brassica napus por
ejemplo, la expresién heterdloga y semilla-especifica del gen CrtB (homélogo de Psy

en bacterias) logré aumentar hasta en 50 veces el contenido de carotenoides totales

que normalmente se acumula en las semillas (Shewmaker y cofs., 1999). De manera

| y ‘



similar, la expresion semilla-especifica del gen AfPsy en A. thaliana consiguid
aumentar hasta en 43 veces el contenido de B-caroteno de dicho érgane (Lindgren y
cols., 2003) mientras que su expresion constitutiva condujo a un aumento de hasta 100

veces en el contenido de carotenoides observado en las raices (Maass y cols., 2009).

Sin embargo, en tejidos fotosintéticos en donde la principal clase de plastidios
corresponde a cloroplastos, se ha reportado que un incremento en los niveles de
transcrito del gen Psy no va siempre acompafiado con un incremento en los niveles de
carotenoides. Tal es el caso de N. fabacum en donde la expresion aumentada y
constitutiva de los genes endégenos NtPsy? o NiPsy2, cuya funcionalidad fue también
confirmada mediante la estrategia de silenciamiento génico, ocasioné un aumento en
los niveles de carotenoides, en la mayoria de los casos, sdlo en aquellas lineas que
presentaron un aumento en los niveles de clorofila. (Busch y cofs, 2002). En contraste,
aquellas lineas en las que la acumulacidn de este pigmento se mantuvo o bien
disminuyé respecto a plantas silvestres (manteniéndose siempre por sobre un nive!
critico) registraron niveles de carotenoides inalterados respecto a plantas silvestres.
Por ditimo, aquellas lineas que presentaron una disminucién significativa del contenido
de clorofila (por debajo del nivel critico antes mencionado) se caracterizaron por
presentar menores niveles de carotenoides totales que plantas control. Esto (itimo,
esta en acuerdo con reportes previos en los que se ha postulade que la sintesis y
acumulacion de carotenoides y clorofilas en las hojas son procesos co-regulados

(Hartel y cols., 1997; Hartel y cofs., 1998; Cheminant y cols., 2011; Meier y cols., 2011).

Por otro lado, estudios previos realizados en el laboratorio respecio a la
funcionalidad del gen carotenogénico DcPsy? en plantas, cuya funcionalidad fue

demostrada en un modelo bacteriano (Carvajal, 2010) mostraron que la expresion
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constitutiva de este gen en N. fabacum condujo a niveles aumentados de carotenoides
solo en [as lineas transgénicas que presentaron la mas baja expresioén del transgen y
adicionalmente niveles significativamente aumentados de clorofila. Por el contrario,
aquellas lineas con un nivel intermedio de expresion y un contenido inalterado o
incluso mayor de clorofila, mostraron menores niveles de carotenoides totales,
mientras que aquellas con una alta expresion y una considerable disminucién en los
niveles de este pigmento se caracterizaron por presentar un menor contenido de
carotenoides totales respecto a plantas silvestres (Acevedo, 2011). En consecuencia,
los antecedentes disponibles sugieren que la acumulacién de carotencides en el tejido
fotosintético es un proceso que estd modulado, enire otros factores, tanto por la

acumulacion de clorofila como por el nivel de expresion del gen Psy.

1.5. Participacion del gen Psy en la tolerancia al estrés abiético

Diversos estudios han sefialado el importante rol de la ruta carotenogénica en la
respuesta adaptativa a condiciones de estrés ambiental (Qin y cols.,, 2002; Li,
Vallabhaneni y Wurizel, 2008; Welsch y cols., 2008; Zhang y cols., 2008).
Particularmente, la atencion se ha centrado en la condicion de salinidad pues es
considerada una de las principales causas de pérdida en la productividad de la
industria agricola (Jakab y cols., 2005; Mittler, 20086; Tuteja, 2007). Desde un punto de
vista biofisico se ha descrilo que una célula vegetal puede expandirse a una tasa
reducida bajo condiciones de estrés salino debido a una menor captacién de agua y
minerales en conjunto con la toxicidad que ejercen los iones presentes en la sal
(Cosgrove, 1993). En relacidon con lo anterior, cabe mencionar que se distinguen

muitiples mecanismos por los cuales se manifiesta el efecto adverso de esia clase de

estrés abidtico. En primer lugar, la salinidad ejerce un efecto osmético que disminuye la




disponibilidad de agua en el suelo, y que es necesaria para el crecimiento celular, a
traves de una disminucion del potencial hidrico (Fricke y cofs., 2002; Munns, 2002). En
segundo lugar, disminuye la absorcidén de algunos minerales requeridos para el normal
desarrolio debido al efecto competitivo que ejercen los iones presentes en la sal
(Hasegawa y cols., 2000). Por ltimo, se ha descrito que los iones Na* y CI", presentes
de manera importante en suelos salinos, pueden ocasionar efectos tdxicos en las
células vegetales mediante la inhibicién de enzimas esenciales para el metabolismo, la
disrupcion de componentes de la membrana plasmatica y la generacién de estrés
oxidativo a causa de un aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Jacoby, 1994; Dat y cofs., 2000). En conjunto, los diferentes efectos
perjudiciales de la salinidad conducen a un menor crecimiento y sobrevida de los
organismos vegetales lo cual disminuye de manera significativa su productividad (Maas

ycols., 1989; Romero-Aranda y cols., 2001).

Actualmente, se sabe que la expresion de algunos genes carotenogénicos Psy,
es inducida bajo esta condicién desfavorable generando un gran aumento en los
niveles de la hormona ABA mediante un mecanismo de retroalimentacion positiva (Li,
Vallabhaneni y Wurtzel, 2008; Welsch y cols., 2008; Arango y cols., 2010). La vital
importancia de esta hormona en la respuesta a la salinidad, estd dada por su
capacidad de inducir el cierre de los estomas minimizando la pérdida de agua por
transpiracion (Davies y cols., 1991). Ademas el ABA induce la expresién de genes
relacionados con la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno contribuyendo a

disminuir el dafio oxidativo generado por la deficiencia de agua (Zhang y cols., 2007).

Las multiples evidencias de la participacion central de Psy en la sintesis de

carotenoides y ABA han situado este gen como uno de los blancos biotecnolégicos
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para aumentar la tolerancia a estrés salino de algunos organismos vegetales. De esta
manera por ejemplo, se demostré que la expresién constitutiva de uno de los genes
Psy del alga haldfita Salicornia europaea en A. thaliana fue capaz de aumentar la
tolerancia al estrés salino (Han y cols., 2008). En este caso, se sugirié que la mayor
tolerancia de las lineas oblenidas se debia a la mayor actividad de algunas enzimas
capaces de neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS) que fue favorecida por la
expresion del transgen. Paralelamente, se hipotetizd que un aumento en el contenido
de carotenoides producto de la expresion constitutiva de Psy, neutralizaria

significativamente el dafo oxidativo que ocurre frente a esta clase de estrés.

Por otro lado, un estudio reciente indicod que la expresién constitutiva de un gen
Psy obtenido desde Citrus paradisi fue capaz de aumentar la tolerancia al estrés salino
en plantas de tabaco transgénicas (Cidade y cols., 2012). Interesantemente, se
enconird que las plantas obtenidas presentaban niveles aumentados de ABA lo cual

fue relacionado con su mayor tolerancia.

En consecuencia, los actuales antecedentes sugieren un rol central de Psy en la
respuesta al estrés por sal. Asimismo, una mayor sintesis de ABA y el poder
antioxidante de los carotenoides podrian ser los mecanismos moleculares asociados a

dicho incremento.

1.6. Importancia del gen DcPsy2 en la ruta carotenogénica de Daucus carota
Daucus carofa (zanahoria) es una planta dicotiledénea bienal que sintetiza

carotenoides tanto en su raiz modificada como en las hojas. La zanahoria es una de

las mejores fuentes de carotenoides, en particular B-caroteno, contribuyendo

aproximadamente el 17% de su ingesta en nuestra dieta (Alasalvar y cofs., 2001).

15




Estudios realizados en el laboratoric indican que los niveles de carotenoides aumentan
en paralelo al estadio de desarrollo de la raiz modificada de D. carota, desde 16,6 ug/g
de peso a las 4 semanas hasta 968 ug/g de peso seco a las 12 semanas (Fuentes y
cols., 2012). Esta caracteristica la hace un interesante modelo de estudio pues la
mayoria de las especies vegetales no acumulan cantidades comparables de

carotenoides en la raiz crecida de manera natural en ausencia de luz.

En D. carofa exisien dos genes para varias de las enzimas carotenogénicas,
entre ellas PSY. En la base de datos de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) se encuentran disponibles dos marcos de lectura abiertos para Psy:
DcPsy1 (DQ192186) y DePsy2 (DQ192187). Para comenzar a estudiar la regulacion de
la sintesis de carotenoides en esta especie vegetal, en el laboratorio se determiné la
expresion de varios genes carotenogénicos en distintas etapas del desarrolio de D.
carota. Interesantemente, se encontré6 que el gen DcPsy2 presenta una mayor
expresion en el tejido fotosintético de plantas de 4 semanas de edad, respecto al gen
parélogo DcPsy? (Fuentes y cols., 2012). Adicionalmente, este gen presenté un
aumento de expresién en la raiz de 12 semanas que se caracterizé por registrar el
nivel més alto de carotencides. Este comportamiento resulté ser interesante pues se
correlaciona de manera directa con el aumento progresivo del contenido de
carotenoides en la raiz (Fuenies y cols, 2012). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, se sugiere que el gen DcPsy2 cumple una importante funcién en la
sintesis de carotenoides tanto en el tejido fotosintético de zanahorias juveniles como en

el desarrollo de la raiz modificada.

Por otra parte, estudios recientes realizados en el laboratorio indicaron que la

expresion de DcPsy2 es inducida por ABA en plantulas de zanahoria, sugiriendo una
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participacién de este gen en la respuesta adaptativa al déficit hidrico y la salinidad tal
como ha sido reportado en ofras especies vegetales (Li, Vallabhaneni, Yu, y cols.,

2008; Welsch y cols., 2008; Fuentes, 2011).

Sin embargo, a pesar de tener algunas evidencias que sugieren la participacion
del gen DcPsy2 en la sintesis de carotenoides, hasta la fecha no existe ninguna prueba
de su funcionalidad en plantas. Estudios previos han mostrado que en una de las
variedades de zanahoria de color blanco (Blanche) existe una activa expresién de los
genes carotenogénicos no conducente a una acumulacidn de carotenoides en la raiz
(Clotault y cols., 2008). Por lo tanto, aun cuando los genes de esta ruta se transcriban,

existe la posibilidad de que sus productos proteicos no sean funcionales .

En consecuencia y considerando la posible importancia del gen DcPsy2 en la
sintesis de carotenoides y su vinculacién con la respuesta al estrés por sal, el objetivo
del presente trabajo se enmarca en obtener algunas pruebas de la funcionalidad del
gen DcPsy2 en relacién a la sintesis de carotenocides y su participacion en la tolerancia
al estrés salino con lo cual podria adjudicarse como un interesante candidato a nivel

biotecnolégico.

1.7. Estrategia a utilizar

Para cumplir el objetivo general del presente trabajo, se analizé un conjunto de
lineas de N. fabacum transformadas con el gen DcPsy2 durante el seminario de titulo
(Acevedo, 2011) las cuales fueron sometidas a un anélisis molecular para determinar,
en primer lugar, la integracién y expresién del transgen. Posteriormente, aguellas

lineas que mostraron expresion del gen DcPsy2 fueron sujetas a un analisis bioguimico
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para determinar la participacion de este gen caroienogénico en la sintesis de
carotencides coloreados. A continuacién, algunas de las plantas transgénicas
obtenidas fueron seleccionadas y estudiadas en mayor detalle; tanto a nivel bioquimico
como molecular, con el fin de caracterizar la participacién del gen DcPsy2 en la sintesis
de fitoeno, producto directo de la accion de PSY. Paralelamente, estas lineas fueron
sometidas a un ensayo de tfolerancia al estrés por sal en el cual se cuantificaron

parametros tales como el crecimiento, sobrevida y niveles de ABA bajo tratamientos

con NaCl.




1.8. Hipdtesis

H;: La expresion constitutiva del gen DcPsy2 de D. carota en N. tabacum
conduce a un aumento en el contenido de: carotenoides coloreados, fitoeno y
aumento de [a sobrevida y de los niveles de ABA de las plantulas transgénicas

sometidas a condiciones de salinidad.

No obstante, existe la posibilidad de que esta hipétesis no sea correcta por lo

cual se enuncia la siguiente hipdtesis nula:

H.: E! gen DcPsy2 de D. carota no es funcional en el modelo vegetal N. fabacumy
su expresion constitutiva en tal organismo no genera cambios significativos en
los niveles de carotenoides, ni en la sobrevida o niveles de ABA de plantulas

transgénicas sometidas a condiciones de salinidad.
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1.9. Objetivos.

1.9.1. Objetivo General.

Determinar la participacion de! gen fitoeno sintasa 2 (DcPsy2) de Daucus carota en la
sintesis de carotencides y en la folerancia a estrés salino en el modelo vegetal

Nicotiana tabacum.

1.9.2. Objetivos Especificos.

1) Realizar el analisis molecular de lineas de tabaco transformadas con el gen
DcPsy2.

2) Determinar el contenido de carotencides coloreados y fitoeno en las plantas de
tabaco transgénicas con la construccién pGWB2/DcPsy2.

3) Evaluar la tolerancia a estrés salino de plantas de tabaco transformadas con el
gen DePsy2,

4) Determinar el contenido de acido abscisico en plantas de tabaco transformadas

con el gen DcPsy2 en respuesta al estrés por sal.

20



MATERIALES Y METODOS

21. Reactivos

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron reactivos de calidad adecuada para
las técnicas de biologia molecular desarrolladas. Estos productos fueron obtenidos de
empresas y marcas registradas tales como Fermentas®, Promega® Axygen®,
invitrogen®, New England Biolabs®, Biorad®, Merck®, US Biological®, Phyto Technology

Laboratories® y Sigma-Aldrich®,

2.2, Material biolégico y condiciones de cultivo

Se utilizaron plantas de la generacién Ty, y T; de Nicotiana tabacum cultivar
Xanthi NN transformadas en el seminario de titulo con la construccion pGWB2/DcPsy2
{Acevedo, 2011). Como control de la transformacion se incluyé el anélisis de 2 plantas
de tabaco transformadas con el vector pGWB2. Cada una de las lineas T, fue crecida
en condiciones de invemadero controladas (24° C, fotoperiodo de 16:8 h
luz:oscuridad). Posteriormente, se obtuvo las semilas de algunas plantas
seleccionadas en base a su contenido de carotenoides, para un andlisis destinado a
determinar la pariicipacion de DcPsy2 en la sintesis de fitoeno, la tolerancia al estrés
por sal y la formacion de ABA en respuesta a dicha condicion. Las semillas de plantas
elegidas fueron sembradas en placas Petri con 25 mL de medio de germinacidén que
contenia 1X de mezcla de sales basales de Murashige y Skoog suplementado con
vitaminas B5 y 0,7% agar-agar. Posteriormente, éstas fueron estratificadas mediante

su incubacion a 4 °C por 2 dias en oscuridad (con el fin de sincronizar su germinacion)
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y finalmente fueron crecidas en condiciones in vitro por los tiempos requeridos de
acuerdo al protocolo aplicado (24 °C, fotoperiodo 16:8 h iuz:oscuridad). Como agente
de seleccidn de plantulas transgénicas se utilizd el antibiético kanamicina a una

concentracion final de 100 mg/L.

23. Meétodos de biologia molecular

2.31. Extraccién del DNA genémico de las plantas de tabaco transformadas
con el gen DcPsy2

Para realizar la extraccion de ADN gendémico de plantas de tabaco
transformadas con el gen DcPsy2 y el vector pGWB2, se tomaron 100 mg de hojas
los cuales fueron congelados en presencia de N; liquido y guardados a -80°C para su
posterior uso. El material vegetal congelado fue macerado manteniendo la cadena de
frio y luego se transfirié a un tubo Eppendorf que contenia una mezcla de 600 pL de
tampdén CTAB y 4 pL de B-mercaptoetanol precalentado a 60 °C. A continuacidn el
homogeneizado fue incubado a 60° C por 30 min. Posteriormente, se afiadié 400 uL de
tampdn CTAB y se incubd a 70 °C por 15 min. Luego, se agregd 400 pL de una mezcla
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld por inversién 3 veces. La mezcla fue
centrifugada a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C. El 50% de la fase superior fue
recuperada en tubos Eppendorf estériles. Se agreg 700 pl de isopropancl mantenido
a4 °C y se dejo por 30 min a -20 °C para favorecer la precipitacion del ADN. Luego se
centrifugd a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se afiadié 700
ML de etanol 70 %. Se centrifugd a 13.000 rpm por 5 min y a continuacién se secaron

las muestras & temperatura ambiente por 20 min. El ADNg fue resuspendido en 20 uL
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de agua mili-Q fibre de nucleasas. Este protocolo fue aplicado para 8 lineas
transformadas con el gen DcPsy2, 2 plantas de tabaco transformadas con el vector

pGWB2 y una planta silvestre.

2.3.2 Determinacién de la transgénesis de las plantas de tabaco
transformadas con el gen DcPsy2

La calidad del ADN extraido fue verificada mediante la amplificacion del gen
constitutivo 78S (Tabla Il , anexo). Posteriormente, se determiné la transgénesis de las
lineas obtenidas mediante la amplificacién del gen Hptlf (Tabla Ill, anexo). Finalmente,
la integracién del transgen fue determinada mediante la amplificacién del gen DePsy2 a
partir del ADN gendmico de cada una de las lineas transgénicas (Tabla IV, anexo). Las
reacciones de PCR fueron realizadas como se describe a continuacion: se mezclaron
2,5 L del tampdn correspondiente a la enzima Taq polimerasa, 1 yl. de MgC\, 50 mM
(Bioline®), 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 0,5 pL partidor sentido y antisentido 10 KM, 1U de
la enzima ADN polimerasa ademéas de ADN (30 a 50 ng) y agua libre de nucleasas
suficiente para completar 25 b de reaccidn. Las reacciones de PCR fueron realizadas

en un termociclador MyCycler™

de BIORAD®. Los partidores empleados para
amplificar cada uno de los genes mencionados se detallan en la seccidn

correspendiente (Tabla VI, anexo)

2.3.3. Electroforesis en geles de agarosa
Los acidos nucleicos fueron visualizados en geles de agarosa al 1% y 1,5%

(dependiendo del tamario de las bandas que deseaban ser observadas) en tampén de

23




corrida TAE 1X (&cido acéfico glacial 19 mM, Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM) y
posteriormente tefiidos en una solucién de bromuro de etidio (BrEt) 20 mg/L, agente
que se intercala en el ADN, por 20 min. Las muestras fueron mezcladas con el tampén
de carga (azul de bromofenol 0,25%, xilencianol 0,25% y glicerol 80%) previo a ser
cargadas en €l gel. Para la migracion electroforética se utilizé 5 V/em durante 45 min
para separar moléculas de ADN y 3,5 V/iem durante 35 min para ARN. Las bandas de
acidos nucleicos fueron visualizadas por la fluorescencia emitida por el BrEt al ser
expuesto a luz UV. Las imagenes fueron capturadas con el equipo Dark Room
Multigenius Syngene® a través del programa Gene Snap® de Syngene® La

fluorescencia fue cuantificada utilizando el programa Image.J®.

2.34. Purificacién del ARN vegetal

La extraccion de ARN total de N. fabacum fue realizada empleando el reactivo
Trizol® de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Se extrajo ARN de 8 plantas T,
transformadas con el gen DcPsy2 y paralelamente desde un pool de 2 plantas control
transformadas con el vector pGWB2; protocolo que posteriormente fue extendido a un
conjunto de plantulas T, seleccionadas. El tejido para realizar la exiraccién fue
obtenido desde 3 hojas distintas de similar edad para cada una de las lineas
analizadas en el caso de la generacioén T, y desde un pool de 15 plantulas cuando se
realizd el respectivo andlisis en la generacion T, Cada una de las muestras fue
congelada inmediatamente en presencia de N liquido y almacenada a -80 °C para su
posterior uso. A continuacion, el tejido recolectado fue homogeneizado en presencia
de este ultimo en morteros previamente esterilizados y frios. Luego, se afiadié 1 mL

del reactivo Trizol® mezclando inmediatamente con cada una de las muestras
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pulverizadas. El homogeneizado se incubé por 5 min a temperatura ambiente para
permitir la completa disociacién de complejos nucleoproteicos y luego se afiadié 0,2
mL de cloroformo mantenido a 4 °C. La mezcla se agité manualmente por 15
segundos y se incubd a temperatura ambiente por 3 min. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 12,000xg por 15 min a 4 °C y se traspasé el 60 % de la fase acuosa,
a tubos Eppendorf estériles. Se agregd 0,5 mL de isopropanol y luego se resuspendid
por inversién 3 veces. La solucidn resultante se incubé por 10 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12.000xg por 10 min a 4 °C para precipitar el ARN. El
sobrenadante se elimind y se afadié 1 mL de etanol 75 % v/v disuelto en agua tratada
con DEPC. Se agité en vortex y luego se centrifugd a 7000xg por 5 min a 4° C.
Posteriormente, el ARN fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 20 pL
de agua tratada con DEPC. Con el fin de determinar la concentracién y pureza de las
muestras obtenidas éstas fueron cuantificadas en un espectrofotémetro NanoDrop™
en el cual paralelamente se determinaron las razones de absorbancia 260/280 y
260/230 {medidas en nm) indicativas de la pureza del ARN en relacién a proteinas,

sales y solventes respectivamente.

Con el fin de determinar la integridad de las muestras de ARN se cargaron 500 ng en

un gel de agarosa y se realizd la electroforesis previamente descrita (seccién 2.3.3).

2.3.5. Pureza y calidad del ARN vegetal
En aquellos casos en que las razones 260/280 y 260/230 cbservadas en el
NanoDrop™ fueron insuficientes para considerar el ARN extraido con una pureza

adecuada para la sintesis del ADNc (razones < 1,8), el ARN fue sometido a un
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protocolo de limpieza para el cual se agregé un volumen de cloroformo frio y
posteriormente se agitd en vortex durante § min. Luego de centrifugar a 10.000xg
durante 5 min a 4°C, la fase acuosa superior (que contiene el ARN) se precipité con 3
volimenes de etanol absoluto frio y 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M, pH: 4,8
durante 30 min a -80°C. Luego de centrifugar a 10.000xg durante 30 min a 4°C, el
precipitado de ARN se lavé con 1 mL de etanol 75% en agua libre de nucleasas y una
vez seco se resuspendio en 20 ub. de agua libre de nucleasas y se procedi6 a verificar

su integridad y calidad como fue previamente desctito.

2.3.6. Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

El primer pasec para la obtencién del ADNc consistié en incubar cada uno de los
ARN previamente extraidos (seccién 2.3.4) con la enzima DNasa | y de esta manera
degradar posibles remanentes de DNA gendmico producto de la extraccién. Para esto,
7 ug de ARN de alta pureza se incubaron con 50 U de DNasa | (Fermentas®™), 40 U de
Inhibidor de RNAsa (Ribolock®, Fermentas®) y 1x de tampdn de la DNasa |
(Fermentas®), en agua tratada con DEPC en un volumen de 20 plL. La reaccién fue
mantenida durante 35 min en un bafio termorregulado a 37°C. Finalmente se afadieron
2 uL de EDTA 25 mM y luego se incubd a 65°C durante 10 min. con €l fin de inactivar

la DNasa I.

Para la sintesis del ADNc, 9,5 pL del ARN tratado con DNasa | (3,5 ug) se
incubaron con 3 pL de oligo AP 10 mM (5-CGCCACGCGTCGACTAGTAC

TTTTTTITTITTITTTT -3’) en tubos de 0,2 mL durante 5 min a 70°C. [Luego los tubos

se incubaron durante 5 min. en hielo, tras lo cual se les agreg6 a cada uno 37,5 L de




una mezcla de RT en agua libre de nucleasas (3 pL de RT Improm Il (Promega®), 40 U
de Inhibidor de RNAsa (Ribolock®, Fermentas®), dNTPs 600 nM, MgCI2 6,6 mM, 10 pL
de tampén 5X de la enzima RT Improm Il y se continué con el programa de RT-PCR
convencional (Tabla V, anexo) obteniéndose finalmente 50 uL de cada ADNc. Los
partidores usados para RT-PCR convencional se muestran en la tabla correspondiente

(Tabla VI, anexo).

2.3.7. PCR en Tiempo Real

Se utilizé el programa AmplifX para disefiar partidores destinados a amplificar
una region interna de la secuencia codificante del gen DcPsy2 de D. carota.
Posteriormente, éstos fueron analizados con la Herramienta de Bulsqueda y
Alineamiento Local Bésica, BLAST (por sus siglas en inglés) para confirmar in sifico su
especificidad. Ademas, se utilizé un conjunto de oligonucleétidos previamente
disefados y caracterizados (Busch y cols, 2002; Moreno, 2011) para amplificar
mediante RT-PCR en tiempo real los genes enddgenos de tabaco NtPsy1, NtPsy2 y
NtLcyb. La cuantificacién de los niveles de transcrito se realizé de manera relativa a la
expresion de los genes normalizadores 78S y actina cuyos partidores también se
encontraban disponibles en el laboratorio (Tabla VI, anexo). Para los experimentos
de RT-PCR cuantitativo se utilizé6 un termociclador Mx300P™ (Stratagene®) y la sonda

fluorescente SYBR green, contenida en el SensiMixPlus SYBR™ kit (Quantace®).

En primer lugar se determiné la eficiencia de los partidores disefiados para
amplificar una region del gen carotenégenico DcPsy2. Para ello, se ufilizé un producto

de PCR de dicho gen que fue sometido a 6 diluciones seriadas desde 1/10 hasta
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Ry i

1/1.000.000. Para cada una de estas diluciones, se grafico el valor de ciclo umbral (Cy)
en funcién del logaritmo de la concentracién inicial de ADN. Una vez obtenidos los
respectivos datos experimentales se aplico la siguiente ecuacion para obtener el valor

de eficiencia;

E=10"""_1 (Ec. 1)

En donde m es la pendiente de la recia obtenida al graficar el valor de C; v/s el

logaritmo de la concentracion inicial de ADN.

Una vez obtenido este valor (en conjunto con el resto de eficiencias
previamente caracterizadas) la expresion relativa (E.R) de cada gen de interés fue

calculada usando la siguiente relacién (Rutledge y cols., 2003)

R A+ £)™

= (Ec. 2)
A+E )™

En donde E; y E, son ias eficiencias de los partidores que amplifican cada uno
de los genes de interés y normalizadores respectivamente, mientras que Cy y Gy, son
los valores de ciclo umbral para cada uno de éstos. Cabe mencionar que los valores de
expresion, obtenidos para los distintos genes de interés, fue calibrado respecto al valor
de expresion del gen DcPsy? en un pool/ de hojas obtenido desde 2 lineas
transformadas con el vector pGWB2. Sin embargo, como estas plantas en particular no
mostraron expresion del iransgen (pues este Ultimo no estaba presente en el vector
empleado para su transformacion) se asigné manualmente un valor de C;= 40 en estas

lineas en especifico (es decir un valor maximo de C; cuando no existe expresion,
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considerando que las reacciones de PCR en tiempo Real constaron de 40 ciclos de
amplificacion). De esta manera, como cada uno de los datos fue dividido por este valor
(que tiende a cero, segun la ecuacion 2) se obtuvo un valor de 1 en la expresion de
DePsy2 en plantas que no expresan el transgen quedando el resto de las expresiones
calibradas respecto a este control. Esta metodologfa de cuantificacién de los datos fue
realizada en base a reportes previos y siguiendo la estrategia de estudios anteriores

(Pfaffl, 2001; Fuentes y cols., 2012; Moreno y cols., 2013).

A continuacién, con el fin de evaluar una correcta amplificacion de los genes de
interés durante el desarrollo de esta metodologia, se evalud que las curvas de
amplificacion tuvieran la forma sigmoidea caracteristica de una reaccién de PCR y que
cada uno de los genes estudiados presentara un Unico maximo en la curva de
disociacion {lo cual indica la obtencién de un Gnico producto por cada set de partidores
empleados). Ademas se verificd la consistencia entre réplicas técnicas de una misma

medicién.

El programa de amplificacion para las reacciones de PCR en tiempo real se
detalla en la tabla respectiva (Tabla VI, anexo) en conjunto con la curva de disociacion

realizada.

2.4. Determinacion de la cantidad y composicién de carotenoides

2.41. Extraccion de carotenoides de las plantas de tabaco transgénicas
La extraccién de carotencides se realizé a partir de aproximadamente 100 mg

de hojas. Como control se realizd la extraccion de 100 mg tejido vegetal proveniente de

un poof de plantas transformadas con el vector pGWB2 (2 plantas control para el caso




de la generacién T, y 15 plantulas T, cuando se realizd el experimento en dicha
generacion). El tejido recolectado fue inmediatamente congelado en presencia de N,
liquido y posteriormente macerado en un morterc previamente esterilizado
manteniendo la cadena de frio. Posteriormente, se agregé 4 mL de una mezcla de
hexano/acetonaletanol (2/1/1 viv) para luego homogeneizar. La solucién resultante se
traspasé a tubos Eppendorf, se agitd en vortex durante 2 min y se mantuvo en hielo y
oscuridad por otros 2 min. Luego, se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C. Los
carotenoides se recuperaron de la fase superior, recolectandolos en un tubo Falcon

de 15 mL.

Durante todo el proceso de extraccidon el homogeneizade y extracio se
mantuvieron en oscuridad y hielo. Finalmente, la solucion que contenia los
carotenoides extraidos fue secada en un rotor speed-vac® y almacenado a -80° C para

su posterior cuantificacién,

30




242, Cuantificacién de pigmentos totales mediante espectrofotometria.

La extraccion de carotenoides almacenada a -80 © C se resuspendié en 1 mL de
eter de petréleo. Para determinar la cantidad de pigmentos totales (carotenoides y
clorofila) se midié la absorbancia a 474 nm. Finalmente la concentracién de pigmentos

totales expresada en ug/g de peso seco se calculd empleando la siguiente formula:

V. R’ (mL)% Ay x100 y

i d (Ec. 3)
21x Peso seco (g)

P. totales =

*El volumen de resuspension (V.R.) fue de 0,5 mL de una dilucion (d) 1:4 a partir de la solucién
inicial.

“*Para calcular el peso seco, se multiplico el peso fresco por un factor de conversién calculado
a partir del cuociente entre el peso después y anltes de la deshidratacion de 3 muestras de

tejido para las distintas condiciones y/o estadios de desarrollo evaluados.

24.3. Determinacién de la composicién de carotenoides mediante
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

El extracto de pigmentos totales fue resuspendido en 1 mL de acetona
(MERCK®). A continuacién fa solucién resultante fue centrifugada a 1000xg por 2 min
con el fin de precipitar posibles particulas de material vegetal remanentes de la
extraccién. 300 pL del sobrenadante fueron inyectados con la jeringa adecuada en una
columna Hipersy Cis de fase reversa de 15 cm. La fase movil utilizada fue
acetonitrilo/metanolfisopropanol (85/10/5 v/v), con un flujo isocratico de 1,5 mL/min.
Los principales carotenoides coloreados registrados tales como luteina y B-caroteno
fueron detectados a 474 nm en conjunto con las clorofilas a y b. El fitoeno por su parte
fue detectado a una longitud de onda de 285 nm. Para cuaniificar los carotencides

totales se determiné el porcentaje de clorofilas a y b en la muestra inicial mediante la
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integracién de los cromatogramas resuitantes. Una vez determinada la concentracién
de clorofila (utilizando la ecuacién 3 ponderada por las respectivas abundancias
relativas de clorofila a y b), el contenido de carotenoides totales fue calculado como la
diferencia entre el contenido de pigmentos totales (ecuaciéon 3) y clorofila. A
continuacion se calculd el contenido individual de carotenoides que absorben a 474 nm
multiplicando su abundancia relativa por el contenido de carotenoides totales. Debido
a que el compuesto fitoeno no absorbe luz a 474 nm como el resto de pigmentos
coloreados, su concentracion se calculé mediante la integracion del peak observado a
285 nm y fue relativizado a la concentracién de B-caroteno que se obtendria con un

area de esa magnitud.

2.,5. Tratamiento de plantulas transgénicas con el herbicida norflurazon (NFZ2).
En 3 placas de Petri individuales se sembraron homogéneamente 45 semillas
T, de las lineas L3, L6 y S/I (plantas control T, transformadas con el vector pGWB2 sin
inserto) en medio de germinacion. Luego de 13 dias de cultivo in vitro la mitad de las
plantulas crecidas en condicion normal fue traspasada a un medio de geminacion
suplementado con NFZ a una concentracién final de 100 uM (Li y cols., 20086). El resto
fue colocado en medio fresco sin suplementar a modo de control. Luego de 7 dfas de
tratamiento, periodo en el que se hizo evidente el blanqueamiento de las hojas, se
determinaron los niveles de expresion del transgen y genes enddgenos Psy ((Li y cofs.,
2008), seccion 2.3.7) en ambas condiciones. Paralelamente se determiné el contenido

de fitoeno y otros carotenocides mediante HPLC (seccion 2.4.3).
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2.6. Evaluacion de la tolerancia a estrés salino de plantas transformadas con el

gen DePsy2

Para realizar los experimentos de tolerancia a estrés salino se utilizaron las
semillas T, de las lineas L3 y L6 transformadas con el gen DcPsy2 y seleccionadas
en base al contenido aumentado de carotenoides que presentaron en la generacion Ty,
Estas plantulas fueron sembradas en medio de germinacién (seccion 2.2) y crecidas in
vitro por 13 dias. Tal como se mencioné en la seccidn anterior, se realizé un control del
experimento para lo cual se sembrd las semillas de una planta T, transformada con el
vector pGWB2. El tamanc muestral utilizado fue inicialmente de n=30 semillas por
placa aumentandose luego a n=45 (realizando las réplicas necesarias para obtener los
tamarios muestrales descritos mas adelante). A continuacion, la mitad de las plantulas
obtenidas fueron traspasadas a medio de germinacién suplementado con NaCl 250
mM mientras que la otra mitad fue traspasado a medio fresco sin NaCl en ambos casos
sin afadir el antibidtico kanamicina. El tratamiento se extendié por 16 dias y al cabo de
este periodo los diferentes grupos de plantas fueron traspasados a condiciones de
invernadero. Luego de 21 dias de recuperacion, se midid el porcentaje de sobrevida. Ei
experimento fue realizado en triplicado. Inicialmente se usé un n=10 plantulas de cada
linea T, para cada condicion evaluada y luego este nimero se elevd a n=15 y n=30 en

las siguientes réplicas biolégicas.

2.7. Evaluaciéon de los niveles de ABA en las plantas de N. fabacum
transformadas con DcPsy2 bajo tratamientos con NaCl.
L.os niveles de ABA fueron determinados a partir de 100 mg de hojas, procedentes

de las plantulas T, de las lineas L3, L6 y S/l, luego de ser cultivadas por 20 dias en
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medio de germinacion (Seccion 2.2) y tratadas durante 0, 24 y 48 horas en dicho medio
(sin agente de seleccién) suplementado con NaCl 250 mM. A continuacién el tejido fue
recolectado e inmediatamente congelado y pulverizado en presencia N, liquido.
Posteriormente, se afiadieron 4 mL de H,0 mili-Q para finalmente traspasar el
homogeneizado a tubos Falcon de 15 mL. El exiracto se incubd durante la noche a 4
°C. Las alicuotas obtenidas fueron cuantificadas mediante un ensayo de ELISA
competitivo indirecto usando el anticuerpo monoclonal DBPA1 (Sigma®™ , USA). Para el
desarrollo de esta estrategia fue necesaria la sintesis de un conjugado ABA-BSA (es
decir, la hormona ABA unida a la proteina sercalblimina bovina) que fue empleado
para el bloqueo inicial de las placas utilizadas para la cuantificacion. La sintesis de este
conjugado fue realizada en el laboratorio en base a la adaptacion de un protocolo
previamente descrito (Grabarek y cols., 1990). Para ello, se hizo reaccionar 2 mM de
EDC y 5 mM de Sulfo-NHS con 1 mlL de solucién que contenfa 1 mg/mL de ABA
disuelto en tampon de activacion compuesto por MES 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 6,0. La
reaccién se incubd por 15 min a temperatura ambiente. A continuacién, se agregé 1,4
ML de B-mercaptoetanol a una concentracion final de 20 mM para inactivar el EDC.
Luego, se descartd el exceso de agente reductor (3-mercaptoetancl) y entrecruzador
(EDC) usando una columna de desalinizacién equilibrada con tamp6n de activacion.
Posteriormente, se afiadié una cantidad equimolar (a la cantidad de ABA) de Ia
proteina BSA. Esta reaccidon se mantuvo por 2 horas y luego fue inactivada mediante la
adicién de hidroxilamina 10 mM. Finalmente, el exceso de hidroxilamina fue removido
a través de filtracién en gel usando las columnas de desalinizacién previamente
descritas. Una vez sintetizado el conjugado, se procedid a la cuantificacién de las
muestras mediante el ensayo de ELISA competitivo indirecto. En primer lugar, se

realizé el bloqueo de las placas para lo cual se afiadié en cada pocillo 200 pL de una
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solucion inicial compuesta por 20 mL de conjugado ABA-BSA disuelto en tampén
NaHCO; 0,05 M. Se incub6 durante la noche a 4 °C y luego se lavé 3 veces con
tampén PBS 1X para eliminar el conjugado no unido. A continuacién, se cargaron 100
ML de estandares de ABA (desde 62,5-2000 pg) en cada pocillo y 100 UL de cada una
de las muestras obtenidas desde el {ejido vegetal. Paralelamente, se incluyeron los
controles Brax ¥ Bmin para determinar la cantidad méaxima y minima de sefial posible de
obtener en el experimento respectivamente. Posteriormente, se afiadié 100 uL del
anticuerpo primario DBPA1 diluido 1/5000 en cada uno de los pocillos, excepto al de
Brin- Se incubd por 3 h a4 °C y se lavo 3 veces con tampén PBS 1X. Luego, se afiadi6
200 pL de anticuerpo secundario diluido en proparcidn 1/1000 (Anti IgG de conejo
conjugado a fosfatasa alcalina) y se incubd a 37 °C por 1 h. La placa fue lavada 5
veces con tampodn PBS 1X. Después, se aiiadié 200 ul. de p-nitrofenil fosfato (pPNPP) a
una concentracion inicial de 1 mg/mL incubando luego a 37 °C por 30 min. Para
detener la reaccion, se afiadid 50 UL de tampdn de blogqueo KOH 5N a cada pocillo.
Las muestras fueron cuantificadas en un lector de placas de ELISA midiendo la
absorbancia a 405 nm. Cada una de las determinaciones se realiz6 con 3 réplicas
técnicas y 3 réplicas bioldgicas cada una considerando un n=30 plantulas por condicién
evaluada. Las diferencias significativas en los resultados obtenidos fueron establecidas

a través de una prueba de ¢ no paramétrica de una cola y con un valor de p<0,05.
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RESULTADOS

3.1. Determinacion de la transgénesis de las lineas de N. fabacum
transformadas con elgen DcPsy2 .

Para confirmar la transgénesis de las plantas de tabaco transformadas en el
seminario de titulo (Acevedo, 2011), se obtuvo el ADNg de 8 lineas T, transformadas
con la construccion pGWB2/DcPsy2 mantenidas en invernadero por 2 meses (Seccién
2.2). Estas lineas se denominaron L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7 y L8. Adicionalmente se
extrajo el ADNg de 2 plantas T, transformadas con el vector pGWB2 (denominadas
como S/l) y una planta silvestre mantenida en condiciones de culfivo idénticas. A
continuacion, se procedid a amplificar un fragmento del gen de resistencia a
higromicina (Hptll) que se encuentra en la regién de ADN transferida a la planta. La
amplificacion del marcador de seleccidn fue positiva para todas las lineas
transformadas con los vectores pGWB2/DcPsy2 y pGWB2 obteniéndose la banda
esperada de 624 pb (Figura 2, panel A carriles L1-L8 y S/1). Ademas, no se obtuvo
amplificacion cuando se utilizé ADNg de una planta silvestre (carril WT). Este
resultado muestra que estas 9 lineas son efectivamente transgénicas y sugiere que
poseen el gen DcPsy2 integrado en el genoma (a excepcion del control negativo S/I).
En esta reaccidén se incluyé un control positivo utilizando ADNp del vector pGWB2

(carril C*).

Posteriormente se verificd la integracion del gen DcPsy2 en el genoma de las
plantas transgénicas mediante su amplificacién por PCR. Al igual que lo observado con

el gen Hptll, la amplificacién del gen DePsy2 a partir del ADN gendmico de las distintas
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plantas fue éxitosa para cada una de las lineas transformadas con el vector
pGWB2/DcPsy2 (Figura 2, panel B). Para cada una se obtuvo el tamafio esperado de
1,3 Kb correspondiente a la secuencia codificante del gen en cuestién. Ademas, la
respectiva banda no se obtuvo al utilizar ADN genémico de plantas transformadas con
el vector pGWB?2 indicando la especificidad de la reaccién (control negativo, carril S/1).
Como control positivo, se utilizoé ADNpde la construccion pGWB2/DcPsy2 generada

previamente (Acevedo, 2011).

La calidad del ADNg se determiné realizando la amplificacién por PCR de un
fragmento del gen ribosémico 78S (seccidon 2.3.2). Para cada una de las lineas

analizadas se obtuvo la banda esperada de 180 pb (Figura 2, panel C).

A) PM L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 WT SN C+

- — il

B) PM L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 Sn C+

4+ 624 pb

1Kb

e :
——

C) PM L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 S/ C- WT C+

500 pb S
“?--—-“—--—-- = 4-180 pb

Figura 2. Amplificacién de los genes, Hptll, DcPsy2, y 18S a partir del ADNg de las
lineas L1, L2, L3, L4, L5,L6, L7, L8y S/l. A) Amplificacién del gen Hptll para determinar la
transgénesis de las plantas obtenidas. B) Amplificacion del gen DcPsy2 para determinar su
integracion en el genoma de las plantas transgénicas C). Amplificacion del gen 78S para
determinar la calidad de los ADNg extraidos PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb o
100 pb segun corresponda. C: control negativo, sin agregar ADN. WT: amplificacion
utilizando ADNg de tabaco silvestre. C™: control positivo . Electroforesis en gel de agarosa al
1,5% tefido con BrEt.
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3.2. Determinacion de la expresién del gen DcPsy2 en las plantas de N.
tabacum transgénicas.

Posteriormente, con el fin de verificar la expresion de! gen DcPsy2 de D. carofa
en las plantas de N. fabacum transgénicas y la funcionalidad de la construccién
pGWB2/DcPsy2, se realizb un RT-PCR convencional. Para comenzar con este andlisis
se extrajo ARN de [as 8 lineas transformadas con la construccion pGWB2/DcPsy2
(Seccion 2.3.4) y de un poo/ de las 2 plantas control transformadas con el vector
pGWB2. A continuacion, se realizd la transcripcion reversa del ARNm para sintetizar
ADNCc (Seccién 2.3.6). Para verificar la calidad del ADNc sintetizado, se realizé un RT-
PCR del gen 78S para cada una de las lineas analizadas (Seccion 2.3.2; Tabla Il,
anexo) y como control se realizé un PCR utilizando el respectivo ARNm (denominado
control sin RT) con el fin de comprobar la ausencia de ADNg en las muestras de
ADNc. En esta amplificacién del gen 78S fue incluido un control positivo utilizando
ADNg de N. tabacum silvestre y un conirol negativo en el cual no se agregd ADN. El
resultado del RT-PCR indica que la sintesis de ADNc fue efectiva para cada una de las
lineas analizadas obteniéndose en cada caso la banda esperada de 180 pb
correspondiente al fragmento del gen 78S (Figura 3, carriles L.1-L.8 y S/l). Ademas se
descartd la presencia de ADNg en las muestras al no obtener amplificacién en los

respectivos controles sin RT (carriles s/RT).
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PM L1 s/RT L2 s/RT L3 s/RT L4 s/RT LS s/RT

<1809

PM L6 s/RT L7 s/RT L8 C+

Figura 3. RT-PCR del gen 78S a partir del ADNc obtenido de las lineas transgénicas L1,
L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8 y S/l. En los carriles s/RT se cargaron los respectivos controles sin
RT en los cuales se utilizd ARNm de las lineas analizadas como molde en la reaccion de PCR
para determinar la presencia de ADNg en las muestras. C”: Control negativo, sin agregar ADN.
C": Control positivo utilizando ADNg de N. tabacum silvestre. Electroforesis en gel de agarosa
al 1,5% tefiido con BrEt.

Cabe mencionar que la amplificacién de este fragmento mediante RT-PCR se
realizé utilizando 28 ciclos, etapa en la cual su amplificacion se encuentra en fase
exponencial. Por esta razén, los resultados obtenidos indican que si bien se logro
obtener satisfactoriamente el ADNc de todas las lineas analizadas, existen diferencias
en su carga inicial lo cual se traduce en una desigualdad de la intensidad de las

bandas obtenidas para cada uno.

Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacion mediante RT-PCR del gen
DcPsy2 a partir de los ADNc sintetizados (Seccion 2.3.6; Tabla IV, anexo ). Como
control negativo de la reaccion se utilizdé ADNg extraido de una planta transformada

con el vector pGWB2 y como control positivo, se incluyd la amplificacion del gen
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DcPsy2 a partir de ADNp de la construccion pGWB2/DcPsy2. Para 6 de las 8 lineas
transformadas con el gen DcPsy2 se observa la banda esperada de 1,3 Kb (Figura 4,
carriles L1, L2, L3, L4, L8, y L7) lo cual confirma su expresion. Por ofra parte, no se
obtuvo amplificacién cuando se utilizd ADNc de plantas transformadas con el vector

pGWB2 (carril S/l) indicando [a especificidad de la reaccién.

PM L1 L2

"

C+

14 L5 L6 L7 18 S/ |

1Kb

Figura 4. RT-PCR del gen DcPsy2 de D. carofa en las lineas transgénicas L1, L2, L3, L4,
L5, L8, L7, L8. C": control positivo, se utilizd ADNp de la construccion pGWB2/DcPsy2. Sil:
ampilificacion utilizando ADNc de N. fabacum transformado con el vector pGWB2 sin inserto
(control negativo). PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb. Electroforesis en gel de agarcsa al
1% tefiido con BrEt.

3.3. Evaluacion de la funcionalidad del gen DcPsy2 mediante analisis
bioquimico de las lineas transformadas.

Luego de determinar que el transgen se expresd en 6 de las 8 lineas obienidas

para el vector pGWB2/DcPsy2 se procedio a investigar a nivel bioquimico el impacto

ejercido por la expresién constitutiva de DcPsy2 en la acumulacion de carotenoides.

En todas las plantas analizadas se determind que los principales carotencides

presentes en tejido fotosintético fueron luteina, pB-caroteno y a-caroteno.

Satisfactoriamente y en acuerdo con {a hipotesis planteada, encontramos que 3 de las




lineas fransgénicas para el vector pGWB2/DcPsy2 presentaron un mayor contenido de
al menos uno de los carotenoides detectados (lineas L3, L6 y L7, Figura 5). En
particular, la linea L3 presentd un aumento significativo del 44% en el contenido de B-
caroteno, un 41% mas de carotenocides totales y 63% de aumento en el contenido de o-
caroteno. Por otra parte la linea L6 presentd un incremento del 57% tanto en
carotenoides totales como en B-caroteno asi como un 59% mas de luteina gue plantas

control mientras que la linea L7 registré un aumento significativo del 49% en el

contenido de luteina.
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Figura 5. Determinacién del contenido de carotenoides en plantas transgénicas
transformadas con el gen DcPsy2. Los niveles de carotenoides totales fueron calculados
mediante espectrofotometria y analisis por HPLC en las lineas transgénicas. Los pigmentos
fueron identificados de acuerdo a su tiempo de retencion y espectro de absorcién. * indica
diferencias significativas con un valor de p<0.05, respecto a las plantas control (prueba de t de
Mann-Whitney).

Sin embargo, a pesar de haber obtenido 3 lineas transgénicas con aumentos
significativos en el contenido de algunos carotenoides, también encontramos 3 lineas
que presentaron niveles disminuidos de algunos de ellos y paralelamente un contenido
inalterado de otros tal como ha sido previamente descrito (Busch y cols., 2002; Maass
y cols., 2009; Acevedo, 2011). Asi por ejemplo, las lineas L1 y L2 presentaron
disminuciones del 57% y 36% en el contenido de luteina respectivamente ademas de
un contenido invariante de carotenoides totales y B-caroteno. Ademas, la linea L7, que

previamente se caracterizé por mostrar un aumento significativo del contenido de
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luteina, presenté una reduccion del 67% en el contenido de a-caroteno ademas de

niveles inalterados de B-caroteno y carotenoides fotales.

3.4. Determinacion de los niveles de expresién del gen DcPsy2 y genes

carotenogénicos endogenos en las lineas transgénicas

Luego de determinar que la expresion constitutiva de este gen conduce a un
incremento en el contenido de carotenoides se decidié evaluar el nivel de transcrito
del gen DcPsy2 y los genes carotenogénicos endédgenos de tabaco: NtPsy1, NtPsy2 y
NtLcyb en algunas lineas transgénicas seleccionadas, Este expefimento fue realizado
para determinar si el incremento en carotenoides totales observado en las lineas L3 y
L6 era atribuible a un aumento en la transcripcion de algunos de los genes
carotenogénicos endégenos o si se trataba mas bien de un efecto (nico y directo de la
expresion del gen DcPsy2 de D. carota. Paralelamente, extendimos este andlisis para
la linea L4 con el fin de tener alguna explicacién acerca de los niveles inalterados (e
incluso disminuidos) de carotencides que se registraron en algunas plantas a pesar de
mostrar expresion del transgen. A partir de los ADNc obtenidos de las lineas L3, L6, L4
y S/ se amplificé el gen 788 mediante PCR en tiempo real (Seccién 2.3.7). Finalmente,
se procedié a determinar la expresién de los genes enddgenos: NtPsy?, NfPsy2 y

Ntl cyb en conjunto con el transgen DcPsy2 en [as distintas lineas.

l.os resultados del experimento de PCR en tiempo real mostraron que el transgen
DcPsy2 se expresdé de manera diferencial entre las lineas L3, L6 y L4 (fodas
transformadas con el gen DcPsy2 a diferencia de las lineas control S/1) observandose
8,9 veces mas expresion en la linea L6 respecto a la linea L3, lo cual correlaciona

directamente con el contenido de carotenoides registrado en cada una (Figura 6).
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Expresion relativa a 18S

PSS SOES IO PSS

VNV vV v VNV
NtPsy1 NtPsy2 NtLcyb DcPsy2

Figura 6. Amplificacion mediante PCR en tiempo real de genes carotenogénicos
endégenos y del transgen DcPsy2 en lineas de tabaco transformadas con el vector
pPGWB2 (S/1) y el vector pGWB2/DcPsy2 (L3, L6 y L4). La expresion fue calculada en relacion
al gen normalizador 78S. El nivel de transcrito de los genes endogenos NtPsy1 (verde claro),
NtPsy2 (verde oscuro) y NtLcyb (azul) se calculé usando como calibrador la expresion del gen
DcPsy2 (naranja) en un pool de 2 plantas transformadas en el vector pGWB2. La expresion del
transgen fue calculada de la misma manera. Letras diferentes sobre cada una de las barras
indican diferencias significativas calculadas con una prueba de t no paramétrica de una cola y
un valor de p<0,05.

No obstante, observamos que la linea L4 a pesar de mostrar 2,8 veces mas
expresion del gen DcPsy2 que la linea L6 presentd un contenido inalterado, y con
tendencia a la disminucion, de los carotenoides luteina, a-caroteno y B-caroteno.
Ademas, al cuantificar el nivel de transcrito del gen DcPsy2 en todas nuestras lineas

transgénicas, mediante RT-PCR semi-cuantitativo (Figura S1, anexo) observamos que
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las lineas L1 y 1.2 con disminuciones del 57% y 37% en el contenido de luteina

presentan un nivel de expresion del transgen mayor que el registrado en la linea L4

En relacidén a ios genes Psy enddgenos se observé una reduccién de ambos
transcritos respecto a plantas control. En Ia linea L3 se observé una reduccién del 61%
en la expresién del gen NiPsy7 y un 35% de reduccion en la expresién de NfPsy2. Por
su parte, la linea L6 presenté una reduccion del 91% en el nivel de transcrito del gen
NtPsy1 y un 86% de reduccion en el nivel de NfPsy2. Ademas, la linea L4 presenté un
78% de reduccion en los niveles de transcrito del gen NiPsy7 y un 71% de reduccién

en los niveles de NiPsy2.

En relacion al gen NtlLcyb, involucrado directamente en la sintesis de B-
caroteno, se observé que la linea L3, con un aumento del 44% en el contenido dicho
pigmento, presentaba una disminucion del 34% en el nivel de transcrito de este gen
carotenogénico. Por otra parte, la linea L6, que también presenté un aumento
significativo del contenido de B-caroteno, registréd un nivel transcrito inalterado del gen
Nticyb respecto a plantas control. No obstante, en la linea L4, en donde no se
observaron cambios significativos del contenido de g-caroteno, se registré un aumento

del 56% en el nivel de transcrito de este gen en particular.

3.5. Determinacién del contenido de fitoeno en plantas de tabaco
transformadas con el gen DcPsy2.
Para cumplir con el objetivo de determinar si la expresion heterdloga de este

gen contribuye a la sintesis de fitoeno (producto directo de la enzima PSY) en las




plantas de tabaco transgénicas se determiné el contenido de este pigmento en
plantulas T; de tabaco tfransformadas con el gen DcPsy2 luego de un tratamiento
agudo con el herbicida norflurazon (NFZ). Este compuesto bloquea fa accién de la
enzima fitoeno desaturasa, provocando un aumento del sustrato fitoeno (Breitenbach y
cols., 2001). La aplicacién de este compuesto se hizo necesaria para su cuantificacion
pues en condiciones normales de culiivo este carotenocide incoloro no se acumula
(previamente solo se detectd a-caroteno, B-caroteno y luteina en las lineas

transgénicas, seccion 3.3).

La determinacién de los niveles de fitoeno se realizd utilizando las plantulas T, de
las lineas transgénicas Ty L3, L6 y S/l que presentaron mayor tamafio en condiciones
de crecimiento frente al agente de seleccion. Nuestro criterio para realizar la seleccidn
de estas piantulas en particular se baso en el hecho de que tanto Iz linea L3 como la
linea L6 presentaron un mayor contenido de carotenoides coloreados en la generacion
To. De esta manera, ambas lineas fueron potenciales candidatas de poseer un
contenido aumentado de fitoeno ante la aplicacién de NFZ en la generacién T4. Luego
de realizar el tratamiento con el herbicida (seccién 2.5) se desarrollaron los andlisis

correspondientes,

Para comenzar con el andlisis se determind en primer lugar la expresién del gen
DcPsy2 tanto en presencia como ausencia del herbicida NFZ y de esta manera
verificar que las plantulas utilizadas efectivamente expresaran el transgen (a excepcion
de las plantulas control). Paralelamente, se calcularon los niveles de expresion del gen

acftina, sugerido como normalizador para este ensayo en particular de acuerdo a

reportes previos (Li y cols, 20086).




Una vez establecida la similitud en la cantidad de ADNc obtenido en las distintas
condiciones y grupos de plantas transgénicas se procedid a amplificar el gen DcPsy2
mediante PCR en tiempo real tanto en condiciones basales como luego de aplicar NFZ.
De manera similar a lo que se obtuvo con la generacién T, de las lineas L3 y L6, la
generacion T, presentd una diferencla significativa en la expresion del transgen entre
ambas lineas en condicién control, regisirandose 113 veces més expresion en la
generacion T de la linea L6 respecto a la linea L3 (4,57x10° v/s 5,17x10° Tabla 1).
Tabla I Cuantificacién de fitoeno en las lineas de N. fabacum que expresan el gen
DcPsy2. Se indica la abundancia de franscritc de DcPsy2, el nivel de fitoeno v el nivel de

transcrito de ambos genes NtPsy enddgenos en las plantulas T, de fabaco de las lineas L3, L6
y sin inserio (S} luego del tratamiento con nerflurazon (NFZ).

i, |Fitoeno (ia/g P.S.)° | NtPsyf (ntx}i - | * NtPsy2 (aitr) -
2] Control|. . NFZ Control ‘| = NFZ.. | “Controls+"|. " /NFZ

n.d. 5 5 & 5
30941 |092X10° £527x10° #[881x10° 1[6,53x10° 1

548x10° [1,12x10°0 J2,00x10* |7,03%10° 0
1.60x10° & n.d 1,66x10° x[4,14x10° 1}1,69x10° %{4,14x10° 1
o ls.79x102 0 25926 571x10°  [3,58x10°0 [2.98x10* [1,77x10°0)
o )517x10°  £]2,74x10° | nd 1,26%10° #[1,02x10° +[2,76%x10° +|1,30x10°
" [3,34x10°  [348x10° 0 55820 1,18x10*  {1,28%10°7 |1,02x10% [4,89x10° ")

H-

H-
H

2 n.r.t., nivel de transcrito relativo a actina; ® Ho/g P.S., ug/g de peso seco; °n.d., no detectado.
(*) denota una diferencia significativa (p<0,05, prueba de f de una cola) en el nivel de transcrito
de los genes DcPsy2, NtPsy1 y NiPsy2 cuantificado por PCR en tiempo real respecto a la
condicidn control (sin fratamiento con NFZ) .

En segundo lugar, se determind que luego de aplicar el herbicida el nivel de
transcrito del transgen disminuyd en un 66% en las plantulas T, de L3 y aumentd 5,3
veces en las plantulas T, de L6. Por otra parte, al comparar ambas lineas luego de ser

tratadas con NFZ se observa una diferencia significativa de 1714 veces mas de
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expresion del transgen en plantulas T, de la linea L6 respecto a pléntulas T, de la linea

L3.

Luego de establecer que el gen DcPsy2 se expresaba en las planiulas T, de
interés se procedid a cuantificar el contenido y composicion de carotenocides luego de
aplicar NFZ 100 M por 7 dias (Figura S3, anexo) enfocandose en determinar los
niveles de fitoeno en las lineas transgénicas de interés. En condiciones basales, no fue
posible detectar fitoeno en ninguna de las lineas transgénicas. Sin embargo, luego de
aplicar el herbicida se detectaron 39,9 pg/g de peso seco de fitoeno en plantulas
control, 25,9 ug/g de peso seco en las plantulas T, de la linea L3 y 55,8 ug/g de peso

seco en plantulas T, de la linea LS.

Este resultado es interesante si se analiza en conjunto con los datos de PCR en
tiempo real obtenido previamente. Tomando como base las plantulas control, las
planiulas T, de la linea L3 presentan una reduccién del 35 % en los niveles de fitoeno y
presentan una menor expresién del transgen si se comparan con plantulas T, de la
linea L6. En el caso de las plantulas Ty de la linea L6, éstas presentan la mayor
expresion del transgen luego de la incubacion con NFZ y son capaces de acumular un

40% mas de fitoeno que plantas control.

Con el fin de profundizar el andlisis y determinar la participacion de los genes Psy
enddgenos en estos comportamientos diferenciales entre lineas transgénicas
independientes se procedié a amplificar mediante PCR en tiempo real los genes

enddgenos NtPsy? y NiPsy2 tanto en condiciones normales como luego de aplicar el

herbicida NFZ.




Luego de realizar este experimento se observd que la expresién de NiPsy? en
condiciones normales se encuentra disminuida en las pléantulas que expresan DcPsy2
respecto a plantulas control. La disminucién del nivel de transcrito de este gen fue de
un 76% y 82% en las lineas L3 y L6 respectivamente. Interesantemente, después de
aplicar el herbicida se observa una disminucion significativa del 23% en los niveles de
transcrito de este gen en plantulas control y una induccién de éste entre 2,5 a 8 veces
en las plantulas T, de la linea L3 y L6 respectivamente. Adicionalmente, observamos
que el nivel de expresion que alcanza este gen luego del tratamiento con NFZ en la
linea L3 es significativamente menor (en un 22%) que el obtenido en plantas control lo
cual se correlaciona de manera directa con el menor contenido de fitoeno de esta linea

en particular.

Por ultimo, notamos que el nivel relativo de transcrito del gen NiPsy? en la
linea L6 tras el tratamiento con NFZ supera en 1,9 veces al observado en plantas
control lo cual, de manera similar al caso anterior, se correlaciona de manera directa

con el contenido aumentado de fitoeno en esta linea.

En relacion al gen NiPsy2 se observo que las plantulas T, de las lineas L3 y L6
presentaron una reduccion significativa en los niveles de franscrito de este gen en
condiciones normales respecto a plantulas control. Este resultado también concuerda
con lo determinado en la generacion T, de estas plantas (previamente se determind
que la expresion del transgen estd asociada a una reduccién en los niveles de
transcrito de ambos genes Psy enddgenos, (Seccidn 3.4). Luego de aplicar NFZ los
niveles de transcrito de este gen disminuyeron en un 36% en plantulas control y
aumentaron 2,4 veces en las planfulas T, de la linea L3. No obstante, a pesar de que

en éstas hubo un incremento en la transcripcién de NiPsy2 (comparando la condicion
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basal respecto a ia de tratamiento con NFZ), el nivel relativo de expresién de este gen
fue un 37% menor al registrado en plantas control lo cual también se correlaciona con
el menor contenido de fitoeno de estas plantulas. Un comportamiento similar se
observé en la generacion T, de la linea L6 en donde se registré un aumento de 4,7
veces en los niveles de transcrito del gen NiPsy2 fras aplicar el herbicida. En este caso
el nivel de transcrito del gen NiPsy2 superé en 2,0 vecss al ohservado en plantas

control luego del tratamiento con NFZ.

3.6. Evaluacidon de la participacién del gen DcPsy2 en la tolerancia a estrés

salino de plantas de N. tabacum transgénicas.

Para evaluar la participacién del gen DcPsy2 en la tolerancia al estrés salino se
determiné el peso fresco y la sobrevida de las plantulas T, de las lineas L3, L6 y S/I
luego de ser sometidas a un tratamiento con NaCl 250 mM en condiciones in vitro. En
condiciones normales de cultivo se encontrd que el peso fresco de plantulas control
llegd a ser en promedio 48,8 mg luego de 29 dias de crecimiento (Figura 7). En
relacion a la linea L3 este valor llego a los 48,7 mg no variando de manera significativa
con el caso anterior. Sin embargo, plantulas T; de la linea L6 presentaron un 31 %

menos de peso fresco que plantulas control alcanzando un valor promedio de 33,5 mg

cuya diferencia fue estadisticamente significativa.
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Figura 7. Determinacion del peso fresco de plantulas transgénicas sujetas a tratamiento
con NaCl in vitro. El peso fresco de las plantulas transgénicas T, de las lineas S/, L3 y L6 fue
determinado luego de 29 dias de condiciones normales crecimiento (control) y al final de un
tratamiento con NaCl 250 mM por 16 dias (NaCl). Las diferencias significativas se indican con
letras distintas sobre las barras correspondientes. El test estadistico consistid en una prueba de
t no pareada, de una cola y con p<0,05. Sobre cada barra se indica el porcentaje de peso fresco
de cada linea respecto al promedio registrado en plantulas T; S/I crecidas bajo condicion

control.

Por otro lado, luego de 16 dias de tratamiento con NaCl se observé que plantas
control alcanzan un peso fresco promedio de 16,4 mg. Para el caso de la linea L3 este
valor llega a 30 mg superando de manera significativa el valor observado en plantas
control en un 82%. Por su parte las plantulas de la linea L6 alcanzaron un valor de 24,3
mg de peso fresco. Estos resultados son interesantes pues entregan informacién
acerca del impacto que tiene el estrés por sal en el crecimiento de las distintas lineas
transgénicas. En el caso de las plantulas control S/I, se tiene que después del
tratamiento con NaCl el peso fresco de éstas solo llega al 34% del observado en
condiciones basales. Este resultado indica que el estrés salino ejerce un significativo
impacto en el crecimiento normal de las plantulas control. En contraste, plantulas T, de

la linea L3 alcanzan un 60% del peso fresco observado en condiciones normales de
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crecimiento mientras que en las plantulas T, de la linea .6 dicho valor llega a ser un
73% del observado en la condicidn normal. De esta manera, el efecto que ejerce el
estrés salino en el crecimiento de las plantulas T, transformadas con DcPsy2 es
significativamente menor que el observado en plantas control, lo que sumado a los
resultados de PCR en tiempo real (seccidn 3.5) sugiere una correlacion directa entre e}

nivel de expresion del transgen y la tolerancia al estrés salino.

Con el fin de respaldar estos resultados y determinar la viabilidad de las
plantulas transgénicas frente a la condicidn de estrés salino; se midid el porcentaje de
sobrevida de las distintas lineas transgénicas luego de 21 dias de recuperacion post-
tratamiento con NaCl, en condiciones normales de cultivo en invernadero. En la
condicién control, en ausencia de esirés salino, no se encontraron diferencias
significativas en la sobrevida de las plantulas T; L3 y L6 respecto a las plantas
transgénicas sin inserto (S/1, Figura 8). Sin embargo, estas Gltimas solo alcanzaron un
porcentaje de sobrevida del 19% luego de ser somefidas al estrés por sal
Interesantemente las plantulas T, de la linea L3 presentaron una sobrevida del 40%
frente al mismo tratamiento, mientras que en la generacién T, de la linea L6 esta cifra

llegé al 68%.
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Figura 8. Determinacién de la sobrevida de plantulas transgénicas después de ser
sometidas a estrés por sal con NaCl 250 mM. a) Fenotipo de las lineas T, S/I, L3 y L6 luego
de 16 dias de tratamiento con NaCl y posterior recuperacion por 21 dias en condiciones de
invernadero. b) Porcentaje de sobrevida luego de 21 dias de recuperacion en condiciones de
invernadero de plantulas pre-tratadas o no con NaCl por 16 dias. Las barras de error
representan la desviacion estandar del promedio de 3 réplicas biologicas (cada una de 10, 15y
30 plantulas por condicion evaluada respectivamente). La sobrevida fue calculada en las
plantulas T, de las lineas de interés S/l (plantas control transformadas con el vector pGWB2),
L3 y L6. Las diferencias significativas se expresan mediante letras distintas sobre cada una de
las barras determinadas mediante una prueba de f no paramétrica de 1 cola con p<0,05. Scbre
cada barra se indica el porcentaje promedio de sobrevida en relacion a plantulas crecidas en

condiciones normales.
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3.7. Determinacion de los niveles de ABA en las plantulas de tabaco
transgénicas en respuesta al tfratamiento con NaCl.

Considerando que la cinética de acumulacion de ABA frente al estrés por sal,
en plantulas de N. fabacum y condiciones similares a las utilizadas en el presente
trabajo, no ha sido descrita en Ia literatura; la evaluacion del contenido de ABA en las
plantulas transformadas con el gen DcPsy2 de D. carofa fue realizada luego de 0, 24 y

48 horas de tratamiento con NaCi 250 mM .

En condiciones normales de cultivo, se encontrd que las plantulas T; control
presentaron 266,3 ng/g de peso seco de ABA (Figura 9). Por otro lado, las plantulas T,
de Ia linea L3 registraron un nivel de 55,7 ng/g de peso seco de ABA que resultd ser un
79% menor que el obtenido en plantas control. En relacidn a las plantulas T, de la linea
L6, la cantidad de ABA determinada fue de 331,4 ng/g de peso seco no variando de

manera significativa respecto a plantulas control.

En segundo lugar, observamos que luego de 24 y 48 horas de tratamiento con
NaCl las plantulas control no presentaron cambios significativos en el contenido de
ABA respecto a la condicion basal lo cual contrasta con lo obtenido enlalineal3 enla
cual se registré un aumento de 6,1 veces en el contenido de ABA luego de 24 horas
de tratamiento con NaCl. De manera similar, en las plantulas T; de la linea L6 el nivel
de ABA aument6 2,2 veces luego de 24 horas de tratamiento con NaCl, alcanzando los
723 ngfg de peso seco y superando en 3,1 veces al valor determinado en plantas
control en idénticas condiciones. Por Uitimo, luego de 48 horas de tratamiento, los

niveles de ABA en ambas lineas transformadas con el gen DcPsy2 disminuyeron

! Como punto de partida se decidié evaluar estos perfodos de tiempo particulares para
descartar posibles efectos del ciclo circadiano en los niveles de ABA (Novakova y cols., 2005)

54




respecto a las 24 horas no presentando cambios estadisticamente significativos en

relacién a lo observado en plantulas no tratadas con sal.
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Figura 9. Determinacién de los niveles de ABA en plantas de N. fabacum transformadas
con el gen DcPsy2. Los niveles de ABA fueron calculados en la generacion T, de las lineas de
tabaco S/I, L3 y L6 luego de 0, 24 y 48 h de tratamiento con NaCl 250 mM. Cada determinacion
es representativa de 3 réplicas biologicas (n=30 plantulas por condicion evaluada) cada una
efectuada con 3 réplicas técnicas. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas calculadas con una prueba de t de 1 cola con un valor de
p<0,05.
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DISCUSION

4.1. Determinacion de la transgénesis de las plantas de tabaco transformadas
con el vector pGWB2/DcPsy2

Los resultados del presente trabajo destacan la eficiencia de la técnica de

transformacién de las plantas de N. tabacum pues las 8 lineas obtenidas presentaron

la integracién del T-DNA del vector pGWB2, lo que equivale al 100% de eficiencia

(Figura 2).

4.2. Determinacion de la expresién del gen DcPsy2 en las plantas de tabaco
transgénicas y su participacion en la sintesis de carotenoides.
Mediante RT-PCR convencional se determind la expresion de DcPsy2 en 6 de las 8
plantas que registraron la integracién del transgen {Figura 4). Al respecto, creemos
que la no deteccion de transcrito en algunas lineas particulares, tiene directa relacion
con la metodologia de transformacion empleada; pues repories previos han indicado
que la expresion de genes de interés en organismos transformados depende del lugar
de insercion en el genoma (Gelvin y cols., 2007). Particularmente, a través de la
transformacién con A. tumefaciens, que fue aplicada en el presente trabajo, la insercién
del transgen en el genoma vegetal ocurre de manera azarosa lo que conduce, en
algunos casos, a que esta (dltima se produzca en regiones no activas o poco activas
del genoma (como es el caso de regiones correspondientes a heterocromatina).
Continuando con el analisis molecular y bioquimico, se procedié a determinar el

contenido de carotenocides de cada linea que expresaba el transgen encontrandose 3

de éstas que satisfactoriamente mostraron incrementos significativos en el contenido




de al menos uno de los carotenoides detectados, en acuerdo con la hipdtesis
planteada (Figura 5). Estos resultados contrastan con estudios previos realizados en N.
fabacum por otros autoreé {Busch y cols, 2002) y con lo obtenido en nuestros ensayos
funcionales referentes al gen paralogo DcPsy1 (Acevedo, 2011). En el primer caso, los
actuales reportes indican que a través de la expresién aumentada del gen NtPsy? en
N. tabacum se alcanza aumentar el contenido de carotenoides totales hasta un 16%
mientras que mediante la expresién aumentada del gen paralogo DcPsy? este valor
alcanza un 17%. No obstante, al expresar constitutivamente el gen DcPsy2 de D.
carofa, se alcanzd un aumento del contenido de carotenoides totales de hasta un 57%

lo cual destaca su potencial como candidato para aplicaciones biotecnologicas.

En segundo lugar, también cabe mencionar que se encontraron algunas lineas
transformadas con el gen DcPsy2 que registraron una disminucion significativa de
algunos carotenoides en particular y contenido inalterado de otros a pesar de expresar
el transgen. Este resultado concuerda con lo obtenido por otros autores (Busch y cols,
2002) en algunas lineas transgénicas de N. fabacum que a pesar de tener una
expresion aumentada del gen NiPsy?! presentaban un contenido inalterado o bien
disminuido de carotenoides totales; y también con lo reportado en plantulas de A.
thaliana en donde la expresiéon constitutiva de AfPsy no condujo a un incremento del
contenido de carotencides en hojas (Maass y cols., 2009). Al respecto, se ha descrito
que tanto el nivel de expresion de Psy como la coordinacion entre [a sintesis y
acumulacion de clorofilas y carotenoides tienen relacién con estos comportamientos
diferenciales (Hartel y cofs., 1998; Busch y cols., 2002). De manera consecuente a lo
reportado previamente, pudimos evidenciar que el nivel de expresion de DcPsy2, en

las lineas con mayores niveles de carotencides totales, se encuentra directamente
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correlacionado con la cantidad de carotenoides registrados. Sin embargo, en aquellas
plantas transgénicas, en que los carotenocides disminuyen o se mantienen, notamos un
nivel de transcrito del gen DcPsy2 significativamente mayor. Tal es el caso de la linea
L4 que presenta niveles mayores de transcrito del transgen que las lineas L3 y L6 y un
contenido inalterado con tendencia a la disminucién de carotenoides totales. Esto
ultimo sugiere, en acuerdo con reportes previos, que la expresion de DcPsy2 por sobre
un determinado umbral conduce a una disminucién significativa del contenido de
carotenoides totales (Busch y cols, 2001; Acevedo 2011). En efecto, al cuantificar los
niveles de transcrito del gen DcPsy2 en todas nuestras lineas transgénicas mediante
RT-PCR semicuantitativo (Figura S1, anexo) encontramos una expresioén del transgen
mayor que la registrada en la linea L4 en las lineas L1 y 12; cada una con
disminuciones significativas del contenido de luteina lo cual confirma tal fenémeno.
Ademas, como reportes previos han indicado que existe una estrecha coordinacion
entre los niveles de carotenoides y clorofila en el tejido fotosintético (Hartel y cols.,
1998) y esta ultima tiene como precursor al GGPP (sustrato directo de la enzima PSY)
decidimos evaluar si la expresidén de DcPsy2 podia estar afectando la acumulacién de
dicho pigmento (Figura S2, anexo). En relacién con lo anterior, encontramos que las
lineas L3 y L6, con mayores contenidos de B-caroteno que plantas silvestres,
presentaron mayor contenido de clorofila a lo que se vincula directamente con el hecho
de que ambos pigmentos se ubican en complejos junto a proteinas en los centros de
reaccidn de los fotosistemas | y |l (Bassi y cols., 1993) Ademas, las lineas L6 y L7,
ambas con un contenido aumentado de luteina, presentaron incrementos significativos
del contenido de clorofila b que de acuerdo a reportes anteriores se sitiia en conjunto
con esta (ltima en los complejos captadores de luz (Lee y cols., 1995). Por otro lado,

las lineas L1 y L2 que presentaron una disminucién significativa del contenido de
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luteina presentaron también una disminucion significativa de los niveles de clorofila b.
No obstante, a pesar de que no se encontraron cambios significativos en el contenido
de luteina en la linea L4 ésta si presenté una reduccién significativa del contenido de
clorofila b lo cual sugiere que los menores niveles de clorofila no son el tnico
determinante en la disminucién del contenido de carotenoides. Asimismo, las lineas L1,
L2 y L4 a pesar de no presentar cambios significativos en los niveles de B-caroteno

registraron una disminucién significativa en los niveles de clorofila a.

En conjunto, estos resultados indican que la expresién del gen DcPsy2 es
capaz de afectar la sintesis de clorofila disminuyéndola significativamente cuando su
nivel de expresién supera un determinado umbral y aumentandola cuando dicho nivel
no logra ser alcanzado. Esto dltimo, es interesante de analizar pues reportes previos
han indicado que un aumentc en los niveles de transcrito del gen Psy durante
condiciones de estrés salino y el proceso de de-etiolacién se correlacionan de manera
directa con el aumento en los niveles de transcrito de genes involucrados en la sintesis
de clorofila, generando que ambos pigmentos se acumulen de manera coordinada
(Cheminant y cols., 2011; Meier y cols., 2011). Por esta razén, no descartamos [a
posibilidad de que la expresion constitutiva de DcPsy2 pueda ocasionar un incremento
en los niveles de franscrito de dichos genes lo que daria cuenta de los niveles
aumentados de clorofila en las lineas L3, L6 y L7. Ademas, el hecho de que los niveles
de clorofila se vean disminuidos significativamente en varias de nuestras lineas es un
indicio de que el gen DcPsy2 parlicipa en la conversion de GGPP en fitoeno, que
eventualmente ocurre a expensas de la sintesis de clorofilas y otros compuestos tales
como giberelinas y quinonas (Fray y cols., 1995). En resumen, es destacable notar el

hecho de que la expresion constitutiva del gen DcPsy2 de D. carota en N. tabacum

59




podria ocasionar una significativa perturbacién en los niveles normales de otros
metabolitos que comparten precursores comunes con la ruta carotenogénica (Figura

10).
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Figura 10. Representacion de la conexion entre la ruta carotenogénica y otras rutas
metabolicas que tienen como precursor al GGPP. Se ilustra la participacién de los genes Psy
endégenos de N. fabacum (verde) y del transgen (naranja) en la conversién de GGPP en
fitoeno a expensas de otros metabolitos tales como giberelinas, clorofilas y tocoferoles.



4.3. Determinacion de los niveles de expresién de genes carotenogénicos
endégenos en las plantas de tabaco transgénicas.

Con el fin de continuar la caracterizacién funcional del gen DcPsy2 y establecer
si el aumento en el contenido de B-caroteno y carotenocides tolales observado en las
lineas L3 y L6 era un efecto méas bien unico y directo de la expresion de DcPsy2 se
determind la expresion de los genes NtPsy? y NtPsy2 en ambas lineas transgénicas.
Esta caracterizacién fue realizada pues reportes previos indicaron que la expresién
constitutiva de algunos genes de D. carofa en N. tabacum era capaz de modular la
expresidn de algunos genes carotenogénicos endogenos (Moreno, 2011). La
observacion de que las 2 lineas que presentaron un contenido aumentadc de
carotenoides totales presentaron una disminucién significativa en la expresion de los
transcritos enddgenos de Psy al igual que ia linea L4; y que esta (ltima no registré
cambios significativos del contenido de carotenoides, demuestran la funcionalidad del
transgen que ejerceria un efecto directo en el aumento de carotenoides a través de su
expresién. Ademas, notamos una correlacion directa entre el porcentaje de reduccién
de ambos franscritos y el contenido de carotenoides totales registrados en cada una de
estas lineas lo cual abre la posibilidad de que algin producto de la ruta este ejerciendo
el efecto modulador en la transcripcién de ambos genes enddgenos tal como ha sido
previamente descrito en otros modelos vegetales (Kachanovsky y cols., 2012) Esto
Gltimo, también es un punto importante de destacar pues refleja que la expresion
constitutiva del gen DcPsy2 en el modelo vegetal N, fabacum genera una modificacion
significativa en la ruta carotenogénica endégena de este organisme vinculada

probablemente con establecer un nuevo equilibric en €l sistema.
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Por otro lado, y en acuerdo con la funcionalidad del transgen, observamos que
las linea con mayores aumentos del contenido de B-caroteno, presentaron niveles
menores o inalterados del gen NfLcyb (involucrado directamente en la sintesis de p-
caroteno) respecto a plantas control sugiriendo que la expresién constitutiva de DcPsy2
es suficiente para aumentar el contenido de este pigmentc tal como se reporté en
algunas lineas de tabaco que tenfan una expresién aumentada de los genes Psy
endégenos (Busch y cols., 2002). En la linea L4, sin embargo observamos un aumento
significativo en la transcripcién del gen NfLcyb lo cual sugiere que la expresién de
DcPsy2 por sobre un determinado umbral conduce al aumento de los niveles de

transcrito de este gen en particular.

4.4. Determinacién de la participacion del gen DcPsy2 en la sintesis de fitoeno
Ya que el fitoeno no es detectado bajo condiciones normales de crecimiento en
hojas, el tratamiento agudo con el herbicida NFZ, ha sido una estrategia usada por
varios autores para cuantificar la acumulacién del precursor incoloro fitoeno (Simkin y
cols., 2003; Li y cols., 2006). Las plantulas utilizadas en este experimento fueron
obtenidas a partir de la generacién T, de las lineas L3, L6 y S/l caracterizadas por su
contenido de carotenoides aumentado en la generacién T, siendo paralelamente

sujetas a un analisis molecular destinado a verificar la expresién del transgen.

Al respecto, notamos que en todas las condiciones evaluadas el transgen se
expreso activamente en las lineas transformadas con el gen DePsy2 (Tabla I). Sin
embargo se observan diferencias significativas en su expresién luego de tratar las

plantulas con el herbicida NFZ lo cual, teniendo en cuenta que la expresién de este gen
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esta dirigida por el promotor constitutivo 35S, sugiere la existencia de un mecanismo
que afecta de manera de manera diferencial la acumulacion de este ARNm en

especifico para cada una de Ias lineas comparadas luego del tratamiento con NFZ.

En relacion al contenido de fitoeno, se determind que efectivamente la
expresidén del transgen conduce a un aumento significativo de este carotenoide
incoloro. Un aspecto importante de considerar, es que Juego de aplicar NFZ se observa
una reduccién en los niveles de transcrito de ambos genes Psy endégenos en plantas
control y un aumento de éstos en las plantulas T, de las lineas L3 y L6 en directa
correlacion con la expresion del transgen (Tabla 1). Esto {ltimo, contrasta con reportes
previos en los que se ha descrito que la aplicacién de NFZ puede aumentar o no
afectar de manera significativa la expresion de los genes Psy (Bartley y cols., 1993;
Simkin y cols., 2003; Li y cols., 2006). Sin embargo estos estudios en particular fueron
realizados en ofras especies vegetales y en temporalidades diferentes a las empleadas
en el presente trabajo. Como caso representativo de lo anterior estan descritos algunos
estudios en plantulas de tomate en los cuales se determind que iras Ia incubacién con
NFZ se observaba un aumento significativo de los niveles de transcrito del gen SIPsy?
no asi del paradlogo SiPsy2 (Bartley y cols., 1993) y adicionalmente un aumento
significativo del contenido de carotenoides totales como consecuencia de una elevada
produccién de fitoeno por sobre otros carotenoides coloreados (Simkin y cols., 2003)
mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva dirigido por algiin producto final

de {a ruta como por gjemplo ABA (Giuliano y cols., 1993) En nuestro caso también

observamos un aumento del contenido de carotencides toiales fras aplicar este
compuesto, tanto en las lineas Ty S/l y L6 (Figura S3, panel C, anexo) lo cual sugiere

que efectivamente el herbicida tiene el efecto de aumentar la sintesis de carotenocides:

63

s



especificamente a nivel del fitoeno (pues los niveles de carotencides coloreados
luteina y B-caroteno disminuyeron significativamente tras aplicar NFZ en todas las
plantulas analizadas, Figura S3, anexo paneles A 'y B). Por lo tanto, una posible
explicacion de los resultados obtenidos en nuestras plantas transformadas con
DcPsy2 es que la expresién constitutiva del transgen constituye una fuente continua de
sintesis de ABA capaz de generar un aumento sostenido de los niveles de transcrito de
ambos genes Psy enddgenos tras aplicar NFZ, que posteriormente conduce a mayores
niveles de fitoeno respecto a plantas confrol. No obstante, hipotetizamos que en la
generacion T, de la linea L3 en particular no observamos tal incremento, pues esta
ultima presenta menores niveles de transcrito de ambos genes Psy endégenos tras el
tratamiento con NFZ respecto a plantulas control en idénticas condiciones (Tabla 1} y
adicionalmente un menor nivel de transcrito del transgen en comparacién a la linea

L6.

Por dltimo, cabe mencionar que probablemente los niveles de transcrito de
ambos genes Psy endégenos si aumenten en las plantulas Ty S/l luego de ser tratadas
con NFZ ,lo cual explicaria el mayor contenido de carotencides totales que registran
tras ser tratadas con NFZ (Figura $3, panel C, anexo), solo que en un tiempo inferior al
estudiado y luego estos caen hasta niveles menores que los registrados en condicién
nomal como consecuencia de la disminucion de los niveles de ABA ocasionada por el
blogueo de ia ruta carotendgenica tras la aplicacion de NFZ tal como ha sido

previamente descrito (Suttle y cofs., 1993).
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4.5. Determinacion de la participacién del gen DePsy2 en Ia tolerancia al estrés
por sal y la sintesis de ABA
Considerando reportes previos en los que la expresién heterdloga de genes Psy
ha contribuido a aumentar la tolerancia al estrés por sal de organismos vegetales
modelo (Han y cofs, 2008; Cidade y cofs 2012) se decidid investigar si la expresion
constitutiva del gen DcPsy2 era capaz de aumentar la tolerancia al estrés por sal en

plantas de N. fabacum.

Satisfactoriamente encontramos que en dos lineas independientes que
expresaban constitutivamente el gen DcPsy2 aumentd significativamente 1a tolerancia

al estrés por sal en una correlacion directa a la expresidn del transgen (Figuras 7 y 8).

En primer lugar, observamos una menor reduccion del peso fresco tras aplicar
el estrés por sal en las plantulas transformadas con DcPsy2 (Figura 7). Sin embargo
también notamos una reduccién significativa del peso fresco en las plantulas que
presentaron una mayor expresidn del transgen .en condiciones normales de
crecimiento. Este dltimo hecho es atribuible a que un aumento en los niveles de
transcrito del gen Psy por sobre un determinado umbral podria interferir con el curso
normal de la sintesis de giberelinas las cuales promueven el crecimiento celular (Fray y

cols., 1995).

Por ofro lado, y en relacién con la menor disminucién del crecimiento de ias
plantulas que expresaban DcPsy?2 tras ser tratadas con NaCl, postulamos que este
patron de comporiamiento podria tener su origen en una homeostasis mejorada en
cuanto a los niveles de pérdida de agua que ocurren frente a esta condicién de estrés

abidtico (Fricke y cols., 2002; Munns, 2002) hipétesis que ademéas es pausible con el
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hecho de que el agua contribuye de manera importante con el crecimiento de las

células vegetales (Cosgrove, 1983).

Ademas, observamos que la sobrevida de las plantulas transformadas con
DcPsy2 fue significativamente mayor que la registrada en plantas control luego de
aplicar el estrés salino, lo cual nuevamente se correlaciona con el nivel de expresién
del transgen (Figura 8). En relacidh a lo anterior, cabe mencionar que una mayor
sobrevida de las plantulas luego de ser tratadas con NaCl podria ser consecuencia de
un algun mecanismo de prevencién del dafio oxidativo que genera la condicién de
salinidad, pues reportes previos indican que la exposicién de plantulas al estrés salino
genera un aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno que dafian
diversos componentes celulares conduciendo eventualmente a la muerte del

organismo en cuestion (Jacoby, 1994; Dat y cols., 2000).

Por otra parte, los niveles basales de ABA significativamente disminuidos en ia
linea L3 e inalterados en la linea L6 (Figura 9) contrastan con reportes previos en los
que se ha indicado que la tolerancia aumentada de algunos organismos transgénicos
esta vinculada con mayores niveles de ABA en condiciones normales de crecimiento
(Cidade y cols 2012; Qin y cofs, 2002). Al respecto, proponemos que este perfil de los
niveles de ABA en condiciones basales de las lineas transformadas con DcPsy2 seria
consecuencia de un efecto regulador del transgen en alguno de los puntos que
conduce a la acumulacién de ABA bajo condiciones normales, aspecto importante de
discutir, pues los niveles de B-caroteno, el cual pertenece a la rama en la ruta
carotenogenica que da origen al ABA, estan inalterados respecto a plantas control en
la linea L3 y aumentados en la linea L6 (Figura S3, panel B, anexo), con lo cual es

factible esperar un contenido inalterado o mayor de ABA en estas plantulas
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respectivamente. Por ello, es posible sugerir que algunos de los genes relacionados
con la sintesis o degradacion de ABA estén disminuidos o aumentados
respectivamente en estas lineas particulares bajo condiciones nomales de

crecimiento.

En contraste con lo anterior, observamos que tanto en la linea L3 como en la
linea L6 existe un aumento significativo del contenido de ABA luego de aplicar e}
estrés salino por 24 horas el cual no es observado en ninguno de los tiempos
analizados en plantas S/I. Cabe mencionar, que tal comportamiento podria ser
consecuencia de un efecto de retroalimentacion positiva ejercido por el transgen en los
niveles de transcritc de ambos genes Psy enddgenos tras el tratamiento con NaCl de
manera similar a lo observado luego del tratamiento con NFZ, en donde se observé
que los niveles de ambos transcritos endégenos aumentan tras aplicar el herbicida en
las lineas que expresan el gen DcPsy2 . Esto ditimo, sugiere que la mayor tolerancia
de las plantas que expresan el fransgen podria deberse, entre otros factores, a que la
expresion constitutiva de DcPsy2 permite un incremento de ABA que ocurre de manera
mas temprana o bien es sostenido en mayor medida que en plantas control. De esta
manera, la expresion conjunta del transgen y ambos genes Psy enddgenos conducen
a un aumento en el nivel de ABA en las plantulas T; de las lineas L3 y L6 luego del 24

horas de tratamiento con NaCl

Por dltimo, no descartamos la posibilidad de que el aumento en la tolerancia de
las lineas transformadas con DcPsy2 sea consecuencia también de un mayor
contenido de carotenoides bajo condiciones de estrés salino considerando la funcién
antioxidante de estos pigmentos y el dafio oxidativo que genera la salinidad (Chen y

cols., 2011). Sin embargo, en este experimentoc en particular sdlo decidimos
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enfocamos en determinar Ios niveles de ABA acumulado tras la exposicién de las
plantulas al estrés por sal (y paralelamente en condiciones normales) pues
previamente ya habiamos caracterizado la participacion del gen DcPsy2 en la sintesis
de carotenoides. Por lo tanto, aun cuando nuestros resultados no otorgan completa
claridad acerca del mecanismo que daria cuenta de la mayor tolerancia a la salinidad
de las lineas transformadas con DcPsy2 si dejan en evidencia la participacién de este
gen en la sintesis y acumulacion de ABA lo cual es una prueba adicional de su

funcionalidad y paralelamente resuelve nuestro objetivo previamente planteado.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo son Jas siguientes:

1.

El gen DcPsy2 es funcional en el modelo vegetal N. fabacum pues su expresion
constitutiva aumentd de manera significativa el contenido de carotenocides totales a
pesar de generar una disminucion significativa de los niveles de transcrito de los
genes endogenos NiPsy?1 y NiPsy2, cuya expresidn es determinante en el

contenido de carotenoides de esta especie en particular.

Sin embargo, también notamos que exisie variabilidad entre las diferentes lineas
transgénicas obtenidas lo cual se refleja en niveles de carotencides y expresion

desigual del transgen.

La expresion constitutiva del gen DcPsy2 contribuye de manera significativa en la
sintesis de fitoeno mediante un mecanismo que involucra la accién cooperativa de

los genes NItPsy 1y NtPsy2 presentes en este sistema heterdlogo.

La expresion de DcPsy2 en N. tabacum aumentd significativamente el peso
fresco y Ia sobrevida de plantulas transgénicas bajo condiciones de estrés salino
hecho que lo cataloga como un interesante candidato a nivel biotecnolégico para

aumentar [a tolerancia al estrés por sal de organismos vegetales.
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5. La expresién constitutiva de este gen carotendgenico aumentd el nivel de ABA
bajo condiciones de salinidad; comportamiento que probablemente se vincula con
la mayor tolerancia de las plantulas transgénicas a dicha condicion, y que a la vez

otorga una prueba adicional acerca de su funcionalidad.

6. Por dlitimo, cabe mencionar que en conjunio, los resultados obtenidos en el
presente trabajo confirman la hipdtesis planteada, que indica que la expresidn
constitutiva del gen DcPsy2 conduce a un incremento de: el contenido de
carotenoides coloreados, fitoeno, la tolerancia al estrés salino y la sintesis de ABA

bajo tales condiciones.
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ANEXO

7.1. Programas de PCR y RT-PCR convencional empleados en este trabajo.

Tabla Il. Programa de PCR convencional para amplificar el gen 78S

T . 7.,. , ~, Segmentol  SegmentoZ _ . Segmentod:

: v ¥ T S
A, h ! k: g o« B LR
: % ooy w

- Paso = 95°C/ 4 min. 95°C/ 45 seg. 72°C/10 min. "
+ ¥ Paso2 - 55°C/45 seg. -

- 72°C/45 seg. -

Y i

T
¥

~ + “Paso 3!

w Y
%

= -N° de-ciclos: 1 28 1

£

Tabla [ll. Programa de PCR convencional para amplificar el gen Hpti

.. . .-Segmento1 ~ . Segmento 2. . . Segmento3

" paso1 95°C/ 4 min., 95°C/ 30 seg. " 72°CHO min.

s

‘- Paso2’ - 60°C/45 seg. -

2

, Paso 3 - 72°C/45 seg. -
 N° de ciclos. 1 35 1

Tabla IV, Programa de PCR convencional para amplificar el gen DcPsy2

- Segmento 1’ Segmento2 = - Segmento3

. &
ERE N

- Pasolx, 95°C/4min. 95°C/30seg. = 72°CHMOmin.

.» Paso2 < - 56°C/40 seg. -
Paso3. ~ 72°C195 seg. -

e g : R

. N°de ciclos 1 35 1

.
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Tabla V. Programa de RT-PCR convencional para la sintesis de ADNc

f < <. Segmento 1 Segmen,to,gw ‘
P;fso 1; oGS min 42°C/160 min.
<o ngsoz f 25°C/ 5 min, 70°C/ 15 min.
ciglos™”  + ¥ 1 1

Tabla VI. Programa de RT-PCR en tiempo real.

w . AL ¢ = X 2 Segmento1 Segmento2 - “ . Segmento3 -
- > s N B R oo L DR
3 PO

o * Paso1 . 95°C/ 3 min.” 95°CM0seg. 95°CH min.
: * Paso2 - 60°C/ 20 seg. 60°C/ 30 seg,

= * Paso 3 - - 95°C/ 30 seg.

P H

™ " N° de-ciclos ; 1 40 1

s N Lo
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7.2. Partidores utilizados en el presente trabajo

Tabla VI . Partidores empleados para la ampilificacién de los genes de interés

mediante PCR y RT-PCR convencional.

g 4

< », ‘Deseripeién;” s

Amplifican el gen constitutive 788.
Se emplearon para verificar la
calidad del ADNc y ADNg.
Amplifican un fragmento de 180 pb.

Amplifican ef gen de resistencia a
higromicina (Hptll). Se utilizaron
para verificar la fransgénesis de las
lineas transformadas. Amplifican un
fragmento de 600 pb.

. Nombre'- | %" Secuencia (§'->3')
18SF TTGATTACGTCCCTGCCCTTT
18SR ACAATGATCCTTCCGCAGGT

5' Hptl TTTGTGTACGCCCGACAGT

3 Hptll AAGACCTGCCTGAAACCGA
Dopsyzcs F | OGCACCTGTCATGTTITCAG
DoPsyzcps R | GGACTAGTAATGTCAGTTGC

Amplifican la secuencia codificante
del gen DcPsy2 de D. carofa de un
tamarfio esperado de 1,3 Kb. Se
utilizaron para verificar la
integracion del transgen en las
lineas transformadas.

Tabla VIil. Partidores usados para la amplificacién de fragmentos por RT-PCR

cuantitativo en esta Tesis.

Nombre ~Secuencia (5'-->3') 1.» 1. Descripcion: .. %
TTACGT T
185 F TTeA GTCCCTEC Gen constifutivo, usado
CCTTT como normalizador en la
CAATGAT GC generacion Ty.
18S R’ A GATCCTTCC T.D* 88 °C
AGGT
NiPsy] E GGAACCAAGCTAATGA
QNtPsy CCCCAGAGAGA Gen carotenogénico NiPsy1
GGCCGCCCACTGAAA de fI. fabacum.
qNiPsy1 R’ .
ATATCTTCC
TCAGAGATGTTGGAGA Gen carotenogénico MfFsy2
aNtPsy2 ' de N. tabacum.
AGATGC TD: 83.2°C
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GCTTCAATCTCGTCC
NiPsy2 R’
YISy, AATATCTTG
. TGGCTCAAGCAGGGC
aDcPsy2 F TITCT o
Gen carotenogénico DcPsy?2
de D. carota.
: ATGCCCATACCGGCC T.D: 82°C
GDcPsy2 R ATCTA
. ) GTATGTTGCTATCCAGGC
9Actina F TGTGCT Gen constitutivo, usado
como nermalizador en los
fratamientos con NFZ.
. . CCGAAGAATTGCATGTGGA . g30
gActina R AGTGCAT T.D: 83°C
aNtl.cyb CCGTGTTAAATTCCACCA
F CGCCAA Gen carotenogénico NtLcyb
de N. fabacum.
. (4]
gNtLcyb GAAGCCAGTTGCATCA 1D:7°C
R AGCACCAC

*T.D indica Ia temperatura de disociacion del partidor
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7.3. Determinacién de los niveles de expresion del gen DcPsy2 mediante RT-

PCR semi-cuantitativo

N
o
J

Expresion relativa a 18S

Figura S1. Determinacién de los niveles de transcrito del gen DcPsy2 en las plantas
transformadas el vector pGWB2/DcPsy2 mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Los niveles
de transcrito del gen DcPsy2 en las lineas seleccionadas fue calculada como la razén de
fluorescencia entre los productos de PCR, visualizados en geles de agarosa, de los genes
DcPsy2 y 188S tras ser amplificados mediante RT-PCR convencional. La cuantificacién de los

niveles de fluorescencia se realizo con el programa ImageJ de acuerdo a las indicaciones del
desarrollador.
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7.4. Determinacién de los niveles de clorofila en la generacién T, de plantas

transformadas con el gen DcPsy2

800-

(=23

(=3

o
A

ug/g de peso seco
N S
o (=3
_O o

il
St

Clorofila b Clorofila a

. s/
o R
L2

Figura S2. Cuantificacion de los niveles de clorofila en las plantas de tabaco
transformadas con el gen DcPsy2. Los asteriscos denotan diferencias significativas
calculadas con una prueba de f no paramétrica de una cola y con un valor de p<0,05.
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7.5. Determinacion del contenido de carotenoides en la generacion T, de

plantulas transgénicas seleccionadas.

A) d O Control
8 " r_ ale [J NFZ
jol 1
b
} :
3 ¢
o
0 y 4 .
& N N
Luteina
B) i 3 Control
80 d B NFZ

o v W

Carotenoides Totales

Figura S3. Determinacion del contenido de carotenoides en la generacion T, de las
plantulas transformadas con el gen DcPsy2. A) Cuantificacién de los niveles de luteina. B)
Cuantificacién de los niveles de B-caroteno. C) cuantificacién de los carotenoides totales
(carotenoides  coloreados mas fitoeno) en las plantulas transformadas con el vector
PGWB2/DcPsy2.  Letras distintas sobre cada barra denotan diferencias significativas
calculadas con una prueba de ¢ no paramétrica de una cola y con un valor de p<0,05.
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