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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos lipidicos isoprenoides, que cumplen
funciones vitales tanto en organismos vegetales como animales. En plantas participan
en la fotosintesis, fotoproteccién y sintesis de acido abscicico (ABA). En animales, los
carotenoides son precursores de la vitamina A y acttlan como antioxidantes, propiedad

que esta determinada por su estructura de dobles enlaces conjugados,

En plantas superiores la sintesis de carotenoides se inicia por la generacién de
fitoeno a partir del geranilgeranil pirofosfato (GGPP) proceso realizado por la enzima
fitoeno sintasa (PSY) cuya actividad representa un punto clave de regulacién de la
ruta. En Daucus carota, nuestro modelo de estudio, se han descrito dos genes psy
(psy1y psy2) y se ha demostrado que ambos genes se expresan tanto en hojas como
en la raiz de reserva durante el desarrolio de esta planta. Ademas, estudios realizados
en nuestro laboratorio indican que el gen psy? codifica para una enzima funcional lo
cual fue determinado mediante complementacién en un modelo heterélogo bacteriano.

Respecto a psy2 no ha sido posible evaluar su funcionalidad en un sistema bacteriano.

Para continuar con la caracterizacioén de los genes fitoeno sintasa de D. carofa,
en este seminario de titulo se evalué la funcionalidad del gen psy? mediante analisis
bioquimico y molecular de plantas de N. tabacum transformadas con una construccién

para expresar psy7.

Ademas se generaron lineas de N. tabacum transformadas con una
construccion para expresar el gen psy2. De esta manera se espera obtener plantas
transgénicas que serén analizadas en el futuro, para evaluar la funcionalidad de ambos

genes en este organismo. Adicionalmente, se transformaron de manera estable

vili




explantes de D. carofa con una construccién para sobre-expresar psy2 con el fin de

continuar con Ia caracterizacién de ambos genes psy en nuestro modelo de estudio.




ABSTRACT

Carotenoids are lipophilic isoprenocids molecules that play vital functions in living
organisms such as vegetals and animals. In plants, carotenoids are involved in
photosynthesis, photoprotection and in abscisic acid (ABA) production. In animals,
carotenoids are precursors of vitamin A and act as antioxidants, property determined
by their structure of conjugated double bonds.

in higher plants, the biosynthesis of carotenoids begins with the generation of
phytoene from two molecules of geranilgeranil pirophosphate (GGPP) by the action of
the enzyme phytoene synthase (psy) whose activity represents a key point in the
regulation of this pathway. In carrot, our study model system, iwo psy genes (psy? and
psy2) have been described and it we demonstrated that both genes are expressed
both in the leaves as in the storage root during plant development. Moreover,
experimental data of our investigation demonstrates that psy1 encodes a functional
enzyme through heterologous complementation in a bacterial system.

In order to determine if the gene product of psy1is functional in a vegetal model
system, in the current thesis N. fabacum plants transformed with carrot psy?1 gene were
evaluated in order to determine the functionality of the carrot psy? through molecular
and biochemical analysis of the transgenic tobacco lines.

Regarding to psy2, it was not possible to evaluate their function in a bacterial
model system. For this reason, in this work, a set of transformed tobacco lines with a
construction to over-express the psy2 gene in N. tabacum and D. carota were
achieved. These plants will be analyzed in the future to continue with the

characterization of both D. carota psy genes.




1. INTRODUCCION

1.1. Carotenoides: Estructura y funcién

Los carotencides son un grupo abundante de pigmentos isoprenoides
ampliamente distribuidos en la naturaleza (Maoka, 2009; Premvardhan y cols., 2009).
Estas moleculas estan conformadas por una cadena de polieno que posee entre 3 y 40
moléculas de carbono. La gran cantidad de enlaces conjugados presentes en esta
molécula le brindan la capacidad de actuar como cromoforo, es decir como una
molécula capaz de absorber luz y generar color (Christensen y cols., 2004; Polli y cols.,

2004).

Los carotenoides se dividen en 2 grupos: aquellos formados solo por 4&tomos de
carbono e hidrégeno, los que se denominan carotenos y aquellos que poseen atomos

de oxigeno en sus anillos, denominados xantéfilas (Bhosale y Bernstein, 2005) .

Estos pigmentos son sintetizados por todos los organismos fotosintéticos
(plantas, algas y cianobacterias) y algunas bacterias' y hongos no fotosintéticos. En
plantas y algas los carotenoides son sintetizados en los plastidios, tales como
cloroplastos y cromoplastos. En los cloroplastos, los carotenoides en conjunto con
ofros pigmentos, tales como la clorofila a y b, se localizan y acumulan en las
membranas tilacoidales (Apel y Bock, 2009; Guo y cols., 2009; Maass y cols., 2009),
especificamente cerca del centro de reaccion del fotosistema Il en los complejos
captadores de luz (CCL). Los carotenoides actilan como pigmentos accesorios en los
CCL en donde absorben luz en un amplio rango del espectro azul (400-500 nm) y

transfieren la energia absorbida a la clorofila a durante la fotosintesis (Ritz y cols.,

2000; Hobe y cols., 2006; Dall'Osto y cols., 2007; Bode y cols., 2009).




Por ofra parte, los carotenos y xantéfilas se acumulan en cuerpos lipidicos o en
estructuras cristalinas en los cromoplastos de florés, frutas y raices de reserva

(Ampomah-Dwamena y cols., 2009; Kopsell y cols., 2009; Maass y cols., 2009).

Ademas, los carotenoides son precursores en la biosintesis del ABA, una
fitohormona involucrada en la dormancia de semillas, maduracion y diferenciacion de
celulas vegetales embrionarias, apertura y cierre estomatico y en la tolerancia al estrés
abidtico (North y cols., 2007; Barrero y cols., 2008; Galpaz y cols.,, 2008). Los
carotenoides también protegen a las células vegetales del dafic foto-oxidativo
neutralizando especies reactivas de oxigeno generadas en el centro de reaccion del
fotosistema Il (Sies y Stahl, 2004; Stahl y Sies, 2005: Dall'Osto y cols., 2007; Stahl y
Sies, 2007). Por otra parte, los carotenoides participan en la captura de la energia
fluminica y otorgan color a flores y frutos haciéndolos atractivos a aquellos animales
que participan en la dispersién del polen y las semillas, cumpliendo de esta manera un
rol importante en la polinizacion (Bouvier y cols., 2005; Tanaka y cols., 2008;

Rodriguez-Villalon y cols., 2009).

En animales, tales como aves, peces y crusticeos los carotencides estan
involucrados en la pigmentacion y nutricion. Por ejemplo, el cetocarotenocide
astaxantina es responsable del color anaranjado de la came de salmén y los
caparazones de [a langosta (McGraw y Nogare, 2004: Wade y cols., 2009). Los
carotenoides también sirven como pigmentos en plantas ornamentales y en la industria
cosmetica y alimenticia (Das y cols., 2007; Giuliano y cols., 2008). En la nutricion
humana algunos pigmentos carotenoides {por ejemplo B-caroteno, a-caroteno o
criptoxantina) son convertidos a vitamina A después de ser clivados y reducidos. Otros

carotenoides (por ejemplo licopeno, luteina y zeaxantina) funcionan como poderosos




antioxidantes y han sido asociados en la reduccién de la probabilidades de desarrollar
ciertos tipo de cancer, enfermedades vasculares y frastornos visuales (Krinsky y

Johnson, 2005).

Sin embargo, los animales no pueden sintetizar carotenoides y debido a que
éstos son una fuente esencial de retinoides y vitamina A, deben ser incorporados en [a

dieta a través de las frutas y verduras (Fierce y cols., 2008; Rehak y cols., 2008).

Debido a la importancia de los carotenoides para la salud animal y vegetal, la
regulacién de la biosintesis de carotenoides ha sido estudiada por los tltimos 40 afios
tanto a nivel basico como aplicado y la mayoria de los genes carotenogénicos en
diversas especies de plantas han sido identificados y caracterizados (Yan y cols.:
Cunningham y Gantt, 1998; Howitt y Pogson, 2006; Vasanthaiah y cols., 2006; Li y
cols., 2008; Ji y cols., 2009). El conocimiento adquirido por estos estudios ha sido
utilizado para aumentar el valor nutricional de multiples plantas incrementando los
niveles de B-caroteno y cetocarotenoides a fravés de la ingenieria metabdlica
(Shewmaker y cols., 1999; Diretto y cols., 2007; Fraser y cols., 2007; Aluru y cols.,

2008; Lamers y cols., 2008).

1.2. Biosintesis de carotenoides

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

Gantt, 1998; Lichtenthaler, 1999; Saakov, 2003; Zhu y cols., 2004).

Los genes carotenégenicos se localizan en el genoma nuclear y una vez que los

productos génicos son sintetizados, las proteinas traducidas son destinadas a los




plastidios como pre-proteinas, lugar en que se modifican post-traduccionalmente a
traves del corte proteolitico de su extremo amino-terminal que funciona como una sefial

de destinacién e importacion a estos organelos (Soll y Schleiff, 2004).

La biosintesis de carotenoides ocurre en los plastidios y comienza con la sintesis
de isopenetenil pirofosfato (IPP) a través de la ruta del metileritritol pirofosfato (MEP)
(Cunningham y Gantt, 1998; Lichtenthaler, 1999; Stange y cols., 2008). Las moléculas
de IPP sintetizadas en los plastidios son isomerizadas a dimetilalilpirofosfato (DMAPP)

por accion de la IPP isomerasa (IPI).

Tres moléculas de IPP se condensan con una molécula de DMAPP generando
una molécula de 20 carbonos denominada geranilgeranil pirofosfato (GGPP), reaccion
catalizada por la enzima GGPP sintasa (GGPPS). Posteriormente, {a enzima fitoeno
sintasa (PSY) cataliza la union cola-cola de dos moléculas de GGPP dando lugar al
fitoeno, molécula de 40 carbonos que es el primer carotencide de la ruta
carotendgenica (von Lintig y cols., 1997; Fraser y cols., 1999; Lois y cols., 2000; Li y
cols., 2008; Redriguez-Villalon y cols., 2009). La biosintesis de carotenoides contintia
con una serie de desaturaciones e isomerizaciones sobre la molécula de fitoeno para
producir el pigmento licopeno de color rojo. Estas reacciones son catalizadas por la
fitoeno desaturasa (PDS) que forma {-caroteno a partir de fitoeno, ¢-caroteno
desaturasa (ZDS) la cual sintetiza pro-licopeno a pariir de Z-caroteno y la caroteno
isomerasa (CRTISO) que transforma el pro-licopeno en licopeno. A continuacion, el
licopeno es transformado en diferentes moléculas biciclicas. La enzima licopeno p-
ciclasa (LCYB), convierte el licopenc en B-caroteno y la licopeno e-ciclasa (LCYE) en
conjunto con la LCYB generan a-caroteno. El B-caroteno sintetizado es utilizado como

sustrato por la enzima B-caroteno hidroxilasa (CBHx) para producir zeaxantina,




mientras que la hidroxilacién del a-carotenc por la s-caroteno hidroxilasa (Ce-Hx) y
CBHx resulta en la formacion de Iluteina (Stange y cols, 2008). La zeaxantina es
convertida en violoxantina por accion de la zeaxantina epoxidasa y esta Ultima es la

molécula precursora para la sintesis de ABA, que ocurre en el citoplasma (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de la biosintesis de carotenoides en plantas. En la figura se
muestran las enzimas y principales productos de esta ruta metabolica. Las enzimas que
participan en la biosintesis de carotenoides son; DXS: deoxy-xiluosa-5-fosfato sintasa. DXR;
DOXP reductoisomerasa, HDS: HBMPP sintasa, HDR: HBMPP reductasa IPI: isopentenil
pirofosfato isomerasa, GGPPS: geranilgeranil pirofosfato sintasa PSY: fitoeno sintasa, PDS;
fitoeno desaturasa, ZDS: {-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa, LCYE: licopeno
e-Ciclasa, LCYB: licopeno B-ciclasa, CBHx: B-caroteno hidroxilasa, CeHx: s-caroteno hidroxiiasa
y ZEP: zeaxantina epoxidasa. Modificado de Stange y cals, 2008,




Existe una atractiva hipétesis que postula que la carotenogénesis ocurre en un
complejo multienzimatico que estaria asociado a la membrana de los plastidios. Segtn
esta hipotesis, existen tres enzimas solubles que catalizan la formacién de fitoeno: IPP
isomerasa (IPI), geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) y fitoeno sintasa (PSY), las
cuales han sido aisladas en complejos muitienzimaticos (Cunningham y Gantt, 1998).
En contraste, las enzimas fitoeno desaturasa (PDS), Z-caroteno desaturasa (ZDS),
licopeno B-ciclasa (LYCB) y licopeno e-ciclasa (LYCE), que participan en la
desaturacion y ciclacion de los carotenoides, conformarfan un complejo multienzimatico

en la membrana del tilacoide (Bonk y cols., 1997; Cunningham y Gantt, 1998).

1.3. Regulacién transcripcional de los genes carotenogénicos

La regulacién a nivel transcripcional ha sido propuesta como el principal punto de
regulacion de la ruta carotenogénica. Entre los factores mas estudiados, capaces de
regular la expresion de los genes carotenogénicos a nivel transcripcional, se encuentra
el proceso de desarrollo y el efecto de la luz sobre éstos. {Bramley, 2002; Howitt y
Pogson, 2006; Tanaka y cols., 2008; lto y cols., 2009).  Durante el desarro- llo de los
érganos como las hojas, las flores y los frutos se observa un cambio de morfologia,
coloracion y tamario. Al respecto, existe una correlacién directa entre la expresion de
los genes carotenogénicos como psy, foyb, y cbhx con la sintesis de los pigmentos en
las variedades naranjas de damascos (Kita y cols., 2007) y citricos (Kato y cols.,
2004). En frutos de tomate, los carotenocides totales aumentan durante el desarrollo,
con una concomitante disminucion de los niveles de clorofila, La acumulacién de
carotencides en frutos de tomate durante la maduracion estd determinada por la

expresion diferencial de los genes que codifican las enzimas carotenogénicas. Durante




este proceso, los niveles de transcrito de los genes psy7, pds, zds, y crtiso aumentan
(Giuliano y cols., 1993; Fraser y cols., 1994), mientras que los genes lcyb y lcye dejan
de transcribirse (Ronen y cols., 1899) originando una masiva acumulacién licopeno
(Kato y cols., 2004). En relacién a Ia regulacién por luz se ha descrito que durante la
de-etiolacion de plantulas de Arabidopsis, proceso en el que ha sido reportado un
importante incremento en los niveles de carotenoides y clorofila (requeridos para una
transicion al metabolismo fotosintético), se observa un incremento en los niveles del

gen psy (Rodriguez-Villalon y cols., 2009; Toledo-Ottiz et al., 2010).

1.4. El gen fitoeno sintasa, psy

La primera reaccion involucrada con la sintesis de carotenoides propiamente tal,
comprende la participacion de la enzima fitoeno sintasa (PSY) y ha sido propuesta
como una enzima clave en [a ruta carotenogénica (Cazzonelli y Pogson; Hirschberg,

2001; Giuliano y cols., 2008)

En. plantas, fitoeno sintasa fue purificada por primera vez desde cromoplastos
de Capsicum annuum en 1988 por Dogbo y cols. Posteriormente, en frutos de tomate,
se identificd una fitoeno sintasa funcional mediante complementacién heterdloga en
bacterias (Bartley y cols., 1992). Un afio después, se identificd y caracterizd el
transcrito de un segundo gen psy. psy2, especifico de hojas de tomate (Bartley y

Scolnik, 1993).

A traveés de los afios, el gen psy ha sido estudiado y caracterizado en distintas
especies tales como Arabidopsis thaliana (Scolnik y Bartley, 1994), maiz (Buckner y

cols., 1996), melon (Karvouni y cols., 1995), narciso (Schledz y cols., 1996), pimentdn




(Romer y cols., 1993), tomate (Bartley y cols., 1992; Barlley y Scolnik, 1993) entre

otras plantas superiores.

Por ofro lado, se ha descrito que diversas especies de plantas tales como
tabaco, tomate, zanahoria, arroz, maiz y genciana, poseen mas de un gen psy. En
tomate los paralogos de psy cumplen funciones organo-especifica; psy? es
responsable principalmente de la biosintesis de carotenoides en frutos y psy2 en hojas
y flores (Bartley y Scolnik, 1993; Fraser y cols., 1999). En arroz y maiz, la expresién de
psy1 y psy2 es inducida por Juz en organos fotosintéticos, mientras que psy3 es

inducido por estres hidrico y ABA (Liy cols., 2008; Welsch y cols., 2008).

El gen psy juega un importante papel en la sintesis de carotencides durante el
desarrollo de frutos y flores. En ambos procesos se ha descrito una directa relacién

entre los niveles de transcrito de psy con la acumulacién de carotenocides.

Por ejemplo, se observo que los niveles de transcrito de psy aumentaban junto
con los niveles de carotenoides en frutos de tomate (Fraser y cols., 1999) y frutos de
citricos (lkoma y cols., 2001; Kato y cols., 2004). Ademas, el analisis de expresién de
genes carotenogénicos de G. lutea durante el desarrollo floral y en diferentes érganos
de la planta, revelaron que la expresion del gen psy se correlaciona directamente con

la sintesis de carotenoides (Zhu y cols., 2002; Zhu y cols., 2003).

No obstante, también se ha descrito que la expresién del gen psy puede conducir
a una disminucion en la acumulacién de carotenoides. Al sobre-expresar el gen psy?
endogeno de plantas de N. fabacum se observo que lineas con elevados niveles de
expresion de este gen presentaban, en algunos casos, una reduccidn en la

acumulacién de carotenoides. Ademas, al examinar el contenido de carotenoides en la




progenie de estas plantas, se observé que las lineas homocigotas para la insercion
presentaban un contenido de carotenocides menor al detectado en plantas silvestres
mientras que las heterocigotas poseian mayores niveles de carotenoides que las

plantas silvestres (Busch et al., 2002).

Por ofra parte, en plantas de O. sativa se reporté que un aumento en los niveles
de ftranscrito del gen Ospsy3 durante estrés hidrico, se correlacionaba con una
disminucién en la acumulacion de carotenoides y un aumento en los niveles de ABA

(Welsch y cols,, 2008).

Esios resuliados destacan la importante funcién del gen psy en la
carotenogénesis de diversos organismos vegetales y la capacidad de los respectivos
productos proteicos de modificar el contenido de carotenoides ya sea de manera
positiva o negativa dependiendo de la especie vegetal en estudio y los mecanismos de

regulacién subyacentes.

1.5. Los genes psy7y psy2 en Daucus carota

Daucus carota (zanahoria) es una planta dicotiledénea bienal que sintetiza
carotenoides tanto en su raiz modificada como en las hojas. La zanahoria es una de
las mejores fuentes de carotenoides, en particular B-caroteno, contribuyendo
aproximadamente el 17% de su ingesta en nuestra dieta (Alasalvar, 2001). Nuestros
estudios indican que los niveles de carotenoides aumentan en paralelo al estado del
desarrollo de la raiz modificada de D. carofa, desde 18,6 ug/g de peso a las 4 semanas

hasta 968 ug/g de peso seco a las 12 semanas (Pizarro, 2008).




En D. carofa existen dos genes para varias de las enzimas carotenogénicas,
entre ellas PSY. En la base de datos de NCBI se encuentran disponibles dos marcos
de lectura abiertos para PSY7 (DQ192186) y PSY2 (DQ192187), sin embargo hasta la
fecha no existen reportes sobre la funcionalidad de ‘estos genes. Para comenzar a
estudiar la regulacion de la sintesis de carotenoides en D. carota, en nuestro
laboratorio demostramos que durante el desarrollo de las hojas de D. carota variedad
Nantes (de color naranja) ocurre un aumento en el nivel de ARNm del gen psy? y una
disminucién de ARNm de psy2, no obstante el contenido de carotenoides se mantiene
constante durante el desarrollo. En contraste, durante el desarrollo de ia raiz
modificada ocurre un aumento en los niveles del ARNm de los genes psy? y psy2 que
se correlaciona con un aumento en los niveles de carotenoides (Pizarro 2008, Fuentes,
2009). Ademas, hemos determinado recientemente, que ABA induce la expresion del
gen psy2 y reprime la de psy? en plantulas de zanahoria, lo cual sugiere que las
hormonas relacionadas con el crecimiento de la raiz estan regulando la expresién de

eslos genes carotenogénicos.

Estudios realizados por otro grupo de investigacién, reportaron la expresion
diferencial de algunos de estos genes entre zanahorias blancas, amarillas, y rojas
(Clotault y cols., 2008). En este estudio se observd que la expresion de los genes se
correlaciond con la cantidad de pigmento en las raices de las variedades coloreadas
durante el desarrollo. Sin embargo, en la variedad cuya raiz modificada es blanca
(Blanche), los genes carotenogénicos se expresan a }:)esar de no haber acumulacioén
de los carotenoides. Este resultado indica que algunos de los genes carotendgenicos
no siempre codifican enzimas funcionales. Por esta razén es necesario disefiar

estrategias moleculares para verificar la funcionalidad de los genes carotenégenicos y
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de esta manera aportar al entendimiento de la regulacion de la sintesis de carotenoides

en plantas.

Estudios realizados en nuestro laboratorio indicaron mediante complementacién
heterdloga en E. coli que el gen psy? de D. carota es funcional (Carvajal, 2010). Sin
embargo, la funcionalidad del gen psy2 aun no ha sido establecida. La
complementacién fue realizada en una cepa bacteriana que posee los genes
carotenogénicos para [a sintesis de B-caroteno pero con el gen criB (psy) mutado.
Debido a que el contexto funcional de las bacterias es totalmente diferente a la ruta
metabdlica de carotenoides en una planta, es importante determinar la funcién de estos
genes en un sistema vegetal. Para cumplir este objetivo, en este seminario de titulo se
evalud molecular y bioquimicamente lineas de N. fabacum que expresaban el gen psy?1
de D. carota, se generaron lineas de N. fabacum transformadas con una construcccion
para expresar el gen psy2 y se transformaron de manera estable explantes de D.
carofa con construcciones para sobre-expresar ambos genes de manera
independiente. El desarrollo de estas estrategias moleculares permitid verificar que el
gen psy? de D. carota es funcional en el modelo vegetal N. tabacum y proximamente
se evaluara la funcionalidad de psy2 en N. tabacum yllde ambos genes psy en nuestro
modelo de estudio. Ambos trabajos servirdn como base para futuras aplicaciones
biotecnologicas dado que la expresion heterdloga de estos genes en especies

vegetales de interes comercial podria conducir a un aumento en la acumulacion de

carotenoides y con ello aumentar su valor comercial y nutricional.




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Estudiar la funcionalidad del gen fitoeno sintasa 1 de D. carota (psy?) mediante la
expresion en plantas de N. tabacum y desarrollar la metodologia de expresién de psy?2

en N. fabacum.

2.2. Objetivos Especificos.

+ Desarrollar el andlisis molecular de las lineas de N. fabacum transformadas con la

construccion pGWB2/psy1.

« Determinar el contenido de carotenoides en las plantas de N. tabacum

transformadas con la construccion pGWB2/psy1.

*» Generar la construccion pGWB2/psy2 para la expresion de psy2 de D, carota en N,

tabacum.

* Obtener plantas de N. tabacum transformadas con la construccion pGWB2/psy2

2.3. Objetivo Adicional

« Transformar de manera estable explantes de D. carofa con las construcciones

pGWB2/psy1y pGWB2/psy2 de manera independiente.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

Para analizar las lineas de N. fabacum transformadas con la construccion
pGWB2/psy1, se extrajo ADN gendmico (ADNg) vy se amplificé mediante PCR los
genes 188 y hpt (gen de resistencia a higromicina presente en el vector pGWB2) para
verificar la calidad del ADN aislado y la transgénesis de las lineas de N. tabacum ,
respectivamente. Posteriormente, se realizd un RT-PCR del gen psy7 para evaluar la
expresion de este gen en las lineas transgénicas. Finalmente, se determind el
contenido de carotenoides de 3 lineas de N. fabacum silvesire y 8 lineas de N.
tabacum T, transgénicas mediante espectrofotometria y Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC).

Para llevar a cabo la transformacion de explantes de N. tabacum y D. carofa
con el ADN complementario (ADNc) de psy2, se generd el vector de entrada,
pCR8/psy2 . La construccidn pCR8/psy2 se utilizd para transformar células de E. coli
quimiocompetentes y a ftravés de PCR de colonia, digestion enzimatica y
secuenciacion se verificd el éxito de la clonacion. Posteriormente, este vector fue
recombinado con el vector de destinacion pGWB2 para generar la construccion
pGWB2/psy2 que se utilizé para transformar células DH5a quimiocompetentes. Luego
de los analisis mediante PCR de colonia, PCR direccional, digestion enzimatica y
secuenciacién para verificar la correcta clonacion del ADNc de psy2 en el vector
pGWB?2, se exirajo ADNp de uno de los clones para transformar la cepa de A.
tumefaciens GV3101. Los clones de A. tumefaciens obtenidos, se analizaron mediante
PCR de colonia para el gen psy2 obteniéndose 1 clon positivo con el cual se realizé la
transformacion estable de explantes de N. fabacum vy D. carofa. Actualmente, en

condiciones de invernadero, se tienen: 6 lineas de N. tabacum transformadas con la
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construccion pGWB2/psy2;, 3 lineas de N. fabacum ftransformadas con el vector
pGWB2 sin inserto y por Ultimo; 2 lineas de N. tabacum  silvestre no transformado.
Respecto a la transformacion de explantes de D. carofa; en la actualidad se tienen 14
explantes transformados con la construccion pGWB2/psy! 20 explantes
transformados con la construccion pGWB2/psy2 y 11,explantes transformados con el

vector pGWB2 sin inserto mantenidos en MS] desde hace 4 semanas
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para desarrollar las técnicas de

biologia molecular requeridas. Estos productos se obtuvieron de empresas y marcas

registradas tales como Promega, Invitrogen, Fermentas, Axygeny Merck.

4.2, Material Biolégico

Escherichia coli DH5a; gyrA96, AlacU169 (¢80/acZAMA15), recA1, hsdR17, endA1,
thi-1, relA1 supE44. Fue transformada con las construcciones de interés con el fin
de multiplicarlas y posteriormente aislarlas y analizarlas mediante digestion con
enzimas de restriccion y secuenciacion.

Agrobacterium tumefaciens: Cepa GV3101. Gen®, Rif®. Esta cepa se utilizé para
la transformacidon estable de explantes de .

Nicotiana tabacum ( cultivar Xanthi NN): En esta variedad de fue insertado el
gen psy? y psy2 de D. carota mediante transformacién mediada por A. tumefaciens
Daucus carota (variedad Nantes): De esta variedad se obtuvieron explantes que
fueron transformados con las construcciones para sobre-expresar los genes psy? y

psy2 endogenos
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4.3, Plasmidos

s pCR8/GW/TOPO (Invitrogen): Vector de clonamiento o vector de entrada de tipo

Gateway® que permite el clonamiento de productos de PCR amplificados con la
enzima Taq ADN polimerasa. El clonamienio estd mediado por la enzima
Topoisomerasa asociada al vector. Luego del c[orfamiento el gen de interés queda
flanqueado por los sitios de recombinacién attL1 y attL2 que  hacen posible la
recomhinacion del gen de interés a un vector de destinacion. El vector pCR8

pasee un origen de replicacion pUC vy resistencia a espectinomicina.

e pGWB2: Es un vector de destinacién de tipo binario que permite la expresion
constitutiva de un gen de interés bajo el promotor constitutivo 35S, Posee el gen
de resistencia a higromicina (hpf) para seleccionar plantas éxitosamente
transformadas y ademas el gen que codifica la resistencia a kanamicina {nptll)
para seleccionar tanto bacterias como plantas éxitosamente transformadas. Este
vector posee los sitios de recombinacion attR1y ‘attRZ los cuales recombinan con
los sitios attL1 y atiL2 presentes en el vector de entrada dando origen a los sitios
attB1 y attB2 que flanquean al gen de interés después de la reaccién de
recombinacion. Su peso molecular es 17,2 Kb aproximadamente. Es importante
mencionar que en general, el gen de interés conserva su orientacion en el vector
de destinacion luego de la reaccion de recombinacion entre el vector de entrada y

el vector de destinacion.
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4.4. Medios de cultivo

4.4.1. Medios de cultivo para crecimiento bacteriano
Para el crecimiento bacteriano se utilizaron los medios de cultivo cuyo nombre y

composicion se detallan a continuacion;

* LB liguido: NaCl 0,8% (p/v}), Triptona 1% (p/v) y extracto de levadura 0,5% (p/v).
e LB-agar: NaCl 0,8% (p/v), Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v) y

agar 1,6% {p/v) .

4.4.2, Nedios de cultivo para crecimiento de explantes transformados
a) Para el crecimiento y organogénesis de los explantes de N. tabacum

transformados se utilizaron los siguientes medios:

1. MS-agar: MS (Medio basal Murashige & Skoog con vitaminas,
PhytoTechnology Laboratories ™) 0,44% p/v, myo-inositol 100 ppm, sacarosa
20% p/v. pH = 5,8.

2. MSI: Medio MS-agar, cefotaxima 300 mg/L, IBA 1mg/l, BAP 5mgilL,
kanamicina 25mg/L.

3. MSIl: Medio MS-agar, kanamicina 50 mg/L, cefotaxima 300 mg/L.

4, MSIII: Medio MS-agar, kanamicina 100 z;'lg!L, cefotaxima 150 mg/L.
5.
b) Para el crecimiento y embriogénesis de los explantes de zanahoria

fransformados los medios utilizados fueron:

1. MSI: Medio MS-agar, cefotaxima 300 mg/L, 2,4 D 1 mg/L, kanamicina 25mg/L.
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A

2. MSIl: Medio MS-agar, cefotaxima 300 mg/L, 2,4 D 0,5 mg/L, kanamicina 50
mg/L.

3. MSIIl: Medio MS-agar, cefotaxima 150 mg/L, kanamicina 100 mg/L.

4.5. Partidores

Los partidores empleados en esta tesis fueron sintetizados en ADT&IDT
(Promega). Los partidores fueron resuspendidos en a.gua nanopura y se mantuvieron
a una concentracién de 250 yM a -20 °C. Para las reacciones de PCR todos los
partidores fueron utilizados a una concentracion de 10 pM. Las caracteristicas

principales de los partidores empleados se detallan a continuacién (Tabla 1).

Tabla 1: Partidores utilizados en este seminario de Titulo. La letra F hace referencia al
partidor sentido mientras gue la letra R denota al partidor en antisentido. Ademas se muestra la

secuencia para amplificar la region 5° del promotor (p) 35S presente en el vector pGWB2

Gen ‘ o Tm Fragmento
Obietivo Partidores Secuencia (6'>37) - Partidor | esperado
1 (°C) (pb)
188 183-F TTGATTACGTCCCTGCCCTTT 55 180
188-R ACAATGATCCTTCCGCAGGT 55
psyt psyt-F ACTAGTATGGCTIGTAATTTTGCT 59 1197
psy1-R CACGTGCTATCTTACAGTAGAAGG 59
psy2 psy2-F CGCACGTGTCATGTTTTCAGAAACG 58 1317
psy2-R GGACTAGTAATGTCAGTTGCTATGTC 58
hpt hpt-F TTTGTGTACGCCCGACAGT 55 624
hpt-R TCGGTTTCAGGCAGGTCTT 55

355 (P) 358-F AGAACTCGCGGTAAAGAGTG 55 812
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4.6. Metodologia

En esta seccidon se detallaran los procedimientos realizados para el analisis
molecular y bioquimico de las plantas de N. tabacum transformadas con la
construccion pGWB2/psy1. La transformacion de estas plantas fue realizada en e}
Seminario de Titulo de Romina Carvajal (Carvajal, 2010). Posteriormente, se
mencionaran los procedimientos realizados con el fin de generar y analizar
molecularmente las construcciones necesarias para sobre-expresar el gen psy2 de
D. carota en plantas de N. tabacum y D. carota. Finalmente, se detallara el proceso de

transformacion, organogénesis y seleccion de las plantas transformadas.

4.6.1. Extraccion de ADN gendmico (ADNg) de' plantas de silvestres y

transformadas con la construccion pGWB2/psy1

Se tomaron 100 mg de hojas de plantas de N. tabacum de 3 meses de edad los
cuales fueron congelados con N; liquido y posteriormente macerados. E] macerado fue
transferido a un tubo Eppendorf que contenia una mezcla de 600 pL de tampén
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y 4 pL de B-mercaptoetanol precalentado
a 60 °C durante 30 min y luego fue incubado a 60° C por 30 min. Posteriormente, se
afiadio 400 pl. de tampoén CTAB y se incubd a 70 °C por 15 min. Luego, se agregé 400
ML de una mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé por inversion 3
veces. La mezcla fue centrifugada a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C. Ei 50% de la fase
superior fue recuperada en tubos Eppendorf estériles. Se agregé 700 ML de
isopropanol mantenido a 4 °C y se dejé por 30 min a -20 °C para favorecer la
precipitacion del ADN. Luego se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min a 4 °C, se eliminé

el sobrenadante y se afiadio 700 pL de etanol 70 %. Se centrifugd a 13.000 rpm por 5
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min y en seguida se secaron las muestras a temperatura ambiente por 20 min. E
ADNg fue resuspendido en 20 L de agua nanopura. Este protocolo fue aplicado para
8 lineas transformadas con la construccion pGWB2/psy1 v 1 planta de N. tabacum

silvestre (control no transformado).

4.6.2, Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

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

fue cuantificada utilizando el programa ImageJ.

4.6.3. Reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR).

4.6.3.1, Protocolo general.
Para amplificar los genes psy7, psy2, 18s y hpt a partir de ADNg, ADNp, ADNc
y de colonias transformantes, se mezclaron 2,5 ul del tampén correspondiente a la

enzima utilizada para la reaccién (Elongasa®, Taq, Paq), 1 HL de MgCl, 50 mM
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(Bioline), 0,5 UL de dNTPs 10 mM, 0,5 uL partidor sentido y antisentido 10 pM, 1U de la
enzima ADN polimerasa ademas de ADN (30 a 50 ng) y agua libre de nucleasas
suficiente para completar 25 pL de reaccion. Las reacciones de PCR fueron realizadas

en un termociclador MyCycler™ de BIO RAD.

Los detalles para la amplificacion de cada uno de los genes mencionados se

detallan en las tablas 2A, 2B, 2C y 2D.

Tabla 2A. PCR para amplificar el gen 18S con el fin de evaluar la calidad de los ADNg extraidos

y los ADNc sintetizados

PASO TEMPERATURA (°C} TIEMFO NUMERO DE CICLOS
Denaturacidn inicial 94 3min 1
Denafuracion 94 45 segundos
Hibridacidn 55 45 segundos
Extension 72 45 segundos %
Extension Final 72 10 min 1
Mantencién 10 o 1
Tabla 2B. PCR para amplificar los genes psy? y psy2
PASO TEMPERATURA [°C) TIEMPO NUMERODE CICLOS
Denaturacidn inicial g5 3min 1
Denaturacion 94 50 segundos
Hibridacidn 59 {psyf)y 58 {psy2) | 40 segundos
‘; *35 35
Extension 72
segundos
Extension Final 72 10 min 1
Mantencién 10 w 1
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Tabla 2C. PCR de colonia para amplificar los genes psy? y psy2

PASO TEMPERATURA (°C}) TIEMPO NUMERO DE CICLOS
Denafuracion inicial g5 3 mia i
Denaturacion 94 50 segundos
Hibridacidn 59 (psy1) y 58 (psy2) 40 segundos %
Extension 12 135
segundos
Extension Final 72 10 min 1
Mantencion 10 o 1
Tabla 2D. PCR para amplificar el gen hpt »
PASO TEMPERATURA {°C) TIEMPO NUMERO DE CICLOS
Denaturacién inicial 95 4 min 1
Denaturacién 84 30 segundos
Hibridacion 50 iy 58 o | 45 segundos
(psy7)y 88 (psy2) %5
Extension 72 40segundos
Exfensién Final 72 10 min 1
Mantencién 10 © 1

4.6.3.2. PCR de colonia.
Para verificar si el gen psy2 fue clonado en los vectores de entrada vy
destinacion, es decir pCR8 y pGWB2 respectivamente, se amplificdé mediante PCR

colonia el gen psy2 de D. carota a partir de colonias transformantes.

Para ello, se disolvié un inéculo de las colonias de E. coli Dh5a transformadas
con la construcciones pCR8/psy2 y pGWB2/psy2 en una alicuota de 10ul. de agua

nanopura estéril. De esta mezcla se tomé 1 pl y se agregdé como ADN a la mezcla. El
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protocolo para realizar la amplificacién fue descrito previamente (PCR protocolo
general). En las reacciones de PCR fue incluido un control positivo en el cual se utilizé
como molde ADN previamente verificado. Ademas, se realizé un contro! negativo en el

cual no se agrego ADN.

4.6.4. Extraccion de ARN de N. tabacum.

La extraccion de ARN total de N. tabacum fue realizada empleando el reactivo
Trizol® de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Se extrajo ARN de las 8 plantas
transformadas con la construccién pGWB2/psy7 y de 3 plantas de silvestres. El tejido
del cual fue extraido el ARN fue obtenido desde 3 hojas distintas de similar edad y
tamafio para las plantas transformadas y de una hoja de cada una de las lineas

silvestres analizadas.

De cada una de las hojas se tomaron 33 mg de modo que la cantidad de tejido
que se utilizé para cada extraccion fue 99 mg. El tejido fue colocado en un mortero
previamente esterilizado y frio y se congel6 utilizando N, liquido. Posteriormente, se
maceré el tejido y se afiadid 1 mL del reactivo Trizol ® mezclando inmediatamente el
reactivo con el tejido pulverizado. El homogeneizado obtenido se incubd por 5 min a
temperatura ambiente para permitir la completa disociacion de complejos
nucleoproteicos y luego se afiadié 0,2 mL de cloroformo mantenido a 4 °C. La mezcla
se agitd manualmente por 15 segundos y se incubd a temperatura ambiente por 3 min.
A continuacién las muestras se centrifugaron a 12.10009 por 15 min a 4 °C y se
traspaso el 60 % de la fase acuosa, a tubos Eppendorf estériles. Se agregé 0,5 mL de

isopropanol y luego se resuspendid por inversion 3 veces. La solucién resultante se

23




incubd por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4 °C
para precipitar el ARN. El sobrenadante se elimind y se afiadié 1 mL de etanol 75 % viv
disuelto en agua tratada con DEPC. Se agit6 vigorosamente y se centrifugé a 7000 g
por 5 min a 4° C. Posteriormente el ARN fue secado a temperatura ambiente casi

completamente y finalmente, fue resuspendido en 20 uL de agua tratada con DEPC.

4.8.5, RT-PCR del gen psy?

4.6.5.1. Tratamiento del ARN de las lineas de N. tabacum silvestres y
transformadas con la construccion pGWB2/psy1 con DNAsa l.

Se tomaron 2 1g del ARN de cada una de las lineas de interés y se afiadieron 50
unidades de DNAsa [ libre de RNAsa (Fermentas), 1 L de tampdn DNAsa 10X, 0,5 uL
de inhibidor de RNAsa y se completé hasta 10 pL con agua previamente tratada con
Di-etil-piro-Carbonato (DEPC). Esta mezcla se incubé durante 15 min a 37 ° C y luego
se puso en hielo por 3 min. Finalmente, se agregd 1 L de EDTA 25 mM disuelto en

agua DEPC con el fin de inactivar la enzima DNAsa 1.

4.6.5.2. Transcripciéon Reversa para sintetizar ADNc

]

Se tomaron 5,5 pL de la reaccion tratada con DNAsa (que corresponde a 1 pg de

ARN) y se afiadio 1 pL de Oligo AP (B'TTTTTTTTTTTTITITTITITAGCTTCG3) 10
UM. Esta solucién se incubd en el termociclador durante 5 min a 70° C y luego se puso
en hielo por 3 min. Posteriormente, se afiadié 13,5 uL de una mezcla que contenia: 0,5
yL de inhibidor de RNAsa I, 4 uL de tampoén 5X [mprom Il, 2,5 ul de MgCl, 25 m, 1 yL
de dNTPs 10 pM disueltos en agua tratada con DEPC, 4,5 pl de agua tratada con

DEPC y 1 uL de la enzima RT Improm [ {(Promega). La mezcla se incubé a 25 °C por 5
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min para la hibridacidn del partidor Oligo AP con el ARN. Luego, se elevd la
temperatura a 42 °C por 60 min para la extension de la cadena de ADNc y finalmente

se mantuvo a 70 °C por 15 min para inactivar la enzima transcriptasa reversa,

Para verificar la integridad del ADNc generado se amplificé mediante RT-PCR
el gen 18S utilizando 1pL  del ADNc sintetizado cemo molde. Posteriormente, se
amplificé el gen psy? de D. carota a partir de 1 gL de cada uno de los ADNc
sintetizados. Para investigar la presencia de ADN en las extracciones de ARN se
realizd un control denominado sin RT en el cual se utilizé el ARN tratado con DNAsa
como molde en lugar del ADNc correspondiente a dicho ARNm. El ARN se degrada
durante el proceso de amplificacidn mediante PCR, especificamente durante el paso
de desnaturalizacién. En consecuencia, si se obtiene el producto de amplificacién
esperado utilizando ARN como molde, queda de manifiesto la presencia de ADN

genomico contaminante.

4.6.6. Determinacién de la concentracién de Carotenoides en las plantas de N,

tabacum transformadas con la construccion pGWB2/psy1 vy silvestres

4.6.6.1. Extraccién de Carotenoides.

Para cada una de las lineas transgénicas analizadas se tomaron
aproximadamente 100 mg de tejido obtenido de 3 hojas de similar tamafio y edad. En
el caso de las lineas silvestres, las hojas fueron obtenidas de 3 planias distintas pero
las hojas fueron también similares en tamafio y edad. De cada una de las hojas
recolectadas se tomaron aproximadamente 33 mg de tejido. El tejido recolectado fue

macerado en un mottero previamente esterilizado y frio en presencia de N, liguido.

25




Posteriormente, se agregd 4 mL de una solucién de hexano/acetona/etanol (2/1/1 viv)
para luego homogeneizar. El homogeneizado se traépasé a tubos Eppendorf, se
agitd en vortex durante 2 min y se mantuvo en hielo y oscuridad por otros 2 min.
Luego, se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C. Los carotenoides se recuperaron

de la fase superior, recolectandolos en un fubo falcon de 15 mL,

Durante todo el proceso de exiraccion el homogeneizado y exiracto se
mantuvieron en oscuridad y hielo. Finalmente, la solucidbn que contenia los

carotenoides extraidos fue secada con N; gaseoso.

4.6.6.2. Cuantificacion de carotenoides totales mediante espectrofotometria
Los pigmentos extraidos y secados previamente con N, gaseoso fueron
resuspendidos en 2 mL de éter de peirdleo. Luego, se midid la concentracién total de

carofencides de esta solucion en un espectrofotémetro (Shimadzu) a 474 nm.

Para este fin, se tomo una alicuota de 100 pL de los carotenoides resupendidos
y se afadieron 400 UL de éter de peirdleo. Esta mezcla se trasladd a una cubeta de
cuarzo y se midié su absorbancia a 474 nm . Luego de determinar este parametro, la
mezcla fue devuelta al tubo falcon del cual provenian los pigmentos y se seco la
extraccién nuevamente utilizando N, gaseoso. Las muestras fueron guardadas a -80°
C para su posterior analisis mediante Cromatograf'ia Liguida de Alta Resolucion
(HPLC) en fase reversa. La ecuacidén que se utilizé para determinar la concentracion

de carotenocides totales es |a siguiente:

Volumen de Resuspensién [mL] X Absorbancia X 100

g
21x0,11 [g peso fresco

C. de carotenoides = (Ecuacion 1)

X cantidad de tejido [mg]
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Donde C. de carotencides representa la concentracion de carotenoides

expresada en [ug/g peso seco).

4.6.6.3. Determinacion de la composicion de carotenoides mediante HPLC.

La fraccion de carotenoides se resuspendié en 200 pL de acetona (MERCK).
Se utilizaron 20 uL de esta soluciéon para el analisis mediante HPLC en fase reversa.
Este andlisis fue realizado en una columna Hipersy C18 de fase reversa de 15 cm. La
fase movil utilizada fue acetonitrilo/metanolfisopropanol (85/10/5 v/v), con un flujo de 1
mlU/min. Mediante el analisis de los cromatogramas detectados a 474 nm,
especificamente segln los tiempos de retencidon y los espectros de absorcion
obtenidos, se determinaron los carotenoides presentes de manera predominante en las

muestras.

4.6.7. Purificacion de ADN desde los geles de agarosa

El ADN fue purificado desde geles de agarosa utilizando el kit ADN Wizard®
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ADN purificado se utilizé
para la reaccion de ligacién en el vector pCR8 del ADNc correspondiente al gen psy2

de D. carota.

4.6.8. Generacidn de la construccion pCR8/psy2

Previamente estaba disponible en el laboratorio la construccion pCR8/psy2
(Carvajal, 2010). Sin embargo, el ADNc correspondiente a psy2 estaba en antisentido
respecto al sitio de recombinacion attL1 presente en este vector. Esta construccion

daria origen a una clonacion en antisentido en el vector de destinacion pGWB2 de
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acuerdo a la tecnologia Gateway® empleada y no seria Util para el desarrolio del resto
de estrategias moleculares contempladas en este seminario de titulo. Por esta razén el
ADNc de psy2 fue amplificado mediante PCR utilizando como molde ADN plasmidial
correspondiente a la construccion pCR8/psy2 en antisentido y la enzima Elongasa®
como ADN polimerasa. El producto de PCR fue purificado desde un gel de agarosa
(seccion 5.6.7) y fue nuevamente clonado en el vector pCR8 utilizando el protocolo de
clonamiento pCR®8/GW/TOPO® TA (Kit de Clonamiento de Invitrogen). Este vector
posee una enzima del tipo topoisomerasa unida covalentemente al sitio de clonamiento
multiple que tiene la capacidad de ligar las hebras de ADN, generadas mediante PCR
con el vector de entrada. Luego de que la clonacion ocurre, la enzima se escinde del
vector. En la reaccion se utilizé 150 ng del fragmento purificado, 50 ng de vector, 1 L
de solucion salina (0,2 M de NaCIl y 0,01 M de MgCl,) y agua nanopura hasta
completar el volumen final de 6 uL Luego, la reaccion se incubd a temperatura
ambiente por 3 horas para en seguida transformar células de E. cofi Dh5a
quimiocompetentes. Las celulas se plaquearon en medio LB solido con
espectinomicina 100 mg/L y luego de 16 horas de cultivo a 37° C se identificaron las
colonias exitosamente transformadas mediante PCR de colonia para el gen psy2 .
Aquellas colonias positivas para este PCR se crecieron en medio LB liquido y se les
extrajo ADN plasmidial (Seccién 4.6.12.12). Mediante analisis con enzimas de
restriccion se determinaron los clones que presentabén el ADNc de psy2 en sentido
respecto al sitio de recombinaciéon attL1 del vector pCR8. Los clones positivos se
guardaron a -80°C con glicerol (300 pl. de glicerol 80 % y 500 pl de células).

Posteriormente uno de los clones positivos se envié a secuenciar.
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4.6.9. Generacién de la construccion pGWB2/psy2

La construccion pGWB2/psy2 fue generada mediante la tecnologia Gateway®,
la cual se basa en una reaccion de recombinacion entre un sustrato con los sitios de
recombinacion attl. (incorporados en el vector de entrada) y un sustrato con los sitios
attR (presentes en el vector de destinacién). Esta reaccion es catalizada por la enzima
LR Clonasa™ (Invitrogen). Para ingresar la secuencia de interés a la plataforma de
clonacion Gateway®, se utilizo e! vector de entrada pCR8/GW/TOPO (Invitrogen) que
contenia el gen psy2 de Daucus carota (pCR8/psy2) y como vector de destinacion, el
vector pGWB2 (Invitrogen). El vector de destinacion posee entre los sitios attR un
casseite que contiene el gen ccdB, que es reemplazado por el gen de interés después
de la recombinacion. La proteina CCDB, interfiere con la proteina ADN girasa de E.
coli, inhibiendo el crecimiento de las cepas de E. cofi cominmente empleadas en el
laboratorio (Ej: DHSa). En consecuencia, después de transformar las células con el
producto de la recombinacion, no seran capaces de sobrevivir aquellas que posean el
vector de destinacion sin recombinar. Este hecho facilita el analisis posterior de las

colonias generadas (Catalogo Gateway® Techonology Invitrogen).

La reaccion de recombinacion se realizo en 10 pL totales los cuales contenian
50 ng del vector de entrada pCR8/psy2 obtenido de un clon en que el gen se
encontraba en orientacion sentido con respecto al sitio de recombinacion attL1), 150 ng
del vector de destinacion pGWB2 y tampoén Tris-EDTA pH 8. La mezcla se incubé en
hielo durante 2 min y luego se agité suavemente durante unos segundos. Luego, se
agregd 2 L de LR Clonasa™ Il (Invitregen) y se dejé incubando toda la noche a 25°C.
Para detener la reaccion se agregé 1 ul. de Proteinasa K (Invitrogen) y se incubé por

10 min a 37 °C. Finalmente, se transformaron las células quimiocompetentes de E. colf
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DH5a (Seccion 5.6.11) con 50 ng del producto de la recombinacién y se seleccionaron

los clones transformantes en placas de LB sdlido con kanamicina 100 mg/L.

4.6.10. Quimiocompetencia de células

4.6.10.1. Quimiocompetencia de la cepa de E. coli DH5«

Para obtener células DH5a aptas para ser transformadas, se realizé el protocolo
de quimiocompetencia. Para ello, se crecio un preindculo de células en 5 mL de medio
LB liquido con &cido nalidixico 100 mg/L durante la noche y posteriormente se tomé 1
mL de este cultivo y se inoculé en 100 mL de medio LB liquido con &cido nalidixico 100
mg/L. Las células fueron crecidas hasta densidad éptica a 600 nm (DOsog) de 0,3.
Luego el cultivo fue repartido en 2 tubos falcon de Sd mL previamente enfriados y se
centrifugé a 3000 g por 15 min a 4 °C para precipitar las células. Se descartd el
sobrenadante y en cada tubo las células fueron resuspendidas suavemente en 5 mL de
tampdn CCMB80 a 4°C (KOAc 10 mM pH 7,0, CaCl,.2H,O 80 mM, MnCl.4H,O 20

mM , MgCl,.6H,O 10 mM v glicerol a una concentracién final de 10 % viv, pH 6,4).

Luego, se afiadié mas tampén CCMB80 a cada tubo hasta completar 20 mL y
se juntd en un solo tubo el total de células resuspendidas. Posteriormente, se
centrifugé a 3.000 g por 10 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio
las células en 5 mL de tampén CCMB8O0 firfo. Las células se repartieron en tubos
Eppendorf frios en alicuotas de 50 pL por tubo y se congelaron inmediatamente en N,
liguido después de repartir. Finalmente, las células se guardaron a -80 °C para su

posterior utilizacion.
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4.6.10.2. Quimiocompetencia de la cepa de A. tumefaciens GV3101

Se crecid una Unica colonia de A. tumefaciens cepa GV3103 en 10 mL de medio
LB liquido con los antibiéticos rifampicina 10 mg/L y gentamicina 100 mg/L durante la
noche a 28 ° C. Posteriormente 1 mL del cultivo fue inoculado en 100 mL de medio LB
con los antibidticos rifampicina 10 mg/L y gentamicina 100 mg/L vy se dejo crecer a 28
°C con agitacion constante hasta una DOgyy de 0,5. LL'lego, se centrifugd el cultivo a
10.000 rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante vy las células precipitadas fueron
resuspendidas en 20 mL de CaCl, 0,1M. A continuacién las células fueron nuevamente
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante y las células
precipitadas fueron resuspendidas en 5 mL de CaCl, 0,1M. Las células se repartieron
en tubos Eppendorf frios en alicuotas de 50 pbL por tubo y se congelaron
inmediatamente en N, liquido después de repartir. Finalmente, las células se

guardaron a -80 °C para su posterior utilizacion.

4.6.11. Transformacion de E. coli DH5a quimicompetentes

Para transformar las células DH5a con los vect‘ores pPCR8/psy2 y pGWB2/psy2
se empled el siguiente protocolo: Se descongelé una alicuota de E. coli DH5a
quimicompetente en hielo, se afiadié 50 ng de la ligacion correspondiente y se mantuvo
en hielo por 30 min. Luego, las células fueron sometidas a shock térmico a 42 °C por
30 segundos y se dejaron en hielo por 2 min. Posteriormente, se agregé 1 mL de LB
liguido sin antibiético y se dejd crecer las células por una hora a 37 ° C en agitacion
constante, Finalmente, las células fueron centrifugadas a 4000 rpm por 5 min,
resuspendidas en 100 L de sobrenadante y plaqueadas en medio LB sélido con el

antibidtico adecuado (espectinomicina 100 mg/. para la construccién pCR8/psy2 y
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kanamicina 50 mg/L para la construccion pGWBZ2/psy2). En cada transformacién se
incluyeron 3 controles: 1) células no transformadas sometidas al proceso de
transformacion y plaqueadas en medio sin antibidtico 2) células no transformadas
sometidas al proceso de transformacion y plaqueadas en el medio LB con el antibiético
correspondiente 3) células transformadas con el vector correspondiente sin inserio y
plaqueadas en medio con el antibidtico adecuado. Estos controles fueron realizados
para 1) verificar la viabilidad de las células luego de la transformacion, 2) descartar la
presencia de algin microorganismo contaminante y 3) verificar la competencia de las

células ufilizadas.

4.6.12. Extraccion del ADN plasmidial de células de E. coli Dh5a

Para la extraccién del ADN plasmidial se utilizé el kit Axyprep™ de Axygen
siguiendo el protocole proporcionado por el fabricante. EI ADN plasmidial se empled
para realizar los procedimientos de ligacién, transformacién, analisis de digestion

enzimatica y secuenciacion.

4.6.13. Digestion enzimatica de las construcciones pCR8/psy2 v pGWB2/psy2

La construccion pCR8/psy2 fue digerida con la enzima BstEll {(Fermentas) para
verificar [a orientacion det gen psy7 en el vector pCR8.' La reaccién contenia 200 ng de
ADN plasmidial de los clones positivos por PCR de colonia, 1X del tampon de BstEl],
5U de BstEll y agua libre de nucleasas para completar un volumen final de 20 pL. La
mezcla fue incubada por 1 hora a 37 °C en un bafio termorregulado. La construccion

pGWB2/psy2 fue digerida con [a enzima Ndel (Fermentas) siguiendo el mismo
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procedimiento descrito para verificar la orientacion de psy2 en el vector pCR8 y

verificar asi los clones en sentido.

4.6.14. Secuenciacion de las construcciones pCR8/psy2 y pGWB2/psy2

Los clones de £ cofi positivos para las construcciones pCR8/psy2 vy
pGWB2/psy2 identificados mediante analisis de PCR de colonia y digestion enzimatica
fueron enviados a secuenciar a Macrogen Co. (USA), utilizando los partidores del fago
M13 (-20) Sentido y M13 (-40) Antisentido para la construccion pCR8/psy1. Para la
construccion pGWB2/psy2 se utilizaron los partidores del promotor 355-F y psy?-R
disponibles en el laboratorio (Tabla 1). El objetivo de la secuenciacién fue verificar
posibles cambios en el marco de lectura del gen de interés o mutaciones generadas

luego de la amplificacién por PCR de esta secuencia.

4.6.15. Transformacion _de Agrobacterium tumefaciens GV3101 con_ la

construccion pGWB2/psy2

Para la transformacion de células competentes dé Agrobacterium tumefaciens, se
descongeld una alicuota de 100 pL en hielo la cual fue mezclada con 500 ng de la
construccion pGWB2/psy2. l.uego, la mezcla se congeld en nitrégeno liquido durante 5
min. Transcurrido el tiempo, se descongelé a temperatura ambiente durante 15 min.
Se afiadio 1 mL de medio LB liquido y se crecieron las células a 28 °C durante toda la
noche con agitacion constante. Finalmente, las células fueron plaquedas en medio LB
solido con los antibidticos rifampicina 10 mg/L, gentamicina 100mg/L y kanamicina 100

mg/L. Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 horas.
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Las colonias obtenidas de Agrobacterium tumefaciens GV3101 fueron

analizadas mediante PCR de colonia para determinar si poseian el gen psy2.

4.6.16. Transformacion estable de explantes de N. tabacum con la construccion

pGWEB2/psy2

Para la transformacién de explantes de N. fabacum se seleccioné un clon positivo
de Agrobacterium tumefaciens para la construccion pGWB2/psy2 mediante PCR de
colonia para el gen psy2 de D. carota y 100 uL de éste se inocularon en 15 mL de LB
liquido con los antibidticos adecuados (rifampicina 10 mg/L, gentamicina 100mg/L v
kanamicina 100 mg/L). El cultivo se incubd a 28 °C durante 16 horas con agitacion
constante. A continuacion, se centrifugo a 3.000 rpm durante 5 min para precipitar las
células. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas en 25 mL de
medio MS liquido con acetosiringona ( 100 uM). Las células fueron crecidas en este
medio hasta DOgqp de 0,5. Posteriormente, este cultivo fue depositado en una placa de
Petri estéril bajo flujo iaminar. En esta placa se incubaron explantes de N. tabacum
(trozos de hojas de 1 cm?® aproximadamente, de plantas cultivadas in vitro) estériles a
las cuales se les hizo incisiones durante 10 min para permitir la infeccion de A.
fumefaciens. A continuacién, los explantes fueron secados en papel estéril y
depositados en placas con medio MS-Agar (seccion 5.4.2.a.1). Estas placas se

incubaron durante 2 dias en oscuridad a 22 °C.

Transcurridos los 2 dias, los explantes fueron lavados con agua estéril para
eliminar posible contaminacién con A. tumefaciens , secados y trasladados a placas
con Medio | (MSI medio de induccion, Seccidn 5.4.2.a.2) y cultivados bajo fotoperiodo

de 16 hrs luz a 22 °C. Luego de 4 semanas, los explantes fueron trasladados al Medio
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Il (MSII, Seccién 5.4.2.a.3) para la elongacion de los brotes y luego de tres semanas
los brotes fueron separados y trasladados al Medio 11l (MSIII, Seccion 5.4.2.a.4). Luego
de aproximadamente 4 semanas en Medio lll, las lineas se comenzaron a trasladar a

tierra hasta su evaluacion.

4.6.17. Transformacion estable de explantes de D. carofa con la construcciones

pGWB2/psyt v pGWB2/psy2

Para la transformacion de explantes de D. carota con las construcciones
pGWB2/psy1 y pGWB2/psy2 se crecieron clones de A. tumefaciens positivos para
ambas construcciones mediante PCR de colonia de la manera descrita en la seccién
5.6.3.2 Los explantes de D. carota que fueron transformados corresponden a trozos de
hipoctilo de 1 em de longitud obtenidos de plantulas crecidas in-vitro. El protocolo de
transformacion de estos explantes fue descrito previamente (Seccion 5.6.16). Luego de
2 dias de co-cultivo con A. fumefaciens en oscuridad a 22 ° C los explantes fueron

traspasados a Medio | (MSI, medio de induccidén, Seccion 5.4.2.b.1)
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5. RESULTADOS

5.1. Analisis de la transgénesis de las lineas de N. tabacum transformadas con

la construccién pGWB2/psy1 mediante PCR y RT-PCR.

Para analizar las lineas de N. tabacum transformadas con el vector
pGWB2/psy1, previamente seleccionadas en medio MS con kanamicina 100 mg/L, se
extrajo ADNg de 8 de las 12 lineas T, transformadas con la construccién pGWB2/psyt
mantenidas en invernadero por 13 semanas. Estas lineas se denominaron L1A, L2A,
L4A, L6A, L1B, L4B, L5B, L8B y fueron elegidas ya que contaban con al menos 2 hojas
de un tamaric aproximado de 2 cm?® cantidad de tejido suficiente para realizar las
extracciones de ADN. Adicionalmente se extrajo ADNg de una planta silvestre
mantenida en invernadero denominada WT. Utilizando el ADNg extraido y partidores
especificos, se amplificdé un fragmento del gen ribosémico 18S de 180 pb . La
amplificacion del fragmento del gen 18$ fue realizada para determinar la calidad del
ADNg extraido de cada una de las lineas analizadas. En todas las lineas estudiadas el
fragmento del gen 18S de 180 pb fue amplificado con éxito (Figura 2, carriles L1A, L2A,
L4A, L6A, L1B, L4B, L5B, L6B y WT ), lo cual indica que el ADNg extraido estaba en
Optimas condiciones para los siguientes analisis. En la reaccién de PCR se incluydé un

control negativo sin agregar ADNg.
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1A 12A 14A Ll6A 11B 4B "I5B 16B WT C

Figura 2. Amplificacion del gen 18S a partir del ADNg de las lineas L1A, L2A, L4A, L6A,
L1B, L4B, L5B Y L6B. PM: Estandar de peso molecular de 1Kb. C+; control positive utilizando
ADNg de una planta de silvestre. C": control negativo, sin agregar ADN. Electroforesis en gel
de agarosa al 1% tenido con BrEt.

Posteriormente, con €l fin de evaluar la transgénesis de las lineas estudiadas, se
realizé una reaccién de PCR (a partir de los ADNg previemnete extraidos) para
amplificar un fragmento del gen hpt que se encuentra en la region de ADN transferida a
la planta. La amplificacién de este fragmento fue también positiva para todas las lineas
transformadas con [a construccion pGWB2/psy1 seleccionadas, obteniéndose para
cada una la banda esperada de 624 pb (Figura 3, carriles L1A, L2A, L4A, L6A, L1B,
L4B, L5B y L6B). Ademas, cuando se utilizé ADNg de una planta silvestre no se obtuvo
amplificacion (carril WT) Este resultado muesira que estas § lineas, son efectivamente
transgénicas, lo cual sugiere que éstas tambien poéeen el gen psy? de D. carofa
integrado en el genoma bajo e! promotor 35S. En estd reaccidn se incluyo un control
positivo en cual se utilizd ADNp correspondiente a la construccion pGWB2/psy1 (carril

C*) y un control negativo (carril C” en el cual no se agregd ADN).
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P WT C O+ LIA L2A LdA LEA L1B L4B L5B LGB

624pd

Figura 3. Amplificacién mediante PCR del gen hpt en 8 lineas de N. tabacum
transformadas con el gen psy? de D. carota. PM: Estandar de peso molecular de 100 pb
plus. C+: control positvo, se utilizo ADNp correspondiente al vector pGWB2. C-. control
negativo, sin agregar ADN. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% teiiido con BrEt.

A continuacién, con el fin de verificar la expresion del gen psy? de D. carota en
las plantas de N. tabacum fransgénicas y la funcionalidad de la construccion
pGWB2/psy1 se realizd RT-PCR del gen psy? de D. carota. Para este analisis se
realizd una extraccion de ARN de las 8 lineas transformadas con la construccion
pGWB2/psy1 (Seccion 5.6.4) y a continuacion se realizd transcripcion reversa del
ARNm extraido para sintetizar ADNc (Seccidn 5.6.5.2). Para verificar la calidad del
ADNc sintetizado, se realizdé un PCR del gen 18S para cada una de las lineas
analizadas (Seccién 5.6.3.1, Tabla 2A) y como control se realizé un PCR utilizando
ARNm (denominado control sin RT) para establecer si habia presencia de ADNg en
conjunto con ADNc. Ademas se incluyé un control positivo utilizando ADNg de  N.
tabacum silvestre y un control negativo en el cual no se agrego ADN. El resuitado del
RT-PCR indica que la sintesis de ADNc fue éxitosa pues para cada una de las lineas
analizadas se obtuvo la banda esperada de 180 pb c;'orrespondiente al fragmento del

gen 188 (Figura 4, carriles L1A, L2A, L4A, L6A, L1B, L4B, L.5B y L6B) y ademas no
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habia presencia de ADNg en las muestras dado que no se obtuvo amplificacion en los

respectivos controles sin RT (carriles s/RT). N

PM LIA s/RT L2A s/RT i4A s/RT L6A s/RT L1B s/RT 14B s/RT L15B s/RT L6B s/RT C- C+

Figura 4. PCR para amplificar el gen 18S a partir del ADNc sintetizado obtenido de las
lineas transgénicas L1A, L2A, L4A, L6A, L1B, L4B, L5B, y L6B. En los carriles s/RT se
cargaron los respectivos controles sin RT en los cuales se utilizo ARNm de [as lineas
analizadas como molde en la reaccion de PCR para determinar la presencia de ADNg en las
muestras. G Control negativo, sin agregar ADN. C*: Control positivo utilizando ADNg de
silvestre. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt.

Posteriormente, se llevo a cabo la amplificacion mediante PCR del gen psy? a
partir del ADNc sintetizado (Seccion 5.6.3.1, Tabla 2B ). Como control negativo de la
reaccion de PCR se utilizdé ADNg extraldo de una planta silvestre y como control
positivo, se incluyd la amplificacion de psy? de D. carota utilizando como molde ADNg
de zanahoria. Los resultados del RT-PCR indican que el gen psy? de D. carota se
expresa en todas las lineas transgénicas analizadas al obtenerse para cada una de
éstas una banda de 1,2 kb que corresponde al tamario esperado para la secuencia
codificante del gen psy? y demuestran que la constrgccién pGWB2/psy1 es funcional
en el modelo N. tabacum (jError! No se encuentra el origen de la referencia.5,
arriles L1A, L2A, L4A, L6A, L1B, L4B, L5B y L6B). Adicionalmente, es imporianie
destacar que los partidores empleados para amplificar el gen psy? de D. carota no
hibridaron en ninguno de los genes de N. tabacum , pues al utilizar ADN gendmico

proveniente de una planta silvesire como molde para el PCR no se obtuvo

amplificacion (carril WT). Por dltimo la banda obtenida al utilizar ADNg de zanahoria




fue de 1,5 Kb, que corresponde al tamafio esperado para el marco abierto de lectura

del psy? de D. carota reportado en la base de datos de NCBI.

PM L1IA L2A L4A L6A L1B 14B L5B L6B ADNg WT

-1.5Kb
1.2Kb

Figura 5. Amplificacion mediante RT-PCR del gen psy? de D. carota en las lineas
transgénicas L1A, L2A, L4A, L6A, L1B, L4B, L5B y L6B. ADNg: control positivo, se utilizo
ADN genodmico de D. carota. WT: amplificacion utilizando ADNg proveniente de N. tabacum
silvestre (control negativo). PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb. Electroforesis en gel de
agarosa al 1% teflido con BrEt.

5.2. Evaluacién _de la funcién del gen psy? de D. carofa mediante analisis

bioguimico de las lineas fransformadas.

Para evaluar a nivel bioquimico el efecto producido al introducir el gen psy? de D.
carota en N. tabacum, se determind la composicién de carotenoides en 3 lineas de N.
tabacum silvestres y 8 lineas transformadas con la construccidn pGWB2/psy1
mediante espectrofotometria y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en
fase reversa. Para ello, se extrajo carotenoides de cada una de las lineas analizadas

(Seccién 5.6.6.1) y los carotenoides totales fueron cuantificados mediante
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espectrofotometria a 474 nm, longitud de onda a la cual absorben los carotenoides
(Seccidn 5.6.8.2).

Posteriormente, mediante HPLC se determind’la composicion de carotenoides
de cada una de las muestras (Seccion 4.6.66.6.3). Para cada una de las exfracciones
se realizaron 3 réplicas técnicas.

En plantas silvestres los pigmentos detectados en tejido fotosintético fueron -
caroteno, luteina y clorofila. Esta composicién fue observada también en las plantas
transgénicas (Figura 6).

Carotenoldes Totales f-caroteno
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Figura 6. Niveles de pigmentos en las plantas exaininadas en este seminario de
titulo. A) Niveles de Carotenoides fotales B) Niveles de B-caroteno . C). Niveles de
luteina D) Niveles de clorofila. WT: Nivel de pigmentos en las plantas de silvestre. Las
lineas transgénicas gue se analizaron fueron: L1A, L2A, 14A, L6A, L1B, L4B, [8B Y
L6B. Las bharras representan el error estandar para cada una de las muestras,
realizadas en triplicado. Con asteriscos (*) se destacan las diferencias significativas. *
indica P<0.05, respecto a las plantas silvestres (prueba de t de Mann-Whitney).
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En base a los niveles de carotenoides totales detectados se identificaron 3
grupos de plantas transgénicas ;. Plantas transgénicas con niveles de carotenoides
totales menores (grupo 1), similares (grupo 2} y superiores (grupo 3) a las plantas
silvestres que seran descritos a continuacion (el porcentaje, en promedio, de aumento

y/o disminucién de cada linea respecto a plantas silvestres se detalla en la tabla 3):

a) Los niveles de carotenoides totales estan disminuidos de manera significativa
en las lineas L1A, L4A, L6A y L4B (grupo 1), pfesentando ademas diferencias
estadisticamente significativas respecto a las plantas silvestres en los niveles de §3-
caroteno (Figura 6A y 6B). Este resultado indica que la expresién de psy? de D. carofa
en plantas de N. tabacum es capaz de reducir de manera global los niveles de
carotenoides asi como los niveles de B-caroteno que es producido a través de una de
las posibles ramificaciones de la ruta. Por otra parte, las lineas L1A y L4A presentan
también una reduccién significativa en los niveles de luteina y clorofila respecto a
plantas silvestres (figura 6C). Este resultado indica que la expresion de psy7 de D.
carofa en N tabacum puede de afectar la carotenogénesis en el otro punto de
ramificacion de la ruta ademas de la produccién de clorofila de manera negativa. Por
titimo la linea 4B presenta niveles de luteina similares a plantas silvestres y un
aumento en los niveles de clorofila respecto a estas (figura 6C y 6D). Este resultado
indica que el la expresiéon de psy? de D. carota puede, en contraposicion al resultado

anterior, afectar de manera positiva la acumulacién de clorofila.

b) En segundo lugar las lineas L2A, L5B y L6B no presentan cambios
significativos en ninguno de los pigmentos detectados (grupo 2, figura 6A,68, 6C vy

6D). Este resultado indica que la expresion de psy? de D. carofa no necesariamente
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conduce a una modificacién en el contenido de pigmentos de N. tabacum, hecho que

podria ser explicado por [a regulacién a la que esta sujeta esta ruta metabdlica.

c) En tercer lugar, en la linea 1B (grupo 3) se observo un incremento
significativo en los niveles de carotenoides totales B-caroteno, luteina y clorofila
respecto a plantas silvestres (figura 6A y 6B). Este resultado indica que la expresion
de psyl de D. carota en N. tabacum puede incrementar de manera global la

acumulacion de carotenoides.

Tabla 3. Porcentajes, en promedio, de aumento y/o disminucién de los
pigmentos detectados en plantas de N. tabacum transformadas con la
construccion pGWB2/psy1 respecto a plantas silvestres. Los cambios
estadisticamente significartivos se destacan con un asterisco (*). * p<0,05 (prueba de t
de Mann-Whitney).

Linea C. tc:/ia!es B ca:zteno Lutzma Clo‘n:/c:flla
L1A -42* -40* -60* -56*
L2A -5 -6 9 10
L4A -46* -49* -27* -22%
LBA -37* -41% -1 16
L1B 24* 21* 62* 81*
L4B -27* -28* -16 47*
L5B 13 15 -3 4
LGB -3 -4 6 26

De los resultados anteriormente mencionados se desprende que la expresion
de psy? de D. carota en lineas independientes de N. tabacum puede modificar
significativamente la acumulacién de carotenoides y por lo tanto es funcional en este

modelo.
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En las siguientes secciones se detallaran los procedimientos realizados para el
desarrollo de las herramientas moleculares que permitiran a futuro la expresion del gen
psy2 de D. carota en plantas de N. fabacum y la sobre-expresion de ambos genes psy

en plantas de D. carofa.

5.3. Generacion de las construccion pCR8/psy2

Para generar la construccién pCR8/psy2 que fue recombinada con el vector
de destinacién pGWB2, se aisld ADN plasmidial de células DH5a transformadas con la
construccion pCR8/psy2 disponible en el laboratorio (Carvajal, 2010) que poseia el
ADNc de psyZ2 en orientacién antisentido. Posteriormente, este ADNp fue cuantificado
y utilizado para amplificar mediante PCR el ADNc de psy2. El producio de PCR fue
separado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Seccion 5.6.2). A
continuacion, el producto de PCR fue purificado desde el gel de agarosa (seccion
06.7). A continuacion, se realizé una reaccidén de ligacion entre el ADNc de psy2
purificado y el vector de entrada pCR8 (Seccion 5.6.8). En la reaccion de ligacion se
utiizé 50 ng del vector de entrada y 150 ng del ADNc de psy2 purificado.
Posteriormente, se utilizd 50 ng del producto de la ligacién realizada para transformar
células de E. colfi quimiocompetentes (Seccién 5.6.11). Producto de la transformacién
se obtuvieron 3 colonias las cuales fueron analizadas mediante PCR de colonia para el
gen psy2. El PCR resultd ser positivo para este gen, obteniéndose para cada uno de
los clones analizados la banda esperada de 1,3 Kb (Figura 7, carriles C1, C2 y C3) por
lo cual las tres colonias fueron crecidas en medio LB liquido con espectinomicina 100

mg/L para las siguientes evaluaciones moleculares. Para realizar el control positivo de
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la reaccion de PCR (Carril C*) se utilizd ADNp de la construccién pCR8/psy2 en

antisentido y se incluyo un control negativo en el cual no se agregd ADN (carril C').

PM C- C+ €1 C2 C3

1.IKb

Figura 7. Amplificacion del ADNc¢ de psy2 mediante PCR de colonia de las células
de E. coli transformadas con la construccion pCR8/psy2. PM: Estandar de peso
molecular de 1 Kb, C : Control negativo, sin agregar ADN. C*: control positivo, se
utilizé ADNp de la construccién pCR8/psy2 en antisentido. Se observa en los carriles
C1, C2 y C3, el PCR de colonia correspondiente. Electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con BrEt, ’

De cada una de las colonias obtenidas se guardd un stock en glicerol vy se
extrajo ADN plasmidial. Se utilizé 200 ng de ADN plasmidial para ser digeridos con la
enzima BstEll con el objetivo de encontrar clones portadores de la construccién
pCR8/psy2 en sentido, necesaria para obtener posteriormente la construccion
pGWB2/psy2 en sentido mediante la tecnologia Gateway® . En un gel de agarosa se
visualizé el producto de la digestion con BstEll de cada uno de los ADN plasmidial
extraidos (Figura 8A). Los sitios de restriccion de esta enzima estan presentes en el
inserto (en la posicién 1026} y en el vector pGWB2 (en la posicion 1441) (Figura 8B).
En 2 de las 3 colonias analizadas el ADNc de psy2 resulté estar en orientacién sentido
respecto al sitio de recombinacion attL1 del vector pCR8, ya que se obtuvieron las

bandas de 3,0 Kb y 1,1 Kb esperadas para una orientacién sentido (Figura 8A, carriles
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C2 y C3, ver esquema en 8C), mientras que la colonia 1 liberd los fragmentos de 2,5
Kby 1,6 Kb correspondientes a la clonacién de psy2 en antisentido respecto a attl1
(Figura 8A, carril C1, ver esquema en D). Se utilizé el ADN plasmidial del clon 2 para
realizar la reaccion de recombinacién entre los vectores pCR8/psy2 y pGWB2 vy

obtener asi el vector de destinacion PGWB2/psy2.

PM C1 €2 C3
A 3 o B atll
; . . 658)
Bl
3K 36KD 1026}
25Kb
1.6Kb PCREDSY?
{4134 pi antz
595
1¥b LiKb 6%}

Bl
{1443}

3,0 Kb 1

16Kb {

i !
{ 14 Kb 1

Figura 8. Digestion con la enzima BstEll de los clones para la construccion
PCR8/psy2. A) Producto de la digestion del ADNp. PM: Estandar de peso molecular de
1 Kb. En los carriles C1, C2 y C3 (que corresponden a los clones 1 al 3) se observan
las bandas obtenidas luego de la digestion. B) Esquema de los sitios de restriccion de
la enzima BstEIll presentes en la construccion pCR8/psy1. En paréntesis se indica la
posicidén en que esta ubicado el sitio de restriccién en el vector pCR8 y el ADNc de
psy2. C) Fragmentos esperados de la digestién con BstEll para una clonacion en
sentido. D) Fragmentos esperados de la digestién con BstEll para una clonacion en
antisentido. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt.
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5.4, Generacion de la construccion pGWB2/psy2

Para la generacion de plantas transgénicas de N. tabacum con el gen psy2 de D.
carota, se generd la construccion pGWB2/psy2. Para lograr este objetivo se realizé la
clonacion de psy2 en el vector de destinacion pGWB2 mediante una reaccidon de
recombinacion (Seccién 4.6.9) entre pGWB2 y pCR8/psy2 obtenido previamente.
pGWB2 es un vector de la linea Gateway® que posee el promotor constitutivo y fuerte
35S, Posteriormente, se utilizd el producio de la recombinacion para transformar
células de E. coli DH5a competentes. Los clones obtenidos fueron analizados mediante
PCR de colonia y digestion enzimatica (Seccion 4.6.13), como se describe a

continuacion.

5.4.1. Analisis de la construccion pGWBZ2/psy

Luego de la transformacion de E. coli DH5a con-la construccion pGWB2/psy2 se
obtuvo ADNp. Para determinar la orientacion del ADNc de psy2 en el vector pGWB2
se realizé un PCR direccional utilizande como molde el ADNp extraido. Los partidores
gue se utilizaron para realizar este PCR fueron 35S sentido (hibrida en el promotor
358) y psy2 antisentido (hibrida en el extremo 3’ del gen). Se incluyd en esta reaccion
un control negativo al cual no se agregd ADN. En esta reaccién de PCR se esperaba
obtener una (nica banda de 1,9 Kb solo en los clones que poseian el ADNc de psy2
clonado en orientacién sentido. En los 3 clones analizados se obtuvo [a banda
esperada de 1,9 Kb ademas una serie de bandas inespecificas de menor peso
molecular (figura 9A, carriles C1, C2 y C3). Para des;;artar que las bandas obtenidas
de 1,9 Kb fueran producto de una amplificacién inespecifica, se realizé una reaccion

de PCR usando el mismo ADN plasmidial como molde pero utilizando los partidores
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35S sentido y psy2 sentido. Los clones 1 y 2 fueron positivos para esta segunda
reaccion de PCR obteniéndose los fragmentos espera;dos de 1,9 Kb (Figura 9A y 9B,
carrites C1 y C2) y afortunadamente con el clon 3 solo se obtuvo la banda esperada de
1,9 Kb cuando se utilizaron los partidores 35S-sentido y psy2-antisentido (Figura 9B,

carril C3). El resultado de estos experimentos sugiridé que el clon 3 esta transformado

con fa construccién pGWB2/psy2 en orientacidn sentido.

A PM C- C1 C2 C3 g FPM ~C2 C3

Kb IKbH

19KD LOKD

1Kb

Figura 9. PCR direccional para determinar la orientacion del ADNc de psy2 en el
vector pGWB2. A) PCR utilizando los partidores 35S(P) sentido y psy2 antisentido. B)
PCR utilizando los partidores 3565(P) sentido y psy2 sentido. PM: Estandar de peso

molecular de 1 Kb. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tenido con BrEt.

Para confirmar la orientacion de la clonacién de psy2 en el vector de destinacion,
el ADNp del clon 3 fue digerido con la enzima Ndel. El producto de la digestion fue
visualizado en un gel de agarosa 1 % y las bandas obtenidas de 11,5 kB, 3,4 kB y 2,1
kB esperadas para una clonacion en orientacion en sentido del cDNA de psy2 de D.
carota en el vector de destinacion pGWB2 (Figura 10A, carril C3 ver esquema en 10C)

indicaron el éxito de la clonacion. No se analizo el resto de los clones por digestién
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enzimatica debido a que luego de la secuenciacidn se verificé que el ADNc de psy2 fue

correctamente clonado en el vector pGWB2 en €f clon 3.
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Figura 10. Digestion enzimética con la enzima Ndel de pGWB2/psy2 para determinar la
orientacién del ADNc de psy2. A) Producto dela digestiéh del ADNp . PM: Estandar de peso
molecular de 1 Kb. C3: Producto de la digestion con la enzima Ndel del ADN plasmidial del clon
3 de E. cofi. Las bandas obtenidas de 11,5 Kb, 3,4 Kb y 2,1 Kb indican que el ADNc de psy2 fue
clonado en orientacién sentido en el vector pGWB2. B) Esquema de los sitios de restriccion
para la enzima Ndel presentes en la construccion pGWB2/4psy2. C) Representacion de los
fragmentos de ADN obtenidos luego de la digestion si la clonacion del ADNc de psy2 ocurre en
sentido. B) Resultados para la digestion con el ADNc de psy2 clonado en antisentido.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt.

5.5. Obtencion de clones transformantes de A. tumefaciens con la construccién

pGWB2/psy2
El ADNp del clon 3 portando el vector pGWB2/psy2 se usé para transformar A.

tumefaciens (seccién 4.6.15). Se analizaron 8 colonias de Agrobacterium tumefaciens

’
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mediante PCR de colonia para €l gen psy2, obteniéndose uno positivo para el cual se
observa una unica banda, de aproximadamente 1,3 Kb tamafio esperado para la
secuencia codificante de psy2 de D. carofa (Figura 11). Para la reaccion de PCR se
utilizd un control positivo empleando ADN plasmidial correspondiente a la construccion

PCR8/psy2 y un control negativo sin agregar ADN.

PM € €+ €1 €2 C3 &4 C5 C& €7 C8B

3 Kb+

1.3 Kb
1Kb

Figura 11. PCR de colonia para determinar los clones de A. tumefaciens que fueron
exitosamente transformados con la construccién pGWB2/psy2. PM: Estandar de peso
molecular de 1 Kb. C-: control negativo, se utilizé agua nanopura, C+: Confrol positivo se utilizd
ADNp de la construccion pCR8/psy2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con BrEt.

5.6. Transformacion estable de explantes de N. fabacum con la construccion

pGWB2/psy2

El clon 3 de A. fumefaciens, positivo para el ‘PCR de colonia, se usd para la
transformacion estable de explantes de N. tabacum. Una vez realizado el
procedimiento (Seccidn 5.6.16), los explantes se trasladaron a placas con medio MS
sdlido y se incubaron durante 2 dias en oscuridad. Una vez transcurrido este periodo,
los explantes se trasladaron al medio de induccién en el cual permanecieron 4

semanas (MSI, seccion 5.4.2.a.2, Figura 12A). Posteriormente, los explantes se
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trasladaron al Medio Il (MSII, seccion 5.4.2.a.3, Figura 12B). Transcurridas 2 a 4
semanas en el Medio ll, los explantes se traspasaron al Medio Il (MSIIl, seccion

5.4.2.a.4, Figura 12C).

Figura 12. Organogénesis somatica de N. tabacum. A) Explantes de N. tabacum
transformados con la construccion pGWB2/psy2 en el medio de induccion durante 1 semana. B)
Explantes de N. tabacum transformados con la construccion pGWB2/psy2 mantenidos en medio |

durante 3 semanas. C) Plantulas de N. tabacum mantenidas en medio |l durante 1 semana.

Luego de 4 semanas en medio Ill las plantulas desarrollaron raices y fueron
transferidas a maceteros en tierra (Figura 13). Actualmente, en condiciones de
invernadero, se tienen: a) 6 lineas de N. tabacum transformadas con la construccion
pGWB2/psy2 que seran analizadas molecular y bioquimicamente para verificar la
trasngénesis, expresion del transgen y contenido y composicién de carotenoides (Figura
13C y 13D, denominadas L1, L2, L3, L4, L5 y L6); b) 3 lineas de N. tabacum
transformadas con el vector pGWB2 sin inserto que serviran como control de la
transformacion con A. tumefaciens (Figura 13A, linea S.1.1 y 13B, lineas S.1.2 y S.1.3) y
por ultimo: 2 lineas de N. tabacum silvestre no transformado (figura 13A, lineas WT1 y
WT2) que seran comparadas con las plantas transformadas con el vector sin inserto

respecto al contenido y composicion de carotenoides para establecer si el proceso de
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transformacion y organogénesis somatica afecta de manera significativa estos
parametros. Las lineas silvestres han permanecido en condiciones de invernadero
durante 12 semanas al igual que la linea S.1.1. Las Iineias S.1.2 y S.1.3 fueron traspadas
al invernadero hace 2 semanas al igual que las lineas L4, L5 y L6. En contraste las
tineas L1, L2 y L3 fueron traspasadas al invernadero hace 4 semanas a pesar de que
se transformaron de manera conjunta con las lineas L4, L5, L6, S.I.1 y S.1.2. Esta
diferencia se debe a que el proceso de organogénesis de estas lineas (L1, L2 y L3) fue
mas rapido que el resto; en particular, las lineas L1, L2 y L3 estaban aptas para ser
traspasadas a MSIll luego de 2 semanas en medio MSII a diferencia de [as otras lineas
que debieron permanecer en medio MSIl por 4 semanas antes de ser traspasadas al
medio MSIII.

Por dltimo, es importante destacar que el proceso de organocgénesis fue capaz
de originar plantas capaces de aclimatarse a las condiciones de invernadero y a través
de su analisis sera posible determinar si el gen psy2 de D. carota es funcional en el

modelo vegetal N. tabacum.
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Figura 13. Plantas de N. tabacum silvestres y transformadas con la construccion
pGWB2/psy2. A) Plantas de N. tabacum control: La linea S.I.1 fue transformada con el
vector pGWB2 sin inserto y fue sometida al proceso de organogénesis. Las lineas WT1y
WT?2 fueron obtenidas a partir de plantulas de N. tabacum silvestre cultivadas en medio
MS sin antibidtico durante 4 semanas. Todas las lineas de la figura fueron traspasadas
hace 4 semanas al invernadero B) Plantas de N. tabacum control transformadas con el
vector pGWB?2 sin inserto de mantenidas en invernadero durante 2 semanas. C) Plantas
de N. tabacum transformadas con la construccion pGWB2/psy2 mantenidas en
invernadero durante 4 semanas D) Plantas de N. tabacum transformadas con la
construccion pGWB2/psy2 mantenidas en invernadero durante 2 semanas. El nombre de

las lineas se indica en la parte superior de la figura.
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1.1. Transformacion _estable de explantes de D. carota con_la_ construccion

pGWB2/psy2

Respecto a la transformacion de explantes de D. carota; en la actualidad se tienen:
a) 14 explantes transformados con la construccion pGWB2/psy1 (Figura 14A) b) 20
explantes transformados con la construccion pGWB2/psy2 (Figura 14B). Como control de
la transformacion con A. tumefaciens también se cuenta con un set de 11 explantes
transformados con el vector pGWB2 sin inserto mantenidos en MSI desde hace 4
semanas. Se espera que la embriogénesis somatica de estos explantes permita obtener
plantas de D. carota transgénicas que sobre-expresan de manera independiente los

genes psy1y psy2 en nuestro modelo de estudio D. carota.

Figura 14. Embriogénesis somatica de D. carota. A) Explantes de D. carota transformados con
la construccion pGWB2/psy1 mantenidos en MSI durante 4 semanas. B) Explantes de D. carota
transformados con la construccion pGWB2/psy2 mantenidos en medio | durante 4 semanas. La
barra de tamanio representa 1 cm.

54




6. DISCUSION

6.1. Construcciones genéticas

La construccion pGWB2/psy? generada en el seminario de titulo previo a esta
tesis resultdé ser transcripcionalmente activa, hecho que reafirma la eficiencia de la
tecnologia Gateway para generar consirucciones genéticas. Una de las ventajas de
utilizar la tecnologia Gateway® es que los vectores de entrada que se generaron
estaran disponibles para ser destinados en una amplia gama de vectores de expresion

para cumplir diversos objetivos.

6.2, Transformacion_estable de N, fabacum con la construccion pGWB2/psy2.

Se utilizaron plantas de como organismo modelo para la sobre-expresion de
psy1 y psy2 de D. carota pues este organismo ha sido ampliamente utilizado para la
evaluacion funcional de diversos genes carotenogénicos de eucariontes y procariontes
{(Mann y cols., 2000; Busch y cols., 2002; Gerjets y cols., 2007; Hasunuma y co/s.,
2008). Ademas, la transformacion de N. fabacum es un proceso convencional y
estandarizado en el laboratorio, en el cual a pariir de los 3 meses de post-
transformacion se obtienen plantas T, maduras aptas para ser evaluadas, Las plantas
de zanahorias fransgénicas recién pueden ser transfer;das a invernadero a los 6 meses
de post-transformacion, lo que hace del una planta modelo adecuada para evaluar en

corto tiempo la funcién de nuestros genes de interés.

Respecto a la organogénesis de N. tabacum , este fue un proceso eficiente en
cuanto a la obtencion de lineas iransformantes. A partir de 2 transformaciones cada
una con 8 explantes transformados con el vector sin inserto y 24 explantes

transformados con el vector pGWB2/psy2 se obtuvo el doble de explantes iniciales,
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cada uno con 2 plantulas en promedio. De estas plantulas, 9 se han crecido hasta la
fecha y han sido traspasadas a tierra; 6 de ellas provienen del vector pGWB2/psy2y 3
de la transformacion con el vector pGWB2 sin inserto. El analisis de estas plantas sera

clave para evaluar la funcionalidad del gen psy2 de D. carofa en N. fabacum.

6.3. Transformacion estable de explantes de D. carofa con las construcciénes

pGWB2/psy1 y pGWB2/psy2.

La transformacion de explantes de D. carota con las construcciones para sobre-
expresar los genes psy? y y psy2 fue realizada con éxito en este seminario de titulo. A
partir de los explantes transformados se espera obtener plantas de zanahoria que
sobre-expresen ambos genes psy de manera independiente, lo cual sera importante

para caracterizar la funcion de estos genes en nuestro modelo de estudio.

6.4. Analisis de secuencia_de la construccién pCR8/psy?2.

El analisis de la secuencia de la construccion pCR8/psy2 generada en este
seminario de titulo, indicd que el gen psy2 de D. carota fue clonado en orientacién
sentido respecto al sitio de recombinacion attL.1 del vector pCR8 de manera que podra
ser clonado en orientacién sentido en otros vectores de destinacion que cuentan con la
tecnologia Gateway® tales como pGWBS5S o pGWBS8 con el fin de determinar la
localizacion subcelular de la proteina de interés o bien, determinar su traduccién
mediante Western Blot respectivamente. Ademas la secuencia clonada de psy2 posee
un 99% de identidad nucleotidica (y 100% aminoacidica) con la anotada en la base de

datos de NCBI (DQ192187). Estos resultados son fundamentales para establecer si
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las diferencias observadas en los niveles de carotenoides en las plantas transformadas
respecto a las plantas silvestres, que seran analizadas a futuro, son debidas a la

expresion del gen psy2 de D. carota.

Previamente se intentd determinar la funcionalidad de psy2 en un modelo
heterdlogo bacteriano, la cepa de E. coli pDS1B ACriB, a través de un ensayo de
complementacion el cual no pudo ser realizado con éxito (Carvajal, 2010). La hipotesis
que se postula al respecto, es que la proteina traducida seria téxica para la bacteria
empleada, pues solo se obtuvieron clones en antisentido. Un modelo vegetal como N.
tabacum, es una alternativa apropiada para resolver esta interrogante y obtener
informacion sobre la funcion del gen psy2 de D. carota. Ademas, se estudiara en un
futuro el efecto de |la sobre-expresion de psy2 de D. carofa en nuestro modelo de
estudio, zanahoria, con lo cual se espera aumentar los niveles de carotenoides en
hojas y principalmente en la raiz de reserva, rica en cromoplastos, asi como fue
descrito previamente en frutos, semillas y tubérculos (Ravanello y cols., 2003; Ducreux

y cols., 2005; Diretto y cols., 2007).

6.5. Analisis molecular y bioguimico de las lineas de  transformadas con Ia

construccion pGWB2/psy1.

En relacion a las plantas que fueron transformadas con la construccién
pGWB2/psy! se establecid que todas las lineas transformantes elegidas para ser
analizadas resultaron ser transgénicas y expresan el gen psy? de D. carota. La
expresion de psy? de D. carota en estas plantas fue verificada mediante RT-PCR con

partidores disefiados para amplificar la secuencia codificante completa del gen psy? de
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zanahoria. Este resultado es valido pues la amplificacion del gen psy? a partir del
cDNA de las plantas fransgénicas no se debe a la presencia de ADNg contaminante
pues en los respectivos contrales sin RT no se observa amplificacion del fragmento del
gen 18S (Figura 4, carriles s/RT) y adicionalmente porque quedo demostrado que los
partidores empleados en esta reaccién no hibridaron.en ninguno de los genes de N.
tabacum dado que no se obtuvo amplificacion cuando se utilizé ADNg de N. tabacum

en la reaccion de PCR (Figura 5, carril WT).

Con respecto a los niveles de carotenoides encontrados en las lineas
trasngénicas es destacable el hecho de que el contenido de carotenoides respecto a
plantas silvestres fue variable entre distintos grupos de plantas transgénicas : 2 de las
lineas analizadas (L2A y L5B) no registraron cambios significativos en ninguno de los
pigmentos detectados por HPLC mientras que 4 [ineas (L1A, L4A, L6A y L4B)
mostraron una disminucion significativa respecto a plqntas silvestres en los niveles de
carotenoides totales y B-caroteno lo cual da cuenta de la capacidad del gen psy de
disminuir la acumulacién de carotenoides tanto a nivel global como en una de sus
ramificaciones. En contraste en una de las lineas analizadas (la linea L1B) los niveles
de todos los carotenocides detectados y clorofila fueron estadisticamente mayores que
los detectados en plantas silvestres, Estos resultados opuestos podrian estar siendo
determinados por una expresion diferencial del gen psy? de D. carotfa en las distintas
lineas transgénicas; hecho que es probable pues la insercion del transgen ocurre al
azar en cada una de las lineas y la expresion de éste queda determinada por el
contexto génico en que ocurre. Un fendmeno de este tipo fue reportado por Busch y
cofs en el afio 2002 en donde se determiné que plantas transgénicas de N. {abacum

con elevados niveles de transcrito del gen psy? enddgeno presentaban, en algunos
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casos, una disminucion significativa de los niveles de carotenoides respecto a plantas
silvestres. Por esta razon es importante determinar a futuro los niveles de expresion
del gen psy? de D. carota en las lineas de N. fabacum examinadas en este trabajo y
establecer cual es la correlacion entre la expresion de este transgen y los niveles de

carotenoides detectados.

Ademas de Busch y cols otros autores han reportado tanto el aumento como la
disminucién de los niveles de carotenocides en plantas debido a la expresiéon de
paralogos del gen psy. En mdltiples especies vegetales se ha visto una correlacién
positiva entre los niveles de transcrito de este gen y la acumulacién de carotenoides
(Fraser y cols., 1999; lkoma y cols., 2001; Kato y cols.-', 2004; Zhuy cols., 2002; Zhu y
cols., 2003). Considerando que la actividad de fitoeno sintasa redirige el flujo
metabdlico hacia la biosintesis de carotenoides, la actividad de este producto génico
resulta clave para que la biosintesis de carotenoides comience y por lo tanto estos se
acumulen. En contraste, existen reportes en los que se ha correlacionado una
disminucion en los niveles de carotenoides con un aumento en los niveles de transcrito
de ciertos paralogos de! gen psy y un aumento en los niveles de ABA (Li y cols., 2008;
Welsch y cols., 2008). En base a este antecedente, una explicacion que daria cuenta
de la disminucién de los niveles de carotenoides en.las plantas de N. tabacum que
expresan psy? de D. carota seria un incremento en los niveles de ABA. Por esta razon,
se propone medir a futuro los niveles de ABA en la progenie de las plantas
transgénicas analizadas en este trabajo y determinar si la disminucién en los niveles de
carotenoides en estas lineas esta correlacionada con un aumento en los niveles de

ABA.
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Ademas seria interesante cuantificar los niveles de proteina (PSY7) que son
roducidos y correlacionarlo con los niveles de carotenocides pues un aumento en los
niveles de expresién de un gen determinado no implica necesariamente un aumento en
los niveles de proteina traducidos.

Incluso, para un analisis mas fino, se podria determinar la actividad de esta
enzima en extractos provenientes de estas plantas. De esta manera también se podria
establecer una correlacién entre los niveles de actividad enzimatica y los niveles de

carotenoides.
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7. CONCLUSIONES
El gen psy? de D. carota es funcional en el modelo vegetal N. tabacum pues su
expresion conduce a una modificacion en el contenido de carotenoides

estadisticamente significativo respecto a plantas silvestres.

La construccion pGWB2/psy1 es funcional en el modelo vegeta N. tabacum y

podra ser utilizada para expresar el gen psy? de D. carota en otros organismos.

Se obtuvo la construccion pCR8/psy2, la cual sirvié como vector de entrada para
el gen psy2 de D. carofa haciendo posible su exportacién a varios vectores de

expresion.

v

Mediante recombinacion se obtuvo la construccion pGWB2/psy2 con la cual se
logré transformar en forma estable Nicotiana tabacum y se obtuvieron 6 lineas cuya

transgénesis sera verificada en el futuro.

Se obtuvo explantes de D. carofa fransformados con las construcciones

pGWB2/psy1 y pGWB2/psy2.

Los resultados obtenidos, permiten validar la estrategia de sobre-expresién como

herramienta para el estudio de la funcién de los genes.

Las conclusiones anteriormente mencionaéas dejan de manifiesto el
cumplimiento los objetivos planteados y confirman la veracidad de la hipdtesis de este
trabajo. Efectivamente el gen psy? de D. carota modifico el contenido de carotenocides
de las plantas de tabaco transformadas [o cual indica que este gen es funcional en un

sistema vegetal,
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8. PROYECCIONES

La principal proyeccion de los resultados de este trabajo, es evaluar Ia
funcionalidad del gen fitoeno sintasa 2 (psy2) de D. carota en plantas de tabaco y
zanahoria. De esta manera se podra comparar los niveles de carotenoides producidos
por la expresion de psy? y psy2 de manera independiente (en tabaco) y conocer con
cual de los dos genes se modifica de manera mas significativa el contenido de

carotenoides.

Dado los resultados en plantas de tabaco con psy? se propone realizar
evaluacién del contenido de ABA en las lineas Ty, lo que podria sugerir que al sobre-
expresar psyi, los niveles de carotenoides bajarian por un aumento en el flujo

metabolico a ABA.

Adicionalmente , se propone sobre-expresar el gen psy? en nuestro modelo de
estudio zanahoria. De esta manera se conocera el contenido de carotencides
producido por la sobre-expresion de los genes fitoeno sintasa 1y 2 (psy? y psy2) de
manera independiente. Este resultado es clave para aportar al conocimiento que se

tiene hasta la fecha respecto de la carotenogénesis en este organismo.

Una vez evaluada la funcionalidad de estos genes en los modelos vegetales sera
posible elegir un gen psy candidato para ser sobre-expresado en plantas de interés
comercial con el fin incrementar los niveles de B-caroteno, lo que aumentara sus

propiedades nutritivas y antioxidantes, ademas de su valor comercial.
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