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A mi Tata Lucho, mi Tio Ricardo y a Lucas.




Naci exactamente 422 afios después de que Pio V fuera nombrado papa, un
dia Jueves 7 de enero de 1988 en la clinica Juan Pablo Il en pleno centro de la
ciudad de San-Tiago. ¢ Coincidencia? No lo creo, pues la gran parte de mi intelecto
ha sido desarrollado sobre fuertes doctrinas religiosas vy filosdficas.

Durante mi nifiez cultive mi espiritu de amor y alegria gracias a mi familia,
ellos son mi mayor sustento y mi admiraciéon. Fueron innumerables los fines de
semanas en Melipilla con mis tatas, primos y tios, en los que obviamente, la moral y
buenas costumbres se hicieron presentes y fueron fuente principal de aquellos
elementos que hoy me describen tal cual soy. Todo marché bien hasta que nacié mi
hermana Camila el afio 91, esta fue la primera barrera que puso a prueba mi amor
al prgjimo. Sin embargo, con el tiempo y ayuda de mis padres, fui capaz de
sobrellevar esta relacion y hoy puedo decir que por muy demoniaca que sea una
persona, el amor siempre prevalecera.

Una vez que mi alma fue templada bajo aquellos preceptos bondadosos
pero rigurosos, ingrese a educacion basica en el Colegio Alcazar de Maipt. Vivi
duros dias de hacinamiento con gente pecaminosa y hereje (Hoy en dia aun ruego
por la salvacion de sus almas), pero mi mente estoica permanecié indemne. Sin
embargo, debo confesar que durante mi estadia en tal establecimiento se hizo
presente por primera vez Mefistofeles, en forma del fruto prohibido, conocido como
conocimiento “cientifico”. Sin embargo, como dice un viejo paper (afortunadamente
libre de propiedad intelectual, pues ya han pasado mas de 2000 afios):
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O para los no-entendidos presentes:;

“Aungue pase por el valle de sombra de muerte, No temeré mal alguno,
porque T{ estds conmigo; Tu vara y Tu cayado me infunden aliento”

La presencia de aquella sombra se hizo aun mas presente una vez que
ingrese al primer foco de luz de la Nacién (Instituto Nacional) el afio 2000. En
aquella institucion peligrosamente ‘“laica”, se me ofrecidé sin pudor alguno,
seductoras corrientes oscuras come la evolucidn y la genética, entre otras. En
resumen, conocimiento prohibido que aseguraba férreamente que El no nos habia
creado precisamente y que veniamos del mono. Alrededor de estos afios, también
nacié mi segunda hermana, la Nandi (o aquelia malvada pelirroja sin alma y mi
primer sujeto experimental) que nuevamente puso a prueba mi fe, pero como ya
habia aprendido Ia leccién con Camila todo fue més facil y armonioso

Fue alrededor del afio 2004, que el llamado llegd en su forma definitiva.
Ingrese al culto secreto del area cientifica y seguf tal programa en el Instituto. Poco
a poco fui despojandome de mis antiguas creencias y me vesti del manto del
verdadero conocimiento. En aquel proceso y lucha interna, siempre recibi apoyo de
mi familia y amigos, es gracias a ellos que finalmente me decidi a seguir este dificil
camino.

En el afio 2007, y escapandome de las incoloras e insfpidas ciencias fsicas
y matemaéticas (y sobretodo del Sindrome de Beauchef), ingrese a la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile para ser reclutado como mensajero celestial de
la ciencia en IBM (no me hagan escribir un nombre tan largo). Durante mi estadia,
poco a poco empecé a deslumbrarme de las maravillas que aqul experimente
(Datos no mostrados). En aquel procese de incubacidn prolongada en este sistema
termodinamicamente abierto conocf a aquella mujer que revolucionaria
enfropicamente mi vida, la Poli. Mezclando ambos sujetos durante 1 noche (por
obra y gracia del Espiritu Santo), y luego de $ meses de incubacidn precipité
estruendosamente en mi vida el Rena (Mi guatén precioso y mi segundo sujeto
experimental). Ambos dos juntos son mi maravillosa familia y mi alegria {y creacion)
méaxima.

A pesar de este dificil camino en el que un hombre fue instruido y criado
bajo el alero de una creencia completamente opuesta a la que rigié durante la otra
mitad de mi vida, hoy en dia puedo decir orgullosamente que he llegado a crear un
concepto que reconcilia ambas Ciencias. A mi me gusta llamarla Ciencia religiosa o
ReliCiencia ®.
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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos presentes en todas las plantas y algunas
bacterias, hongos y algas. En plantas estos se localizan en plastidios y poseen un
rol critico en los complejos cosechadores de luz, fotoproteccién y biosintesis de
fitohormonas. Los carotenoides también proveen el color a frutas y flores
funcionande principalmente como atrayentes de agentes polinizadores vy
dispersores de semillas. También, han sido reconocidos como nutrientes
necesarios en la dieta humana debido a que son precursores de la vitamina A y
poseen un alto poder antioxidante. Estos antecedentes y estudios gue asocian su
consumo con proteccion frente a una serie de enfermedades humanas, han
incrementado el interés en generar nuevas variedades vegetales capaces de
producir altos niveles de caroienoides a través de ingenieria genética. El manzano
(Malus domestica) corresponde a unc de los arboles frutales mas cultivado a nivel
mundial, esto principalmente a que su fruto posee un alto valor nutricional debido a
su contenido en fibra, flavonoides y vitamina C. Estas caracteristicas hacen de las
manzanas una excelente alternativa para incrementar su contenido de
carofenoides, sin embargo, existe escasa informacién disponible sobre la
biosintesis de carotenoides en M. domestica. Para solucionar este problema y
entender la regulacién de la ruta carotenogénica en manzano, en este trabajo se
evalud la composicién de carotenoides y la expresion génica de diversos genes
esenciales en la sintesis de carotenoides (Psy, Pds y Leyb) en hojas y distintos
estadios de maduracién de manzanas Fuji. Utllizando bases de datos de EST y el
borrador del genomade M. domestica, se identificaron 4 genes Psy, 1 gen Pds y
2 genes Lcyb. Sus patrones de expresion evaluados por PCR en tiempo real en
hojas y frutos de distintos estadios de maduracion, revelaron que existe una

regulacién diferencial tanto en los tejidos evaluados como durante la maduracién
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de! fruto. Especialmente durante la maduracion del fruto Pds, Psy?, Lcyb1 y Leyb2,
parecieran no variar respecto a su expresion. Por otro lado, la expresién del gen
Psy3 posee una correlacion positiva con la maduracién del fruto, mientras que Psy2
y en menor medida Psy4 poseen una correlacién negativa, Ademas al evaluar la
composicion de pigmentos en hipanio de manzanas se observé un aumento
progresivo de carotenocides (especialmente B-caroteno) durante la maduracién del
fruto, sin embargo, la concentracion total de carotenoides en hipanfo de manzanas
es particularmente baja (6 pg/g de peso seco). La regulacién de los genes Psy
puede dar cuenta de una posible explicacién al bajo contenido carofenogénico
presente en el hipanto de la manzana y al mismo tiempo la informacién expuesta en
este trabajo sera muy Uil a la hora de escoger futuros candidatos para el aumento

del contenido de carotenoides en el hipanto de frutos de manzano.
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ABSTRACT

Carotenoids are compounds present in plants, some bacteria, fungi, and
algae. Plant carotenoids are located in plastids, playing a critical role in light
harvesting, photoprotection and phytohormones biosynthesis. Carotenoids also
provide fruit and flower coloring, acting as atiractants to pollinators and seed
dispersal agents. Also, these pigments have been recognized as necessary
nutrients, acting as vitamin-A precursors and antioxidants in humans. These
antecedents and studies associating their consumption with protection against some
human diseases have increased the interest to generate new plant varieties able to
produce high levels of carotenoids through genetic engineering. Apples (Malus
domestica) are one of the most widely cultivated fruits, mainly because of its high
nutritional value, including high fiber, flavonoids and vitamin C content. These
characteristics make apples an excellent alternative to increase their carotenoid
content, however, there is [ittle information available about carotencgenic gene
expression and carofenoid content in M. domestica. To overcome this issue and to
understand the regulation of the apple carotenoid pathway, the carotenoid
compasition and expression of essential carotenogenic genes (Psy, Pds and Lcyb)
was evaluated in apple cv. Fuji. In this work, we identified 4 Psy, 1 Pds and 2 Leyb
essential genes by using apple EST databases and genome sequence. Their
expression patterns, assayed by quantitative RT-PCR in leaf and different fruit
stages, indicate there is a tissue and developmental differential regulation of these
genes. In particular during fruit maturation, the gene expression levels of Pds, Psy1,
Lcyb1 and Leyb2 remain unchanged. However, Psy3 expression has a positive
correlation with fruit maturation, whereas Psy2 and, in a lesser extent, Psy4 have a
negative cormrelation. In addition, pigment composition was evaluated in fruit

hypanthium and a progressive increase in carotenoids (especially B-carotene)
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during fruit ripening was observed, however, the total concentration of carotenoids in
this tissue is particularly low (6 pg/g dry weight). In conclusion, Psy gene regulation
may account for a possible explanation to the low carotenoid content in apple
hypanthium, while the information presented in this work will be very useful when

selecting future candidates to increase carotenoid content in apple fruits.
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1. INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: Estructura y Funcion.

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

vale decir, moléculas capaces de absorber luz y generar color.

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

hidrocarbonado, denominados xantéfilas (Bhosale y Bernstein, 2005).

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

cristalinas ubicadas al interior de cromoplastos presentes en flores, frutas y raices




modificadas (Howitt y Pogson, 2006; Ampomah-Dwamena y col., 2009; Maass y col.,

2009).

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

polinizacion y dispersion de semillas (Grotewold, 2006; Howitt y Pogson, 2008).




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

alimenticia y cosmética (Umeno y col., 2005).

Debido a la importancia de los carotenoides tanto para plantas como animales, en
las ultimas décadas se ha dedicado un esfuerzo considerable en determinar los
mecanismos regulatorios que subyacen a la biosiniesis de estos pigmentos. Los
avances dentro de esta area de estudio, y especialmente en plantas, han permitido el
descubrimiento y caracterizacion de la mayoria de los genes involucrados en la ruta de
biosintesis de los carotenoides (Howitt y Pogson, 20086). Ademas, se han llevado a
cabo un sinntdmero de experimentos cuyo fin uitime corresponde al aumento en los

niveles de carotenoides a través de la sobreexpresién de los genes involucrados en su




biosintesis en distintas especies vegetales (Shewmaker y col., 1999; Mann y col., 2000;

Beyer y col., 2002; Diretto y col., 2007; Aluru y col., 2008).

1.2 Biosintesis de Carotenoides en plantas.

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

proteinas.

Una caracteristica comtn a todos los isoprencides, es que se sintetizan a partir de
prenil pirofosfatos como el isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero, el dimetalil
pirofosfato (DMAPP). En células vegetales existen dos vias independientes para la
formacion de estos precursores carotenogénicos, sin embargo, los carotenoides son
principalmente sintetizados a partir del IPP y DMAPP producidos por la ruta plastidial
del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato o MEP (Rodriguez-Concepcion, 2010). En esta ruta
ocurre la condensacion del piruvato con el gliceraldehido 3-fosfato, para dar lugar al 1-
deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) por medio de la enzima DXP sintasa (DXS), seguido
de una reaccidn catalizada por la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) y una cascada
de otras reacciones que ilevan finalmente a la sintesis de IPP y DMAPP (Rodriguez-
Concepcion y col., 2001; Carretero-Paulet y col,, 2006). La condensacion de 3
moléculas de IPP con DMAPP da lugar a un precursor de muchos isoprenoides
plastidiales incluyendo los carotenoides, el geranilgeranil pirofosfato (GGPP) y cuya
sintesis es catalizada por la enzima GGPP sintasa (GGPPS) (Lichtenthaler, 1999;

Bouvier y col., 2005). El primer paso que da origen a un carotenoide en la ruta, es la




generacién de una molécula de 40 carbonos denominada fitoeno a partir de la
condensacién de dos moléculas de GGPP (Figura 1). Esta reaccion es catalizada por
la enzima fitoeno sintasa (PSY) y es considerada el principal paso limitante en la ruta
de biosintesis de carotenoides (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004; Cazzonelli y

Pogson, 2010).
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Figura 1.-Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas. Diagrama que indica las enzimas
(gris) y principales productos de la biosintesis de carotenoides en plantas. Ademas se indica el
color del metabolito cuando corresponde (rectangulos coloreados en productos) y las enzimas en
las que se enfoca este estudio (subrayadas en rojo). DXS: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa,
DXP: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa, IPIl: isopentenil pirofosfato isomerasa,
GGPPS: geranilgeranil pirofosfato sintasa, PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa, Z-1SO:
{-caroteno isomerasa, ZDS: (-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa, LCYE:
licopeno e-ciclasa, LCYB: licopeno B-ciclasa, BOH: B-caroteno hidroxilasa, eOH: e-caroteno
hidroxilasa y ZEP: zeaxantina epoxidasa.




Posteriormente, el fitoeno es desaturado para dar origen al croméforo con dobles
enlaces conjugados que forma la estructura base de los carotenoides vegetales
(Figura 1) y que determina las propiedades fisicoquimicas y biologicas caracteristicas
de este grupo de pigmentos (Britton, 1995). Es asi como el fitoeno, un compuesto
incoloro, tras ser sometido a una serie de 4 desaturaciones y 2 isomerizaciones, es
transformado en licopeno: un carotenocide de coloracion rojiza. Estas desaturaciones
son catalizadas por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y {-caroteno desaturasa
(ZDS), dando lugar en forma secuencial al fitoflueno, J-caroteno, neurosporeno y
finalmente licopeno (Cunningham y Gantt, 1998). Adicionalmente, estas moléculas
sufren isomerizaciones catalizadas por las enzimas -caroteno isomerasa (Z-1SO) y
caroteno isomerasa (CRTISO), las que permitiran finalmente la formacién de all-trans-
licopeno, configuracion estable requerida para las reacciones subsiguientes. A
continuacién, el licopeno sufre ciclaciones a ambos exiremos de su cadena,
representando este suceso el primer punto de ramificacion en la ruta de biosintesis de
carotenoides. Por un lado se forma a-caroteno, el cual presenta un anillo € en un
extremo y un anillo 8 en el ofro y cuya sintesis es catalizada por las enzimas licopeno
e-ciclasa (LCYE) y licopeno B-ciclasa (LCYB), respectivamente. Mientras que por la
otra via de la ruta, se forma 3-caroteno, molécula con 2 anillos B, uno en cada extremo,
y cuya sintesis es catalizada de forma Unica por la enzima LCYB. La hidroxilacién de
los anilios de los carotenos genera las xantofilas como la luteina (formada a partir del
a-caroteno) y la zeaxantina (formada a partir del B-caroteno). En el caso de la
formacién de luteina participan las enzimas e-hidroxilasa (eOH) y B-hidroxilasa (BOH),
mientras que en la sintesis de zeaxantina solo participa la BOH. La zeaxantina puede
ser epoxidada dos veces por la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP) para formar

violaxantina, la cual posteriormente puede ser modificada para dar origen finalmente a




la fitohormona dcido abscisico (ABA). Tanto carotenos como xantofilas pueden ser
modificados a posterioridad para dar lugar a la gran diversidad de carotenocides
encontrados en plantas y otros organismos (Walter y Strack, 2011). Por ejemplo, la
degradacién de los carotenoides genera apocarotenoides, una clase de compuestos
muy variable estructuralmente y entre los que se encueniran compuestos
biologicamente activos como el ABA y las estrigolactonas (Auldridge vy col., 2006;

Yoneyama y col., 2010).

Respecto a las enzimas que participan en la biosintesis de carotenoides en plantas
se ha postulado que estas son parte de un complejo multi-enzimatico que estarfa
asociado a la membrana de plastidios, explicando de esta manera por qué muchas de
las enzimas de la ruta necesitan de un contexto de membrana para ejercer su actividad
(Lopez y col., 2008). Se han propuesto diversos modelos que integran datos de
diversas fuentes como; evidencia bioquimica de algunas enzimas carotenogénicas
asociadas a membranas plastidiales (Fraser y col., 2000), Iocaliiacién de enzimas de
la ruta basada en ensayos de protedémica (Joyard y col., 2009), analisis de datos de co-
expresion y mutantes que sugieren la participacion de ciertas enzimas en ramas
especificas de la ruta carotenogénica (Kim y col., 2010; Meier y col., 2011) y modelos
previos que proponen la existencia de complejos multi-enzimaticos que permitirian la
formacion de carotenos ciclicos o luteina mediante canalizacion de sustratos
{Cunningham y Gantt, 1298; Kim y DellaPenna, 20086; Bai y col., 2009). Segln estos
datos se propone entonces la existencia de complejos proteicos asociados
parcialmente a membranas plastidiales como; el que transforma {PP y DMAPP a

fitoeno (compuesto por las enzimas IPl, GGPPS y PSY), fiteeno en licopeno (PDS, Z-




ISO, ZDS y CRTISO), fitoeno en B-caroteno (PDS, Z-1ISO, ZDS, CRTISO y LCYB) y

licopeno en luteina (LCYE y LCYB)(Kim y DellaPenna, 2006; Bai y col., 2009).

1.3 Regulacién de la Biosintesis de Carotenoides en Plantas.

La regulacion de la biosintesis de carotenoides en plantas es altamente compleja e
incluye un sinntmero de factores interrelacionados. Entre estos factores son de
relevancia, las interconexiones con otras rutas metabdlicas relacionadas, el tipo y
morfologia del plastidico en el que se acumulan, el estadic de desarrolio en el que se
encuentra la planta y los estimulos medioambientales que recibe. Ademas, Ia
regulacion en la ruta puede ser tanto a nivel transcripcional como post-traduccional
(Howitt y Pogson, 20086; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012).

La regulacién franscripcional de la ruta carotenogénica comresponde al primer
puntc de control en la acumulacién de estos pigmentos en plantas. Este tipo de
regulacién, controla la expresién de los genes carotenogénicas mediante el desarrollo,
luz, ciclo circadiano, retroalimentacidn mediada por ABA y por mecanismos

epigenéticos (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012).

En primera instancia, se ha propuesto que la produccién de carotenocides se
regula a través del ciclo de vida de una planta por una interaccion dinamica entre el
desarrollo y los estimulos medioambientales externos que recibe (Hannoufa y Hossain,
2012). Uno de los mejores modelos de estudio para demostrar esta relacién
corresponde al caso de la maduracién de frutos de tomate (Solanum lycopersicum), ya
que la biosintesis de carotencides en tomate esta regulada por el desarrollo, pero
también fuertemente influenciada por cambios en la luz y temperatura, estimuios que
se integran para determinar el nivel de transcripcion de los genes carotenogénicos. Es

asl como previamente a la acumulacién de carotencides, aumentan los niveles de




transcrito de los genes Dxs, Psy, Pds, Zds, Criiso y Z-iso, mientras que disminuyen los
niveles de Lcyb y Leye (Fraser y col., 1994; Lois y col., 2000; Alba y col., 2005). Esta
regulacidn finalmente determina que un fruto maduro verde con upa composicién de
carotenoides similar a la de una hoja se convierta en un fruto rojo con una acumulacién
masiva de carotenoides, particularmente licopeno (Giovannoni, 2001). Este tipo de
regulacién parece ser el mecanismo principal de regulacion de la biosintesis de
carotenoides en la mayoria de los drganos vegetales que poseen cromoplastos como
flores y frutos (Moehs y col,, 2001; Kato y col., 2004; Skelton y col., 20086; Kita y col.,

2007).

El principal estimulo medicambiental externo al cual responde la ruta
carotenogénica corresponde a la luz y posee un rol importante tanto en la transicién de
etioplastos a cloroplastos (de-etiolacién) como en el desarrollo de frutos y flores
{(Romer y Fraser, 2005; Rodriguez-Villalon y col., 2009). En general se ha establecido
que ia luz es captada por diversos fotoreceptores como los fitocromos y criptocromos, y
este estimulo procesado ejerce un efecto positivo sobre la expresién de los genes
carotenogénicos (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcitn, 2012). Respecto a esto se ha
demostrado que en Arabidopsis thaliana y Sinapsis alba (mostaza) los niveles de
transcrito del gen Psy aumentan por efecto de la luz (von Lintig y col., 1997). Por otro
lado, en tabaco (Nicotiana tabacum) frente a exposicién de [uz roja y blanca continua
se ha reportado una induccién de los genes Psy, SOH, Zep (Woitsch y Romer, 2003).
Recientemente, en zanahoria {Daucus carofa) se han identificado diversas cajas
regulatorias en promotores de genes carotenogénicos que responden a fitohormonas y
luz. Ademas, experimentalmente se ha demostrado que la luz inhibe el desarrollo de la

raiz de reserva de la zanahoria y la transicién de leucoplastos a cromoplastos en este




organo. La luz también altera la expresion de la mayoria de los genes implicados en la

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

Por otro lado, el ciclo circadiano, mecanismo que produce ciclos de 24 horas
autosustentables que permiten la anticipacion de la planta al dia y la noche, también
juega un papel importante en ia regulacién de la biosintesis de carotenoides (Millar,
2004; Gardner y col., 2006). Es asi como diversos estudios han mostrado que los
genes carotenogénicos estan regulados por el ciclo circadiano, y esta regulacién en
general permite un aumento en la transcripcion de estos genes alrededor del amanecer
(Thompson y col., 2000; Woitsch y Romer, 2003; Covington y col., 2008; Facella y col.,
2008; Cordoba y col., 2009). También se ha descrito una retroalimentacién positiva por
ABA, ya que bajo ciertas condiciones de esirés abidtico que requieren una produccion
activa de ABA, un incremento en la actividad PSY puede proveer de los precursores
carotenogénicos necesarios para la produccion suficiente de ABA (Li y col., 2008;
Welsch y col., 2008; Arango y col., 2010). Es asi como en algunas raices vegetales
ciertos isogenes de Psy (muchos genes carotenogénicos poseen redundancia génica
especializada) no responden transcripcionalmente a la luz, sino mas bien a estrés
abiotico (osmdtico principalmente) y especificamente a ABA (Li y col., 2008; Welsch y
col., 2008; Meier y col., 2011). Recientemente, se ha descrito que existen mecanismos
regulatorios epigenéticos controlando la expresion de los genes carotenogénicos, y los
escasos estudios realizados apuntan a la regulacién del gen Crtiso1 de A.thaliana por

la accién de enzimas histona metiltransferasas (Cazzonelli y col., 2010).

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

traduccionales pueden explicar la baja correlacion entre patrones de expresion génica
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y la acumulacién de estos pigmentos en algunos modelos vegetales. Estos
mecanismos comprenden principalmente; ia modulacién de los niveles y actividades
enzimaticas, canalizacion de sustratos por complejos multienzimaticos, equilibrio
sintesis/degradacion y capacidad de secuestramiento y almacenaje (Ruiz-Sola y
Rodriguez-Concepcion, 2012). Este dltimo es uno de los mas importantes en el caso
de flores y frutos, ya que el tipo de plastidio donde ocurra la sintesis posee efectos
considerablemente significativos en la capacidad de acumulacién de carotencides
{Deruere y col., 1994; Vishnevelsky y col.,, 1999; Simkin y col., 2007). En el caso
particular de cromoplastos, los carotenoides se encuentran en forma de plastoglobulos
o cristales que confieren mayor estabilidad frente a la degradacion luminica (Merzlyak y
Solovchenko, 2002). Finalmente el equilibrio entre degradacion y sintesis también
parece ser un factor determinante en fa acumulacion de carotenoides ya que éstos se
pueden degradar tanto por fotooxidacion no enzimatica como por oxidacién enzimatica

(Walter y Strack, 2011).

1.4 Funcion y Contenido de Carotenoides en Frutos.

Los frutos maduros, flores y raices modificadas se caracterizan por poseer
cromoplastos capaces de almacenar grandes cantidades de carotenoides (Howitt y
Pogson, 2006). La composicion de carotenoides en estos tejidos por lo tanto esta dada
por la cantidad de carotenoides al interior de los cromoplastos y varia ampliamente
entre frutos y raices de distintas especies vegetales (Tabla 1). En los frutos, estos
pigmentos contribuyen a la polinizacién y dispersion de las semillas, no obstante,
también participan como precursores de apocarotenocides, moléculas terpenocides de

funcién fotoprotectoras y odoriferas (Howitt y Pogson, 2006).
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Tabla L.- Contenido de carotenoides fotales y especificos de distintos alimentos
(ng/100 g de peso fresco)*

Alimento Carotenoides totales f-caroteno a-caroteno Luteina

Naranja 280 51 16 187
Frutilla 80 7 5 26
Pimentén rojo 2800-3800 2359 59 -
Pimenton verde 265 198 22 -
Pifia 150-180 31-35 30 -
Platano 141 21 5 -
Zanahoria 4730-18250 8836 4600 -
Tomate 640-1300 393 112 130
Papa 50-100 6 - -
Uva 90-180 14 5-8 13
Mango 1113-1660 445 17 -
Sandla 300-1300 295 - 17
Melén 630-5139 30-1595 15-27 27
Pera 430 27 6 17
Papaya 790-1610 374 - 75

*Modificado de Holden (1999)

Entre las especies de consumo frecuente que destacan por su contenido de
carotenoides tfotales destacan; el tomate (S. lycopersicum), zanahoria (D. carofa),
pimentén rojo (Capsicum annuum) y mango (Mangifera indica). En tomates el
carotenoide predominante es el licopeno, mientras que en el resto de las plantas
mencionadas suele ser el B-caroteno (Ben-Amotz y Fishier, 1998; Fuentes y col,, 2012;
Rodriguez-Uribe y col., 2012; Sogi y col., 2012). La modificacion estructural de los
cromoplastos da origen a cambios en los tipos y niveles de carotenoides, inclusive
entre individuos de la misma especie. Por ejemplo, en mango los carotenoides
preponderantes corresponden al B-caroteno y violaxantina, sin embargo, la
composicion de carotencides en mango variara segin una serie de factores que
incluye el tipo de cultivar, clima y zona de cultivo, el estadio de maduracion e incluso

las condiciones en las cual se almacena y procesa el fruto antes de su consumo (Pott y
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col., 2003). También dentro de la especies del melon {Cucumis melo) existen grandes
diferencias entre el contenide de carotencides, ya que mientras que en el cultivar
Honeydew o “meldn tuna” de la variedad C. melo inodorus hay aproximadamente 630
ug/100 g de peso fresco de carotenoides totales, en cultivares Cantaloupe o0 “melén
calamefio” de la variedad C. melo cantalupensis los carotenoides totales pueden

aumentar por sobre los 5000 pg/100 g de peso fresco (Laur y Tian, 2011).

Otro aspecto relevante considera que la tasa de biosintesis y la capacidad del
tejido para almacenar y secuestrar carotencides pueden ser los determinantes
principales. Dentro de esto tltimo, diversos estudios han sefalado que la acumulacién
de carotenoides esta fuertemente regulada por el tamafio y estructura anatémica de los
plastidios {(Hannoufa y Hossain, 2012). Por lo ianto, para aumentar la cantidad de
carotenoides, la diferenciacion de los plastidios a cromoplastos es esencial y esto
involucra el desarrollo de plastogidbulos mas grandes y/o estructuras cristalinas de
diferentes formas con la capacidad para secuestrar carotenoides, permitiendo de esta
manera la deposicién masiva de carotenoides en una matriz de lipoproteinas y
otorgando una mayor estabilidad frente a la degradacion mediada por la luz (Deruere y

col., 1994, Vishnevetsky y col., 1999; Simkin y col., 2007; Walter y Strack, 2011).

1.5 Carotenogénesis en Malus domestica.

El manzano (Malus domestica) es una especie dicotiledénea de la familia
Rosaceae y corresponde a uno de los arboles frutales comerciales mas relevantes en
la actualidad debido a que su fruto, la manzana, es consumida en grandes cantidades
a nivel mundial (75.6 millones de toneladas el afio 2013, segtin la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura). Esto ademas, representa una

oportunidad de mercado enorme para nuestro pais, que actualmente se ha posicionado
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como tercer exportador mundial de manzanas detrds de China y EE.UU y principal
exportador de ésta fruta en el hemisferio sur. (SAG). Una de las principales razones de
su consumo, se debe a la facilidad de consumo fresco y procesado, a la presencia de
metabolitos beneficiosos para la salud humana como flavonoides, vitamina C y un alto
contenido de fibra. Su fruto denominado “pomo” estéd constituido principalmente por un
tefido carnoso desarrollado por la proliferacion de la parte basal de los sépalos
(receptaculo) que recibe el nombre de hipanto y no por un ovaric expandido como
suele suceder en la mayoria de los frutos comestibles (Marondedze y Thomas, 2012).
El contenido de carotencides en el hipanto es muy bajo, sin embargo, en la piel o
cascara estos contribuyen significativamente a la coloracion y por ende a otorgar valor
comercial al fruto (Ampomah-Dwamena y col, 2012). Ademas, es importante
mencionar que la cantidad de carotenoides varia dentro de un rango muy amplio en las
mas de 8000 variedades existentes de manzanos en el mundo (Ampomah-Dwamena y
col., 2012). La mayoria de los manzanos culfivados son diploides (2n=34), auto-
incompatibles y poseen un periodo juvenil de entre 6 a 10 afios. Su genoma es
relativamente pequefio (aproximadamente 760 Mb), valor similar al tamafio del genoma
del tomate (Giovannoni, 2010), y ademas fue recientemente secuenciado (Velasco y

col., 2010).

A pesar de las herramientas que han sido puestas a disposicién y que permiten
el analisis del genoma de M.domesfica, existe muy poca informacioén respecto a los
genes que codifican las enzimas de la ruta de biosintesis de carotenoides en esta
especie. Sin embargo, recientemente el interés en promover el consumo de alimentos
funcionales junto con las propiedades beneficiosas del consumo de pigmentos

carotenocides, han establecido una nueva linea de investigacién en Chile enfocada en
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estudiar la carotenogenesis en el manzano. Considerando la gran cantidad de
productos derivados de la manzana, el interés del consumidor en alimentos saludables
y el importante lugar que posee Chile en la produccién de manzanas (37.000 hectareas
cultivadas y 1.3 millones de toneladas, ODEPA 2012), es que en nuestro laboratorio se
lleva a cabo el proyectc FONDEF D1011022 cuya finalidad es generar una variedad de
manzana con mayor contenido de carotenoides utilizando la sobre-expresidon fruto
especifica de los genes Psy2 y Leyb1 provenientes de D. carofa (zanahoria) y crif de
Xanthophyllomyces dendrorhous. Para esto, en este seminario de ftitulo se ha
comenzado con el estudio de esta ruta para el cultivar Fuji var. Raku-Raku de
M.domestica. Con tal objetivo, se ha propuesto identificar los principales genes de
interés de la ruta de biosintesis de carotenoides en M.domestica (Psy, Pds y Lcyb)
desde el punto de vista biotecnoldgico, evaluar su expresién en el fruto durante el
desarrollo mediante PCR en tiempo real y complementariamente evaluar el contenido
de carotenoides totales y especificos durante los mismos estadios de maduracién
anteriormente analizados. Esta informacién sentara las bases para la eleccion de los
genes carotenogénicos que permitiran aumentar el contenido de carotenoides en el

hipanto de frutos de manzano.
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1.6 Objetivos.

1.6.1 Objetivo General.

» Evaluar la expresién de los genes carotenogénicos Psy, Pds y Loyb en
hojas y frutos de M. domestica cv. Fuji y determinar la composicién de

carotencides durante la maduracion del fruto.

1.6.2 Objetivos Especificos.

+ I[dentificar mediante andlisis in silico los genes que probablemente
codifiquen las enzimas fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS)
y licopeno B-ciclasa (LCYB) de M. domestica.

e Evaluar la expresion de los genes Psy, Pds y Leyb en frutos de distintos
estadios de desarrollo y en hojas de M. domestica cv. Fuji mediante
PCR en tiempo real.

* Determinar el contenido de carotenoides totales y especificos en frutos

de distintos estadios de desarrollo de M. domestica cv. Fuji mediante

RP-HPLC.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales Bioldgicos.

En este trabajo se utilizaron muestras de tsjide de frutos y hojas de manzanos
(Malus x domestica cv. Fuji) para la extraccién de ARN total que pemitid el andlisis de
expresion de los genes carotenogénicos Psy, Pds y Lcyb mediante PCR en tiempo real
y para la extraccién de carotenoides necesaria para determinar la composicién de
carotencides mediante espectrofotometria y RP-HPLC. En ambos casos, se trabajé
con tejidos de manzanos cv. Fuji Raku Raku obtenidos gracias a la empresa Univiveros
(Paine, Regién Metropolitana). De éstos, se seleccionaron alrededor de 9 hojas
maduras con caracteristicas similares de tamario (5 - 7 cm. de largo y 3 - 4 cm de
ancho), y frutos que fueron recolectados en fres estadios de maduracién distintos
seleccionados principalmente por la coloracion de la pie! (aproximadamente 9 frutos
por estadio). El estadio 1 (E1) fue seleccionado por poseer una piel complemente
verde y los frutos fueron recolectados a los 127 dias post-antesis (dpa) el dia 3 de
Febrero del afio 2012. El estadio 2 (E2) se seleccionod debido a que en este comienzan
a aparecer las primeras muesiras de coloracion rojiza en la piel del fruto, indicativo de
maduracion, y se recolectaron a Jos 168 dpa (15 de Marzo del afio 2012). Mientras que
el tltimo estadio (E3) se selecciond por corresponder a un fruto con una coloracion
rojiza clara sobre un fondo verdoso amarillento, piel caracteristica de una manzana Fuji
madura, la que fuera recolectada a los 211 dpa (27 de Abril del afio 2012). En estos
tres estadios, las manzanas seleccionadas ademas de presentar la coloracién
caracteristica de cada estadio sefalado, presentan un tamario y orientacién al sol
similares de manera de que cada estadio quedara homogéneamente representado.

Ademas, los estadios de maduracién de! fruto seleccionados poseen caracteristicas
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diferenciales en su contenido de almiddn, metodologia estandarizada por personal de

la empresa Univiveros.

Una vez recolectados, todos los tejidos de manzano utlizados en este
seminario de Titulo fueron congelados en nitrégeno liquido y posteriormente

almacenados a -80 °C hasta su uso.

2.2 Reactivos.

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

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

2.3 Partidores

Los partidores utilizados se describen en la Tabla H, y fueron necesarios para
el andlisis de expresion mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR) de ios distintos
genes carotenogénicos que se identificaron en el andlisis in silico del genoma de
M. domestica como Psy, Pds y Lcyb y de genes normalizadores como MdActin

(GenBank: CN938023), Md18S (DQ341382) y MdUbigutin (AY190601.1).

Todos los partidores se disefiaron utilizando inicialmente la herramienta
bicinformatica Vector NTI (Invitrogen) considerando los parametros necesarios para el
experimento de PCR en tiempo real (tamafio amplicon, temperatura de disociacion de

los partidores y contenido GC, etc).
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Tabla IL.- Partidores utilizados en este Seminario de Titulo.

™ Tamafio
Nombre Secuencia (5'2>3") o producto Descripeion
S ™ (pb)
18S F CTGAGAAACGGCTACCACATCCA 58.9 Gen Housekeeping.
170 Utilizado como
18S R CACCAGACTTGCCCTCCAATGG 60.4 normalizador.
ActinF  TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACTGC  §9.3 Gen Housekeeping.
Utilizado como
156 normalizador y para
ADNg,
Ubig F GCTCGAGGACGGCAGAAC 58.6 Gen Housekeeping.
121 Utilizado como
Ubig R CTTGGGCTTGGTGTAGGTCTIC 57.7 normalizador.
Psy1F GTTGGCCGGTATGGTCATCGTTAC 59.8 Fragmento del Gen
124 Carotenogénico Psy7
Psy1R GGCAGCATGAGAAGTTTCTTGGCTC  60.3 de M domestica.
Psy2 F CACACCCTCACACTCAAAACCTAAAAC 58.1 Fragmento del Gen
111 Carotenogénico Psy2
Psy2R GGTGCAAATTCTGGGCATCAGACC 60.6 de M.domestica,
Psy3F GACGAGGCAGAGAAGGGAGTGA 60.4 Fragmento del Gen
212 Carotenogénico Psy3
Psy3R GAGGTTCTTGAGGGGCGAATTATCG 593 de M.domestica.
Psyd F CCCAAMAACCCAAAAACCCAGCAG 59.6 Fragmento del Gen
124 Carotenogénico Psy4
Psy4 R GGGTGCAAATTCTCGGCAACAGAC 60.8 de M.domestica.
Pds F AACCGATTCCTCCAGGAGAAACACG 60.7 Fragmento del Gen
208 Carotenogénico Pds
PdsR CATCTGCTTCAATCACGCTCCCA 59.6 de M.domestica,
Leyb1F  GTCATCTCGACTGTTTCTTCCCGATC — 68.8 Fragmento del Gen
116 Carotenogénico
Leyp1R  TCTTTACCAAAGGAGGAGTCCCCTTG 5.8 Leyb1 de
M.domestica.
Leyb2F GGCTGAAGCCATTGCAGAGTGC 61.4 Fragmento del Gen
110 Carotenogénico
Leyb2 R CCCTCGTGCATCTCCTCTCGATT 60.5 Leyb2 de
M.domestica.
Uti}izado en
Oligo AP  CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTITITITITITIT  61.5 - reacciones de RT

para la sintesis
ADNc,
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Luego, mediante el programa OligoAnalizer (IDT) se analizaron las propiedades
termodindmicas para descartar la formacion de heterodimeros, homodimeros u
horquillas. Si algunos de estos parametros no se cumplié, se procedié a realizar una
correccidn manual de los partidores hasta cumplir con los parametros requeridos.
Ademas, cuando fue posible se considerdé que los fragmentos amplificados
comprendieran intrones de manera de evidenciar la contaminacién por ADN gendmico

en las muestras de ADNg.

Posteriormente, se evalué la especificidad de los partidores respecto al gen
blanco a amplificar, para esto se realizd un BLASTx utilizando bases de datos de ia
secuenciacién del genoma de M. domestica cv. Golden Delicious (GDR:
hitp:/ivww.rosaceae.org/projects/apple_genome) y de secuencias de EST de
M.domestica (ESTIMAApple: http:/ftitan.biotec. uiuc.edu/cgi-bin/ ESTWebsite/-
estima_blastui?seqSet=apple y KEGG: hitp://www.genome.jp/tools/ blast/). Todos los
partidores se mantuvieron a una concentracion de 250 uM a -20°C y se diluyeron a 10

pM al momento de su uso.

2.4 Metodologia.

En esta seccion se describirdn en primera instancia las herramientas
bicinformaticas para la obtencién y posterior andlisis de la secuencia nucleotidica y
aminoacidica de {os genes carotenogénicos Psy (gen codificante de la enzima fitoeno
sintasa), Pds (gen codificante de la enzima fitoeno desaturasa) y Lcyb (gen codificante
de la enzima licopeno B-ciclasa). Luego se describiran los métodos utilizados para la
extraccién del ARN total de frutos y hojas de M.domestica y el posterior andlisis de

expresion en estos tejidos mediante PCR en tiempo real. Finalmente se describiran los
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profocolos pertinentes a la medicién de los distintos pigmentos obtenidos en fruto en

distintos estadios de desarrollo mediante RP-HPLC.

2.4.1 Analisis Bioinformaticos

2.4.1.1 Obtencién y Analisis de la Secuencia Nucleotidica Probable de los Genes

Carotenogénicos Psy, Pds y Leyb.

El genoma de M. domestica fue recientemente secuenciado (Velasco y col.,
2010) y la Base de Datos de Genomas de Rosaceas (GDR) se encuentra disponible
una lista de posibles genes y su funcién mas probable. En ésta, se encuentran los
borradores de los genomas de distintas especies pertenecientes a la familia de las
rosaceas y diversas herramientas para el analisis detallado de estas secuencias Por
ello, GDR fue la primera base de datos utilizada para la obtencién y posterior analisis
de secuencias nucleotidicas correspondientes a los genes Psy, Pds y Lcyb, Ademas,
se realizaron distintos alineamientos de secuencias de genes conocidos que codifican
las enzimas de interés con el genoma de M.domestica, mediante la utilizacion de
BLASTXx. Utilizando en conjunto ambas herramientas, se consiguid una lista de genes
que probablemente codifican las enzimas de la ruta de biosintesis de carotenocides.
Para obtener la estructura génica de estos candidatos de manera confiable se recurrié
a la base de datos de EST (Expressed Sequence Tag) como ESTIMA:Apple y KEGG
(Ambas con méas de 120.000 secuencias parciales de genes que se expresan en
distintos tejidos de manzana). Utilizando ambas bases de datos y como base previa la
informacién otorgada en GDR, se evalud la evidencia de expresidn y estructura génica
de cada uno de los genes candidatos. Finalmente, y para realizar los esquemas de

cada gen identificado se utilizé la herramienta VectorNTI (Invitrogen).
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2.4.1.2 Anélisis de la Secuencia Aminoacidica de las Enzimas PSY, PDS y LCYB.

Para realizar los alineamientos de secuencia aminoacidica ilustrados en este
seminario de ftitulo se uiilizd la herramienta Dbicinformética Clustalw
(hitp:/iwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Una vez construidos los alineamientos se
editaron con el programa Jalview (Waterhouse y col., 2009). Para cada alineamiento de
secuencias se consideraron proteinas que ya han sido caracterizadas previamente y
cuyos codigos de acceso se indican en cada figura. Ademas, se analizd la posibie
localizacion subcelular de cada proteina analizada utilizando el software TargetP 1.1

(http:/iwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

En cuanto a los arboles filogenéticos, estos fueron construidos utilizando el
software de libre disposicion MEGA 5.05 (Tamura y col., 2011) y utilizando un ntimero
de repeticiones de 1000, escogiendo en cada caso el arbol mas representativo. Los
codigos de acceso a las secuencias aminoacidicas utilizadas se indican a continuacion;
At.  Arabidopsis thaliana (AtPSY. AAA32836.1 y AtLCYB:. AEE74874.1), Bv:
Brevundimonas vesicularis (BvCRTY: ABC50115.1), Ca: Capsicum annuum
(CaLCYB1: ADH04276.1), Cp: Candidatus pelagibacter (CpPSY: YP_265548.1), Cm:
Citrus méxima (CmLCYB: AAR89632.1), Cpa: Carica papaya (CpalLCYB1:
ACM24791.1 y CpalLCYB2: ACR61334.1), Cr: Chlamydomonas reinhardtii (CrPSY:
EDO97702.1), Cp: Citrus paradisi (CpLCYB1: AAD38049.2 y CpL.CYB2: ACX37456.1),
Csa: Crocus safivus (Csal.CYB1: ADAB2242.1 y CsaLCYB2: ADA82241.1), Cs: Citrus
sinensis {CsLCYB1: ABB72443.1 y CsLCYB2: AAF18389.1), Dc: Daucus carota
(DcPS8Y1: ABB52067.1, DcPSY2: ABB52068.1, DcLCYB1: ABB52071.1 y DcLCYB2:
ABBS52072.1), Ds: Dunaliella salina (DsPSY: AAT28184.1), Ej: Eriobotrya japonica
(EJLCYB: AFP43698.1), Fc: Ficus carica (FcLCYB: ADX36406.1), Me: Manihot
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esculenta (MePSY1:. ACY42666.1 y MePSY2: ACY42667.1), Np: Narcissus
pseudonarcissus (NpPSY: CAA55391.1), Os: Oryza sativa (OsPSY1: AAS18307.1,
OsPSY2: AAK07735.1 y OsPSY3: ABC75828.1), Pa: Pantoea ananalis (PaCRTY:
BAA14126.1), Sb: Sorghum bicolor (SbPSY1: AAW28996.1 y SbPSY3: AAW28997.1),
Si: Solanum lycopersicum (SIPSY1: NP_001234812.1, SIPSY2: NP_001234671.1,
SILCYB: CAAG0170.1 y SICYCB: NP_001234445.1), Tt: Thenmus thermophilus (TtPSY:
AEG34638.1), Vv: Vitis vinifera (WLCYB1: AFP28799.1 y VILCYB2: AFP28803.1), Xd:
Xanthophyliomyces dendrorhous (XdLCYB), Zg. Zobellia galactanivorans (ZgCRTY:
CAZ96005.1) y Zm: Zea mays (ZmPSY1: P48085.1, ZmPSY2: AAQ91837.1y ZmPSY3:

ABC75827.1).

2.4.2 Extraccidn de ARN Total de Tejidos de Manzano.

Para la extraccion de ARN total a partir de frutos de manzano se modificd el
protocolo descrito por Meisel y col. (2005). Se pesaron aproximadamente 4 g. de
hipanto proveniente de 3 frutos distintos para cada muestra analizada
(aproximadamente 1.33 g. por fruto). Estos se maceraron en un mortero estéril en
presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Una vez obtenido esto, se
procedi6 a verter en el mortero 10 mL de buffer de extraccion (CTAB 2%, PVP40 (PM.
40.000) 2%, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, TrisHCI (pH 8.0) 100 mM, Trihidroclorato de
espermidina 0.05 % y B-mercaptoetanol 2% (agregado justo antes de su uso)),
previamente calentado a 65°C en un bafio termoregulado. Répidamente se transfirio la
mezcla a un tubo de 50 mL y se mezclé completamente en un Vortex durante 1 min.
Posteriormente, la mezcla se incubd a 65°C durante 30 min. Durante este periodo se
agité vigorosamente la muestra varias veces para evitar la separacion del tejido y el

buffer de extraccién. Transcurrido este tiempo, se agregd 1 volumen equivalente de
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solucion cloroformo: alcohol isoamilico frio (24:1) y se agitd vigorosamente la mezcla
durante 2 min. Posteriormente, se centrifugd la mezcla a 12.000 g durante 20 min a
4°C y se transfiri6 el sobrenadante acuoso a un tubo nuevo. La fase acuosa
recuperada se precipitdé con 1 volumen de LiCl 10 M durante toda la noche a 4°C.
Transcurrido este tiempo la mezcla se centrifugé a 12.000 g durante 30 min a 4°C para
obtener el ARN en forma de precipitado. Luego, el sobrenadante se elimind y el
precipitado se suspendid en 500 uL de agua nanopura tratada con DEPC. Esta mezcla
fue transferida a un tubo de 2 mL, se agregd a la solucién 1 volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico frio (24:1) y se agitd vigorosamente durante 2 min, para luego
centrifugar la muestra a 14.000 g durante 10 min a 4°C. De esta mezcla, se recuperd
la fase acuosa y se agregé 1 mL de etanol 75% frio. Esta mezcla se incubd a -20°C
durante 1 h y luego se centrifugd a 14.000 g durante 20 min a 4°C. Se elimind el
sobrenadante y el precipitado se dejé secando a temperatura ambiente. Una vez seco,
se suspendid en 20 YL agua nanopura tratada con DEPC (pH. 5.0) y se almacené a -

80°C hasta su uso.

En el caso de hojas de manzano se procedié de la misma forma anteriormente
mencionada, sin embargo se pesaron aproximadamente 300 mg de tejido proveniente
de 3 hojas distintas para cada muestra analizada (aproximadamente 100 mg por hoja).
Una vez obtenido el precipitado de ARN total se suspendié en 20 pL agua nanopura

tratada con DEPC (pH. 5.0) y se almacend a -80°C.
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2.4.3 Cuantificacion y Analisis de Calidad del ARN Total.

2.4.3.1 Cuantificacion y Analisis de Calidad del ARN Total mediante

Espectrometria.

Para evaluar la calidad y cantidad de ARN total a partir de tejidos de manzano
se ufilizdé un espectrofotdémetro NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis). Ademas de determinar
la concentracion de ARN total en la muestra, se evalué la presencia de contaminantes.
Para esto se analizaron los cocientes de absorcion Ago/Azo (evaluacion de la
contaminacion por proteinas en la mezcla) y Azso/Azzo (€valuacion de la contaminacién
por polisacaridos y polifenoles). Se consideré que para una muestra de ARN total puro

ambos cocientes deberian ser cercanos a 2.

2.4.3.2 Analisis de Calidad def ARN Total mediante Gel de Agarosa Denaturante.

Para evaluar la integridad del ARN total se realizé6 un ge! de agarosa con
condiciones denaturantes para el ARN. Para esto, se calentaron aproximadamente 0.5
g de agarosa en 35 mL de agua destilada a una temperatura de 80°C. Posteriormente,
se agregaron 5 mL de buffer de corrida MOPS 10X (MOPS (pH 7.0) 0.4 M, Acetato de
sodio 0.1 My EDTA 0.01 M) y 8 mL de formaldehido 37% (12.3M). El gel formado fue
acomodado en una camara de electroforesis y ésta se Hend con buffer de corrida
MOPS 1X. Antes de cargar el ARN en los pocillos del gel, éste fue tratado con buffer
de carga de ARN (Fermentas) segin las indicaciones de su fabricante,
Posteriormente, una vez cargada las muestras, se procedié a realizar la electroforesis
con condiciones de 70 V durante 50 min. Transcurrido este tiempo se procedio a
visualizar las bandas bajo la luz de un transiluminador UV (GeneGenius Classic de

SynGene) y fotografiados utilizando el software asociado al equipo (GenSnap). La
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calidad de las muestras se evalué segin la presencia nitida de 2 bandas
caracteristicas de una muestra de RNA integra correspondientes a los ARN

ribosomales de 23 y 18S.

2.4.4 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Todos los productos de PCR obtenidos (100-250 pb) fueron analizados en geles
de agarosa de concentracion 1% a 1.5% segtin el tamario esperado de la banda a
visualizar. Como marcador de tamafio de banda en pares de bases (pb) se utilizé6 Gene
Ruler (Fermentas). Estos geles fueron preparados utilizando buffer TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) como disolvente de la agarosa. Al momento
de cargar las muestras en el gel estas se mezclaron con buffer de carga (Azul de
bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol 80%) en una proporcion 5:1.
Posteriorments, se realizd la electroforesis utilizando una diferencia de potencial entre
90V y 110V durante 40 a 50 min dependiendo del tamafio de banda esperado. Luego,
se tifieron los geles durante 15 min en una solucién de bromuro de etidio, fueron
visualizados con un transiluminador UV (GeneGenius Classic de SynGene) y

fotografiados utilizando el software asociado al equipo {(GenSnap).

2.4.5 Sintesis y Analisis del ADNc de M.domestica.

2.4.5.1 Tratamiento del ARN total con DNAsall.

Todas las muestras de ARN total obtenidas en este seminario de titulo, se
trataron con DNasa | previo a realizar la técnica de RT-PCR, de manera de eliminar la
posible contaminacion con ADN gendmico. Para eso se trataron 7 ug de ARN total con
50 U de DNasa | (Fermentas), 1 pL de inhibidor de RNasa (Fermentas) y 2 pL. de buffer

de DNasa/MgCl; 10X (Fermentas). Esto se realizé en un volumen total de 20 pL
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utilizando agua DEPC para completar ese volumen cuando fue necesario. Esta mezcla
se incubo a 37°C durante 35 min en un bafio termoregulado. Transcurrido ese tiempo,
se transfirié rapidamente a hielo y se agregaron 2 pL EDTA (25 mM). Luego se incub6

la mezcla durante 10 min en hielo.

2.4.5.2 Transcripcion Reversa para Sintetizar el ADNc.

Para la sintesis del ADNc se utilizé el sistema ImProm-ll Reverse Transcription
(Promega). Se tomaron 9.5 pL de ARN total tratado con DNAsa y se mezclaron en un
tubo de 0.6 mL con 3 pL del partidor Oligo-AP (Tabla Il). Cada muestra se incubd 5 min
a 70°C (Programa A en la Tabla Ilil). Transcurrido este tiempo el programa se detuvo,
los tubos se mantuvieron en hielo y se agregé a la mezcla de transcripcion reversa (10
uL de buffer ImProm-ll 56X, 1 uL de inhibidor de RNAsa (Fermentas), 5 ul de MgCl; (50
mM), 2.5 pl de dNTPs (10 pM), 16 pL de agua DEPC y 3 L de la enzima de
transcriptasa reversa ImProm-l) para completar un volumen total de 50 pl. Luego, se
colocaron nuevamente los tubos en e! termociclador y se continud el programa de RT-
PCR (Tabla llI-A). Finalmente, se obtuvieron 50 pL de cada cDNA que fueron

almacenados hasta su uso a -20°C.

2.4.5.3 PCR Convencional utilizando ADNc como Molde.

Para confirmar la integridad del ADNc obtenido se amplificd mediante PCR un
fragmento del gen codificante de actina (MdActin) utilizando los partidores descritos en
la Tabla ll. Todas las reacciones de PCR llevadas a cabo en este Seminario de Titulo
se realizaron en un volumen total de 25 pL en agua libre de nucleasas e incluyendo 1 U
de Tag ADN polimerasa (invitrogen), 2.5 pL del buffer de la Tag ADN polimerasa

(Invitrogen), 0.5 pL dNTPs (10 mM), 0.5 pL de los partidores sentido y antisentido
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cotrespondiente a cada gen (10 pM) y 1 pL de ADNc como molde. Ademas, se agregd
a cada reaccién de PCR un control negativo (carente de molde) y un control positivo
cuando fue posible. El programa utilizado en esta ocasién se muesira en la Tabla [i-B.
Como control para verificar la ausencia de ADN genémico contaminante se reemplazé
el ADNc con ARN total tratado con DNAsa |. Esto se realizd para cada una de las

muestras analizadas.

2.4.6 PCR Cuantitativo en Tiempo Real.

Previo al experimento de PCR en Tiempo Real se procedié a amplificar todos los
genes utilizados en este estudio mediante un PCR convencional (Tabla MI-C) y
utilizando los partidores descritos en la Tabla Il. Esto se realizé desde ADNc y tuvo la
finalidad de comprobar la funcionalidad y especificidad de los partidores disefiados.
Luego, para evaluar los niveles de expresion para los distintos genes de interés (185,
Actina, Ubiquitina, Psy1, Psy2, Psy3, Psy4, Pds, Lcyb1 y Leyb2) en las muestras
analizadas se utilizd la técnica de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green como
sonda fluorescente. Para esto, se utilizé un termociclador Mx3000P (Stratagene) y el kit
Brilliant It Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene). Las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen total de 20 pL, el cual inclufa 10 pi de Master Mix (Tag
ADN polimerasa, dNTPs, MgCl, y SYBR Green), 7.5 pL de agua libre de nucleasas, 0.3
HL de sonda ROX {utifizada como sonda pasiva y a una dilucién 1:500) y 0.6 uL de
partidores antisentido y sentido (10 uM). El programa utilizado para todas las muestras
es el descrito en la Tabla II-D. Ademas, todas las reacciones fueron llevadas a cabo en
triplicado técnico (las 2 replicas de mayor similitud fueron seleccionadas para los
analisis posteriores) y utilizando 3 replicas bioldgicas constituyendo cada una de estas

una mezcla de 3 frutos u hojas segiin corresponda. La especificidad de reaccién para
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cada set de partidores fue medida en la curva de denaturacién del producto de PCR
correspondiente, y en esta se verifico la presencia de una sola sefial en el gréfico de

Fluorescencia vs T®.

En este trabajo, las cuantificaciones de los niveles de expresion fueron
normaiizadas a actina y relativizadas usando como calibrador aquella condicién de
menor expresion génica y se indicara en cada figura segin comresponda. Se probaron
fres genes candidatos como normalizadores (18S, actina y ubiquitina) pero al
evaluarlos mediante el programa NormFinder (Andersen y col, 2004), actina
correspondid al mejor normalizador, lo cual se corrobord experimentalmente y se aplicd
para todos los ensayos realizados. Para los calculos de expresion relativa y eficiencia

de cada partidor, se utilizaron las ecuaciones descritas por Pfaffl (2001).
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Tabla lil.- Programas de PCR utilizadas en este Seminario de Titulo

A.- RT-PCR.
Pasos o ‘.
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
70°C 5 min
1 25°C 5 min 1
42°C 60 min
70°C 15min
B.- PCR del gen Mdactin para evaluar el ADNc.
Pasos o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 3 min 1
94 °C 1 min
2 55°C 1 min 28
72°C 30s
3 72°C 10 min 1
C.- PCR para evaluar partidores disefiados.
Pasos o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 3 min 1
94 °C 1 min
2 55°C 1 min 33
72°C 30s
3 72°C 10 min 1

30




D.- PCR cuantitativo en Tiempo Real.

Pasos

o .
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 95°C 3 min 1
95°C 10s

2 60°C 20's 40
95°C 1 min

3 60°C 30s ) 1
95°C 30s

2.4.7 Determinacion de la Concentracion de Carotenoides.

2.4.7.1 Extraccion de Carotenoides a partir de Frutos de Manzano.

Para la extraccion de carotenoides de frutos de manzano se pesaron 4g de
hipanto proveniente de tres frutos distintos, vale decir 1.33 g aproximadamente por
fruto para cada estadio analizado (3 estadios de maduracién recolectados y los mismos
utilizados en el andlisis de expresién génica). Primero, el tejido recolectado fue
macerado en un mortero en presencia de N, liquido hasta obtener un polvo fino. Luego,
se agregaron 20 mL de una solucién hexano:acetona:etanol (2:1:1) de manera de
obtener una mezcla homogénea. Esta se traspasé a un tubo de 50 mL y se agitd
vigorosamente durante 2 min. Transcurrido ese tiempo el tubo se incubd en hielo y
oscuridad por otros 2 min. Luego, se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a 4°C.

Finaimente, los carotenoides se recuperaron de la fase superior formada
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recolectandolos en tubos de 2 mL. Se obtuvieron 4 tubos por muestra y estos fueron
secados mediante un Speed-Back durante 2 h a temperatura media. Una vez secos,
las muestras se resuspendieron en 400 L de acetona y se juntaron en un tubo de 2
mL (volumen total por muestra 1.6 mL). Cada estado de maduracién de fruto fue
evaluado usando tres muestras independientes. Ademas, todo el proceso de extraccion

de carotenoides fue realizado con la menor cantidad de luz posible.

2.4.7.2 Cuantificacion de Carotenoides Totales Mediante Espectrofotometria.

Las muestras de pigmentos obtenidos y suspendidas en acetona en el paso de
extraccion de carotenoides fueron utilizados en una primera etapa para la
determinacién de carotenoides totales mediante la utilizaciéon de un espectrofotémetro
(Shimadzu). Se midi¢ la absorbancia a distintas longitudes de onda; 474 nm (Absorcién
de carotenoides principalmente), 645/662 nm (Absorcién de ias clorofilas a y b, que es
utilizada para determinar su contribucién en la medicién a 474 nm, tal como se ilustra
en la figura 2} y 520/750 nm (Datos necesarios para determinar la turbidez de la
muestra y por ende validar los datos obtenidos). Las expresiones utilizadas para
determinar las concentraciones de carotenoides fotales fueron descritas anteriormente
por Lichtenthaler y Buschmann (2001). Todas las mediciones se realizaron en una
cubeta de cuarzo y se procuré que los datos de absorbancia se mantuvieran en el
rango de 0.3 a 0.85. Para lograr esto se diluyé la muestra cuando fue necesario. Los
datos obtenidos fueron expresados en mg/g de peso seco, para lo que fue necesario
estimar el peso seco de cada muestra basado en el factor obtenido luego de someter a

60°C durante 24 h, 4 g de tejido de fruta fresca de manzano.
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Figura 2.- Espectro de absorcion de los pigmentos clorofila a, b y carotenoides. En la
figura se indican los espectros de absorcién de los pigmentos cuantificados en este Seminario
de Titulo. Ademas es posible visualizar que a una medicién de absorbancia a 474 nm, las
clorofilas contribuyen significativamente a esta medicién (especialmente clorofila b). Esta
contribucién a los carotenoides totales puede ser estimada midiendo la absorbancia de la
muestra a 645 (Clorofila a) y 662 (Clorofila b) nm, longitudes a las cuales ningin carotenoide
absorbe significativamente.

2.4.7.3 Determinacion del Contenido de Carotenoides mediante RP-HPLC.

Se utilizaron 20 pL de los pigmentos en acetona obtenidos a partir de la
extraccion de carotenoides de frutos para el analisis mediante HPLC en fase reversa
(RP-HPLC). Este andlisis se realizé en una columna MultoHigh 100 RP 18-5u (150 x
4.6 mm) y se utilizé una fase moévil compuesta de acetonitrilo:metanol:isopropanol
(85:10:5). Las condiciones cromatograficas consistieron en un flujo de 1.5 mL/min y
una duracion de 60 min Mediante el analisis de los cromatogramas obtenidos a una
longitud de onda de 474 nm, la concentracién de pigmentos totales a 474 nm obtenido
por espectrofotdmetro y segun los tiempos de retencién, espectros de absorcién y
grado de pureza de los picos obtenidos, se determind la concentracion de los

principales compuestos carotenoides y clorofilas presentes en las muestras. Se
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analizaron tres estadios de maduracién de fruto (E1, E2 y E3) y en cada estadio se
analizaron 3 grupos constituidos de una mezcla de 3 frutos cada uno. Ademas, cada

muestra fue analizada con dos replicas técnicas.
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3. RESULTADOS
3.1 Identificar mediante Anadlisis /n silico los Genes que Codifiquen
Probablemente las Enzimas Fitoeno Sintasa (PSY), Fitoeno Desaturasa (PDS) y

Licopeno B-ciclasa {(LCYB) de Malus domestica.

Se realizé un analisis in silico con el fin de identificar y determinar la secuencia
nucleotidica de los posibles genes codificantes de las enzimas claves de Ia sintesis de
carotenoides, en particular de B-caroteno, como lo son Psy, Pds y Lcyb a partir de
manzana (M. domestica). Ademas, se analizaron las secuencias aminoacidicas
codificadas por estos genes para inferir su posible funcionalidad in vivo en plantas y

frutos de manzano.

3.1.1 Obtencidn y Analisis de la Posible Secuencia Nucleotidica de los Genes

Carotenogénicos Psy, Pds y Lcyb.

Dada la reciente secuenciacion del genoma de M. domestica, Ia informacion
respecto a sus genes y sus posibles funciones es limitada e inexacta. Sin embargo, en
GDR existen dos herramientas disponibles que sirven como punto de partida en la
identificacion de genes; una lista en la cual se indican los genes candidatos y la funcién
probable de la proteina codificada basada en la identidad de secuencia con proteinas
anteriormente descritas y la posibilidad de realizar un BLASTx directo contra el
borrador del genoma de M.domestica. Ambas en conjunto dan origen a la Tabla IV, en
la cual se muestran el cédigo de ingreso en la base de datos GDR para e} gen
candidato en particular, el nombre asignado para fines practicos en este Seminario de
Titulo, la longitud del transcrito en pares de bases (pb) v la especie con la cual la
secuencia codificada por el gen comparte mayor porcentaje de identidad de secuencia

aminoacidica.
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Posteriormente, se analizé la estructura de los genes predichos y se encontrd
que la mayoria de ellos no presentaba los motivos funcionales necesarios para
codificar proteinas funcionales, carecian de una estructura génica clara (exones e
intrones no bien definidos) o procedfa de un mal alineamiento de los céntigos
provenientes de la secuenciacién del genoma de M. domestica (datos no mostrados).
Por lo tanto, se recurri6 a bases de datos de EST para obtener la secuencia

nucleotidica y estructura de los posibles genes descritos en la Tabla IV.

[
Tabla IV Posibles genes codificantes para las enzimas de la via de sintesis de
carotenoides {PSY, PDS y LCYB) suministrada por GDR.

Cddigo de Ingreso Posibile Longitud del Identidad de secuencia
(GDR) Gen transcrito (pb) aminoacidica*
MDPG000151924 Psyt 2273 68% - PSY1 (S.lycopersicum)
MDP0000237124 Psy2 2871 76% - PSY (D. carota)
MDP0000261447 Psy3 2941 82% - PSY (C. melo)
MDP0000177623 Psy4 2774 71% - PSY (D. carota)
MDP0000321586 Psy5 2941 82% - PSY (C. melo)
MDFP000QD272976 Psyt 2421 38% - PSY (N.pseudonarcissus)
MDPG000197515 Psy7 4804 36% - PSY (N.pseudonarcissus)
MDP0000178953 Psy8 1136 65% - PSY (D. carota)
MDP0000304577 Psy9 3698 64% - PSY (N.pseudonarcissus)
MDP0000478884 Psy10 803 68% - PSY (C. melo)
MDP0000288336 Psy11 1328 67% - PSY (C. annuum)
MDP0000251025 Psy12 366 54% - PSY (D. carota)
MDP0000148978 Pds1 5224 78% - PDS (A.thaliana)
MDP0000241703 Pds2 2070 89% - PDS (C. annuum)
MDP0000130370 Pds3 3782 56% - PDS (R. communis)
MDPQ000194622 Leyb1 3255 82% - LCYB (S.lycopersicum)
MDPG000145663 Leyb2 1491 59% - LCYB2 (C. paradisi)
MDP0000258205 Leyb3 720 55% - LCYB1 (V. vinifera)

* Porcentaje de identidad basado en el 100 % de |a secuencia problema
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De esta manera se obtuvieron alrededor de 8 posibles genes en los cuales se
identificaron los marcos abiertos de lectura (ORF) y parte de las regiones no
traducibles &' y 3’ (UTR) (Ver Anexos). De los genes identificados; 5 comrespondieron a
genes Psy, 1 a un gen Pds y 2 a genes Lcyb. Por ofro lado, en la Tabla V se indican
aquellos genes identificados mediante el ensamblaje de EST, en la que también se
muestra la longitud del transcrito y proteina codificada, junto con la identidad de
secuencia aminoacidica mas alta encontrada mediante BLASTYx, indicando la proteina

y organismo correspondiente,

Tabla V.- Posibles genes carotenogénicos identificados mediante ensamblaje de EST.

Longitud

Posible del Longitud de la Identidad de secuencia
Gen transcrito co di‘;ir::lgl?a as) aminoacidica®
{pb)

Psy1** 1219 400 72% - PSY (Ricinus communis)
Psy2 1655 397 89% - PSY (Fragaria x ananassa)
Psy3 1364 427 89 % - PSY (Prunus mume)

Psy4 1308 395 86% - PSY (Eriobolrya japonica)
Psy5 1364 427 89% - PSY (Prunus mume)
Pds1 1954 470 94% - PDS (Prunus armeniaca)

Leybt 2016 505 98% - LCYB (Eriobotrya japonica)

Leyb2 1713 496 76% - LCYB (Actinidia chinensis)

* Porcentaje de identidad basado en el 100% de la secuencia problema.

** Se incluye en esta tabla el gen PsyT del cual no se encontraron evidencias de expresion
mediante EST y cuya inclusidn se rige en otros parametros posteriormente mencionados.
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Es importante mencionar, que el gen Psy3 y Psy5 son practicamente idénticos
ya que comparten sobre un 99.5 % de identidad de secuencia nuclectidica (incluyendo
mas de 1000 pb de la regién promotora). Es muy probable que esta igualdad este dada
por un mai alineamiento de los céntigos al momento de ensamblar el genoma. Por ello,
para efectos de este Seminario de Titulo, se analizaron ambos genes simultdneamente
y se denominaron como Psy3. Por otro lado, para el gen Psy? no se encontraron
evidencias de su expresion mediante las bases de datos de EST utilizadas, pero
mediante el analisis in silico de su secuencia se observd que posee un promotor bien
constituido y que codificaria una proteina potencialmente funcional. Es por ello que
este gen fue considerado en los andlisis de expresion en este Seminario de titulo. En
la Figura 3 se ilustra |2 estructura de cada gen (intrones, exones y regiones no
traducibles) v los sitios en los cuales hibridan los partidores que se utilizaron para los
posteriores analisis de expresion génica. En ella se observa que todos los genes Psy
poseen entre 5 y 6 exones, el gen Pds 12 exones y los genes Lcyb solo comprenden
un exoén. Todo esto esta de acorde a los genes carotenogénicos descritos en estudios
previos realizados en fomate (S.lycopersicum), pimentdn (C.annuum), cebada
(H.vulgare) y maiz (Z.mays), entre otros. (Mann y col., 1994; Fu y col., 2010; Guzman y

col., 2010; Rodriguez-Suarez y col., 2011).
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Figura 3. Estructura de los genes identificados mediante ensamblaje de EST. En la
figura se muestra la estructura de cada gen de acuerdo a las bases de datos de EST
utilizadas (KEGG y ESTIMA:Apple). Debajo de cada esquema se indica el nombre asignado
al gen. También se muestran los exones probables (flechas naranjas), las regiones no
traducibles (lineas verdes) y los sitios en los cuales hibridan los partidores para el analisis de

expresion mediante PCR en Tiempo Real (flechas azules).
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3.1.2 Andlisis de la Secuencia Aminoacidica de las Enzimas PSY, PDS y LCYB.

Cada familia de las enzimas codificadas por los genes carotenogénicos
analizados (Psy, Pds y Lcyb) se caracteriza por poseer un dominio funcional
conservado que permite que ejerza su funcién biolégica en la biosintesis de
carotenoides. Para evaluar si las proteinas codificadas por los genes identificados
poseen estos dominios y por ende serian potencialmente funcionales, se realizé un
alineamiento de secuencias aminoacidicas ufilizando ClustaW. Para cada
alineamiento realizado se consideraron protefnas que ya han sido caracterizadas
funcionalmente y cuentan con los motivos suficientes para catalizar la reaccidn

enzimética pertinente en cada caso.

En el caso de las enzimas fitoeno sintasa (PSY), todas las proteinas
pertenecientes a esta familia génica poseen el dominio funcional de las Trans-
Isoprenil Difosfato Sintasas que catalizan la condensacién 17'-1 de 2 isoprenil
difosfatos de 15 o 20 carbonos {Trans_[PPS-HH, NCB! - Conserved Domains). En
la Figura 4 se observa ¢l alineamiento de secuencias aminoacidicas de las 4
posibles enzimas PSY de M. domestica obtenidas junto con algunos representantes
de la familia génica que ya han sido caracterizados funcionalmente. En esta, se
indica que todos los genes identificados codifican proteinas que presentan los
principales motivos del dominio funcional que caracteriza a una PSY funcional (Guy
col., 1898; Pandit y col., 2000; Tansey y Shechter, 2000). Ademas, se observa que
a nivel del extremo N-terminal, donde se ubica el péptido seiial, existe una baja
identidad de secuencia. Adicionalmente, se predijo la localizacién celular de las
protefnas mediante la utilizacidn del software TargetP 1.1 en ia cual se determind
que al menos en Psy2 y 4 existe un péptido sefial de destinacion a plastidios, no
cbstante, dada lz baja conservacidn de éste, la localizacion celular debe

determinarse mediante analisis in vivo.
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Figura 4. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de distintas enzimas
codificadas por genes Psy. En la figura se observa el alineamiento de la secuencia aminoacidica
de las proteinas codificadas por los 4 genes identificados mediante analisis in silico y enzimas PSY
como AtPSY (Numero de acceso en GenBank: AAA32836.1), NpPSY (CAA55391.1), DkPSY
(ACM44688.1), ZmPSY (ACY70935.1), DcPSY1 (DQ192186.1) y DcPSY2 (DQ192187.1). Ademas
se indican el dominio funcional caracteristico de las enzimas PSY (Trans_IPPS-HH); las zonas ricas
en aspartato (rectangulos rojos), los residuos que cubren el sitio activo (rectangulos verdes) y
aquellos residuos que comprenden tanto el sitio activo como el bolsillo de unién al sustrato
(subrayados en negro). Aquellos residuos que se encuentran mayormente conservados entre las
proteinas analizadas se muestran sobre un fondo gris, a mayor tonalidad de este color mayor es el
grado de conservacion.

Respecto a las enzimas fitoeno desaturasa (PDS), estas se caracterizan por
poseer un dominio funcional que esta constituido principalmente por dos zonas, un
dominio de union a dinucledtidos y un dominio de union a carotenoides, ambos se
indican en la Figura 5. En ésta, se muestra el alineamiento muiltiple de secuencias
aminoacidicas de la posible enzima PDS de M. domestica con enzimas
previamente caracterizadas. Si bien existe una alta identidad en secuencia entre los
distintos representantes de enzimas PDS, nuevamente existe una baja identidad en
la porciéon N-terminal de las proteinas. Ademas, la porcién C-terminal posee todos

los elementos necesarios para sugerir que Pds codificaria una proteina




potencialmente funcional (Tuan y col., 2011; Yan y col., 2011). Por otro lado, al
predecir su localizacion celular mediante TargetP 1.1 se determiné que la

localizacion mas probable seria a plastidios.
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Figura 5. Allnaamlonto multiple de secuencias aminoacidicas de distintas enzimas codificadas
por genes Pds. Se muestra el alineamiento de la secuencia aminoacidica entre las proteinas
codificadas por el gen identificado mediante analisis in silico y otras enzimas PDS como son: AtPDS
(AAA20109.1), NpPDS (CAA55392.1), DkPDS (ACY78343.1), SIPDS (CAB59726.1) y DcPDS
(DQ222429.1). Ademas se indican los motivos caracteristicos de las enzimas PDS funcionales; un
dominio de union a dinucledtidos (rectangulo rojo) y un dominio de unién a carotenoides (rectangulo
verde). Aquellos residuos que se encuentran conservados entre las proteinas analizadas se

muestran sobre un fondo gris, a mayor tonalidad de este color mayor es el grado de conservacién.

El analisis descrito anteriormente también se realizé con las dos enzimas
licopeno B-ciclasas (LCYB) de M. domestica identificadas. En la Figura 6 se
muestra el alineamiento de secuencias aminoacidicas con otras licopeno B-
ciclasas, y diversos motivos que caracterizan a las ciclasas, en particular a las B-
ciclasas. (Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996). En la figura, se indica
un motivo de unién a dinucledtidos y otros motivos esenciales para la actividad

ciclasa que se encuentran en todas las LCYB funcionales de plantas descritas a la




fecha. Al analizar la localizacién celular de ambas proteinas (LCYB1 y LCYB2)

mediante TargetP 1.1, ambas resultaron ubicarse potencialmente en plastidios.
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de distintas enzimas codificadas
por genes Lcyb. Se muestra el alineamiento de la secuencia aminoacidica entre las proteinas
codificadas por los genes Lcyb de M. domestica y algunos representantes de enzimas LCYB que ya
han sido caracterizadas funcionalmente. Las proteinas utilizadas corresponden a; A!LCYB
(AEE74874.1), CsLCYB (AEQ29510.1), SLCYB (CAAB0170.1), DcLCYB1 (DQ192190.1) y DcLCYB2
(DQ192191.1). Ademas, se indican los motivos que caracterizan a una enzima LCYB funcional; un
dominio de unién a dinucleétidos (rectangulo rojo), un motivo especifico de ciclasas (rectangulo
naranjo), 4 regiones de alta conservacién en ciclasas (rectangulos verdes I-IV) y una regién de
aminoacidos cargados (rectangulo azul). Adicionalmente, se indican ciertos aminoacidos (linea
negra) que han sido descritos como esenciales para la actividad B-ciclasa de la enzima. Aquellos
residuos que se encuentran mayormente conservados entre las proteinas analizadas se muestran
sobre un fondo gris, a mayor tonalidad de este color mayor es el grado de conservacion.

Adicionalmente, se construyeron arboles filogenéticos para dilucidar el
origen evolutivo de las distintas enzimas identificadas (Figura 7), dado que para las
proteinas PSY y LCYB, este origen puede dar indicios de su funcién o
especificidad. En la Figura 7A, se observan 3 grupos constituidos principalmente
por las enzimas PSY provenientes de bacterias, algas verdes y plantas superiores,

perteneciendo a este ultimo grupo las 4 PSY identificadas en M. domestica.




Ademas, se observa que PSY3 perienece a un clado que agrupa a distintas PSY
provenientes de dicotiledéneas como 8. lycopersicum, A. thaliana, D. carofa y
Manihot esculenta, diferenciado claramente de ofro que agrupa a distintas PSY1
provenientes de monocotileddneas. Por otro lado, PSY2 y PSY4, aparecen en un
clado mas alejado de los dos mencionados anteriormente que agrupa a
representantes de dicotiledéneas (PSY1 de D. carola) y monocotiledéneas (PSY2
de Z. mays y O. sativa) Ademas, es importante mencionar que ambas aparecen
estrechamente relacionadas, ya que comparten cerca de un 93% de identidad de
secuencia aminoacidica. También se indica en la figura un clado descrito
recientemente que agrupa a enzimas PSY3 provenientes de monocotiledéneas que
se caracterizan por estar involucradas en respuestas mediadas por distintos tipos
de estrés abidtico (Li y col., 2008; Welsch y col., 2008; Arango y col., 2010).
Finalmente y alejada aparentemente de los clados anteriormente descritos, aparece
PSY1, sin embargo, dado que esta proteina es codificada por el gen Psy1, del cual
no se encontrd evidencia para determinar su estructura génica completa y por ende,
la secuencia utilizada no esté validada mediante EST. En la Figura 7B se indican
las relaciones filogenéticas de las enzimas LCYB1 y LCYBZ. En ella se muestra que
ambas proteinas predichas pertenecen a un clado que comprende a LCYBs
provenientes de plantas superiores alejadas evolutivamente de representantes
bacterianos o fiingicos. El clado que agrupa a todas las LCYB vegetales puede ser
dividido en dos subfamilias; una cloroplasto-especifica y una cromoplasto-
especifica. Mientras que LCYB1 pareciera ser un miembro de ia subfamilia
cloroplasto-especifica, LCYB2 perteneceria al clado que define a la subfamilia
cromoplasto-especifica. Respecto a las enzimas PDS existe muy poca informacién
disponible como para asociar una relacion filogenética a una especializacién o

especificidad de la enzima.
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Figura 7. Analisis filogenético de las posibles enzimas PSY y LCYB de M.domestica. En la
figura se muestra el arbol filogenético construido con MEGA 5.05 a partir del alineamiento de las
secuencias aminoacidicas deducidas de los genes Psy1, Psy2, Psy3, Psy4, Lcyb1y Lcyb2. En A se
muestra el arbol correspondiente a las enzimas PSY, en el cual se indican distintos clados en
colores, segun el origen de la enzima (Verde: plantas superiores, naranjo: algas verdes y celeste:
origen bacteriano). En B se muestra el arbol correspondiente a las enzimas LCYB y cada clado
también ha sido coloreado para indicar el origen de la enzima (Verde: subfamilia 1 vegetal, amarillo:
subfamilia 2 vegetal, celeste: origen bacteriano y rosado: origen flingico). Las posibles proteinas de
M.domestica pertinentes a este estudio han sido enmarcadas en un rectangulo rojo. Los cédigos de
acceso para las proteinas utilizadas en la construccion de este arbol se indican en Materiales y
Métodos.




3.2 Evaluacion de la Expresion de los Genes Psy, Pds y Lcyb en Frutos y en

Hojas de M. domestica cv. Fuji.

Para evaluar la expresion de los distintos genes carotenogénicos
identificados mediante el analisis in silico se optimizé un protocolo de extraccién de
ARN a partir de hojas y frutos de manzano en distintos estadios de maduracién.
Posteriormente y comprobada la calidad del ARN obtenido, se procedi6 a la sintesis
del ADNc que pemitié el andlisis de expresion tanto tejido especifica (fruto y hoja)
como temporalmente a fravés de distintos estadios de desarrollo de fruto mediante

gPCR.

3.2.1 Extraccion de ARN Total a partir de Tejidos de M. domestica

Se extrajo ARN total tanto de frutos como de hojas utilizando una
modificacion del protocolo descrito por Meisel y cols. (2005). Posteriormente, se
evaluo la cantidad y calidad de éste mediante espectrofotometria y geles de
agarosa denaturante, tal y como se describe en Materiales y Métodos. En el caso
de frutos, se definieron 3 estadios de maduracién: E1, E2 y E3 basados en
parametros que caracterizan la maduracion del fruto como; coloracién de la piel,
dias post-antesis y contenido de almidén en el hipanto (Figura 8). En cada estadio
se consideraron 3 grupos constituidos por 3 frutos cada uno. Respecto a las hojas,
se escogieron hojas maduras con caracteristicas similares en tamario y color (3

grupos de 3 hojas cada uno).
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Figura 8. Estadios de desarrollo del fruto utilizados en el analisis de expresién génica y
composicion de carotenoides. Se indica un fruto representativo de cada estadio de
desarrolio. En E1 se muestra un fruto verde de 127 dpa con una coloracién verde en la piel,
en E2 se indica un fruto que comienza su maduracién de 168 dpa con una coloracién
intermedia entre E1 y E3, mientras que en E3 se muestra un fruto maduro de 211 dpa con una
piel rojiza clara sobre un fondo verdoso amarillento, caracteristica de M.domestica cv Fuji.

Una vez extraido el ARN total de hojas y frutos se procedié a la sintesis del
ADNc. Para verificar tanto la calidad como la uniformidad respecto a la
concentracion del ADNc de cada muestra, se amplific6 mediante PCR un fragmento
de 156 pb correspondiente al gen de actina de M. domestica. En la Figura 9 se
muestra la amplificacion homogénea del fragmento en todas las muestras
analizadas. Ademas, se aprecia que ninguna de las muestras de ADNc presenta
remanentes de ADN genémico en el ARN total utilizado como molde para la
reaccion de sintesis de ADNc (Control (-), Figura 9A y B). Los ADNc tanto de hojas
como de frutos en estadio E3 se utilizaron en el andlisis de expresion diferencial
entre frutos y hojas de M. domestica, mientras que los ADNc provenientes de
distintos estadios de maduracién del fruto se utilizaron para observar la expresién

de los genes en estudio a través del desarrollo de este tejido.




Figura 9. Amplificacion del gen actina desde ADNc de hojas y frutos en distintos
estadios de desatrollo. En la figura se observa un fragmento de aproximadamente 150
pb con una intensidad de banda homogénea entre todas las muestras. A) Se observa la
amplificacion del fragmento de actina en todas las muestras de hoja analizadas (H1-H3).
B) Se observa la amplificacion del mismo fragmento para cada uno de los estadios de
maduracion del fruto estudiados (E1-E3) con sus respectivas replicas biolégicas (A-C). (=):
control negativo en el que se ha utilizado ARN tratado con DNAsa | como molde de [a
reaccion de PCR. €-r Sin agregar ADNc & la reaccidn y C+: Muestra de ADNc
previamente analizade. MP: Marcador de peso malecular 1 Kb.

3.2.2. Analisis de Expresién de los Genes Psy, Pds y Lcyb en Frutos Maduros

y Hojas de M. domestica.

Para evaluar la expresidn de los genes carotenogénicos mediante gPCR, se
diseftaron partidores especificos a cada uno de ellos (Tabla lIl, ademas se indica la
regién amplificada en la Figura 3). En una primera instancia se evalué la cantidad
relativa del ARNm de cada uno de estos genes para comparar su expresién en
hojas y frutos maduros de manzano (Estadioc E3). En la Figura 10 se ilustra la
comparacién entre la expresion en hojas y frutos de cada uno de los genes
carotenogeénicos estudiados (Psy?, Psy2, Psy3, Psy4, Pds, Lcyb1 y Lcyb2). A
través de este analisis se logré concluir que los genes Psy?, Psy2 y Leyb2, se

expresan preferentemente en frutos de manzano. Estos 3 genes se expresan




alrededor de 4 a 6 veces mds en el hipanto de frutos maduros que en hojas de M.
domestica (Figura 10A, B y G respectivamente). Por el contrario los genes Psy3,
Psy4 y Lcyb1, se expresan preferencialmente en hojas de manzano, Con relacion a
estos, Psy3 se expresa alrededor de 4 veces mas en hojas que en frutos, Psy4
aproximadamente 6 a 7 veces y Lcyb? entre 2 y 3 veces (Figura 10C, D y F
respectivamente). Por Cltimo, respecto al gen Pds se encontré que no existian
diferencias significativas respecto a su expresion al compararla en hojas y frutos
(Figura 10E), También se compararon los niveles de expresion de todos los genes
recién descritos en una sola figura (Figura 11) de tal manera de poder determinar
cudles transcritos son mas abundantes en hojas y fruto maduro. En ésta se observa
que el caso de los genes Psy, los mensajeros mas abundantes corresponden a los
genes Psy2? y Psy3, mientras que la expresion de los genes Fsy’ vy Psy4 es
alrededor de 3 y 2 ordenes menor, respectivamente. Por ofro lado, respecto a la
abundancia de los transcritos de los genes Leyb7 y Leyb2 solo se observa la
expresion diferencial en ambos tejidos ya mencionada anteriormente, pero lo
niveles de transcritos de ambos genes se encuentran dentro del mismo orden de
magnitud. Ademas, es importante mencionar que de todos los genes analizados, el
gen Pds correspondié al transcrito mas abundante en ambos tejidos analizados

(Frutos en estadio E3 y hojas).
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Figura 10. Niveles de expresion de los distintos genes Psy, Pds y Lcyb de M. domestica en
hojas y frutos maduros. A-G: Expresion de los genes carotenogénicos Psy1, Psy2, Psy3, Psy4,
Pds, Lcyb1 y Lcyb2 respectivamente, cada valor corresponde al promedio de 3 replicas biolégicas,
donde cada replica esta constituida por una mezcla de tres tejidos (frutos u hojas) provenientes de
arboles distintos. Los valores de expresion relativa fueron normalizados respecto al gen actina y en
cada grafico se utilizé como calibrador el gen que poseia menor expresién independientemente del
tejido. Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada valor comparando siempre fruto y
hoja, esta diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no pareado. *: p<0.05; **:
p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 11 Expresion relativa de los transcritos de los genes Psy, Pds y Lcyb en
diferentes tejidos de M. domestica. En la figura se muestran los niveles de expresién
relativa de los mensajeros de los genes carotenogénicos identificados en este estudio
tanto en frutos maduros como hojas. Los niveles de transcrito se normalizaron respecto
a la expresion del gen de actina y se utilizé como calibrador la expresion en hoja de
Psy1. Los valores representan el promedio de 3 replicas, cada una de estas
corresponde a una mezcla de 3 tejidos provenientes de plantas distintas pero
seleccionadas bajo el mismo criterio. El analisis estadistico entre tejidos para cada uno
de los genes, se indica en la figura 10.

3.2.3. Analisis de Expresion de los Genes Psy, Pds y Lcyb en distintos

Estadios de Desarrollo del Fruto de M.domestica.

Dado que la acumulacion de pigmentos carotenoides en frutos esta
asociada generalmente a una regulacién transcripcional de los genes involucrados
en la biosintesis de estos, se evalué mediante qPCR la expresién de los genes
carotenogénicos de M. domestica en distintos estadios de maduracién de fruto
(Figura 12). Respecto a los genes Pds, Lcyb? y Lcyb2 (Figura 12E, F y G,
respectivamente) no se observaron cambios significativos respecto a su expresion
durante el desarrollo del fruto. Por otro lado, en la mayoria de los genes Psy se
observo una regulacion transcripcional, ya sea de forma negativa o positiva, durante

el desarrollo del fruto. Por un lado, la expresion de los genes Psy2 y Psy4




disminuye 5 veces y 1 vez en el estadioc E2 comparado con E1, respectivamente.
En el primer caso esta disminucidén se mantiene hasta el estadio E3 (Figura 12B),
mientras que en el caso de Psy4, no existe evidencia suficiente para afirmar que
esa disminucién se mantenga o varié en E3 (Figura 12D). En Psy3 también existe
una variacion en los niveles de expresidn, no obstante, en este caso existe un
aumento de 2 a 3 veces en la cantidad de transcrito presente en E3 al ser
comparada con E1 (Figura 12C). Finalmente, en el case de Psy7 no se observaron
diferencias significativas en sus niveles de expresion durante los distintos estadios
analizados. Nuevamente, al comparar la expresién de todos los genes durante el
desarrollo de frutos de manzano se pudo observar la abundancia relativa de cada
transcrito (Figura 13). Respecto a esto, si bien existe una disminucién en Ia
expresion en los genes Psy2 y Psy4 (en este Gltimo caso esta disminucién es de E1
a E2), la cantidad relativa de transcrito de Psy2 es mucho mayor que la cantidad de
Psy4. Ademas Psy2 comresponde al gen con mayores niveles de expresion en el
estadio E1 de frutos de manzano (fruto inmaduro verde), sin embargo, a medida
que el fruto madura los niveles de transcrito disminuyen alrededor de 5 veces, Por
el contrario en el caso de Psy3, se mencionod que existia una tendencia de aumento
en su expresion a medida que el fruto maduraba, este aumento lleva los niveles de
expresion del gen a valores similares que los genes Psy2, Pds, Lcyb1y Loyb2. Por
dltimo, y como se menciond en la figura 11, los niveles de expresién de los genes
Psy1y Psy4 también son muy bajos al ser comparados con el resto de los genes
carotenogenicos identificados en M. domestica en los distintos estadios de

maduracion de fruto.
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Figura 12. Niveles de expresion relativa de los genes Psy, Pds y Lcyb de M. domestica
durante la maduracion del fruto. E1, E2 y E3: corresponden a los distintos estadios de
maduracion del fruto descritos en la figura 6.A-G: Expresion de los genes carotenogénicos Psy7,
Psy2, Psy3, Psy4, Pds, Lcyb1 y Leyb2 respectivamente, cada valor corresponde al promedio de 3
replicas biolégicas, donde cada replica esta constituida por una mezcla de tres frutos provenientes
de arboles distintos Los valores de expresién relativa fueron normalizados respecto al gen actina
y en cada grafico se utilizé6 como calibrador el gen que poseia menor expresién. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre los estadios sefialados, estas diferencias se determinaron
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por un test de T de dos colas. no pareado. *: p<0.05; **: p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 13. Expresion relativa de los transcritos de los genes Psy, Pds y Lcyb
durante el desarrollo de frutos de M. domestica. En la figura se muestran los niveles
de expresion relativa de los genes Psy, Pds y Lcyb durante los distintos estadios de
desarrollo de fruto analizado (E1, E2 y E3). Los niveles de transcrito se normalizaron
respecto a la expresion del gen de actina (MdActin) y se utilizé como calibrador la
expresion en fruto en estadio E1 de Psy7.Los valores representan el promedio de 3
replicas, cada una de estas corresponde a una mezcla de 3 frutos provenientes de
plantas distintas pero seleccionadas bajo el mismo criterio.




3.3. Determinacion del Contenido de Pigmentos Carotenoides en Frutos de

M.domestica.

Para conocer la composicion y concentracion de pigmentos carotenoides en
el hipanto de frutos de M.domestica se realiz6 una extraccién de pigmentos, la
cuantificacién de carotenoides totales mediante espectrofotometria v la
determinacién de la concentracién de algunos de los principales compuestos
carotenoides {Luteina y B-caroteno) mediante HPLC (Figura 14). Este objetivo se
realizé con el fin de observar si existe una correlacién entre los niveles de expresién
de los genes carotenogénicos en frutos de manzano (Psy?, Psy2, Psy3, Psy4, Pds,
Leyb? y Leyb2) y la concentracion de algunos de los principales compuestos

carotenoides a través de la maduracion del fruto.

En la figura 14 se puede observar que al cuantificar los carotenoides totales
(carotenos y xantdfilas en este caso particular) se evidencia un incremento que
correlaciona positivamente con el estadio de maduracién del fruto, comenzando con
1 a 2 ug/g de peso seco en E1 y alcanzando valores cercanos a los 5 a 6 pg/g de
peso seco en E3 (Figura 14A). Este incremento también se puede observar en unc
de los principales pigmentos carotencides, el B-caroteno, cuya concentracidn
aumenta alrededor de 3 veces en E3 al ser comparado con un estadio E1
alcanzando valores cercanos a los 0.6 pg/g de peso seco (Figura 14B). En una
rama opuesta a la del B-carotenc en [a ruta de biosintesis de caroiencides se
encuentra la luteina, cuya concentracién presenta un correlacion inversa con el
desarrollo del fruto (Figura 14C), disminuyendo alrededor de 15 veces en el estadio
E2 y sosteniendo esa disminucién hasta E3. Por otro lado, también se cuantificé la
clorofifa presente en el fruto a través de su desarrollo por tener una estrecha
relacién funcional con los carotenocides (Figura 14D) y se observé que existia una

disminuciéon progresiva de esta cantidad de pigmento a medida que el fruto
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maduraba, disminucién que va desde los 3 a 4 pg/g de peso seco hasta menos de

1 pg/g de peso seco en el ultimo estadio de maduracion de fruto evaluado.
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Figura 14. Concentracién de pigmentos en distintos estadios de desarrolio de frutos
de M.domestica. Evaluacion mediante espectrofotometria y HPLC de la composicién y
concentracion de pigmentos durante la maduracion del fruto de manzano. Cada barra
corresponde a la cuantificacion del determinado carotenoide utilizando 3 muestras
compuestas de tres frutos distintos cada una. Los estadios de maduracién E1, E2 y E3
corresponden a los sefialados en la figura 6. A: Cantidad de carotenoides totales (carotenos
y xantofilas), B: Cantidad de B-caroteno, C: Cantidad de luteina y D: Cantidad de clorofila,
incluyendo clorofila a y b. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los estadios
sefialados, estas diferencias se determinaron por un test de T de dos colas, no pareado. *:
p<0.05; **: p<0.01; *** p<0.001.




4. DISCUSION
4.1. Identificacién de las Secuencias Nucleotidicas de los Genes Psy, Pds 'y

Lcyb en M. domestica.

El principal objetivo de este trabajo es entregar una primera aproximacion al
procesc de carotenogenesis en M.domestica, centrandose para ello en uno de los
principales puntos de regulacién en esta ruta; la regulacion de la transcripcién
génica de genes claves en este proceso (Psy, Pds y Lcyb) vy la correlacion de ésta
con la abundancia de pigmentos carotenocides en el hipanto. En el caso de los
genes Psy y Pds, estos fueron seleccionados por su particularidad de ser descritos
en diversos modelos vegetales como las principales etapas [imitantes en la
produccidn de pigmentos carotenoides (Hirschberg, 2001; Fraser y Bramley, 2004;
Cazzonelll y Pogson, 2010). Ademas, PDS posee la particularidad de ser la primera
enzima en participar en la sintesis de un pigmento coloreado en la ruta, razén por la
cual ha sido objeto de multiples investigaciones que buscan manipular el contenido
de carotenocides en especies vegetales (Mann y col., 1994; Li y col., 1996; Zhu y
col., 2002; Kim y col., 2012). Por ofro lado, la inclusién del gen Lcyb recae en
responsabilidad directa en la sintesis de B-caroteno, el carotenoide que ha
reporiado mayor beneficio para la salud humana a la fecha (Haskell, 2012;

Horcajada y Offord, 2012; Kabat y col., 2012).

Para lograr este objetivo, la primera aproximacion consistid en utilizar el
reciente borrador del genoma de M.domestica para identificar los genes de interés
en este Seminario de Titulo. Dada la condicion de “borrador” de esta informacion,
uno de los mayores problemas fue discriminar la informacién proveniente del
ensamblaje errdneo de los contigos. Es por esto que se descarté la utilizacion de
programas capaces de predecir estructura génica (exones e intrones) y se optd

principaimente por e! uso de librerias de expresidn, como es el caso de bases de
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datos de EST. Una clara alusién a este problema se puede observar al comparar
las Tablas IV y V, ya que la primera tabla es generada utilizando aquellos
programas que predicen patrones de estructura génica, mientras que la segunda es
una tabla generada utilizando librerias de secuencias de expresion (EST). Al
comparar ambas tablas podemos observar en primera instancia que en la Tabla IV
aparece un nimero mayor de genes candidatos, sin embargo, muchos de éstos
poseen una longitud de transcrito menor a lo descrito en la {iteratura o carecen de
los sitios necesarios para inferir que la enzima codificada es capaz de cumplir una
funcién bioldgica. Por ofro lado al construir una tabla que complementa la
informacion del genoma de M. domestica con librerias de expresién (Tabla V), se
observa una considerable disminucion de los posibles genes potencialmente
funcionales, en donde ademds la mayoria de los genes descritos poseen una
longitud de transcrito acorde a la literatura y ademas el porcentaje de identidad de
secuencia aminoacidica con enzimas provenientes de ofras especies, aumenta
considerablemente, dando cuenta de una mejor representatividad en esta
prediccion. Esta ultima idea es reforzada, por el hecho de que las especies que
aparecen con un mayor porcentaje de identidad a las enzimas codificadas en
manzano en la Tabla V, corresponden en gran parte a especies del género
Eriohotrya, Fragaria y Prunus, géneros representativos de ia familia Rosaceae,
cosa que no sucede con fa prediccion entregada por GDR en la Tabla IV. A pesar
de esto, Psy7y Lcyb2, no poseen un alto porcentaje de identidad de secuencia con
enzimas de la misma familia, lo que se puede explicar en el caso de Psy7 teniendo
en cuenta que corresponde al Unico gen del cual no se tenia evidencia de su
expresion en M. domestica y se utilizé un criterio distinto para su inclusidén en este

trabajo. {
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Por ofro lado, ofro hecho importante de mencionar es la identidad de
secuencia nucleotidica entre el gen Psy3 y Psy5 (> 99.5%), que si bien puede ser
producto de una duplicacién génica ancestral, también puede deberse a un error de
ensamblaje cometido debido a ia alta complejidad del genoma de M. domestica.
Esta hipétesis se apoya en el origen evolutivo de! manzano, pues el contenido
génico y el orden de los cromosomas ensamblados, sugiere que han ocurrido dos
eventos de duplicacién del genoma, una antigua y ofra reciente en términos
evolutivos (Velasco y col., 2010). Ademas, ciertas zonas del genoma se repiten 6
veces, dando a entender que al parecer M. domestica posee un ancestro
hexaploide (Giovannoni, 2010). Si bien estos datos pueden apoyar la teoria de
duplicacién génica, la extension de Ia alta identidad nucleotidica entre ambos genes
(gran parte de la zona promotora) podria sugerir que este primer borrador de
genoma posee aun errores de ensamblaje debido al alto nGmero de zonas
duplicadas. Respecto a lo mismo llama la atencién también, la alta similitud entre
las secuencias nucleotidicas de los genes Psy2 y Psy4 (cercana al 90%), pues
debido a esto para el andlisis de su expresion en tejidos de manzano se debi6
utilizar parte de su regién 5 no traducible (Figura 3), region en donde eran
claramente distinguibles uno dei otro, hecho que no sucedié con los genes Psy3 'y

Psys.

Ahora bien, en nuestro laboratorio y con el objetivo de demostrar la
funcionalidad de las enzimas codificadas por los genes predichos, se ufiliza
Escherichia coli como sistema de expresion heterbloga de enzimas
carotenogénicas. Para realizar esto es un requisito tener informacién certera de la
secuencia de los genes a estudiar, y bajo este contexto los genes Lcyb?y Leyb2 se
aislaron a partir de ADNc de M. domestica observandose una alta correlacion entre

el gen predicho y la secuencia obtenida luego de ser clonada y secuenciada (Diaz,
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2013), demostrando la certeza en la prediccién de estructura génica realizada en

este frabajo.

4.2. Expresién de los Genes Psy, Pds y Lcyb en Frutos y Hojas de

M.domestica.

En primera instancia, se evalud la expresion de los genes Psy, Pds y Lcyb en
la pulpa o hipanto de frutos y hojas maduras. Esto principaimente debido a que
cuando existe mas de un gen que codifica para isoenzimas carotenogénicas, se ha
reportado la expresion érgano especifica de éstas, vinculando su expresién a su
funcion en hojas o frutos (Fraser y col,, 1994; Ronen v col., 1999; Mendes y col.,
2011). En el caso particular del tomate (S.lycopersicumn) por ejemplo, los genes
Psy1 y Lcyb1 estan vinculados a la sintesis de carotenoides en tgjidos verdes,
como la hoja, mientras que Psy2 y Cycb (nombre que recibe el gen Lcyb
cromoplastico en tomate) a flores y frutos {Fraser y col., 1999; Giorio y col., 2008).
Ademas, el bajo contenido de carotenoides en el hipanto (6 g/ de peso seco en
E3, Figura 14A), podria deberse a bases genéticas, de las cuales asoma como
principal responsable la regulacion transcripcional de los genes codificantes de las

enzimas limitantes en la carotenogénesis (Ampomah-Dwamena y col., 2012).

Tomando en cuenta estos antecedentes recién mencionados, se analizé la
expresion de los genes carotenogeénicos identificados en frutos maduros y en hojas
maduras, dado que en los cloroplastos de tejidos fotosintéticamente activos es
donde los carotenoides cumplen una funcién esencial (Ritz y col., 2000; Koyama y
col., 2004; Bode y col., 2009) y por lo tanto, Ios genes deben ser expresados. Este
analisis, corrobord algunas de las observaciones realizadas en el analisis
filogenético de las posibles enzimas PSY y LCYB de M. domestica (Figura 7). En
este arbol, se observd que LCYB1 perienecia a una subfamilia cloroplasto-

especifica, mientras que LCYB2, pertenecerfa al clado que define a la subfamilia
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cromoplasto-especifica, plastidios encontrados en 6érganos sumideros, como el
fruto. Al realizar el andlisis de expresién de los genes Lcyb en ambos tejidos
(Figura 10F y G), se vio que Lcyb7 posela una mayor expresién en hojas maduras,
mientras que Leyb2 en frutos, resultados consecuentes con lo visto anteriormente

en el arbol filogenético.

En el caso de los genes Psy, también se encontré una expresion diferencial
entre hojas y frutos maduros. Respecto a los genes Psy2 y Psy4, a pesar de
compartir un crigen evolutivo muy similar (Figura 7) y que se refieja en una alta
identidad de secuencia aminoacidica (> 93 %), presentan un patrén de expresion
muy diferente. Pues, mientras que Psy2 se expresa preferentemente en frutos,
Psy4 lo hace en hojas (figura 10B y D). Psy7 comparie una expresion preferencial
en frutos junto a Psy2 (Figura 10A), no obstante, los niveles de iranscrito de este
gen son despreciables en comparacion a las otras Psy de M. domestica (Figura
11), y es importante recordar que este gen fue el Gnico del cual no se tenfa
evidencia alguna de expresién mediante las bases de datos utilizadas. Esto en
particular, puede haber sido desencadenado por una prediccién incorrecta de la
estructura génica, hecho que es reflejado tanto en el bajo porcentaje de identidad
de secuencia con ofras proteinas en comparacion a las otras PSY de M. domestica
(Tabla V) como a lo alejado evolutivamente que se encuentra la proteina codificada
del resio de PSY descritas en la literatura, pues constituye un clado (nico sin
referentes aparentes (Figura 7). Una de las posibles explicaciones a la mala
prediccién de la estructura génica de Psy7 es que en ninguna de las librerias de
EST utilizadas consideraba la expresion de genes en M. domestica bajo
condiciones de estrés abidtico (Sequia, salinidad o altas/bajas temperaturas). Esto
puede ser un factor relevante dado que existe un grupo especializado de genes

Psy, al cual podria pertenecer Psy7, descritos en especies monocotiledéneas como
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sorgo, maiz y arroz (Li y col., 2008) cuya expresién solo aumenta bajo condiciones
de estrés abidtico. Ademds, si blen esta expresién diferencial fue inicialmente
descrita para especies monocotiledéneas también ha sido descrita para especies

dicotiledoneas como la yuca (M. esculenta){Arango y col., 2010).

Si bien la expresion de los genes Psy? y Psy4 es considerablemente menor
que la de los genes Psy2 y Psy3 (Figura 11 y 13), no podemos sdlo con estos
resultados hablar de una menor relevancia biolégica desde el punto de vista de la
carotenogénesis, pues es necesario primero demostrar que las enzimas codificadas

por estos genes sean funcionales.

Respecto al gen Pds, no se observaron cambios significativos al comparar
hojas y frutos maduros (Figura 10E) y durante los distintos estadios de maduracién
analizados (Figura 12E) Por lo tanto, la caracteristica de ser la tinica copia en el
genoma de M. domestica y la expresién constante durante la maduracién del fruto
pero comparable a la expresion en hojas maduras, hacen de Pds un candidato poco
probable a representar un factor iimitante en la biosintesis de carotenoides en

hipanto de manzanas.

4.3. Contenido de Carotenoides y Expresién de Genes Carotenogénicos

durante la Maduracidn del Fruto en Wf.domestica.

Para buscar explicaciones al bajo contenido de carotenoides en el hipanto
de manzanas, se evalué si existia correlacién entre el contenido de carotenoides y
la expresibn de los genes carotencgénicos durante distintos estadios de
maduracion de este fruto. Esto debido a que existen tejidos de reserva como frutos
(Naranja y Tomate), semillas (Trigo y Malz) y raices modificadas (Zanahoria y
Yuca) en los cuales el aumento en el contenido carotenogénico de éstos, durante la

maduracién del tejido, se correlaciona con un aumento de la franscripcién de los
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genes de la ruta carotenogénica (Fraser y col., 1994; Alquezar y col., 2008; Clotault

y col., 2008; Liy col., 2008; Vallabhaneni y Wurtzel, 2009; Welsch y col., 2010).

Respecto a esto, los datos obtenidos mediante HPLC y espectrofotometria
mostraron una tendencia al aumento en el contenido de carotenoides totales
durante la maduracién de la manzana (Figura 14A). Los pigmentos de mayor
concentracion en el hipanto correspondieron a luteina, clorofila (a2 y b) y B-caroteno
alcanzando valores aproximados de 0.3, 0.01 y 0.6 ug/g de peso seco en el tltimo
estadio evaluado, correspondiente a un fruto completamente maduro (Figura 14).
Mientras que en los dos primeros, se observé una disminucion progresiva a medida
que maduraba el fruto (Figura 14C y D), en el caso particular de B-caroteno, se
observé una correlacion positiva con el proceso de maduracion (Figura 14B). Este
aumento de B-caroteno, correlaciona también con el aumento en los carotenoides
totales (6 pg/g de peso seco en E3, Figura 14A). En consecuencia con esto, el
aumento de carotenoides durante el desarrollo de! fruto podria relacionarse con la
regulacién transcripcional positiva del gen Psy3 (Figura 12C), reforzando en cierta
manera la hipotesis que establece la importancia de los genes Psy y la regulacion
de la ruta de biosintesis de carotenoides en M.domestica. Esta correlacién entre
niveles de expresién de genes Psy y contenido carotenogénico ya ha sido reportada
previamente en otros tejidos como rafz de zanahoria (Stange y col., 2008), naranjas
(Rodrigo y col., 2004), limones (Kato y col., 2004) y tomate (Namitha y col., 2011),
entre otros. Sin embargo, esta regulacién no es capaz de reflejarse en un aumento
visible de los pigmentos en el hipanto de manzanas (Figura 14). Ademas, Psy2, de
expresion preferente en frutos, disminuye su expresién durante la maduracion, en
conjunto a Psy4 (Figura 12B y D), por lo que ofras razones, distinta a Ia regulacion
transcripcional, podrian dar cuenta de la baja cantidad de pigmentos en el hipanto

de manzana. Ahora bien, las actividades de las enzimas PSY2, PSY3 y PSY4
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también podrfan explicar la baja cantidad de pigmentos en el hipanto,
especialmente de PSY2, pues es el franscrito de ésta el que se transcribe
preferencialmente en frutos y cuya expresion disminuye alrededor de 5 a 6 veces
respecto al estadio E1 (Figura 12B). Por ofro lado, al analizar la expresién de Psy,
Pds1, Leyb1 y Lecyb2 durante el desarrolio del fruto, no se observé regulacion
alguna sobre el nivel de transcrito de estos genes (Figura 12A, E, F y G), de
manera de evidenciar alguna correlacién entre los niveles de transcrito y los niveles

de pigmentos carotenoides en la puipa de ia manzana.

El aumento en la produccién de #-caroteno en desmedro de luteina, durante
la maduracién del fruto (Figura 14C) puede relacionarse a la disminucién de la
expresion de Lcye, la cual ya fue reportado recientemente (Ampomah-Dwamena y
col., 2012}, Mientras que, la disminucion progresiva de clorofila durante la
maduracidn, puede ser explicada por la disminucion de GGPP disponible, pues
GGPP es un precursor comin a otras vias de biosintesis como; giberelinas,
tocoferoles y clorofilas (Botella-Pavia y col., 2004). Por lo tanto, PSY podria estar
desviando el flujo de metabolitos preferencialmente hacia la ruta de biosintesis de
carotenoides y al mismo tiempo disminuyendo la disponibilidad de estos para la ruta
de biosintesis de clorofilas, explicando el comportamiento de este (iltimo durante la

maduracion del fruto de M.domestica.
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4.4 Carotenogénesis en Frutos de M. Domestica.

En vista de los resultados se proponen algunas hipotesis para explicar el bajo
contenido de pigmentos carotencides en la manzana. Una de elias se basa en la
regulacion transcripcional de los genes Psy durante la maduracion del fruto, pues la
enzima PSY corresponde al primer paso en la biosintesis de carotenoides y en
plantas como A.thaliana y tomate (S./ycopersicum) ha sido reportada como el paso
limitante de la via de sintesis y que define a grandes rasgos el contenido de
carotenoides final del iejido en donde estan presentes (Fraser y col., 2007;
Rodriguez-Villalon y col., 2009; Cazzonelli y Pogson, 2010). Ademés, se ha
encontrado que PSY, mediante retroalimentacion positiva, regula los niveles de 1-
deoxi-D-xilulosa 5-fosfato {DXP) que a su vez es capaz de producir los precursores
necesarios para la ruta de biosintesis de carotenoides {Rodriguez-Villalon y col.,
2009). No obstante, la regulacién de la transcripcién no es el unico factor que
podria explicar la baja cantidad de carotenoides en el hipanto de la manzana, pues
aun falta evidencia respecto a la regulacién post traduccional y la actividad de las
enzimas carotenogénicas. Relacionado a esto, el gen Leyb2 se expresa constante y
preferentemente en fruto, sin embargo, recientemente en nuestro laboratotio hemos
demostrado mediante complementacion heterdloga que solo LCYB1 pareciera ser
funcional y no asf LCYB2 (Diaz, 2013), lo cual podria responder en parte la

evidente limitacién en la formacion de B-caroteno en el fruto.

Por ofro lado, las conceniraciones finales de carotenoides en un tejido
también dependeran de tasa de recambio de estos pigmentos, la cual es explicada
por la sintesis y por la degradacion de los carotenoides en un tejido. Esto implica
que existe la posibilidad de que éstos sean degradados a apocarotencides y quede
por lo tanto sélo un remanente en el hipanto de manzana. Asimismo, existen

diversas publicaciones que han descrito que si la actividad de las enzimas que
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degradan carotenoides, las carotenoide dioxigenasas (CCDs) es baja o disminuye
la expresion de los genes Ccd, los niveles de carotencides aumentan
significativamente (Floss y col., 2008; Campbell y col., 2010; Brandi vy col., 2011).
Por lo tanto la medicién de los niveles de expresion de esta familia génica junto con
la actividad de las enzimas codificadas es una posibilidad aun no explorada

completamente.

Adicionalmente a lo expuesto, en un estudio realizado en paralelo a este
Seminario de Titulo en el cual se analizaron diversas especies de manzanas con
fenotipos contrastantes respecto a la acumulacién de pigmentos carotenoides e
incluyendo variedades comerciales como “Royal Gala” y “Granny Smith”, se detecté
que la baja expresion del gen Criiso correlaciona con el bajo contenido de
carotenoides en el fruto (Ampomah-Dwamena y col., 2012), Este gen es
responsable de codificar la enzima encargada de la isomerizacion a all-trans-
licopeno, no obstante, al analizar el contenido de carotencides en hipanto de
manzanas, no se observaron cantidades cuantificables del precursor cis-licopeno
(Datos no mostrados), unos de los requerimientos para demostrar que la actividad
enzimatica de CRTISO corresponde a un paso limitante en la carotenogenesis de
M. domestica durante la maduracion del frufo. Ademas, en este mismo estudio se
menciona que la expresion de los genes Psy pareciera no mostrar una correlacion
evidente con el contenido de carotenoides en frutos. Esto afecta directamente una
de nuestras hipétesis, sin embargo, en esta Uitima investigacion los genes fueron
analizados utilizando partidores consenso que permitfan evaluar la expresién global
de los genes Psy, por lo que existe un claro enmascaramiento del efecto individual

de cada uno de los genes Psy por separado(Ampomah-Dwamena y col., 2012).

Por dltimo, si bien el contenido de B-caroteno en la pulpa de la manzana

aumenta durante la maduracion, los niveles alcanzados son muy bajos en
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comparacion a otras especies (Tabla 1), ya que considerando el contenido de agua
de la manzana, el contenido de B-caroteno alcanza los 0.09 pg/g de peso fresco en
el hipanto. Estos valores son muy similares a los niveles de p-caroteno encontrados
en Fragaria x ananassa {frutilla) y Solanum tuberosum (papa), cofrespondiendo a
0.07 y 0.06 pg/g de peso fresco respectivamente. Esto es especialmente
interesante, debido a que en el caso de S.fuberosum, se ha logrado aumentar
considerablemente el contenido de pigmentos carotenoides totales y B-caroteno en
sus tubérculos (20 y 3600 veces aproximadamente), utilizando los genes
bacterianos que codifican para las enzimas PSY, PDS y LCYB (Diretto y col., 2007).
Ademas, existen variedades no comerciales de manzanas como la variedad
“Aoiea”, que poseen aitas concentraciones de pigmentos carotencides en el
hipanto, lo que también da a entender que la capacidad de acumular carotencides
en manzanas fue seleccionada negativamente a través del fito-mejoramiento
clasico al cual ha sido sometida M. domestica. Estos antecedentes, ponen de
manifiesto que una estrategia similar podria ser utilizada en el caso de manzanas y
apoyan la estrategia utilizada en el proyecto FONDEF denominade “Uso de
Ingenierfa Metabdlica para el desarrolloc de plantulas de manzano que poseen
genes para la sintesis de vitamina A y antioxidantes en los frutos” bajo el cual se
enmarca este Seminario de Titulo. Finalmente, toda la informacion aqui expuesta
otorga una posible hipétesis respecto al bajo contenido carotenogénico en el
hipanto de manzanas, y aporta valiosa informacién para establecer la mejor
plataforma biotecnolégica que permita un aumento de carotenoides en el hipanto de
manzanas Fuji, de manera de generar un alimento funcional que ademas de
entregar los beneficios propios de este fruto, suministre los beneficios nutricionales

de los carotencides.
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5. CONCLUSIONES

El origen evolutivo de M. domestica predispone a la idea de mltiples copias
para los genes pertenecientes a la ruta de biosintesis de carotenocides. Sin
embargo, dentro de los genes estudiados esto solo sucede con los genes
Psy (4 copias), sugiriendo una especializacién de los pardlogos que ha
prevalecido frente a la presién selectiva. Mientras que para los genes Pds 'y
Leyb se encontraron 1 y 2 copias respectivamente.

La mayorfa de los genes estudiados poseen una expresién diferencial en los
tejidos analizados (hoja y fruto). Pero, solo los genes Psy varian su
expresion durante la maduracién del fruto, esto apoya la idea de una
especializacion de los parélogos encontrados.

En particular la expresion del gen Psy3 posee una correlacion positiva con el
contenido de carotenoides durante la maduracion del fruto. No obstante,
esta regulacion transcripcional no es capaz de reflejarse en un aumento
significativo de [os pigmentos en el hipanto (0,06 mg/g de peso seco).

La regulacion transcripcional negativa sobre Psy2 y Psy4 podria estar
atenuando la acumulacion de pigmentos carotenoides durante la
maduracién del fruto.

La regulacion de los genes Psy puede dar cuenta de una posible explicacion
al bajo contenido carotenogénico presente en el hipanto de la manzana y la
informacidn expuesta en este trabajo serd muy Util a la hora de escoger
futuros candidatos para el aumento del contenido de carotenoides en el

hipanto de frutos de manzano.
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6. PROYECCIONES

» Realizar ensayos de funcionalidad con las enzimas PSY, PDS y LCYB,
mediante complementacién heterdloga para dar robustez a este anélisis de
expresion.

e Sobreexpresar de manera fruto-especifica los genes en Malus domestica para
una alternativa comercial nacional cisgénica de una manzana con altos
niveles de carotenoides.

» Estudiar los elementos regulatorios involucrados en esta expresion diferencial

de los genes Psy durante la maduracion del fruto
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8. ANEXOS .

Secuencias nucleotidicas posibles de los genes carotenogénicos
identificados.

A continuacién se muestran las secuencias nucleotidicas de los genes
carotenogeénicos identificados. Estas secuencias se obtuvieron por medio de
ensamblaje de ESTs utilizando el borrador del genoma de M. domestica como
referencia, También es indicado el marco de lectura abierto o “ORF” en cada caso
(subrayado)

Gen Psy1

5 ACCCTTTCGARRAGARGTGARAARCT TCCARATGTCTICTACAATTTCC I TCCCAGGARAGACTTACATCGGAG
ACAGCAATGGAAGAATTCGGCGTCEAATATC TATGGETCACACCAGCAAAAGCTCARGTGATTACAGCTCCCARGCA
AAGAAGCAGGCCTGTTT T ICCTGAGC T T TCGATTCAAGGCTTECCICTTGCTGATTTACACGTGCAAGAAATCGTT
CARAGGCAGTCTCAGACTCGTAGTCTCGACGEERAAGGCEECCEECECACGCCECAGTTCAACCCTAGCTETCTTE
ARGAAGCATATCAGAGGTGCAAGAACC T I TG TGCAGAATATCCCAAGACATTCTATCTAGGCACT TTACTTATGAC
AGAAGAGCGTCARAAGGCAATATGGCCAATCTATCETGAAATTCAACTCTCTATGTTCATCTAGTATCACGTGTT
TCCTCTACRAGGACAGATCAACTGETGEATGECCCEAATTCCGATTACATGAGC TCGGAACTTCTTGATACATCGE
AACAGAGACTGGAAGACATTTTCGAAGGACGECCTTATGACATGCTTGATGCTCCECTGACTCATACCGTTTTTAR
TTTTCCTTTAGACATCAAGCCTTTTCGGEACATCATTGAGGGTATGCGAATCEACACGCARARATGCCCATACCAT
AATTTTCARGAGCTCTATCT T ACTGCTACTATG TGGCAGGGACCETCOGCCTAATGAGTCTTCCTATAATCGEAR
T TGCACCAGATTCTCGAATTTCTACTCAAAGTACATATCATTCTGCAT TA TATTTCCCCATAGGAAACCAACTCAC
ARACATCCTTAGAGATCTTCCAGAGGATCCAATGAGAGEARGAGT I TATC TTICCCCARCATGAGCTTGCGCAGTTT
GEGTIGTCCEATAACGATGT T TT T TCAAGAAARGTGACTGATCAATGGAGAGCATTCATCARAARACAGATTAMAA
GAGCAAGGTTTTATTTCAACS TAGCAGAAGAAGGAGCTIC T AGC T TGATAAGGCTAGCCGTTGGCCGETATCATS
ATCGTTACTGATATATCCAAACATACTAGACGCCATCGAAGACARTGATTACGATAACTTGACAAACAGAGCCTAC
GTAAAGAGAGCCAAGAARCTTCTCATECTGCC TP IGGCATACACAAGATCTCTATCAACACATAATTTGATGTCCC
AATAA 3°

Gen Psy2

5’ ACTGCTTTCARARCTITGCCTTACCCTCCAAT CTCCATARGAGARGCCACARCCTCACAGCTCACATACTCACA
CCCTCACACTCAARACCTARARCCCAATGICAGCTGT TCTACTCTGEETGETGACCCCCARAGACAATECCAGCTC
CCTACTGGETCTGATGCCCAGAATTTGCACCCCAAGGAGCTCTAAATTCTGCCCARAGCTGCGATTTTCAAGTAGS
ST T T TGGCCTACTCOEETCCAGTTGTARACCOAGCARGATCTTCACAAGAGAAGCTCTATCAAGTGGTGCTCAAGS
AGGCTGCGCTEGTGAAAGAACAGAGCACGGTAAAAAGGARATCTCTGRATTTCCATGAACGGAT IGTARCTGAAGS
TTTGGACAACTGGGATT IACTCCATAAGGCTTATGATCCE TG TCETCAAGTCTGTGCTGAGTATGCCARARCTTTT
TACCTGGGCACATTGCTCATGACACCCEACCEGCEACGAGCTGTTTGCECAATCTATGTGTGGTGCAGAAGGACAG
ATGAGCTAGTGGATGGACCTAATGCTTCATACAT T ACGCCCAARGCTCTTGACACATCCEAGAARRGACTGACTCA
TCTCTPTGARGECCGACCTTACGATATGTATGATGCTGCTCTATCTGATACTCTCACCAAGTACCCTCTTGACATT
CAGCCCTTCAGAGACATCGTACAACGAATGAGATTAGAC T TGAGGAAGTCAAGATACCAGAACT TTGATGAACTTT
ACCTTTACTCCTACTATGTTGCTCOAACTC I IGGATTCATGAGTGTTCCGGTAATCCEGATATGCCCAGAATCAAG
CGCCTCARCAGARAGCE M TTACAATGC IGUATTCGCCCTTGGAATTGCTAATCAGCTCACTAACATTCTGAGAGAT
GITGGAGARGATCCTAGGAGAGGAAGAGTATATCTCCCCCARGATCAGC T TGCCCAAGCCGGCCTATCAGACGATG
ACATCTTTCGCGGEARGETGACTEACAACTGECARAGTTTCATGAAGGGACARATAAAGAGAGCTAGGATCTTCTT
TGATGACGCTGAGAAGGETGTCTCAGAGCTCARCTCAGCCAGTAGATGGCCACTATGGECATCTTTGTTGCTGTAT
AGGCAGATTCTAGATGCAATTGARGCARATGG T TWIGACAATTTCACAAAAACGCCTTATCTGGGARAAGCAAAGA,
AGTTTGTATCATTCCCTGIGGCCTATGGAAGAGCCAT TATAGGACCCTCTAAAT TAACTARGCACTTCGTGCTTAG
ATGAATTAGATGITTAATTAGATGATATTTGARGTCTCAATCTC TARATT T TAGACAAAGTCCARCTTGAAGTTG
GGTCTCAAGTCGARATATGTARATTTTTTATACTAATTTTIT T TGTTTAGTCARTCTTTTAAT TACCTGCGTTTGS
ATGATGGATATAARAGTAGTART TAGTGGTAGAGGT TAATAGATGTGT GGTGAGAGTGGTCGCCATGEAGTGGTTG
ATAGATGTGTCAGGGECGETAGAGTGTCTCCTAGTGATARGATGETAGCARTTGTGGTTGTGECATTCCCGETCET
GATGGTTGTGEGAGETGGTGATGACAGTGATGGTGGATACGETCGGARTGATGGTGGCAAT 3’
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Gen Psy3

5 AGTGTAAGACGACARGGCATATCTGGCTAGAGTTTRTTTGGT TGETGEGCTGAGETTGETGY TTTCARGTTGAA
ACARACATGICTGTGGCATTAGT T TCGTT TG TTTCCCCCARCACCRAGGTGTTCARATTICTATCCGATT I TAGATT
CATCGAGGT T TCTT T TGGGGAATCAAAGTTCGATTAGAGCAAAGATCGCTCCGAAACAGGATTGGAAATCTTGCTC
TCTCTGCACAGATGTCAAG AT CATCACTACGGAGCGTCTGET T TAGGGAGTGAACCCARATTTCCAGTTTCATTA
AGCATGGTGGCCARCCCECT TGGAGAATCAGCTGTCTCETCGRAACAGAAGE TG TATGACCTGETCC TGAAGCAGE
CATCCCTGGTTAAGAAGCAGTTGAGGTCTARTGGATATC I TGATCTCARGCCGEATATTC T TCTTCCCGGGAATCT
GAGCTTGTTGACTAAAGC T I ATGATCGATGTCGACARCTATGTGCAGAGTATGCCAAGAL TTTTTACCTCGGTACT
CTGCTTATGACGCCCGARAGAAGAAGGGCCATCTGGGCAATATATG TG TCCTCCAGGAGGACGGATEAGCTIGTTG
ATGGECCTAATGCTTCACACATAACACCCACAGCTITAGATAGCTCCGANTTGAGAT TGGACGATCTGTTCCAAGE
TCGTCCATTTGATATGCT TGATGCTGCTTFGTCAGATACGGTCACCAAATTTCCGETTGACATTCAGCCRTTCAAA
GATATGATAGAAGGAATGAGAATGGACCTCACGARGTCAAGATACCAAAACTTCCGATGAACTATATCTTTACTGET
AT TATGTTGCCGGAACTCTTCGAT TAATGAGTGT TCCAGTTATCCGCATTTCACCTCAATCGCAAGCAACAACCGA
GAGTGTATATAATGCTECCT TGGCATTAGGEATTCCGAATCAGCTAACARACATACTCCCTGATCTTCGGGACGAG
TAAGTATACAACATTAACGATT A TAACTGAACATTTTAGTCATGTTAGCAACATTG I TGAAACAAAAGTGCCCAA
AGCTATAGAGTANGCTGGETATATTCAATTGAAGATACCTCTGACAAACTC TGATATT TTAGCTGCTTECTITCGAR
AGTCACATANGACTGCAAGACACAATTCTCTAACT T IAGTTGAAT TAGAGCGAGAGAAGAGACAGACATCCAATTG
GAATCTTATAACAGACTTCATTCTCTCACTCTCTCTTGATCTCT TACTC T CGATATTAGTACTATGCAAGGAGAGS
AAGAATTTATTTACCCCANGATGAGCTTGAAGAAGCAGGECTCTCCEACCCTGATATATATGCTGGAAAGETCACA
GACAAATGGAGGAGTTTCATGARGGATCARATTAAGAGEGCAAGGATGTTCTTCGACGAGGCAGACAACCGAGTGA
CAGAGTTGAGTGAAGCCAGCAGATCGCCGETATTCGECETCSCTACTCC TG ATCGCCAAATATTGGACGAGATAGA
AGCTAACGATTACAACAACTTCACAAGAAGGECTTATGTAAGCARACCTAAGAAACTACTTGCCTTGCCTATTGCSE
TATACTAAATCGATAATTCGCCCCTCAAGARCCTCTCCAGAGCTTAGAAAATACAATCTIIGA 37

Gen Psy4

57 TCARGACCCARRRCCCCARARACCCAARARCCCAGCAGATTAATTATATTT T TTGATATGTCAGG PG TCTTCT
CTCGGTCETGAGTCCCAAAGAGAA T GLCAGCTCTCCGCTGGETCTGTTECCEAGAAT TIGCACCCCAAGGAGGTCT
ARATTGTCCTCARAGCTGGETTTT TCAAGTGGEETTTTGGCCTACTCGEGTGCAGTTGCARACCCAGCCAGATCTT
CAGAGGAGAAGGTCTATCAAGTGETGCTEAAGCAGGC TGO TCTAGTCACAGARCCGAACACCETAAAAAAGARATC
TTTGGATTTCGATGAACGGAT I ACTGAAGGTTIGAACARCTCGGATT TACTGAATAAGGCGTATCACCCGTGTGET
CAGGTCTGTECAGAGTATGCCARGACT TT T TACCTACCCCGTTTTTCCGGUACACTCARAAATCTCATCTCGCCTT
GTAGTTRAGACAACTGTTTAACGACATTGCTCATGACACCERAGCGECGACRAGCTGTTTCEGCAATCTATGTGTE
GTCCAGAACGACGGATGAGCTAGTGGATGGACCTAATGCTTCATACATTACACCCAAAGCTCTTGACACATGGRAG
ARRAGACTGACAGATCTCTTCGAAGECCEECCT T ATGATATGTATGATGCTGCTCTATCTGATACAGTCGCCARAGT
ACCCIGTTGACATTCAGCCCTTCAGAGACATGETAGAAGGAATCAGATTAGACTTGAGARAATCAAGATACCAGAA
CT T TGATGAACTT TACCT T T ACTGC TACTATCTT GCTGGAAC TG TTGGAT I GATCACTCT TCCGETARTGEGGATA
TCCCGEGAATCARAGGCCTCAACAGARAGTGT T TACAATCCTGCATTGECCCTTGGAATTGCTAATCAGCTCACTA
ACATTCTCAGAGATGTTGGAGAAGATCCTACEACAGGAAGGATATATCTCCCACAAGACGAGCTIGCCCAAGCCEE
CCTATCAGACGATGACATCTTTCGCGGGAAGCTGACTGACAAGTCCCARAGT I TCATGAAGGGACAAATARAGAGA
GCTACGATCTTCT TP GATGAGGCTGAGAAGGG TG TCTCAGAGCTCAACTCAGCTAGTAGATCCCCACTATCGGCAT
O TG TTGCTGTACAGGCAGAT TCTAGATGCAAT TGARGCARATCCTTATGACAATTTCACAARAAGCGCATATGT
GGGARRAGCARAGAAGT TAGCATCATTGCCTGTGGCCTATGGARGGGCCATTTTAGGACCCTCTAATTTAACTARG
CAGTTGGTCCCTAGATGAATTAGATGT TTART TAGATATT TAAT TAGATGGTAT TTTGAGGTCTCAATCTCTAART
TTT 3’
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Gen Pds?1

5’ ATGGCGCAGTGEECT TG TGTCTCCGCTGCTAACTTGAGCTCCCAAGCTACCATCGTAAACACTCAAAAGCAACE
ARACAGTCCTGGATCCGATGCCTTTTCTTTCAAAGGCACTGAAT TTATGCCTCAGAGC TG TAGATT TTCARGCCCA
CAAGCTG T T ATAGAAGGCCCAGGAATGETGT T TGCCCCTTGAACGTTCTTTECE T IGATTATCCAAGACCAGACC
I TGACAGTACTGCTAATTTCTTAGAACCTGCETACTTCTCTTCCAC T TTCCRAGCCTCTCCTCGTCCAACCAAGCC
ST AARAGT T GTGA TG TCETCCACE T T CECT GG TCTGECAACTCCAARA TATTTGCCGEATGCGGCTCATCAR
CCOPATACTACTAGAAGCGAGAGATCTTTTAGGCGGAAAGCTCCCAGCATGGAAAGATAGTGATGGCGACTGETATG
AAACAGCCCTGCATATAT TCTTTGGEGCATATCCAAATAT TCAGARTCTGTTTCGAGAGCTTCETAT TAACGATCE
GTTCCACTGEAAGGAACATTCTATGATATTTGCAATGCCAAACAAGCCAGGGEAGTTCACTCEGTITGATTTCCTG
GAAGTTCTCCCAGCACCCATAAATGGANTATGCGCCATATTGAACAACAATGAGATCCTCACTTGGCCAGAGAARA.
TCAAGTTTGCAATTGGACTACTGCCAGCAATCCT TGRTGGGCAGCC T P AT GTTCAAGCCCAAGATCGCTTGAGCET
ARMAGACTCCATGAGGAAACAGGECATACCTGATCGAGTAACTACACACCTCTT TATAGCCATGTCAARGGCCCTT
AACTTTATTAACCCTGATGAACT TTCAATGCAG TGCATATTGATTGCTTTGAACCGAT TCCTCCAGGAGAAACACE
GTTCCAAGATGECTTTC T TGEATGETACTCCCCCCGAGAGACTCTETGCTCCAATTGT TGATCATATCCAGTCATT
GGGCGGTEAAGTCCGAACTAATTCCCEANTACAGAAAATTGATCTARATAACGATCCAACTGTCARGAGTTTTGTA
CTARATAATGGEAGCGTGAT TEARGCAGATGCGTATCTETTCCCCACTCCAGTTGATATCTTAAACCTTC TATTEC
CTGAAAACTGGARAGAGATGCCATATTTCARGAAATTGGAGARATTAGT TCEAGT TCCAGTTATCAATGTTCACAT
ATGGTTCGACAGAAACCTGAAGAACACATATGATCACCTACTTTTIAGCAGAACTCCTCTTTTAAGTGTGTATGCT
GACATCTCCGTAACATGTARCGAATATTACAATCCAAACCAATC IATGCTCGAGTTCETT TTTCCACCGCCAGRAG
AATGEATTTCATGTAGTGATTCTGAAATTATTGATGCTACACTCAMAGAACTTGCAAAACTCTTTCCTGACGAAAT
AGCTGCAGATCAGAGCAAAGCAAAGATTTTGAACTACCATGTTGTGAAAACACCAACCTCTGTTTACARGACTGTA
CCAGGTTGTGAACCTTGCCGTCCCTTECARRGATCTCCCCTAGAGGGTTTCTAT TTAGCTGCTGATTACACAAAAL
AAAAGTATTTAGCCTCAATGGAAGGAGCGETICTATCAGGGARACTTTGTGCTCAGGCGATTCTACAGGATTATGA
ATTGCTTGCTCCCCGEEGTAAAARAACAACCTTCECTGAGGCAGCCGOTCGATGACGAGARTCTGAATGCCCCCCA
CCTTAAGGCRATTATACGAAGATAAGCCTGT TCAGTCCTTTGETACTGCATCTCT TCACARATGACGTTATCTTTT
GTTTACCGTGTGATAT TATCGTGT ARATGTACAAAATATGATCCCTATGATTCATCAAGGAGATCTGT TARCARAG
ARATCAATTCCGGARAGAARTTARGTGGAGACGATGT T TAAT TG TTGTCGARATGTTACT CTACAGTTTGTTCTTG
CTRARGCAACACARAGAGCTCTAAGAGT IGTGATGTGGTCAGARACTAGCARATTCCATCTGATCATTCATTGCAT
TGCATCTTAATTT T TCCTCTGT T T TTECTATTACATT TTTGAGGGGATTTTGTAAAT TCT TTGCCTAAATGARGTA
ATGCATGAGTTTCGTTTGATC 3’

Gen Leyb1

5’ CCCACATARGCTTCACCTTCACAATATCTCTTGGGRAACT T ICTCATCTCTCTTGGCTCTTCGGTARGCAATCAC
TTCTCTGCTCT TTCAAT TCACTGATGAGCT TCCTTCTTTGTATATTT TCATACT TGTGTTGTTCTTTCTAAATTCC
CRGARAATCTTTTCGAATTGTARGGATTGT TCATGCTTTAATACTGCTCTTCTAGTAGCTCTTCCTGTATCTGTAT
GIGAAATTCAGTTTCTCAGAGAARACCCATATCAGARATCGGET TCTCAGTCGAGAATTCTTCACACCCAGATTGT
ATTTTCAGGARCTTGTTGTGTCCATAT TAGAGAGATAT TCGGGACAAGTGTTGGAATTTCATGGATACATTGCTTA
ARACGCATAACAAGCTTGCATTTTTCCACCCAATTCATGGETFTTCGGAGAAATTGAGTAGT TCGAGCTCTTCGAA
GCTTCGCAACGAGGAGTTTGGETATGECCTTACGAGETC TCCTGTGAAAT TCAGTAGGGG TCETCTTGTTAAGGCT
AGTAGCAGTGCTCTTCTCGAGCTTCTGCCGGARATTAAGARCGAAAGTCTTGAAT T TGAGCTTCCTTTGTATGACC
CATCARAGEGTCTTGTTETGGACC T AGCTGTTGTGGGCGGTEECCCTGCCEEECTCGCCETGGCACAGCAGGTTTC
GGAGGCAGECCTTTCTETTTGCTCAATTGACCCGTCTCCCAAGTTEATTTGGCCCAATAATTATGGTGTTTGGETE
GATGAATTTGAGGCCATCEATATGC T GAT TGCCTEEATACTACCTGGTCTEETCCTGTTCTCTACATAGACGAGE
ARTCGAAGAACGATCTTAATAGACCTTATEGAACGGT TAATCCGAAGCAGC TTAAGTCGARAATGCTGCAARAATG
CATATCAAACGGTGTTARATTTCACCAAGCTARAGTTACTAAGGTTATTCATCAGGAGGAAAAATCACTGTTGACT
TCCAATGACCE T CACARTTCAAGCT TCTGTGGTTCTCCATCCAACTCGTTTTTCAAGATCTCTTCTACAGTATG
ATAAGCCETACARTCCAGGTTACCAAGTGECTTATCERATTTTCGCGGACCTTGAAGAGCATCCATTTGATGTTCA
TAAGATGCT Y I TATGCGACTGGAGAGATTCGCACTTCGAACAATAATATCCAATTGAACGAGAGAAATGCTAGGATC
CCTACTTTCCT T TATGCAATGCCTTTT TCATCCAACAGGATATTTCTCGARGAAACT TCCCTGGTAGCTCGECCTS
GTTTACCCATGAAAGATATCCAAGAAAGEATGGCCGCTAGCTTAAAGCATCTGECCATAARAGT TAAGAGCATTGA
GGAGGATGAGCATTGTGTCATCCCARTEEECERACCGCTCCCGETCCTCCCTCAGAGAGTTCTTGGARTCGGTCET
ACAGCAGGEATCETECACCCTTCAACTGGETATATGETEGECGCGEACTCTGECAGCEGCTCCTATTGTTGCARATG
CAATACTTCEGETACCTTGGT TCAGATAGAACACT TTCAGGAAATGAAGTCTCCGCAGARATTTCGAAAGATTTATG

B0




GCCCATACAMGGAGGAGACAAMGGAGWCHCMTMCMTG&TAMGT&TTMCWGATTTGAAAGGT
ACTCGGAGGTTTTTCAATGCTTTTTT‘I’C-‘ACCTAGAACCCCGCTATTGGCATGGATTCTTGTCATCTCGACTGTTTC
ITCCCGATCT TG TAT T T T T CGEGC T T CAC TET T TTC TCATCCT TCTAATGCTAGTAGAATAGAAAT TATGECCAR
GGGGACTCCTCCWT%WWTWGATA@GMTAGGGTMMTMﬂGTM
TATGAAAGTTATGT TEETGAATTTCCATATCAAACA TAC T TACTGTTGCTAATAGT TG TCAACCAACTATTATGAG
TTAGCTACTCTTCAGRAACAAAAATAAACCATCTATALTGCT 37

Gen Leyb2

5’ CACTTTCCACTTTCCTTTGACCTTCATTCCTCGCTC T AATGGCCACCCTCCTCCGECCATTTCCACSGCCACCA
TCCGCCGCCAAAACTTCCCAATTCTTCCACTCCTCCAGCCTTCCTCATCATTTCTCCAGARCCGATTACCCATCTC
CARATAAATCTCTCTCCARAATCCACAGCAGCARGTTCGGCARCT P CTCGACTTAAARCCAGAGGCARAACCCGA
GTC T TGCAC T CGATC TCCATCARTTCAACCCETCARCCCGRTCTCGCT TAGATGTGATCATCATCGGGACCERD
CCGGCCEGaCT CGCCTTGCRGAGCAACT T TCTCGCTACGGCATTAAGGTATCCTGCOTTGATCCTTCTCCTCTCT
CTATGTGGCCAAATAACTATGEAGTTTCGGTTGATGARTTTGAAAGC TTGAATCTICAARGTTGCTTGGACAARAT
APGCCCTATGGCTTCGGTTCATCTGANTGA TAGTAAGATT AAGT T T T TGCACCGCCCTTATGGCACAGTCAGTAGE
AAGAAACTCARGACTTTG T TGCTGEAGAGG TGTCTCTSCAATCGEGTTCAAT I TCATACGGCCAAGG TTTGGAAAR,
TTEAACACGARGAGTTTGAGTCTTCGAT T T TGTCTCATGATGEGAATGACCTCARGGCARGCTTGATTGTTGATGE
TAGTGGGTTTCCAACCACTTTCATAGAGTATGACAAGCCTAGGAACCATCEATATCAGATTCCTCATGETATTTTG
GCTCAAGTCEAAGAACACCCCTTTGAT T T GGATAAGATGCTTCTANTGGAT TGCAGAGATTCCCATCTCGGARACE
AGCCTTATTTGCGCACTACTAATTCTAGAM I CCAACTTT TITGTATGCAATCCCGT TTGATICGAACTTGGTGTT
P TTGGAAGAARCTTCCCT TG TASTACGCCCGTGTICTCTTATATGEAGATTAAGAAACGAATGGTTGCCAGGCTA
AGGCATTTCCCEATTACACTGAAGAGGGTAATTGAAGAGCAGAACTC TTTCATCCCAATGEGEGGTCCECTTCCTC
GEATCCCCCAACE TG TEATGGCANTTCGAGGEACTTCTGEEETGETTCACCCTTCGACTGRETACATGGTGECTCE
GACCATGGCTCTACCCCCAGTATIGGCTGAAGCCATTGCAGACTGCC TTCGCTCAACCAGAATCATCCGAGGECAR
CCGCTT T ATCATACAGCETGEARTCECTTGTCECCAA TCGAGAGGAGATECACGACCEACTTTTACTCATTTGGTA
TCGAGAC T T TG T TCAAGCTTGATC TGAATGCCAGTAGAAGCTTCTTTGACGC T TTCT TTGACTTGGATCCTTATTA
CIGGCAAGECT I TP ATCGT CARGET TG TCTCTAAGAGACCTCECTTTCT TGAGC TTATCTCTGTTTGGCCGAGCT
CCACCCCATCTAGG T T GATAT TCTTACARACTGTCCTGTGCCCTTGETTANAC TGATGCGCAATC TCGCACTTG
AAGCTGCATAATAATGCAACACATGRAATAAT TATTTGTGAGAAACAAGAGT TTGGCTTTTGT TCCATAGCTTATA
CAGARTAATGATGTTATTACARCTCTAGT TTCAAGTGATCCTCTTGTCARATGATCTGCTCGGACACAGAGCATGT
GTAARATGCTATTTGATGGTATACTTAATTCCTGARTTICTT 37
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