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Naci un dia martes 29 de Julio a la 1:30 pm, en la clinica del
Bosque, en Santa Fé de Bogota, Colombia. Yo fui el primero de
muchos nietos que vendrian después a bendecir a las Familias
Moreno Ortiz y Beltran Camacho. Al ser yo el primero, en ambas
familias, desde el minuto en que naci recibi toda la atencion, el
carifio y el amor de parte de todos ellos. Y eso marco mis primeros
dos afios de vida en la ciudad de Bogota, rodeado de muchas
personas que me amaban. Desde pequefio me gusto comer,
siempre aprovechaba cualquier oportunidad para escabullirme a la
cocina y entretener mi estomago con todo tipo de frutas tropicales,
en especial el mango, y distintas clases de pan, lo que me llevo a
alcanzar un peso de 20 kg desde los dos afios de edad, el cual
pude mantener hasta los cincos afios de edad con ayuda de mi
triciclo, con el cual pasaba el dia entero recorriendo las calles del
condominio. Pero eso estaria por cambiar, ya que estaba a punto de
descubrir una de las pasiones que ha traido tanta alegria a mi vida,
el FUTBOL. A los 5 afios de edad, y todavia con 20 kg en el cuerpo,
naci® mi hermana Maria Beatriz, en la ciudad de Bucaramanga, y
hubo gran felicidad en la familia, aunque dicen que yo estuve un poquito celoso. Esta etapa estuvo
marcada por todo el carifio y amor que mi bisabuela Tite nos dio @ mi y a mis hermanos desde el
momento que empezd a vivir con nosotros anos antes.

En esos tiempos empecé a familiarizarme ain mas con la pelota, aunque también me gustaba
mucho jugar con autitos, me encantaban las tortugas ninja, los dinoplatibolos, y en especial los
dinosaurios, por los que sentia una gran fascinacion y curiosidad, tal vez desde esos momentos la
CIENCIA me estaba haciendo un llamado. Una tarde de colegio cualquiera, mientras cursaba
primer afio de basica, fui elegido para jugar un partido contra el otro curso de primero. Yo estaba
muy nervioso, me pusieron a jugar de defensa y no fue uno de mis mejores partidos, perdimos, y
un gol fue por mi culpa. Lo que yo no sabia era que aflos mas tarde volveria a tener mi revancha
en esa misma cancha. En el transcurso de segundo basico mi papa decidié realizar un Postgrado
en la ciudad de Bogota, por lo cual debi decir adiés a mis amigos y mi colegio.

La llegada a Bogota fue mas sencilla de lo que imaginé, pues llegamos a la casa de mis abuelos
maternos, que era una casa inmensa con muchos lugares interesantes que visitar, como ‘el
cuartico”, un cuarto secreto, que estaba cruzando una puerta del closet de mis abuelos, y que tenia
una caja fuerte lo cual siempre ayudaba a dejar volar la imaginacion y jugar toda clase de juegos
policiacos.

Esos dos afios en Bogota marcaron mucho mi vida. En primer lugar me permitio estar rodeado de
muchas personas que me querian mucho, mis abuelos y algunos tios, ademas nacio mi hermano
menor Oscar Felipe. En segunda instancia, durante tercero y cuarto basico fui el mejor de la clase,
las niflas se empezaron a fijar en mi, tuve mis primeras admiradoras, fui presidente del curso por
dos afios, y forme mi primer equipo de futbol, en realidad de “banquitas”, se llamaba asi porque los
arcos eran muy pequefios, semejaban a las bancas de los parques, y solo eran 5 jugadores. Esa
fue mi primera alegria en el futbol, ya que me habian dejado en el equipo de los “malos” pero
disputamos la final contra el equipo de los “buenos” y ganamos con un gol mio de penal en el
Gltimo minuto. En ese momento me senti como Oliver Atom, de la serie de los “Supercampeones’,
la cual me acompafio durante mis afios de infancia. Ademas de eso, durante esos dos afios, viaje
dos veces a visitar a mis abuelos paternos al pueblito donde vivian. Este pueblo se llama Malaga, y
ahi pasé dos de las mejores vacaciones de mi vida, explorando los potreros, cascadas, quebradas,
teniendo todo tipo de aventuras y por supuesto jugando futbol, todo esto con mis primos Jota y
Kuino, con los cuales pase momentos increibles, y cuidados y mimados por mis abuelos Mario y
Ana Rosa que siempre nos tenian cosas ricas para comer.

Al regresar a Bucaramanga con 10 afios, y cursando quinto basico, participé en mi primer
campeonato de microfutbol inter-escolar donde salimos campeones y ademas sali goleador del
campeonato. Esto me ayudo a pasar la pena de la derrota de la final del campeonato de




microfutbol en el colegio, bueno eso y que ademas recibi el premio de goleador de ese
campeonato también. Esta etapa de mi vida fue muy buena y estuvo marcada por mucho deporte,
mi primer amor, admiradoras y los tipicos problemas de adolescente. Esos afios pasaron muy
rapido y de repente estabamos viajando a Chile para reunirnos con mi papa después de 3 largos
meses separados, ya que mi papa estaba consiguiendo departamento y trabajo, para poder tener
todo listo aqui en Santiago.

Mi mama, hermanos y yo, llegamos el 11 de junio del 2001, uno de los inviernos mas frios
registrados en Santiago. Empecé muy rapido el colegio, entre a tercero medio pero por tener tan
solo 15 afios, me bajaron a 2 medio 2 semanas después. En segundo al igual que en tercero, no
tuve problema para adaptarme, obviamente con ayuda del futbol, una vez mas, y con las buenas
notas obtenidas, ademas de la obtencion del premio de mejor compafiero tres veces seguidas.
Esos tres afios de colegio fueron muy buenos ya que me dejaron 3 grandes amigos, Santiago,
Pato y Nacho, con los que pasamos muchos momentos increibles.

Al momento de decidirme por una carrera, solo pude guiarme por lo que mas que habia gustado a
través de mis estudios primarios y de ensefianza media, la biologia, aunque lo que mas me
apasionaba era la genética. Finaimente me decidi por Biologia en la Universidad de Chile, donde
estuve mis tres primeros afos hasta que decidi cambiarme a Biotecnologia donde pude explotar
todas mis capacidades.

Esos 6 afos de universidad fueron de los mejores de mi vida, los cuales estuvieron marcados por
distintas glorias deportivas, como ser campeodn interfacultades con la seleccion de futbol de la
Facultad de Ciencias y quedar nueve veces seguidas goleador del torneo de futbolito de la
Facultad de Ciencias, titulo que ocupe desde mi entrada hasta mi salida de la Facultad. Esos afios
también trajeron a mi primera polola en Chile, pero también mi primera decepcion amorosa. Pero
eso paso rapido ya que estaba rodeado de gente realmente valiosa con la cual pude compartir
muchas cosas y momentos inolvidables, ademas de aprender muchas cosas de ellos.
Especialmente a mi actual polola, mejor amiga y compafiera de carrera, a la cual amo muchisimo y
estoy muy feliz de que Dios la haya puesto en mi camino.

Estos afios también trajeron a mi el mejor lugar de trabajo de la Facultad de Ciencias, el laboratorio
de Biologia Molecular Vegetal, en el cual supe que queria trabajar desde el 3 afio cuando realice
mi tesilla del curso de Biologia Molecular. Aqui he aprendido mucho, no solo en el ambito cientifico
sino también como persona, y he podido descubrir lo apasionante que es la CIENCIA.

Actualmente, estoy cursando mi Magister en Ciencias Biologicas, y no me queda nada mas que
agradecer a Dios y a mi familia, y en especial a mi papa y mi mama (Oscar y Beatriz), a Dios por
bendecirme con una familia como la mia, y a mi familia, por amarme incondicionalmente y
formarme como la persona que soy hoy. Muchas gracias a todas las personas que pasaron por mi
vida estos Ultimos seis afos y que me marcaron de algin modo. Gracias por permitirme aprender
de cada uno de ustedes.
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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos isoprenoides sintetizados en las plantas, las algas, algunas
levaduras y las bacterias, siendo esenciales tanto para los animales como las plantas. En los
animales, actian como antioxidantes y precursores de la vitamina A al ser incorporados en |a
dieta. En las plantas son sintetizados en los plastidios de las células vegetales y participan en la
fotosintesis, fotoproteccién y como precursores de la hormona &cido abscisico. En su sintesis
participan diferentes enzimas, dentro de las cuales es crucial la licopeno B-ciclasa (LCYB),
debido a que transforma el licopeno en B-caroteno, un carotenoide con alto poder antioxidante y
precursor de [a vitamina A. En nuestro sistema de estudio, Daucus carota L. (zanahotia) se han
descrito dos genes lcyb (leyb7 y fcyb2) que codificarian para LCYB. Los estudios realizados en
nuestro laboratorio indican que icyb? y lcyb2 se expresan en toda la planta durante el
desarrollo. Por otro lado, fcyb? presenta el mayor aumento en los niveles de expresion a lo largo
del desarrollo de la planta respecto a los ofros genes carotenogénicos. Ademas, al silenciar el
gen fcyb? se observo una disminucion en los niveles totales de los carotenoides en las hojas y
la raiz de las plantas. Esto indica que Icyb? es necesario para la sintesis de los carotenoides,
pero no implica que este gen codifique para LCYB. Por ello, en este seminario de titulo se utilizo
un sistema de complementacion heterdloga para definir la funcién molecular del gen leyb?. En
los uliimos afios se han utilizado sistemas de expresion heteréloga para expresar distintas
enzimas carotenogénicas con el fin de evaluar su actividad y funcionalidad, sie‘ndo Escherichia.
coli uno de los sistemas de expresién heterdloga mas utilizados debido a su alta tasa de
crecimiento y facil transformacion, entre otras caracteristicas. Es por esto que en este seminario
de titulo se generd la construccion pET-Bluet/fcyb1 la cual se usé en paralelo a la construccion
pET-Blue1/icyb2, previamente generada, para transformar y complementar la cepa mutante de
E. coli BL-21 AcrtY, la que posee los genes necesarios para la sintesis del B-caroteno, excepto
el gen lcyb (crtY). Luego se comprobd dicha complementacion mediante la determinacion por
HPLC de la produccion del B-caroteno, corroborando que los genes /cyb? y lcyb2 de zanahoria

codifican para una enzima licopeno B-ciclasa (LCYB) funcional.




1. INTRODUCCION
1.1 Biosintesis, estructura y funcion de los carotenocides

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides naturales y liposolubles (Tanaka y
col., 2008). Su estructura quimica consta de ocho unidades isoprénicas unidas en sus
extremos para formar un esqueleto carbonado con una base de cuarenta carbonos.
Poseen un sistema de dobles enlaces conjugados, que van desde ires a quince y que
actian como cromdforos, otorgandoles color y distintas propiedades. El rango
espectral de absorcién de los carotencides varia entre 400 y 500 nm {Armstrong &
Hearst, 1996; Giorio y col., 2007). '

Actualmente, se han descrito mas de 700 carotenoides estructuralmente distintos
los cuales se subdividen en dos grandes grupos: los carotenos, que contienen solo
atomos de carbono e hidrogeno vy las xantdfilas, que poseen ademas sustituyentes
oxigenados (Giorio y col., 2007). Estos compuestos son sintetizados de manera natural
por las plantas, las algas, los hongos y algunas bacterias y las levaduras (Fujisawa y
col., 2008; Jayaraj y col., 2007). En las plantas, son acumulados principalmente en los
plastidios (Cunningham & Gantt, 1998) y se almacenan en las membranas tilacoidales
asociadas a los centros cosechadores de la luz en los cloroplastos (Peter & Thornber,
1991; Cunningham & Gantt, 1998). También en las mémbranas y los cuerpos grasos
de los cromoplastos y en las estructuras cristalinas dentro de! estroma (Kirk & Tilney-
Bassett, 1978; Cunningham & Ganft, 1998; Howitt & Pogson, 2006; Maass, 2009).
Ademas, los carotenoides son componentes esenciales de las membranas
fotosintéticas y participan en la fotoproteccion de las células contra el dafio provocado
por la luz, canalizando el exceso de energia (Bassi y col., 1993, Young, 1993,

Kuhibrandt y col., 1994; Bartley & Scolnik, 1995; Demmig-Adams & Adams, 2002). Por

ofra parte estos compuestos, y especificamente la zeaxantina, actban como
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Figura 1. Esquema de los complejos enzimaticos formados por las enzimas
carotenogénicas. Se observan las distintas enzimas carotenogénicas formando complejos en
el estroma y en la membrana del tilacoide en los plastidios de las plantas.

La biosintesis de los carotenocides comienza con la sintesis del isopentenil
pirofosfato (IPP). Este compuesto puede ser sintetizado mediante dos vias, la primera
es la ruta plastidial de la xilulosa-5P, independiente de mevalonato, y la segunda es la
ruta del acetato/mevalonato, llevada a cabo en el citosol (Lichtenthaler y col., 1997). El
IPP, en la via independiente de mevalonato, es sintetizado por la condensacion del
gliceraldehido-3 fosfato con piruvato. A continuacion este es isomerizado al compuesto
dimetilalilpirofosfato (DMAPP), reaccién llevada a cabo por la enzima IPP isomerasa

(IPI). Luego, tres moléculas de IPP se condensan con una de DMAPP para generar




una molécula de 20 carbonos llamada geranil geranil pirofosfato (GGPP) mediante la
enzima GGPP sintasa (GGPPS). De esta forma, en una reaccion catalizada por la
enzima fitoeno sintasa (PSY) se forma a partir de dos moléculas de GGPP (Cy) el
primer carotenoide con un esqueleto de cuarenta carbonos, denominado fitoeno el cual
es incoloro {Figura 2, Tanaka y col., 2008). A partir de este compuesto se inician una
serie de desaturaciones seriales que generan fitoflueno, &-caroteno (amarillo palido) y
neurosporeno (naranja-amarillo), hasta obtener finalmente el pigmento denominado
licopeno, el cual posee un color rojo. Estas cuaitro desaturaciones sucesivas son
llevadas a cabo por las enzimas PDS y ZDS como se muestra en la Figura 2. Cabe
destacar que estas reacciones de desaturacidn son responsables de otorgar la

caracteristica de cromdforo a los carotenoides.

A partir del licopeno se genera el punto de ramificacion de la ruta. Si este
compuesto es ciclado en sus dos extremos por LCYB, se sintetiza el B-caroteno. Por
otro lado, ciclaciones mediadas por la enzima LCYB en conjunto con la enzima
licopeno e-ciclasa (LCYE) dan origen al a-caroteno (Figura 2). Luego, el a-caroteno es
hidroxilado en sus dos anillos formando luteina, mientras que el B-caroteno a través de
una serie de hidroxilaciones y epoxidaciones permite la formacion de los compuestos
denominados xantofilas (Figura 2). A partir de la xantéfila denominada neoxantina se
genera una molécula de 15 carbonos llamada xantoxina la cual es precursora def acido
abscisico (ABA), que tal vez seria el compuesto que migra desde el plastidio al citosol

mediante un mecanismo aun desconocido (Nambara & Marion-Poll, 2005).
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Figura 2. Ruta de la biosintesis de los carotenoides en las plantas. Diagrama simplificado
de las enzimas y los principales productos de la ruta, en las plantas. IPP, isopentenil pirofosfato;
IPI, isopentenil isomerasa; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; GGPPS, geranil geranil pirofosfato
sintasa;: GGPP, geranil geranil pirofosfato; PSY, fitoeno sintasa; PDS, fitoeno desaturasa; ZDS,
{-caroteno desaturasa; LCYB, licopeno B-ciclasa; LCYE, licopeno e-ciclasa; BHY, p-caroteno
hidroxilasa: EHY, e-caroteno hidroxilasa; ZEP, zeaxantina epoxidasa;, NSY, neoxantina sintasa;
ABA, &cido abscisico.




lLas caracteristicas estructurales de los carotenoides les oforgan distintas.
propiedades y es por ello que cumplen diferentes funciones tanto en los organismos
vegetales como en los animales. Estos pigmentos son componentes esenciales de las
membranas fotosintéticas en todas las plantas, algas y cianobacterias. Ademas,
cumplen una extraordinaria variedad de funciones en las plantas (Britton G, 1995;
Demmig-Adams y col., 1996; Frank & Cogdell 1996; Goodwin, 1980; Yamamoto &
Bassi, 1996). Por ejemplo una de las principales funciones desempefiadas por los
carotenoides es la proteccion fotooxidativa. Los carotenoides asociados a los centros
de reaccion y a los complejos antena reaccionan eficientemente con el triplete de
clorafila {cuando la clorofila absorbe la ehergia de un foton), el singlete del oxigeno y
también con el anién superdxido, evitando asi el dafio desencadenado a partir del
estado excitado del triplete de la clorofila (Britton G, 1995; Demmig-Adams y col., 1996;
Frank & Cogdell 1996). Mediante el ciclo de las xantdfilas los carotenoides participan
también en la disipacién térmica del exceso de la energia absorbida por los pigmentos
asociados a los complejos antena, ademas de actuar como pigmentos accesorios a la
clorofila durante la fotosintesis. Por otra parte, estos .pigmenios sirven como
precursores en la biosintesis de una de las principales hormonas vegetales, el acido
abscisico (ABA), la cual desempefia funciones re[a;:ionadas con la dormancia y la
respuesta al estrés abidtico (Milborrow, 2001). Ademas de las funciones anteriormente
mencionadas, estos pigmentos también participan en las funciones reproductivas de
las plantas, y otorgan distintos colores (rojo, amarillo o naranja) a los érganos donde se
acumulan (ya sean hojas, flores 6 frutos), segin el nimero de insaturacipnes presentes
en su estructura favorecen de esta forma la atraccion de los polinizadores y de los

agentes dispersadores de las semillas (Britton G, 1995).




En los animales, los carotenoides cumplen una funcién esencial: son precursores
de la vitamina A, la cual participa en multiples procesos como el de la vision, la
respuesta inmune, el crecimiento y la reparacién del tejido epitelial, la reproduccion, el
mantenimiento de las membranas de la superficie de los ojos y la integridad del epitelio
respiratorio, urinario y tracto intestinal (Al-Babili -& Beyer, 2005). Ademas, los
carotenoides participarian en el tratamiento y prevencidn de las enfermedades
degenerativas y de algunos tipos de cancer, debido a sus propiedades antioxidantes
{Lorenzo y col., 2009). Debido a que los mamiferos no sintetizan carotenoides de forma
natural, éstos se deben ingerir en la dieta para poder ser m?tabo[izados y. ser usados

en estas funciones fisiologicas.

1.2 Importancia del gen lcyb en la ruta de biosintesis de los carotenoides

El gen licopeno B-ciclasa (lcyb) codifica para [a enzima licopeno B-ciclasa
(LCYB), la cual esta involucrada en la ciclacion del Iicc;p'eno y es el punio de
ramificacién de la ruta ya que el licopeno puede ser cicladq con anillos B o ¢, y de esta
forma generar a-caroteno o el B-caroteno (Figura 2). El primer gen licopeno ciclasa
identificado y caracterizado fue el gen crtY, el cual fue clonado de la eubacteria Erwinia
uredovora (Misawa y col., 1990). Posteriormente fue caracterizado el gen de la
licopeno B-ciclasa {cril) proveniente de la cianobacteria Synechococcus sp. PCC7942
(Cunningham y col., 1994). Aunque la similitud de las ciclasas tipo criL con las ciclasas
bacterianas tipo crtY es baja, distintos patrones conservados en la secuencia
aminoacidica se observan en los genes licopeno B-ciclasa ¢rtY, cril y el gen licopeno

B-ciclasa de plantas lo cual pedria indicar un mismo origen filogenético para estos tres

genes (Krubasik & Sandmann, 2000). Las secuencias aminoacidicas de las licopeno




molécula lineal del licopeno, introduciendo los dos anillos 3 y produciendo de esta
forma B-caroteno, via y-caroteno el cual seria el intermediario en esta reaccion (Figura
3) (Alquezar, 2007). Por otra parte, la enzima LCYE puede introducir unicamente un
anillo € en uno de los extremos de la molécula del licopeno lo que da origen al -
caroteno (Figura 3). Seguido de esto, la enzima LCYB cataliza el paso de 3-caroteno a
o-caroteno, y agrega un anillo B en el extremo lineal de la molécula de &-caroteno
(Figura 3) (Hirshberg, 2001; Fraser & Bramley, 2004; Bouvier y col., 2005).
Excepcionalmente, en algunas especies de lechuga se ha descrito una enzima LCYE
capaz de introducir dos anillos € en la molécula lineal del licopeno (Figura 3) lo que

genera lactucaxantina (Cunningham & Gantt, 2001).

6| 4! 2‘

8'
sy
1

= | Licopeno ——
-
Anillo £ LCYE LCYB e
e e : _

8-caroteno

y-caroteno
LCYR AYE

LCYE : .- - lLCYB

. 6 54
3

S ' /7 8

2 j'\ R Apz

2O RS

T ¢

pg-caroteno

g-caroteno o~caroteno

MoaNeadoda Cunpingiamy ent, 1995
Figura 3. Ramificacion de la ruta de la biosintesis de los carotenoides. Podemos observar
como a partir de la molécula del licopeno y por medio de las enzimas LCYB y LCYE se produce
la ramificacién de la ruta. Por una parte, al agregar un anillo € a la molécula de licopeno se
produce el §-caroteno, el cual al ser ciclado en su otro extremo con un anillo p se convierte en
a-caroteno, el cual es el precursor de la luteina. En el otro lado de la ramificaciéon, podemos
observar que dos ciclaciones sucesivas con anillos  producen el B-caroteno (precursor de las
xantéfilas y el ABA) en el que su intermediario monociclico corresponde a y-caroteno. Cabe
destacar que el e-caroteno solo se obtiene excepcionalmente en la lechuga y no es producido
en ninguna otra especie de planta.
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Los genes que codifican para las enzimas LCYB han sido identificados en tomate
(N° acc. X86452, AF254793), zanahoria (N° acc. DQ19219q, DQ192191), tabaco (N°
acc. F13561), distintas especies de citricos (N° acc. AF240787, AY1 96?;66, AY217103,
AF152246) y pimiento (N° acc. X86221); entre otras plantas superiores, y presentan
todos ellos al menos un 78% de identidad a nivel aminoacidico. Estas proteinas en su
estado maduro poseen un sitio de union al dinucledtido (FAD/NADH) que al parecer
esta implicado en su activacion alostérica (Hornero Mendez & Britton, 2002) y dos
motivos conservados caracteristicos de esfe tipo de enzimas (Hugueney y col., 1995).

En tomate, se ha descrito la existencia de un segundo paralogo al gen lcyb (cych)
especifico del tejido cromoplastico due presenta un 53% de identidad a nivel
amincacidico con la LCYB candnica {(Ronnen y col., 2000). La LCYB2 de tomate,
CYCB, muestra una mayor identidad nucleotidica con la enzima capsantina-
capsorubina sintasa (CCS) del pimiento, una enzima bifuncional que cataliza la
formacién de capsaniina y capsorubina (los carotenoides especificos del pimiento) y
que ademas posee actividad LCYB (Hugueney y col., 1995).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, se han llevado a cabo distintas
estrategias para aumentar los niveles tofales de los carotenoides y en especial del -
caroteno en distintos organismos vegetales por medio de la sobre-expresion del gen
lcyb1 o por medio del silenciamienio del gen lcye. Los tomates transgénicos que
sobreexpresan el gen fcyb de Arabidopsis thaliana, producen frutos de color naranja
con un aumento de 7 veces en los niveles totales de los carotencides (Rosati y col.,
2000). Al sobreexpresar en el tomate el gen loyb de la misma planta, también se

obtienen frutos de color naranja lo que refleja una conversion casi completa del

licopeno al B-carotenc (D'Ambrosio y col., 2003). Por ofra parte, experimentos de
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Uno de estos genes codifica para la enzima LCYB2, que es una putativa
capsantina capsorubina sintasa (CCS) (Just y col., 2007), la cual como se dijo
anteriormente es un miembro de la familia de las licopeno ciclasas de plantas v lleva a
cabo la formacion de capsantina o capsorubina a partir de anteraxantina o violaxantina
por un mecanismo similar al de la ciclacién del licopeno (Hugueney y col., 1995).
Ademas, mediante estudios de secuencia nucleotidica realizados usando Ila
informacion otorgada por la base de datos del Genbank, se ha encontrado que LCYB2
de zanahoria, es un miembro de una familia génica que incluye a la licopeno B ciclasa
(LCYBH1), teniendo una alta identidad aminoacidica con la licopeno B ciclasa de tomate
especifica de cromoplastos (CYCB) ¥ con la capsantina capsorubfna sintasa de
pimentdn (CCS), que pueden llevar a cabo la reaccién de ciclaciéon del licopeno. Es por
esto que se ha propuesto que estos genes son paralogos al gen lcyb1 (Krubasik vy col.,
2000; Ronen y col.,, 2000). Por otra parte, en zanahoria nunca se ha encontrado
produccion de capsantina o cépsorubina, por lo que se piensa que en D. caroia, es
mas probable que LCYB2 (CCS) tenga una actividad licopeno ciclasa, en lugar de
catalizar la conversién de anteraxantina o violaxantina a capsantina o capsorubina
(Just y col., 2007).

Ademas, en los estudios de la expresion de los genes carotenogénicos en la
zanahoria, realizados en nuestro laboratorio, se demostrd que lcyb? es el gen que
presenta el mayor aumento en sus niveles de expresion (comparado con psy7?, psy2,
pds, zds1 y zds2) durante el desarrollo de la planta (Fuentes, 2009). Este aumento
alcanza niveles de 16,2 veces en las hojas y 12,4 veces en la raiz modificada de una

planta aduita (12 semanas de cultivo). Esto se correlaciona con el aumento de los

carotenoides totales durante el desarrollo de la raiz, y en especial del p-caroteno
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Figura 4. Diagrama simplificado de la ruta de biosintesis de los carotenoides en Erwinia
uredovora. Se observan las enzimas involucradas en la ruta de biosintesis de los carotenoides.

Por lo expuesto anteriormente, en este seminario de titulo evaluamos la
funcionalidad del gen Icyb1 de D. carota, mediante experimentos de complementacion
heterdloga en la bacteria E. coli cepa BL-21 pDS1B AcrtY (DS1B*). Esta cepa fue
transformada con el vector pDS1B AcrtY (pDS1B*), el cual contiene toda la ruta
carotenogénica de Erwinia uredovora y una delecién de 612 pb en el gen crtY
(Niklitsheck, 2008). El gen crtY truncado fue reemplazado por el gen lcyb1 de D. carota
al ser complementada la bacteria E. coli DS1B* con el vector de expresién pDclicyb1.
El éxito de la complementacion se verificoé mediante las diferencias fenotipicas y por la
medicion del B-caroteno por medio de HPLC en fase reversa. Adicionalmente se evalud

la funcionalidad del gen lcyb2 de zanahoria, de forma analoga.
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Tabla Il. Plasmidos usados y construidos en este seminario de titulo.

Plasmido Nombre Genotipo y caracteristicas Fuente de la
relevantes referencia
PCR8/GW pCR8 - Origen pUC; spec”; cloning vector Invitrogen.
. Cirs of 2800 pb. :
PCR8/Icyb1 pCR8/Ilcyb1 pCR8 de 4400 pb que contiene al En este trabajo.
gen lcyb1.
PET-Blue1 pB1 Promotor T7; operén lacZ; Novagen.

seleccion de transformantes por
color blanco/azul; amp®; sitio de
: unién a ribosoma. L
PET- pDc/lcyb1 pET-Blue1 de 5100 pb que En este trabajo.

Bluei/lcyb1 contiene al gen lcyb1.

PET- pDc/icyb2 pET-Bluel de 5300 pb que En este trabajo.
Bluel/lcyb2 contiene al gen lcyb2.

pDS1B pDS1B Plasmido que porta los genes Niklitschek y col.

carotenogénicos crtB, crtE, crtl,
crtY, y crtX de E. uredovora. Cam®.

pDS1B pDS1B* Plasmido pDS1B que presenta una Niklitschek y col.
AcrtY delecion interna de 612 pb del gen
Eu-crfY.

A continuacion se esquematizan los principales vectores usados en este
seminario de titulo y a partir de los cuales se disefiaron las construcciones obtenidas
en el mismo.
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Figura 5. Esquema de los vectores usados en este seminario de titulo. A) Vector de
clonacién o entrada pCR8®, consta de 2817 pb, presenta la enzima topoisomerasa y resistencia
a espectinomicina. B) Vector de expresion pET-Blue1 (pB1) de 3476 pb, presenta el promotor
T7 el cual es inducible por IPTG. C) Vector de expresion pDS1B, el cual contiene todos los
genes de Erwinia uredovora necesarios para la produccién de -caroteno.

2.2.1 Medios de cultivo

Para el crecimiento bacteriano fueron usados los siguientes medios de cultivo:

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

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

0,5% (p/v).

2.3 Partidores
A continuacién se detallan los partidores usados para la amplificacién del gen
lcyb1 y el andlisis de los clones. Los partidores se mantuvieron a una concentraciéon de

250 uM y se diluyeron a 10 uM para su uso.
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Tabla Il Partidores usados en este seminario de titulo,

T,

é‘*” ,PARTIBORﬁ ﬁjg

s

st teins i

SECUENCIADEL PARTIDOR(E:53) |

R ey

. DESCRIPCIO

5" leyb1 AAA GTG ATG-GAT ACT CT
sentido
3" leyb1 SIT CTT CAC AAG CAT TTT GARA CT
antisentido

diseftados .para la -clonacion del.

gen Icybi. *El partidor. 3 no
‘poseerel codon-de-termino de |a

| fraduccién

Los ‘partidores 3" y 3' fueron

5 lcyb1 interno
sentido

3 leyb1 interno
antisentido

5 e, R E v R

GAG' GGA GTA CAG GCA GAGE:”

; uEstos partldores se usaron para
v__erlflcar la insercion del gen feyb

-|-regién
.'amphflcando n- fragmento de

al’vector: pCR8:-Hibridan-en una:
*~interna  del  .gen;

GTA AAA CGA CGG-CCA G

CAG GAA ACA GCT ATG AC:

Se utlllzaron para secuenciar la
construccion.pCR8/Icyb?.

2.4 Métodos de Biologia Molecular

2.4.1 Extraccion del ARN de las plantas

Se procedid a extraer el ARN de la hoja de D. carofa (variedad Nantes) desde las

plantas de 12 semanas de desarrollo. Para esto, 100 mg de tejido fueron pulverizados

en morteros previamente estériles en presencia de nitrégeno liquido. Se afiadid 1mL de

RNA-Solv (Omega Bio-tek), 0,2 mL de cloroformo por cada mL de RNA-Solv agregado,

se depositd en un tubo Eppendorf y se agitd vigorosamente por 15 a 25 s, Se incubd

en hielo por 10 min para luego centrifugar a 12000g por 15 min a 22°C. Se transfirio el
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carotenoide. Para la cuantificacidon de los carotenoides fue usado el programa
computacional LC-Solutions®, el cual determiné la cantidad de cada carotencide como

el area bajo la curva de cada pico.

2.13 Analisis bioinformatico de las Secuencias

Mediante la herramienta bicinformatica ClustalWW (Thompson y col., 1994), se
realizd un alineamiento de secuencias aminoacidicas entre las enzimas LCYB1 y
LCYB2 cadificadas por los genes leyb? y Icyb2 de D. carota obtenidas en esie

seminario de titulo.

2.14 Analisis estadisticos

Para los experimentos de la complementacion, se probaron seis clones de los
cuales se eligio al clon 5 y al clon 9 para realizar los experimentos de extraccion de
carotenoides y cuantificacidn medianie especirofotometrfa, la cuantificacion de
carotenoides mediante HPLC, y el grafico comparative de las LCYB de D. carota, todos
realizados en triplicado. Para esto se realizaron los analisis estadisticos apropiados
usando el programa bioinformatico GraphPad Prism 5®, ANOVA de una via y post-test
de Bonferroni (p< 0.05), un t-test pareado y no pareado de dos colas (p< 0.05), y un t-

test pareado de una cola (p< 0.05), respectivamente para cada experimento

mencionado anteriormente.
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3.1.2 Anilisis de la construccién pCR8/Ilcyb1

Se realizé un PCR de colonia con el fin de determinar si alguna de las colonias
analizadas presentaba el fragmento de interés. Para ello se tomd una muestra directa
de 23 colonias obtenidas producto de la transformacion y se amplificé un fragmento de
760 pb del gen lcyb1 usando los “partidores internos” (Tabla |, seccion 2.3). De estas
colonias se seleccionaron 5 y se incubaron por 16 h. Luego, se extrajo el ADN
plasmidial mediante kit de extraccion (secciéon 2.5), y luego este se digirié con la
enzima de restriccion EcoRI para corroborar que efectivamente estaba presente el gen
de interés. Esta enzima corta una vez en el inserto (en la posicion 1270) y dos veces
en el vector pCR8 (en las posiciones 672 y 690). De las 5 colonias digeridas solo la
colonia 20 presentd las 3 bandas de 2800 pb, 1280 pb y de 338 pb (Figura 7 Ay B), de
acuerdo a lo esperado para un vector que porta el cDNA del gen lcyb? en fase
respecto del origen de replicacion pUC (Figura 7 A). Este clon fue posteriormente
secuenciado, obteniéndose un 99% de identidad nucleotidica con el cDNA del gen

Icyb1 de D. carota sup. sp. sylvestris, n° de acceso DQ192190.

A
origen puC — attL1

V4 D/ EcoRI

P st omesie | 2500 pb

|| pCRS8llcyb1 EcoRI EcoRI

|

| 4417 pb leyb == —

— d |£’> 1280 pb
A N EcoRI EcoRI
» e b a2 338 pb
promotor Spn \ v



PM Eco

3 Kb 2800 pb
1280 pb
1 Kb
338 pb

Figura 7. Digestién de la construccion pCR8/icyb? con EcoRIl: A) Esquema de la digestion
del vector pCR8/lcyb1 con la enzima EcoRI B) Eco: muestra la digestion del ADN plasmidial del
clon 20 con la enzima EcoR] obteniendo tres bandas de 2800, 1280 y 338 pb. Electroforesis en
gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb.

3.2 Obtencidn de la construccion pBi/icyb1
3.2.1 Amplificacién por PCR del gen lcyb1 flanqueado por el iniciador y
terminador de la traduccion

Se disefaron los partidores 5’ fcyb? ATG sentido y 3' fcyb7 C/T (Tabla 1ll), con el
fin de amplificar el gen Icyb7 desde el clon 20, esta vez incluyendo desde el ATG hasta
el triplete que genera el término de la traduccién. Se puede observar que en los carriles
1y 2 (muestra en duplicado) se obtiene |la banda esperada para el gen lcyb1 de 1600

pb de igual manera que en el carril del control positivo (Figura 8).
PM 1 2 C+

1,5Kh

Figura 8, Amplificacion del gen lcyb17: Electroforesis en gel de agarosa al 1% con BrEt. PCR
para la obtencion del gen leyb1. En el carril 1 y 2 se cargaron 0,5 pL. de ADN plasmidial del
vector pCR8/lcyb1. La flecha en negro indica las bandas correspondientes al amplificado, en el
carril 1 y 2 del gen fcyb? de 1,6 Kb al igual que el control positivo (correspondiente al
amplificado de /cyb7 desde el ADN genémico de D. carofa). PM: Estandar de peso molecular 1
Kb.
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3.2.2 PCR anidado y purificacién de la banda del gen Icyb? desde el gel de
agarosa

Para obtener el producto de la amplificacion del gen lcyb? sin bandas
inespecificas se decidi¢ realizar una primera amplificacion usando como molde el
vector pCR8/lcyb1 y los partidores universales del fago M13, con los cuales se
amplificé un fragmento de 2000 pb (Figura no mostrada), el cual contiene [a region
codificante del gen loyb1 y 400 pb correspondientes al vector pCR8. Una dilucién 1/10
de este producto de amplificacion se usé para realizar un PCR anidado mediante los
partidores 5' lcyb? ATG sentido y 3 leyb? C/T (Tabla I, con lo que se amplificod la
region coaificante del gen foyb? (Figura no mostrada). Posteriormente, se realizo la
purificacion de las bandas del gen fcyb? (en cuadruplicado) mediante el kit de
purificacion Wizard® (Figura 9). Se obtuvieron rendimientos de 10, 12, 14 y 15 ng/uL
(réplicas 1, 2, 3, 4) para estas réplicas, las cuales provienen de la misma reaccitn de
PCR. Con el fin de realizar la ligacidn con el vector pB1, estas muesiras se
concentraron en el Speed-Vac® (Savant), quedando a una concentracion promedio

final de 23 ng/pL.

1,5 Kb 1,6 Kb

Figura 9. Purificacion del gen Icyb? para los experimentos de complementacion.
Purificacién del gen fcyb1. Carriles 1, 2, 3 y 4: muestras del gen foyb7 purificado en
cuadriplicado desde un gel de agarosa donde se cargaron los productos del PCR. PM: Estandar
de peso molecular de 1Kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con BrEt.




3.3 Obtencioén del vector de expresion pB1
3.3.1 Extraccion del ADN plasmidial del vector pB1

Para obtener el vector de expresidon pB1 se realizd una extraccion del ADN
plasmidial a partir de un cultivo de células de E. coli previamente transformadas con
este vector. Luego de la extraccion {en cuadriplicado) se visualizd y cuantificé en un gel
de agarosa, observandose una banda correspondiente al vector pB1 (Figura no
mostrada). Al cuantificar estas bandas se obtuvo una concentracion promedio de

155 ng/JL.

3.3.2 Digestion y Purificacion del vector pB1

El ADN plasmidial obtenido en el paso anterior fue digerido con la enzima de
restriccion EcoRV de corte Unico en el vector, para linearizarlo y obtener una banda de
aproximadamente 3500 pb (Figura 10 A). Las bandas correspondientes a estas
digestiones fueron cuantificadas y se obtuvo una concentracion promedio de 55 ng/jL.
A continuacién se cortaron cuidadosamente las bandas del gel, correspondientes al
vector pB1 linearizado, bajo iuz ultravicleta y se purificaron mediante kit (Figura 10 B),

L]

con lo cual se obtuvo un rendimiento de 8 ng/ yl. en 50 pL (40% de rendimiento).

A B

<«—3,5Kb

3.Kb

3 Kb}

Figura 10. Digestién y purificacién del vector de entrada pB1: A) Digestion del vector pB1.
A, B, C y D: réplicas del vector pB1 digerido con la enzima EcoRV. B) Purificacion del vector p1.
A: muestra de la purificacion del vector pB1 digerido con la enzima EcoRV. PM: Estandar de
peso molecular 1Kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con BrEt.
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A

Operon lac Promotor T7

Origen puC & ‘_Eac Z oM Xbal Xbal
b‘ L X I ] QI 3594 pb
o Xbal Xbal

pET-Bluel/lcyb
5076 pb

X Xba Xba
Al
gl X Lri 359 pb

1320 pb

|
Promotor E. coli
Origen f1

3 Kb 3594

1320

359 pb

Figura 11. Digestion del ADN plasmidial del clon pDcllcyb1: A) Esquema de la digestion
de la construccion pDcl/lcyb1 con la enzima de restriccion Xbal en la cual se obtienen tres
bandas de 359, 1320 y 3594 pb si el fragmento esta en fase respecto al promotor T7. B) Se
observa en A: ADN plasmidial sin digerir y en B: ADN plasmidial digerido con la enzima de
restriccion Xbal, donde se observan las tres bandas esperadas de 3594, 1320 y 359 pb. PM:
Estandar de peso molecular de 1Kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con BrEt.




3.5 Complementacion del gen de la licopeno p-ciclasa

Se usd la cepa DSI1B* (Tabla [) para realizar los experimentos de
complementacién. Esta cepa fue co-transformada con el vector de expresion pB1, y las
construcciones pDeficyb1 y pDclicyb2 (Tabla Il) para revertir el fenotipo de color rojo
caracteristico de la cepa, devolver la funcién licopeno B-ciclasa, y de esta manera
poder restablecer la ruta de biosintesis de los carotenoides y obtener el fenotipo color

naranja caracteristico de una cepa productora de B-caroteno.

3.5.1 Transformacion de las células pDS1B* electrocompetentes con el vector
pDclicyb1

Para realizar el ensayo de la complementacién se fransformé la cepa DS1B*
(Tabla 1) con 1 pL de ADN plasmidial del clon positivo pDcficyb?, donde se obtuvieron
30 colonias de color naranja, después de incubarse por tres dias en la camara de
cultivo, en oscuridad y a 30°C. De éstas se seleccionaron nueve colonias para realizar
las pruebas moleculares. Se observa claramente que en la cepa DS1B (Tabla 1), la cual
es usada como control positivo, se obtuvieron colonias con un fenotipo de color naranja
(Figura 12 A), lo cual esta indicando la produccion del p-caroteno por parte de esta
cepa. Por ofra parte en la cepa DS1B* pB1 (Tabla 1), que fue usada como control
negativo de la complementacion, se observan colonias con un fenotipo de color rojo
(Figura 12 A), que es el mismo fenotipo que presentd la cepa DS1B*. Ademas, se
muestra también el fenotipo de colar naranja pélido de las colonias obtenidas para la
cepa DS1B* (Figura 12 A). Por otra parte se observé y corroboré lo anterior al
centrifugar estos cultivos liquidos y obtener las células concenfradas, donde se

evidencio mas claramente el color del pigmento que producen, el cual en el caso de las




colonias de la cepa DS1B* pB1 es rojo (Figura 12 B) y para las colonias de la cepa

DS1B* pDcllcyb1 es naranja (Figura 12 B).

| BL-21 pDS1B* | BL-21 pDS1B*
BL-21 pDS1B |

BL-21 pDS1B* pB1 BL-21 pDS1B*
pDcllcyb1

Figura 12. Complementacion de la cepa DS1B* con el vector pDcl/icyb1: A) Células de E.
coli transformadas con el vector pDS1B, pB1 y pDcl/lcyb? sembradas en medio LB sélido. Se
observa que las colonias de la cepa DS1B adquieren una coloracién naranja a diferencia de las
transformadas con el vector pB1 que adquiere una coloracién rojiza. Las colonias de la cepa
DS1B* pDcllcyb1 presentan un fenotipo de color naranja palido. B) Precipitado de células de E.
coli transformadas con el vector pB1 y pDc/icyb1. Se observa el color rojizo que presenta la
cepa DS1B* pB1 (izquierda) y el color naranja que presenta la cepa DS1B* pDclicyb?
(derecha).
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3.6 Extraccion y Cuantificacion de los carotenoides
3.6.1 Determinacion del peso seco

Se obtuvieron los resultados de peso seco de aproximadamente entre 1-8 mg/g
de peso seco para el clon 5y 9 DS1B* pDcilcyb? y pDelicyb2 y el control negativo

DS1B* pB1 (Tabla no mostrada).

3.6.2 Extraccion de los carotenoides desde los cultivos bacterianos

Luego de 48 h de cultivo de los clones 5 y 9@ (en ftriplicado), se realizé la
extraccion de los carotencides y se midié la absorbancia de éstos a 450 nm. Las
absorbancias para las muestras del clon § (DS1B* pDcl/lcyb1) y el clon 9 (DS1B*

pDcllcyb?2), y para los controles negativos (DS1B* pB1) se muestran en la Tabla V.

Tabla V. Absorbancia a 450 nm de los carotenoides exiraidos desde el clon 5 DS1B* pDclicyb?
y desde el clon 8 DS1B* pDcifcyb2.

Clon Induccion | XAbs Clon Induccion | XAhs
Sl 1,505 . | 0,726

Clon 5 (1) NO 0.883 Clon 9 (1) NO 0.642
Sl 1,130 Sl 0,816

Clon 5 (2) NO 0.780 Clon 8 (2) NO 0.829
' Sl 1,292 =] 0,855
Clon 5 (3) NG 0.876 Clon 9 (3) NO 0.475
Control Sl 0,653 Control st 0,997
Negativo NO 0,653 negativo NO 0,528

Con los datos del peso seco obtenidos anteriormente (Tabla III) y las
mediciones de absorbancia realizadas en el punto anterior (Tabla IV) y por medio de la
aplicacién de la ecuacion 1 (seccion 2.12.2), se calcularon las partes por millén (g de
pigmento/ g de peso seco) totales de los carotenoides presentes en las muestras
extraidas a partir de los cultivos bacterianos crecidos durante 48 h en presencia o

ausencia de IPTG (Tabla V).
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Tabla VI. Partes por millén de los carotenoides totales extraidos del clon 5 DS1B* pDclicybt y
del clon 8 DS1B* pDclicyb2.

Clon Indu::g_iréen con ppm
DS1B* pDo/lcyb = _ o007 s ;?g:b
Control { - ) DS1B* pB1 ,fcl) : gg:ggz
DS1B* pDofloyb2 N6 13:?2 abts
Control ( - ) DS1B* pB1 ,\?é, :ggg

a: Letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras y sus controles,
para cada clon por separado. ANOVA de una via y post-test de Bonferroni {p< 0.05).

Podemos observar que en las mediciones de la absorbancia para los
carotenoides totales a una longitud de onda de 450 nm, los valores obtenidos para el
clon 5 (en ftriplicado) en presencia del agente inductor IPTG son mayores que los
valores de absorbancia para el clon 5 en ausencia de IPTG y también en comparacitn
con el control negativo el cual presenta los valores de absorbancia mas bajos (Tabla
V).

Por ofra parte al analizar los datos obtenidos en las Tablas V y VI, que’dan como
resultado la Tabla Vil, se observa que efectivamente para el promedio de las tres
réplicas del clon 5 DS1B* pDcllcyb? en presencia de IPTG se produce una mayor
cantidad de carotencides en comparacion con su control negativo, con la misma
muestra en ausencia de IPTG y con el control negativo de esta ultima (1,6; 1,4 y 1,7,
respectivamente). Por el contrario, todas las muestras del clon 9 DS1B* pDcficyb1
presentan niveles similares de carotenoides totales, incluso con sus controles

negativos (Tabla Vil).
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3.6.3 Identificacién y cuantificaciéon de los carotenoides mediante Cromatografia
Liguida de Alta Resolucién (HPLC) en fase reversa.

Por medio de las mediciones realizadas en el equipe de cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa se obtuvieron los .cromatogramas correspondientes a
las cepas DS1B* pB1, pDclicyb? (Figura 13, A-C) y pDcllcyb2 (Figura 14, A-C)
incubadas por 48 h con vy sin induccién. En la figura 13 A y 14 A, se muestran los
cromatogramas de la cepa DS1B* pB1, la cual fue usada como control negativo, en
donde se observa un anico pico correspondiente al licopeno, el cual migra a un tiempo
de retencion de 13,5 min aproximadamente. Esto confirma que [a cepa DS1B* pB1 es
productora de licopeno. Ademas, confirmamos que la transformacion con el vector pB1
no coopera a la sintesis de p-caroteno.

En la figura 13 B, se observa el cromatograma del clon 5 DS1B* pDcflcyb en
ausencia del agente inductor IPTG. Se aprecia la presencia de dos picos, uno
correspondiente al licopeno, a un tiempo de retencion de 13,5 min y el otro
correspondiente al p-caroteno, a un tiempo de retencidon de 24 min aproximadamente.
En la figura 13 C donde se muestra la complementacion con leyb? en presencia de
IPTG, se observan los mismos dos picos que en la figura 13 B, pero el pico para
licopeno es de menor tamafio que el del B-caroteno. Los picos fueron identificados
mediante comparacién con el estandar que presenta el equipo, ademas de ser
corroborado mediante el programa bioinformatico LCsolutions® (grafico no mostrado),

el cual considera la forma del pico y [as longitudes de onda a la que absorbe, y con el

“manual de carotenoides” (Britton y col., 2004).
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Figura 13. Cromatogramas de los carotenoides presentes en la cepa DS1B* pB1 y
pDcllcyb1. A) Cromatograma correspondiente a la extraccion de los pigmentos desde los
cultivos liquidos de la cepa DS1B* pB1 incubado por 48 h. Se observa en el cromatograma un
unico pico correspondiente al licopeno a un tiempo de retencion de 13,5 min (control negativo).
B-C) Cromatogramas correspondiente a la extraccion de los pigmentos desde los cultivos
liguidos de la cepa DS1B* pDcl/lcyb1 crecidos por 48 h. Se observan dos picos
correspondientes al licopeno y al B-caroteno a un tiempo de retencién de 13,5 y 24 min, en
ausencia (B) y presencia de IPTG (C) (cepas productoras de p-caroteno).
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Por otra parte, en la complementacién con el gen /cyb2 en ausencia y presencia
de IPTG (Figura 14 B y C), se observan 3 picos, dos de los cuales corresponde a
licopeno y B-caroteno, los cuales presentan un tiempo de retencién de al igual que en
la figura 13 B y C, pero ademds se observa un tercer pico.a un tiempo de 13,5y 24,5
respectivamente. El tercer pico aparece enire medio de los picos ya mencionados, con
un tiempo de retencion de 18,5 min. Este pico corresponderia a un compuesto
monociclico, que seria el intermediario entre el licopeno y el B-caroteno, posiblemente
el y-caroteno. Estos picos fueron identificados de igual forma que los picos detectados

para el experimento de complementacién con el gen lcyb1.

Es importante mencionar que si bien el tamafio del pico en el cromatograma no
indica mayor produccion de un carotenoide que de ofro, esto sf es determinado por el

area bajo la curva del pico obtenido.

Posteriormente, se obtuvieron los resultados del area bajo la curva de cada pico,
en porcentaje, los que se uiilizaron junto a los resultados de la cantidad de

carotenoides totales obtenidos por peso seco de muestra para calcular el valor en

partes por milion (ppm} tanto para el licopeno como para el B-caroteno producido por

cada cepa (Tabla VII).
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Figura 14. Cromatogramas de los carotenoides presentes en la cepa DS1B* pB1 y
pDclicyb2. A) Extraccion de los pigmentos desde los cultivos liquidos de la cepa DS1B* pB1
incubada por 48 h. Se observa en el cromatograma un unico pico correspondiente al licopeno a
un tiempo de retencion de 13,5 min (control negativo). B-C) Extraccién de pigmentos desde
cultivos liquidos de la cepa DS1B* pDcl/lcyb2 incubada por 48 h. Se observan tres picos
correspondientes al licopeno, al B-caroteno y a un intermediario monociclico a un tiempo de
retencion de 13,5, 24,5 y 18,5 min respectivamente, en ausencia (B) y presencia de IPTG (C)
(cepas productoras de -caroteno).

47




Tabla VII. Composicién porcentual y en ppm de los carotenoides presentes en las muestras
{clon 5 y 9) incubadas por 48 h.

. . Composicién de Cantidad de
Clon Carotenoides | Induccion car otgnoi des (%) pigmento (ppm)
Licopeno Sl 27,73 £10,04 73,263 26,52*";+
5 DS1B* ) NO 43,26 + 7,642 93,540 £ 26,52*
pDc/icyb1 Sl 72,26 £ 10,04 190,97 + 16,47
B-caroteno NO 56,73 + 7,642 122,62 £ 16,47*
Licopeno Si 100 160,56
Control (-) NO 100 158,65
p31B8* pB1 Sl 0 0
B-caroteno NO 0 0
Licopeno sl 59,88 £ 15,83 110,7 £ 25,57
9 DS1B* NO 43,45 £ 15,39 79,08 x 35,95*
pDc/icyb2 " Sl 40,11 £ 15,83 75,16 £ 31,16
B-caroteno NO 56,55 15,39 99,13 * 29,16
Licopeno Sl 100 150,77
Centrol (-) NO 100 183,77
DS1B* pB1 Sl 0 0
B-caroteno NO 0 0

*, **: El o los asteriscos indican diferencias significativas de cada clon en comparacién con su
control negativo en condiciones con y sin induccién determinado por un t-test pareado de dos
colas {p< 0.05).

+ o+,

, 1 El simbolo indica el grado de las diferencias significativas existentes en los niveles de
licopeno en comparacion con los niveles de B-caroteno producidos con y sin induccion, para
cada clon por separado, determinado por un t-test no pareado de dos colas (p< 0.05).

De la Tabla VII, donde cada muestra se hizo en triplicado, es posible obtener
una serie de resultados. Considerando en primera instancia el cion 5 DS1B* pDcllcyb1,
podemos observar que los niveles de licopeno cuantificados disminuyen con respecto a
los controles negativos (Tabla VII), tanto en las condiciones de induccién con IPTG
como en ausencia de esta, en razones de cambio de 2,2’y 1,7 veces, respectivamente.
Consecuentemente, los niveles de B-caroteno en estos cullivos aumentan 191 veces
en induccidn y 123 veces en ausencia de esta, en comparacién con los controles
negativos, los que carecen de este pigmento (Tabla VII). Ademas, los niveles de B-
caroteno resultan 2,6 y 1,3 veces mayores a los de licopeno, en presencia y ausencia

de induccion por IPTG, respectivamente. De estos resultados podemos observar que el
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gen lcyb1 codifica para una enzima LCYB1 funcional, capaz de transformar gran parte
del licopeno producido en B-caroteno. Por otra parte, para el clon 9 DS1B* pDclicyb2,
podemos observar que los niveles de licopeno cuantificados. disminuyen 2,3 veces con
respecto al control negativo en ausencia de induccién por IPTG, y los niveles de B-
caroteno aumentan 99 veces con respecto al control negativo (que carece de este
pigmento), en ausencia de induccion. Sin embargo, cuando se induce la expresion del
gen lcyb2 mediante IPTG, no es posible observar cambios significativos en los niveles
de licopeno en la muestra con respecto a su control negativo (Tabla VII). En el caso-del
B-caroteno, aun cuando este esta ausente en el control negativo y es detectado en el
clon 9 inducido con IPTG, los valores obtenidos no reflejan diferencias estadisticas
(Tabla VII). El comportamiento anterior indicaria un efecto represivo en lugar de
inductivo para el IPTG en este caso. A pesar de lo anterior, los resultados obtenidos
para el clon 9 sin induccién nos permiten deducir que el gen fcyb2 codifica para una
enzima LCYB2 funcional, capaz de convertir el licopeno en B-caroteno. En este caso
los niveles de B-caroteno y licopeno medidos no presentan diferencias significativas, [o
que podria indicar que esta enzima tiene una menor actividad catalitica que LCYB1, en

las condiciones de ausencia de induccion.

Dados los resultados obtenidos previamente y con el fin de ilustrar los cambios
en los niveles del licopeno y del B-caroteno (en ppm) dados por la actividad de las
enzimas LCYB1 y LCYB2 de una manera mas clara, se graficaron las tres mediciones
realizadas mediante HPLC para el clon 5 (lcyb?) y el clon 9 (leyb2) en condiciones de

ausencia de induccion, en comparacion con sus respectivos controles negativos.
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Figura 15. Niveles de carotenoides producidos por las enzimas LCYB1 y LCYB2. Niveles
de carotenoides medidos mediante HPLC y espectrofotometria a partir de una extracciéon (en
triplicado) de carotenoides desde cultivos liquidos bacterianos en ausencia de IPTG. C —clon 5
y 9 representan los controles de cada experimento. Los asteriscos indican diferencias
significativas determinadas por un t-test pareado de una cola (p<0,05).

En la Figura 15 se graficaron los niveles de licopeno y B-caroteno para los clones
5 y 9 en comparacién con su control negativo. El analisis estadistico se realizd entre
cada clon y su control negativo, para cada uno de los carotenoides y ademas entre los
niveles de B-caroteno producidos por LCYB1 y LCYB2. Aqui podemos observar
menores niveles de licopeno en el clon 5 (transformado con el gen lcyb1) que en su
control negativo (vector sin inserto), al igual que para el clon 9 (transformado con el
gen lcyb2) y su control negativo. En el caso del B-caroteno, se observa que este esta
presente tanto el clon 5 como el clon 9, aunque no en sus controles negativos, por lo
que se concluye que tanto el gen lcyb1 como el gen lcyb2 codifican para enzimas con

actividad licopeno B-ciclasa, aun cuando la enzima LCYB1 tendria una mayor actividad

(dada por una mayor conversién de licopeno a -caroteno que la enzima LCYB2).



4. Analisis Bioinformatico de Secuencias

Se obtuvieron distintas regiones conservadas y motivos caracteristicos de LCYs y
de B-LCYs para la LCYB1 y LCYB2 de D. carota codificadas por los genes lcyb1 y

lcyb2, los cuales son mostrados a continuacion (Figura 16).

LCYB2 ---METLKFIRPSSHPLLALHQSNYKALKSPSLKYKPKKVTH-———- TVQCSKYG----- 47
LCYBI1 MEKVMDTLLKTHNKLEFFNPIHGFPDKVGTLSCLKFRNQELRFGSRRSNVNWGKNGSVKAS 60

yda LCYE Sitio de union a dinucleotido
LCYB2 B B B 0 B vorskreREDVIVIGEGPAGLRLACE VR CBOVCCVD 105
LCYB1 SSALLELVQETKKENLEFDLPLYDPSNGLVYDLAVVGGGPAGLAVAQQVSEAGLAVVSID 120
| LCYB2 PSPLCVWP FEAMGFQDCFDKTWPMSSVYINEEKSKVLNRPYGRVNREKLKM 165
| LCYB1 PSPKLIWPNNYGVWVDEFEAMDLLDCLDTTWSSAIVYIDDQTTKELGRPYGRVNRKQLKS 180

|

LCYB2 RLLGGCVSNGVVFHKAXVWKVDHQEFESSILCDDGKEFKASLIVDASGEASTEVDYDKPR 225
LCYB1 KMMQKC I SNGVKFHQAXVVKVVHEEAKSLLICDDGVTIQAAVVLDATGESRCLVQYDKPY 240

————
LCYB2 NHGYQLAHGILAEVESHPFELDRMVLMDWRDSHLGNEPALRFANAKSPTFLYAMPFDSNL 285
LCYB1 NPGYQVAYGIVAEVEEHPFDVNEMIFMDWRDSHLNGNTELKERNSKIPTFLYAMPFSSDR 300

— e A

MCI MCI
T— RT—"
LCYB2 IFLEETSLVSRPALSYXEVKLRMAARLRHLGIRVKSIIEDEKCLIPMGGPLPRTPQDVVA 345
LCYB1 IFLEETSLVARPGLAMGDIQERMVARLRHLGIKVKSIEEDECVIPMGGPLPVLPQRVVG 360
MClI
E——
LCYB2 IGGESCEVHPSTGYMVARTLALAPVLADAIAECLG-STRMIRGSSLYHRVWNGLWPIEGE 404
LCYB1 IGGTAGMVHPSTGYMVARTLARAPVVANAIVQYLGGSKKGALGNELSAEVWKDLWPIERR 420
Mmcli Motivo B-Ciclasa

LCYB2 cErREFYSFOMETLLXLoLEGTRrroAr O LErEYWRGFLSSRUBLKELAMLSLSLFGHA 464

LCYB1 ROQREFFCFGMDILLKLDLPGT 'FSAFFDLEPRYWHGFLSSRIFLPELFFFGLSLESNA 480

LCYB2 SNSSKMDIVTKCPAPLVEMLGNLAVETI 492
LCYB1 SNTSRIEIMAKGTVPLVNMVNNLIKDRE 508

Figura 16. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de LCYB1 y LCYB2 de D.
carota. Se muestran las distintas regiones de interés, descritas como caracteristicas de LCYs
de plantas, y son sefaladas como “Region conservada de LCYBs", “Sitio de unién a
dinucledtido”, “Motivo B-Ciclasa’, motivo ciclasa | “MCI", motivo ciclasa Il “MCII", y “region
cargada” (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996; Alquezar, 2007). Los aminoacidos
destacados con fondo rojo representan las mutaciones o variaciones de aminoacidos presentes
en las secuencias de los genes lcyb1 y lcyb2 que codifican para las respectivas LCYB1 y
LCYB2. Las lineas en negro indican dominios esenciales para la actividad catalitica y los
aminoacidos en color rosado corresponde a un dominio especifico de LCYs (Alquezar, 2007).
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5. Discusion
5.1 Obtencion del gen Icyb1 de D. carota

El 99% de identidad nucleotidica obtenido para el gen fcyb? al comparario con el
gen /cyb de la base de datos indica la presencia de 10 mutaciones a nivel de su
secuencia aminoacidica. Estas mutaciones se traducen en 5 mutaciones a nivel
aminoacidico, pero éstas no afectan ninguno de los dominios descritos como
esenciales para las enzimas LCYB (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996;
Alguezar, 2007). Ademés estos cambios a nivel aminoacidico podrian ser
polimorfismos a nivel de un nucledtido (SNP) presentes en la variedad de zanahoria de

donde se obtuvo el gen lcyb? en este trabajo.

5.2 Generacién de la construccion pB1/lcyb1

Un punto critico en la obtencion de la construccion pDe/lcyb? fue la amplificacién
y posterior ligacién del gen lcyb? en el vector pB1. Para esto se disefiaron partidores a
los que se afiadiod el triplete ATG y un codén de término (Tabla ) para la correcta
sintesis de la proteina en el sistema bacteriano. La amplificacién del cDNA se realizé
con la enzima PFU ADN polimerasa para reducir la probabilidad de generar
mutaciones y para dejar los extremos romos que permitieron la clonacién en el vector
pB1. El porcentaje de transformaciéon que se obtuvo fue de 6%, lo cual es bastante
bajo. Esto posiblemente se debe a que la ligacién de un fragmento romo presenta una
baja eficiencia en la ligacién en comparacién con una ligacion de un fragmento con
extremos cohesivos (Sambrook y col., 1989). Debido problemas en la clonacion del
gen fcyb1 en el vector de expresion pB1, se disefid una estrategia de PCR anidado,
con la que se obtuvo el gen feyb?. Mediante esta técnica se obtuvo una correcta

amplificacién y posterior purificacion del gen lcyb? (Figura 9), el cual se ligbd

52




exitosamente en el vector pB1, como se corrchord por la alta eficiencia de
transformacién obtenida (33%) en comparacion con los intentos de clonaciones

anteriores (5-10%).

5.3 Ensayos de complementacién

Se transformdé la cepa mutante con el vector de expresion pDclicyb1
restableciéndose el flujo normal de Ja ruta carotenogénica en la cepa DS1B* (Figura 12
A y B), lo que evidencia la correcta funcionalidad de la construccion generada y da
cuenta en primera instancia de la actividad licopeno p-ciclasa del gen lcyb? de D.
carota. Una vez comprobada la efectividad de esta metodologia para determinar la
funcionalidad del gen fcyb? de D. carofa, ésta se implementd para evaluar la
funcionalidad del gen lcyb2 de zanahoria.

En este caso se utilizd la construccion pDcllcyb2 para complementar la cepa
DS1B*, obteniéndose un primer indicio de la funcionalidad de este gen por el fenotipo
de color naranja presentado por las colonias generadas al complementar la cepa

mutante con el gen lcyb2 (Figura no mostrada).

5.4 Extraccion y cuantificacion de los carotenoides mediante HPLC

Respecto a [a produccion de los carotenocides en E. coli, se ha reportado que ésta
alcanza el orden de los mg/g de peso seco, dependiendo del tiempo de induccién
(Albrecht y col., 1999). En nuestros resultados obtuvimos rangos de peso seco de 1-8
mg en la extraccion realizada para la cepa DS1B* pDefleyb1 y pDcllcyb2 (Tabla no
mostrada), lo cual se encuentra dentro del rango reportado. Por otra parte, los datos de
absorbancia obtenidos para la cepa DS1B* pDclfcyb? muestran un claro patron de

aumento en las réplicas donde hubo induccidén por IPTG en comparacion con las
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réplicas donde no lo hubo, lo cual comprobaria la capacidad de esta molécula de
inducir la expresion del gen fcyb? en E. coli Sin embargo, en la cepa mutante
transformada con el vector pDcfleyb2 no fue posible observar en esta primera instancia
una induccion mediada por IPTG (Tabla V). Al analizar las partes por millén (ppm) para
cada muestra (Tabla VI), para la cepa fransformada con el vector pDcilcyb? se
obtuvieron aumentos de ppm de 1,4 veces en condiciones de induccion respecto a las
condiciones sin induccién, y aumentos de 1,6 veces en condiciones de induccidn
respecto del control negativo (Tabla V). Este es un resultado inesperado, ya que la
funcion del IPTG es inducir la expresién del gen leyb7 y por lo tanto favorecer la
conversién de licopeno a B-caroteno, considerando una correcta sintesis de la proteina
LCYBH1, por lo que se esperaba un cambio en la composicién de los carotenoides en la
cepa transformada, pero no en la cantidad de estos. Sin embargo, un aumento en los
niveles de los carotenocides tofales producto de la induccién con IPTG ha sido
reportado previamente (Niklitsheck, 2008). Para la cepa DS1B* pDc/icyb2 no se
obtuvieron valores de ppm significativamente distintos, es decir estadisticamente la
cantidad de los carotenoides producida por el clon 9 es la misma en presencia y
ausencia de IPTG, y en sus respectivos controles negativos (Tabla VI). En este
resultado no se aprecia el efecto del incremento de las ppm producidas sugerido para
el IPTG, lo que podria deberse a que la concentracion de este agente inductor fue
usada en exceso, produciéndose una sobre-expresion del gen lcyb2 a tal nivel que
podria generar [a formacion de cuerpos de inclusion de la proteina LCYB2, como se
expondra mas adelante.

Por otra parte, los cromatogramas obtenidos mediante HPLC evidencian la
presencia de dos picos para la cepa DS1B* pDellcyb? (Figura 13 B y 13 C) y un solo

pico .para la cepa DS1B* pB1 (Figura 13 A). Sin embargo, e inesperadamente,
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observamos tres picos en el cromatograma obtenido para la cepa DS1B* pDcllcyb2
(Figura 14 B y 14 C). De este cromatograma también se observa que la amplitud de los
picos cambia en presencia (Figura 13 C) o ausencia de IPTG (Figura 13 B),
aumentando no solo en amplitud (area bajo la curva) sino en magnitud (ppm
generadas) en presencia de este agente inductor. Esto corrobora el papel del IPTG en
el aumento de la expresién génica que en este caso se traduce en una mayor
produccién de la enzima LCYB1 y por lo tanto en un aumento en [a sintesis de p-
caroteno. En el segundo caso, el tercer pico que presenta un tiempo de retencion de
18,5 min corresponderia a un intermediario monociclico llamado y-caroteno. Este es
uno de los intermediarios entre el licopeno y el B-caroteno y posee solo una ciclacion
en uno de sus extremos (F=igura 3). La presencia de este intermediario daria cuenta de
que la tasa de conversion de licopeno a p-caroteno no es total, es decir, la enzima para
la cual codifica el gen /cyb2 ciclaria los dos extremos del licopeno, pero de una forma
menos eficiente que la enzima LCYB1. Es importante mencionar que para los genes
lcyb1 y Icyb2, se obtiene una produccion (en ppm) y un pico considerable (en los
cromatogramas) de B-caroteno en ausencia de IPTG, lo cual se debe a que los
sistemas de induccion que emplean los vectores pET, como en este trabajo, presentan
una expresion basal bastante alta en comparacion con otros vectores gue son
regulados por maltosa o arabinosa con los cuales se obtiene una regulacion mas
precisa de la expresion del gen. Es por eso que para obtener diferencias mas claras y
precisas entre estas dos condiciones de induccidén podrian clonarse estos genes en
vecitores como Jos mencionados anteriormente, que presenten no una induccion sino

una represion de la expresion génica.
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concentracion de IPTG que se usé en el cultivo posiblemente causé la formacién de
cuerpos de inclusion de [a proteina LCYB2, los cuales impidieron el correcto
funcionamiento de la totalidad de la enzima sintetizada. Esto ha sido reportado en
algunos trabajos donde se emplea el IPTG para inducir expresién génica (Sriubolmas y
col., 1997) y podria indicar en este caso que la expresién basal del gen lcyb2 en el
vector pB1 es suficiente para lograr la sintesis de una cantidad suficiente de la enzima
LCYB2 para alcanzar ta conversién de parte del licopeno al B-caroteno. Para solucionar
esto se podria haber realizado una curva de concentracién de IPTG o bien realizar una
nueva construccion con una expresion basal atin menor. Sin embargo, al obtener el
pico del 3-caroteno detectado mediante HPLC y la produccién del 3-caroteno obtenida
en ausencia de IPTG respecto al control negativo, ya se demosiraba la funcionalidad

del gen feyb2 de D. carota.

A pesar de que ambas enzimas presentaron actividad licopeno B-ciclasa en este
sistema de expresion heterdloga hay que tener presente que en este sistema
experimental las enzimas no son ensambladas, procesadas ni modificadas
transcripcionalmente de la misma forma que en las células vegetales por lo que su
actividad o eficiencia no se vera reflejada totalmente en estos experimentos. Ademas
es muy importante tener presente que se estan expresando genes eucariontes en un

organismo procarionte.
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6. Conclusiones

E. coli es un excelente sistema para la evaluacion de la funcionalidad de genes

carotenogénicos provenientes de D, carota.

El agente inductor IPTG induce la expresion génica del gen lcyb? lo que se
traduce en mayores niveles de B-caroteno en comparacion con la cepa
complementada en condiciones de no induccion, y evidencia indirectamente

mayores niveles de LCYB1.

La concentracion de IPTG utilizada para inducir la expresion del gen fcyb2 no se
tradujo en mayores niveles de B-caroteno en comparacién con la cepa sin indugir,
lo cual probablemente se debe a que esta concenttacion de IPTG favoreceria [a

formacién de cuerpos de inclusion de |a proteina LCYB2.

Los genes loyb1 y lcyb2 de D. carofa efectivamente codifican para enzimas
LCYBT y LCYB2 capaces de transformar el licopeno en B-caroteno,
restableciendo de esta forma la ruta carotenogénica expresada en £. coli, lo que

evidencia una actividad licopeno B-ciclasa para estas enzimas.

La presencia del y-caroteno en los cromatogramas obtenidos para la LCYB2
ademas de la comparacion de secuencia aminoacidica entre la LCYB1 y LCYB2,
respaldan y sugieren fuertemente que la enzima LCYB1 presenta una mayor tasa

de conversion de licopeno a B-caroteno que la enzima LCYB2.
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7. Proyecciones

» Realizar ensayos de actividad con las enzimas LCYB1 y LCYB2 para poder

determinar exactamente cual enzima tiene una mayor actividad catalitica.

* La principal proyeccion de este trabajo es poder sobreexpresar el gen licopeno p-
ciclasa (fcyb1) en ofros organismos vegetales para mejorar y aumentar los
niveles de [-caroteno, lo que aumentara sus propiedades nutritivas y como

antioxidante, ademas de su valor comercial.
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