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Somos nuestra memoria,

somos ese quimérico museo de formas inconstantes,
ese monton de espejos rotos.
Jorge Luis Borges (1899-1986).

Espero que la frase anterior no suene a un epitafio ni mucho menos, sino que es una frase que
me facilita el relato para contar parte de mi historia y comenzar el armado de los trozos de mi
propio espejo.

La primera pieza del espejo, es donde se refleja mi nifiez. Esta transcurre en su mayoria en la
tranquila ciudad de Los Andes interrumpida por un breve paso por Arica. Alli comencé mi
educacién escolar y fue en el Instituto Chacabuco donde tuve mis primeras lecciones
académicas y de la vida, ademas de comenzar varias amistades que se prolongan hasta hoy.

El reflejo de mi adolescencia acontece en la amigable ciudad de Quillota. Ahi encontré nuevos
amigos, nuevos desafios y aprendi nuevas lecciones. Es en ese lugar donde terminé mi etapa
escolar en el Instituto Rafael Ariztia para luego emigrar a Santiago donde se encuentra la
tercera pieza del espejo.

El transcurso de mi etapa Universitaria estd fragmentada en dos piezas. La primera
corresponde a Pefiaflor, lugar que se convirti6 en mi residencia ‘estable” y la otra parte
corresponde a la Universidad de Chile, la casa de estudios a la que le debo mi formacién.

El ciclo universitario comienza con mi ingreso a Bachillerato el afio 2001. En este programa hice
amigos incondicionales, adquiri mis primeras herramientas profesionales y confimé mi gusto
por la ciencia. Es por eso que en el afio 2003 ingresé a Biotecnologia en la Facultad de
Ciencias. Esta Facultad me acogié y me ha entregado, ademas de charistas entrafiables, una
sélida formacion para enfrentar el comienzo de mi vida cientifica, reflejado en este seminario de
titulo.
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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides sintetizados por plantas, algas, algunas
levaduras y bacterias. En las plantas, estas moléculas se sintetizan en plastidios como los
cloroplastos y cromoplastos y cumplen importantes roles en la fisiologia de la planta: aumentan
la captacién de la luz durante la fotosintesis, protegen del dafio oxidativo y disipan el exceso de
energfa térmica. Ademas son precursores de la hormona vegetal acido abscisico, involucrada
en procesos de germinacion y respuesta al estrés.

La ruta carotenogénica ha sido ampliamente estudiada y los genes y enzimas que participan de
ésta han sido descritos y caracterizados en modelos como Arabidopsis thaliana y tomate. Sin
embargo, los aspectos regulatorios que subyacen a la via, no han sido completamente
dilucidados. En general, para cada enzima de la ruta existe un gen que la codifica, no obstante,
se han reportado casos en donde mas de un gen codifica para enzimas con igual actividad. En
estos casos la expresién de los genes esta asociada a un érgano en especifico (hojas o frutos).
En zanahoria (Daucus carota), nuestro modelo de estudio, al igual que en otras plantas se han
reportado dos genes fitoeno sintasa (psy1y psy2) y dos licopeno {8 ciclasa, (Icyb y Icyb2 o ccs),
pero a diferencia de los otros modelos, es la tnica planta en la que se han identificado dos ¢-
caroteno desaturasa (zds), denominadas zds1 (DQ222430) y zds2 (DQ192189). En zanahoria,
estos genes codificarian para las enzimas involucradas en la transformacién del ¢-caroteno a
licopeno.

Para evaluar la importancia y posibles regulaciones 6rgano-especificas de los genes zds1 y
zds2, se disefié una estrategia para generar el silenciamiento génico postranscripcional (SGPT)
de estos genes en D. carota. Para ello, en este seminario de titulo se generaron, mediante la
metodologia Gateway®, las construcciones pMDC/zds1 y pHellsgate/zds2. Se evaluo la
funcionalidad de ambas construcciones agroinfiltrando transitoriamente hojas de tabaco.
Posteriormente se transformaron establemente epicotilos de D. carofa con A. tumefaciens
portando la construccién para el SGPT del gen zds2 (pHellsgate/zds2) y, luego de someter los

explantes a embriogénesis somatica, se obtuvieron 8 plantas transgénicas, a las cuales se les




analizé dicha condicion, amplificando el promotor CaMV 35S a partir del ADN genémico de las
plantas.

Por lo tanto, en este trabajo, se desarrollé una plataforma que incluyé el uso de herramientas
moleculares y celulares para obtener plantas transgénicas de zanahorias que poseen una
construccion para SGPT de los genes zds1 y zds2. Esto permite iniciar el estudio de estos
genes en D. carotfa y contribuir al estudio de la regulacién de la via carotenogénica en las

plantas.




ABSTRACT

Carotenoids are isoprenoid pigments synthesized by plants, algae and by some yeast and
bacteria. In plants, these molecules are synthesized in plastids such as chloroplasts and
chromoplasts and play important roles in plant physiology: they increase light absorption in
photosynthesis, protect from oxidative damage and dissipate heat excess. They are also
precursors of abscisic acid, a plant hormone involved in germination and stress responses.

The carotenogenic pathway has been widely studied, and genes and enzymes have been
described and characterized in plant models such as Arabidopsis thaliana and tomato.
However, the regulatory mechanisms that underlie the pathway have not been elucidated. In
general, each enzyme of the pathway is encoded by a single gene, afthough in some cases
more than one gene encodes for enzymes with the same activity. In these cases, the
expression of the carotenogenic genes is associated with a specific organ (leaves or fruits). In
carrot (Daucus carota), our plant model, two genes for phytoene synthase (psy1 and psy2) and
lycopene cyclase (Icyb and lcyb2 or ccs) have been reported, as in other plants. However,
unlike other models, it is the only specie which has two -carotene desaturase genes (zds),
termed zds1 (DQ222430) and zds2 (DQ192189). In carrot, these genes may codify an enzyme
that may be involved in the conversion of {-carotene into lycopene.

To assess the significance and potential organ-specific regulation of zds1 and zds2 genes, we
designed a strategy to generate post-transcriptional gene silencing (PTGS) of these genes in D.
carota. Therefore, in this seminar we generated the constructs pMDCzds1 and pHellsgate/zds2,
by Gateway® methodology. Both constructs were functionally evaluated by ftransient
agroinfiltration of tobacco leaves. Subsequently, D. carota was stably transformed by means of
Agrobacterium fumefaciens harboring the construct for PTGS of the zds2 gene
(pHellsgate/zds2) and after the exposure of the explants to somatic embryogenesis, 8
transgenic plants were obtained and analyzed by the amplification of the CaMV 358 promoter

using genomic DNA extracted from the transformed lines.




Therefore, in this work, a platform that included the implementation of cellular and molecular
tools was developed to obtain transgenic carrot plants harboring constructs for PTGS of zds1
and zds2. This work will allow the study of these genes in D. carota and will contribute to

elucidate the regulatory mechanisms of this pathway in plants.




1. INTRODUCCION

1.1 Carotenoides: funcién y biosintesis.

Los carotenoides son pigmentos sintetizados por plantas, algas, levaduras y algunas bacterias.
Desde un punto de vista quimico, son moléculas isoprenoides compuestas por una larga
cadena liposoluble de 40 carbonos. Desde un punto de vista biol6gico, los carotenoides
desempeiian numerosas y variadas funciones, dependiendo del organismo en el que se
enhcuentren.

En animales, actiian como potentes antioxidantes y son precursores de moléculas como el
retinol (vitamina A), lo que les confiere propiedades anticancerigenas, importancia nutricional y
funciones de sefializacion principalmente durante el desarrollo (Garattini et al, 2007; Fraser y
Bramley 2004; Tafti y Ghyselinck, 2007). Dado que los animales no pueden sintetizarlos, la
tinica forma de obtenerlos es a través de la dieta.

En plantas, los carotenoides son componentes esenciales de las membranas fotosintéticas.
Entre sus roles se encuentran la foto-proteccion, ya que previene el dafio oxidativo causado por
especies reactivas del oxigeno o aquel generado por el triplete de la clorofila en el centro de
reaccién del fotosistema !l y, disipando el exceso de energfa térmica a través del ciclo de las
xantofilas (Demmig-Adams y Adams, 2002; Telfer, 2005; Niyogi, 1999). También funcionan
como pigmentos accesorios de la fotosintesis, ampliando las longitudes de onda captadas por
la clorofila. Ademas, sirven de precursores para importantes compuestos de la fisiologia vegetal
como el acido abscisico (ABA), una hormona vegetal relacionada en los procesos de
dormancia y respuesta al estrés (Milborrow 2001).

De acuerdo al grado de insaturaciones que poseen las moléculas de carotenoides, son
capaces de emitir coloracion amarilla, roja y naranja a los 6rganos donde se acumulan, como
flores, frutos y hojas. Debido a este colorido, los carotenoides cumplen una importante funcion
en la atraccion de polinizadores y agentes dispersadores. Ademas, se ha descrito que algunos
apocarotenoides, es decir, carotenoides con un esqueleto de menos de 40 carbonos, estan

involucrados en la formacion de micorrizas (Fester ef al, 2002).




En cuanto a la organizacién de los genes que codifican para las enzimas carotenogénicas, se
sabe que en las plantas, éstos se ubican en el nucleo de la célula, sin embargo, la biosintesis
de los carotenoides se realiza en los plastidios, tales como, cloroplastos, cromoplastos y
amiloplastos. Por lo tanto, las proteinas sintetizadas son destinadas a los plastidios, en donde
en general, se agrupan en complejos multi-enziméticos para ejercer su actividad. Se ha
propuesto que las enzimas IPP isomerasa (IPl), geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPPS) y la
fitoeno sintasa (PSY) se agrupan en un complejo enzimatico en el estroma del cloroplasto
(Figura 1), en cambio, las enzimas fitoeno desaturasa (PDS), {-caroteno desaturasa (ZDS),
licopeno B-ciclasa (LYCB) y licopeno e-ciclasa (LYCE) conforman un complejo multienzimatico
en la membrana del tilacoide (Figura 1) (Bonk et al, 1997; Cunningham y Grantt, 1998).
(P )
8PP —» | GGPS | GGPS

- /N

: D"Fle,iﬂ B’B Co“"lep. B,E
Producto: [3-caroteno w-caroteno
Modificado de Cunningham y Grantt, 1998

Figura 1. Esquema hipotético de la organizacién de las enzimas carotenogénicas. Las enzimas
formarian complejos multienzimaticos tanto en el estroma como en las membranas del plastidio.

El comienzo de la biosintesis de los carotenoides se puede abordar desde el isoprenoide
isopentenil pirofosfato (IPP). Este puede ser sintetizado mediante dos vias, la primera es la ruta
del acetato/mevalonato, ubicada en el citosol y la segunda es la ruta de la xilulosa-5P,




independiente de mevalonato y situada en los plastidios (Lichtenthaler et al, 1997). En la via
independiente de mevalonato, el IPP es sintetizado por la condensacién del gliceraldehido-3
fosfato con piruvato. Una vez formado el IPP, éste es isomerizado a dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) mediante la enzima IPP isomerasa (IPl). Posteriormente, se condensan ires
moléculas de IPP con una de DMAPP para generar una molécula de 20 carbonos denominada
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) mediante la enzima GGPP sintasa (GGPPS) (Figura 2A).
Luego, por una unién “cola-cola” de dos moléculas de geranilgeranil pirofosfato (Cz), se
sintetiza un esqueleto de 40 carbonos (Cyo), precursor del cual derivan todos los carotenoides
(Britton, 1995). Este compuesto incoloro de 40 carbonos es el fitoeno (Figura 2), sintetizado por
la enzima fitoeno sintasa (PSY) y corresponde a la primera reaccion especifica de la sintesis de
carotenoides. Luego, el fitoeno sufre 4 desaturaciones antes de convertirse en licopeno,
pasando por fitoflueno, ¢-caroteno y neurosporeno. A raiz de las desaturaciones, estos
compuestos presentan colores que van del amarillo palido en el -caroteno, hasta el rojo en el
licopeno (Figura 2A). Las dos primeras desaturaciones las realiza la enzima fitoeno desaturasa
(PDS) y las dos llfimas la enzima C-caroteno desaturasa (ZDS) (Figura 2B). Estas 4
desaturaciones realizadas por dos enzimas en las plantas, en la mayoria de las bacterias y
hongos son catalizadas por una tnica enzima denominada fitoeno desaturasa (Armstrong y
Hearst, 1996). Posteriormente, el licopeno es ciclado para fomar a y B-caroteno. La enzima
licopeno B-ciclasa participa en la formacién del $-caroteno, mientras que para producir o-
caroteno se requiere la licopeno B-ciclasa y la enzima licopeno e-ciclasa (Figura 2A). Luego, el
a-caroteno es hidroxilado en su anillo-§ por la caroteno B-hidroxilasa y en su anillo-€ por la
caroteno e-hidroxilasa, para sintetizar luteina. Por su parte el B-caroteno es hidroxilado para
producir zeaxantina (Figura 2A) (Cunningham y Grantt, 1998).

Las etapas sucesivas a la formacion de zeaxantina, conducen a la sintesis del acido abscisico
(ABA). Primero se sintetiza un isémero de la zeaxantina denominado violaxantina. Luego,
mediante una serie de reacciones, se sintetiza neoxantina, este compuesto es escindido para

formar xantoxina, una molécula de 15 carbonos precursor del ABA, que seria presumiblemente




el compuesto que migra desde el plastidio al citosol mediante un mecanismo aun desconocido

(Nambara y Marion-Poll, 2005).
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Figura 2. Ruta de la biosintesis de los carotenoides en las plantas. A) Diagrama simplificado de las
enzimas y principales productos de la ruta de biosintesis de carotenoides en las plantas. IPP, isopentenil

pirofosfato; IPI, isopentenil isomerasa; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; GGPPS, geranilgeranil pirofosfato
sintasa; GGPP, geranilgeranil pirofosfato; PSY, fitoeno sintasa; PDS, fitoeno desaturasa; ZDS, Z-caroteno
desaturasa; LYCB, licopeno B-ciclasa; LYCE, licopeno e-ciclasa; ABA, &cido abscisico. B) Desaturaciones
consecutivas desde fitoeno hasta la sintesis de B-caroteno. Las dos primeras desaturaciones las realiza la
enzima fitoeno desaturasa y las dos segundas (7-8 y 7'-8') la enzima {-caroteno desaturasa. Las
desaturaciones se indican por los ftridngulos invertidos. Ademas se muestra la convencién para la
numeracion de los carbonos del fitoeno.

1.2 Regulacion de la via carotenogénica

Como describimos en el punto anterior, los genes y las enzimas que participan en la ruta se
conocen con bastante detalle, no obstante, los aspectos de la regulacion que subyacen a ésta
son en su mayoria desconocidos y por lo tanto un &mbito interesante de investigacion.

La necesidad de esclarecer los mecanismos reguladores y los puntos claves de la via, ha
quedado en evidencia en la medida que se ha buscado modificar la ruta de biosintesis de los

carotenoides para maximizar el potencial de éstos y aprovechar sus propiedades.




Entre los mecanismos reguladores mas estudiados para la via carotenogénica, se encuentra el
efecto de la luz. Se ha descrito en diferentes modelos que la luz ejerce una regulacién positiva
sobre la expresién estos genes y que las moléculas que median dicho efecto son los fitocromos
y criptocromos (von Lintig et al, 1997; Schofield y Paliyath, 2005; Pizarro y Stange, 2009). Por
ejemplo en A. thaliana y la planta de mostaza Sinapsis alba, se demostro que los niveles de
expresion del gen que codifica para la PSY aumentan por efecto de la luz (von Lintig et al,
1997). Andlisis mas exhaustivos, basados en los estudios del promotor, han demostrado que el
gen psy, posee cajas de secuencias en el ADN que permiten la regulacion por la [uz (Welsch et
al, 2003). La misma activacién se reporta por efecto de la luz en el caso de IPl de maiz
(Albrecht y Sandmann, 1994) y en los niveles de transcrito de lcy-B en tomate (Hirschberg
2001).

Otro factor en el que se ha puesto énfasis, por su potencial rol en la regulacion, es el desarrollo
de la planta. Se ha reportado que la sintesis de carotenoides aumenta durante el desarrollo
floral (Zhu et al, 2003), la maduracién de los frutos (transicién de cloroplastos a cromoplastos)
(Bramley, 2002) y en el proceso de diferenciacién de los cloroplastos en las hojas, proceso que
también es inducido por juz (Woitsch y Rémer, 2003).

Un tercer aspecto que se relaciona con la regulacion de la via, corresponde a los casos en
donde se ha reportado que dos 0 mas genes codifican para enzimas con la misma actividad.
En la planta modelo Arabidopsis thaliana, existe una copia tnica de cada gen carotenogénico
que codifica para las enzimas de la ruta, con la excepcion de las enzimas GGPS, IPl y
caroteno- hidroxilasa para las cuales existen 11, 2 y 2 genes respectivamente (Cunningham,
2002).

En tomate, también se ha reportado mas de un gen carotenogénico que codifica para enzimas
con la misma actividad. En este caso, el paso de licopeno a B-caroteno es llevado a cabo por
dos enzimas LYCB dependiendo del 6rgano que sintetice el pigmento, por o tanto, existe una
enzima especifica de cloroplastos (hojas), LYCB y otra especifica de cromoplastos (frutos),

CYC-B (Ronen et al, 2000). También en tomate, se han reportado dos genes que codifican




para enzimas con actividad PSY, el gen psy1, que es inducido principalmente en pétalos y
durante la maduracién del fruto (Welsch ef al, 2000; Giorio ef al, 2008) y psy2, activo
principalmente en las hojas maduras (tejido fotosintético) (Bariley y Scolnik, 1993; Giorio ef al.,

2008).

1.3 Daucus carota como modelo de estudio

Nosotros estamos interesados en estudiar la sintesis de los carotenoides en D. carofa
(zanahoria), debido a que es una planta que produce elevados niveles de carotenoides, en
especial B-caroteno en la raiz de reserva, aproximadamente 0,394 mg/g de peso freso (Jayaraj
et al, 2008). Ademas, la zanahoria sintetiza carotenoides tanto en hojas, que estan expuestas a
la luz, como en su raiz de reserva, que se desarrolla en oscuridad. Considerando los
antecedentes expuestos, la luz tiene un rol aciivador de la expresion de genes carotenogénicos
en hojas, flores y frutos. Sin embargo, nada se sabe del mecanismo que regula la sintesis de
carotenoides en la raiz de reserva de la zanahoria.

Actualmente en la base de datos del NCBI estan anotadas las secuencias de la mayoria de los
genes que codificarian para las enzimas de la ruta de los carotenoides en D. carofa como:
isopentenil isomerasa (IPI), geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS) 1 y 2, fitoeno sintasa
(PSY) 1 y 2, carotenoide isomerasa (CRTISO), fitoeno desaturasa (PDS), C-caroteno
desaturasa (ZDS) 1y 2, licopeno B-ciclasa (LCYB) 1y 2, licopeno e-ciclasa (LCYE), entre otras
(Just ef al, 2007). Estas secuencias de ADNc han sido anotadas y recientemente se ha
reportado la expresion diferencial de algunos de estos genes entre zanahorias blancas,
amarillas, naranjas y rojas (Clotault ef al, 2008). En este estudio se observé que la expresion de
los genes se correlaciond con la cantidad de pigmento en las variedades coloreadas y no asi
en la variedad cuya raiz de reserva es blanca, en donde a pesar de no haber acumulacién de

carotenoides los genes si se expresaban.
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1.4 Importancia del gen zds en la biosintesis de los carotenoides

La enzima ZDS en plantas es requerida para la desaturacién del ¢-caroteno a neurosporeno y
licopeno (Figura 2B) y, mutaciones en dicho gen o defectos en la actividad ZDS, causan
alteraciones fisiolgicas graves. Entre las mutantes descritas que se atribuyen a defectos para
este gen o para la enzima, encontramos trabajos con naranjas (Rodrigo et al, 2003), girasol
(Conti et al, 2004), A. thaliana (Dong et al, 2007), maiz (Matthews et al, 2003) y cianobacterias
(Bautista ef al, 2005).

En naranjas, se describi6 la mutante Pinalate, la cual presenta frutos de color amarillo en vez
del color anaranjado de la variedad silvestre a causa de la alteracion en la composicién de los
carotenoides en la cascara. La mutacion solo afecta a los frutos, ya que en hojas los niveles de
carotenoides son normales. Ademas, esta mutante presenta un retraso en la desaparicién del
color verde durante la maduracion, lo que se deberia a bajos niveles de ABA en la planta
(Rodrigo ef al, 2003).

La mutante en las plantas de girasol se denomina non dormant-1 (nd-1). Esta planta posee una
gran alteracién en el locus del gen zds, lo que genera, plantas viables sdlo en condiciones de
luz tenue. Ademads, posee una gran acumulacion de {-caroteno, y un fenotipo viviparo (semillas
que germinan antes de tiempo) (Conti ef al, 2004).

Las mutantes spc? de A. thaliana presentan un fenotipo de muerte celular espontanea. Esta
mutante posee dos variaciones alélicas, una débil denominada spc7-1y una fuerte denominada
spc1-2. La primera incluye blanqueamiento de las hojas, acumulacién de superdxido y un
mosaico de muerte celular. La segunda causa una detencion completa del desarrollo luego de
la germinacién, por lo que se trata de un fenotipo letal. En este trabajo se plantea que la
mutante genera una serie de otros problemas en procesos fisiolégicos como el desarrollo
anormal de cloroplastos, una baja fotoproteccién, un nivel reducido de actividad del fotosistema
1l, deficiencias de ABA y una insuficiente sefializacion retrograda (plastidio-nticleo) causada por

la pérdida de funcién de ZDS (Dong ef al, 2007).
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En maiz, las plantas mutantes para el gen zds, presentan un fenotipo viviparo, lo que da cuenta
de deficiencias de ABA y acumula grandes cantidades de g caroteno (Matthews et al, 2003).
Finalmente, existe un trabajo en el que se genera una cianobacteria con el gen zds mutado.
Esta mutante presenta gran fotosensibilidad, por lo que solo crece en condiciones de poca luz,
mermando su crecimiento (Bautista et al, 2005).

En base a estos antecedentes queda de manifiesto la importancia del gen zds, ya que las
deficiencias en la biosintesis de los carotenoides repercuten en los procesos fisioldgicos y

metabdlicos como por ejemplo el desarrollo y la fotosensibilidad.

1.5 Los genes zds en D. carota.

Es interesante destacar que en zanahoria, al igual que en tomate se han descrito dos genes
psy (psy1y psy2) y lcyb (Ilcyb y lcyb2 o ccs), pero a diferencia de los otros modelos, es la tnica
planta en la que se han identificado dos {-caroteno desaturasa (zds), zds1 (DQ222430) y zds2
(DQ192189) (Just ef al, 2007). La secuencia anotada para zds1 posee 2078pb, de los cuales
1722 corresponden a la regién codificante. Para zds2, la secuencia anotada es de 2038pb y su
regién codificante consta de 1728pb. Estos genes poseen en la region codificante una
identidad nucleotidica de 88% y en las regiones 5 NTRy 3' NTR un 24 y 53% respectivamente.
Nosotros proponemos que el motivo de que existan dos genes zds, responde al hecho de que
esta hortaliza sintetiza carotenoides en contextos completamente distintos, por una parte en
sus hojas, expuestas a la luz y por otra parte, en su raiz de reserva, en condiciones de
oscuridad. Bajo este punto de vista, se justificarian dos genes que codifiquen para enzimas con
la misma actividad pero que permitan una regulacién diferencial o antagénica dependiendo del
dérgano (tejido fotosintético o raiz de reserva) en el cual se requieren. Adicionalmente, en
nuestro laboratorio se han realizado ensayos de expresién mediante RT-PCR en tiempo real,
determinando que zds1 y zds2 aumentan su expresion durante el desarrollo de hojas y raiz
modificada, y que zds2 tiene una expresion dos veces superior a zds1 en raiz de reserva.

Ademas, la luz produce un efecto sobre la expresién de ambos genes en zanahoria,
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observando que los niveles de mensajero de zds1 aumentan en una raiz tratada con luz
mientras que los transcritos para zds2 disminuyen respecto a una raiz de reserva crecida en
oscuridad (Stange et al, 2008). Estos antecedentes indican que ambos genes se expresan
diferencialmente pero no nos informan sobre la importancia de los mismos en la planta.

Es por ello, que en este seminario te titulo se realizé6 el trabajo molecular necesario para
estudiar la importancia de los genes zds1 y zds2 en la biosintesis de -caroteno en D. carofa.
Para ello, se construyeron los vectores con los cuales se realizd el silenciamiento génico post-
transcripcional (SGPT) de cada uno de estos genes en D. carofa y, en un trabajo futuro se
analizara el efecto causado sobre la sintesis de carotenoides en las hojas y raiz de reserva de
estas plantas, para determinar si alguno de estos genes tienen funcidn érgano-especifica o si

son requeridos en toda la planta.

1.6 Estrategia a utilizar

En este seminario de titulo se construyeron los vectores necesarios para el SGPT de los genes
zds1 y zds2 de D. carota, con la finalidad de poder estudiar la funcién de estos genes en la
carotenogénesis de D. carota.

El SGPT se basa en la disn‘!inucién de los niveles de transcrito, de tal manera de generar
plantas “knock down” para el transcrito zds1 y zds2. Por lo tanto, la metodologia posee la
ventaja de no generar mutantes nulas (knock out), ya que remanentes de transcrito del gen que
se esta silenciando se lograra traducir, por lo que eventualmente se lograra ver fenotipos que
generados mediante mutacién completa podrian ser letales (seccion 1.4).

El SGPT es un mecanismo molecular de degradacién de una poblacion de ARNs y aunque no
afecta directamente la traduccién, su accion se correlaciona con una disminucion en los niveles
de las proteinas correspondientes. Para facilitar el entendimiento del PTGS, éste puede ser
dividido en tres etapas: iniciacién, propagacion y mantencién (Vaucheret, 2001). La etapa de
iniciacién consiste en generar los “siARN” que gatillaran el silenciamiento, a partir del clivaje de

la doble hebra de ARN (dsARN). Para la etapa de iniciacion, se han descrito dos vias
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principales. La primera se liama mecanismo de cosupresion (Figura 3) y consiste en generar
una gran cantidad de transcrito (hebra +) de manera de sobrepasar un nivel umbral endégeno y
activar la ARN polimerasa ARN-dependiente (RpRd) que sintetiza la hebra complementaria
(hebra -) al ARN sobre-expresado, los cuales hibridan formando un ARN de doble hebra
aberrante para el contexio celular. La segunda via, consiste en generar franscritos en
orientacion antisentido con respecto al ARNm enddgeno (Figura 3). Estos transcritos deben
tener un porcentaje de identidad igual o mayor al 81%, de forma que éstos hibriden y sirvan
como partidores para la RpRd que generara la doble hebra. Una versién mas sofisiicada y
eficiente de esta via, es la que se usa en este seminario y, consiste en introeducir artificialmente
a la planta las secuencias como invertidos repetidos para generar el silenciamiento, de modo
que al transcribirse se obtenga directamente una horquilla de ARN (ver métodos). Luego, en la
etapa de propagacion, los dsARN son cortados en fragmentos de entre 21 a 25 nucledtidos con
2 o 3 nucledtidos desapareados en el exiremo 3, por la accién de una ribonucleasa
denominada DICER, generandose los siARN. DICER es una proteina que pertenece a la
familia de las RNasa tipo lll y es especifica para dsARN. Luego, los si ARN se unen a un
complejo denominado RISC (RNA induced silencing complex) el cual es el encargado de la
degradacion del ARNm blanco (Figura 3). La etapa de propagacion, se basa en que el SGPT
puede ser transmitido desde un érgano o punto localizado en la planta, hacia otros érganos.
Esto indica que las sefiales del silenciamiento local (RISC con una hebra de ARN “guia”), se
pueden mover a través de las células, posiblemente a través de plasmodesmos y propagarse
sistémicamente via floema por toda la planta. Finalmente, con respecto a la etapa se
mantencion, se ha descrito que para que el SGPT sea estable en el tiempo, se requiere de
condiciones similares a las que se necesitan para gatillarlo. Es decir, para que el silenciamiento

sea estable, se necesita de un suministro constante de las sefiales que lo gatillan (miARN,

RISC, etc.), lo que refleja lo dindamico del mecanismo.
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Figura 3. Esquema del mecanismo de SGPT. RpRd, ARN polimerasa ARN-dependiente; RISC (RNA
induced silencing complex), complejo RNA inductor de silenciamiento.

La estrategia de SGPT ya ha sido usada para estudios de genes carotenogénicos en tomate,
donde, se evalué el efecto de la enzima poligalacturonasa en la maduracién del fruto (Schuch
et al, 1989). También se determiné que la enzima PSY-2 no contribuye a la sintesis de los
carotenoides en la maduracién del fruto (Fraser et al, 1999) y que cycb tiene funcién fruto
especifica (Ronen et al, 2000). En zanahoria fue aplicada para estudiar la funcién del gen Icyb
(seminario de titulo y tesis de Magister de L. Pizarro 2007 y 2008), determinando que dicho gen
es relevante para la sintesis de B-caroteno en toda la planta. En base a estos antecedentes, se
decidio utilizar esta estrategia para evaluar la importancia de zds1 y zds2 en D. carota.

Para construir los vectores de silenciamiento se utiliz6 la region 3’ no traducible (NTR) de zds1
y zds2 que al ser regiones especificas de cada gen por presentar alrededor de un 50% de
identidad nucleotidica, nos permitira generar el silenciamiento de un gen independiente del
otro. Los fragmentos seran introducidos en los vectores utilizando la metodologia Gateway®.
Esta tecnologia, se basa en el uso de secuencias de recombinacién especificas, generando
una plataforma universal de clonamiento que permite destinar los genes o fragmentos de

interés a distintos vectores disminuyendo el nimero de etapas de sub-clonamientos.




1.7 Objetivos
Objetivo general
e Desarrollo de herramientas moleculares y celulares para el estudio de
los genes zds1 y zds2 en Daucus caroia mediante silenciamiento

génico post-transcripcional (SGPT).

Objetivos especificos

o Generar vectores para SGPT de zds1 y zds2 mediante la metodologia
Gateway®.

o Evaluacién en tabaco, de la funcionalidad de las construcciones
generadas para el SGPT de zds1 y zds2.

o Obtener plantas transgénicas con la construccion para el PTGS de
zds2 mediante embriogénesis somatica.

¢ Andlisis molecular para la seleccion y confirmaciéon de las lineas
transgénicas de D. carota que poseen la construccién para el PTGS de

zds2.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las técnicas empleadas de biologia molecular
y analisis. Estos productos fueron adquiridos en Meck, Invitrogen, Fermentas, Promega,
Axygen, New England Biolabs, Sigma-Aldrich, Phyto Technology Laboratories y Omega Bio-

tek.

2.2 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.2.1 Purificacién de ARN de plantas

Para la extraccién del ARN de D. carota o de tabaco, segtin corresponda, se utiliz el método
de RNA-solv® Omega Bio-tek. Aproximadamente 100 mg de hojas de D. carota silvestre o
tabaco, fueron homogenizadas en un mortero estéril con 1 mL de RNA-solv® en presencia de
nitrégeno liquido. Luego, se paso el homogenizado a tubo de microcentrifuga de 1,5 mL donde
se agregé 200 pL de cloroformo, se agité en un vortex por 15 segundos y se incubd en hielo
durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 12.000 x g por 15 minutos a temperatura
ambiente y se rescato el 80% de la fase superior a otro tubo de microcentrifuga. Enseguida se
precipité el ARN con 500 pL de isopropanol enfriado a -20°C y se agité en vértex por 15
segundos. Se centrifugd 3 minutos a 16.000 x g para obtener el precipitado, el cual fue secado
durante 10 minutos después de descartar el sobrenadante. Finalmente se resuspendié en 20

ul. de agua DEPC libre de RNasa.

2.2.2 Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

El ARN extraido, se traté con DNasa | para eliminar posibles remanentes de ADN producto de
la extraccion. La reaccién contenia 7 pL de ARN (300 ng/pL), 1 pL de tampén de DNasal, 0,5
uL de agua DEPC, 0,25 pL de inhibidor de RNasa, y 1uL de DNasa | (Fermentas) agregado al
final para evitar la degradacion del ARN. La reaccién se incubd a 37°C durante 30 minutos,

después se puso en hielo y se agregé 1 L de EDTA-DEPC 25 mM.
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Para la sintesis de ADNc a partir de ARN de D. carota silvestre o de tabaco se mezcld, en cada

caso, 55 pL de ARN firatado con DNasa, con 1 pL de partidor oligo AP (5'-

CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTITITITITITITTIT-3") y se sometieron al programa “RT-
PCR" (tabla |, seccion 2.2.2). El programa comenzé con 5 minufos a 70°C, luego se detuvo
momentaneamente y se pusieron los tubos en hielo durante 5 minutos, tiempo en que se
agrego6 12,5 yL de la mezcla de la transcripcion reversa. Esta mezcla contenia 4 L de tampén
5X Impromll, 1,7 yL de MgCl, (50 mM), 1 dNTPs DEPC, 0,5 pL de inhibidor de RNasa y 5.3 pL
de de agua DEPC. Finalmente, se agregé 1 uL de Transcriptasa Reversa Impromil (Promega)
a cada tubo excepto al conirol negativo sin transcriptasa reversa. Posteriormente se continud
con el programa.

La integridad del ADNc obtenido se confirmé mediante un PCR amplificando el gen constitutivo
de la subunidad ribosomal 18S con los partidores “18S” (tabla lll, seccion 2.3.2.1) y el programa
“chequeo” (tabla I, seccion 2.2.2). Una vez confirmada la integridad del ADNc, se realizé un
PCR para ampilificar el fragmento de interés.

E!l protocolo general para las reacciones de PCR utilizadas en todo el seminario de titulo
contenfan: 1X del tampén de la enzima, 2 mM de MgCl; (en el caso que el tampén no lo
contenga), 0,2 uM de los partidores sentido y antisentido, 0,2 mM de los dNTPs, 1U de la fag
polimerasa, el ADN o ADNc como molde y agua suficiente para completar 25 pL.

Para visualizar los acidos nucleicos (ADN o ARN), se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Este fue preparado con tampén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH
8) y bromuro de etidio 1 pg/mL. Las muestras fueron mezcladas con el tampén de carga (Azul
de bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25% y glicerol 80%) previo a ser cargadas en el gel. La
electroforesis fue realizada a una diferencia de potencial de entre 80 y 100 V durante 30
minutos para ADN y 50 V durante 10 minutos para ARN. Finalmente los geles se fotografiaron

en quipo Syngene.
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Tabla . Detalle de los programas de PCR utilizados en este seminario de titilo. A) Programa
utilizado para amplificar un fragmento de la regién 3' no codificante de los genes 2ds1y zds2 de D. carofa.
B) Programa utilizado para comprobar la integridad del ADNc (con partidores 188 se amplifico la
subunidad ribosomal 18S) y confirmar la fransformacion estable de las zanahorias (con partidores 35S se
detect6 el promotor CaMV 35S en el genoma de D. carota). C) Programa para obtener ADNc mediante la
transcriptasa reversa (RT-PCR).

( 1SC £ Jerattira: (st emp : ro:a
1 1 95 4 minutos 1
1 94 50 segundos
2 2 51 50 segundos 35
3 72 50 segundos
3 1 72 7 minutos 1
4 1 4 o0 1
_B_. Chequeo
95 5 minutos 1
94 40 segundos
2 52 40 segundos 30
72 50 segundos
3 72 10 minutos 1
4 4 « 1
C. RT-PCR

1 70 5 mihutos
1 2 hielo 5 minutos

3 25 5 minutos
2 1 42 60 minutos

2 70 15 minutos
3 1 4 ©

2.2.3 PCR de colonia de E. coli y A. tumefaciens para la seleccién de los clones positivos
“PCR de colonia” es una variante del PCR tradicional en que se usa como molde el cultivo de
bacterias directamente, en vez del ADN plasmidial purificado. Las colonias de E. coli
transformadas con las construcciones pMDC/zds1 y pTOPO/zds2 se analizaron mediante este
método. En el caso de las colonias de A. tumefaciens, se confirmaron las construcciones
pMDC32/zds1 y pHellsgate/zds2. La reaccién de PCR estaba compuesta, como se detalla en

2.2.2 por el tampon, MgCly, dNTPs, Taq polimerasa, el partidor 5zds1 o zds2 GATE, el partidor
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3'zds1 o zds2 GATE, 0,5 uL de cultivo de E. coli o A. tumefaciens seglin sea el caso y agua
nanopura para completar el volumen. Como control negativo se utilizé agua en vez del cultivo

bacteriano y como control positivo ADN plasmidial de la construccion correspondiente.

2.2.4 Purificacién de ADN plasmidial de E. coli
Para las digestiones enzimaticas se utiliz6 ADN plasmidial purificado de manera alternativa
para los andlisis preliminares y, mediante kit comercial, para confirmar los andlisis con los

clones de interés.

2.2.4.1 Método de purificacién mediante kit comercial

Se siguié el protocolo y se usaron los reactivos proporcionados por el fabricante del kit
Axyprep™ de Axygen. Con este ADN se confimnaron los andlisis de digestion, las
amplificaciones de PCR y se utiliz6 para los procedimientos de transformacién, recombinacién

y secuenciacion del ADN.

2.2.4.2 Método de purificacion alternativo

Primero se realizé un cultivo liquido convencional en medio LB de los clones de interés
(seccion 2.4.2). Una vez obtenido el cultivo, se centrifugaron 4 mL de cultivo por 1,5 minutos a
12.000 x g y se eliminé el sobrenadante. Luego, se resuspendio mediante vértex con 100 pL de
solucion | fria (Glucosa 50 mM, Tris HCI pH8 25mM y EDTA pHB8) y después se agregaron 200
uL de Solucion Il (preparada en el momento, NaOH 0,2M y SDS 1%). Se mezcld por inversién
5 veces y se dejaron los tubos en hielo. Después se agregd 150 pL de Solucioén I fria (Acetato
de Potasio 5M, 11,5% de Acido Acético Glacial y 28,5% de agua), se mezclé por inversion y se
mantuvo en hielo durante 5 minutos. En seguida, se centrifug a 4°C por 5 minutos y se pasd el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga. Se agregd un 50% del volumen recuperado
de una mezcla de fenol: cloroformo (1:1), se mezclé por vértex y se centrifugé durante 2

minutos a 4°C. Después, el sobrenadante se pasé a un tubo fresco y el ADN se precipité con
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dos voltimenes de etanol absoluto. Se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos y luego se
centrifugd a 12.000 x g durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se elimind el sobrenadante
con cuidado y se lavé agregando 700 pL de etanol 70% frio y centrifugando a 12.000 x g por &
minutos a 4°C. Enseguida, se elimino el sobrenadante y los tubos se secaron por 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendio en 40 L de agua nanopura y se traté con

RNasa A (2ug/uL) durante 30 minutos a 37°C.

2.2.5 Digestiones enziméticas para la seleccion de los clones positivos

Para la construccion pCR8/zds1, se digirié con la enzima EcoR/ para liberar el fragmento
clonado. La reaccion contenia 225 ng de ADN plasmidial, 1X del tampén EcoR/, 5 U de EcoRly
agua nanopura para completar 20 pL. Para determinar la orientacién del inserto se realizd una
digestion con la enzima Hpal. Esta digestién estuvo compuesta por 200 ng de vector, 1X del
tampon Neb4, 2.5 U de la enzima Hpal y agua nanopura para completar 20 pl.

Para confirmar la clonacién y orientacion del fragmento zds2 en el vector pTOPO se realizé una
digestién enzimatica doble, digiriendo primero con la enzima Hpal y luego con EcoRl. La
digestién con Hpal estuvo compuesta por 180 ng de ADN plasmidial, 1X del tampén React4,
2.5 U de la enzima Hpal y agua nanopura para completar 20 L. Después de 1 hora a 37°C se
continué con la digestion de EcoRl, en esta reaccién se emplearon 15 pL de la mezcla de la
primera digestién, 1 pL del tampén EcoR/ 10X, 10 U de la enzima EcoR! y agua nanopura
hasta completar 20 pL.

En el caso de la construccion pMDC32/zds1, la digestion con EcoRI permitio confirmar la
presencia del fragmento y la orientacién de éste. La reaccion estuvo compuesta por 250 ng de
ADN plasmidial, 1X de tampén EcoRl, 5 U de la enzima EcoR/ y agua nanopura hasta
completar 20 pL.

Para la digestion de la construccion pHellsgate12/zds2, generado como producto de la
recombinacion LR, se utilizaron 150 ng de ADN plasmidial, 1X del tamp6n EcoRI, 7TU de enzima

EcoRly agua nanopura para completar 20 pL.
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Las reacciones de digestion enzimatica fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa y

las bandas visualizadas mediante tincién con BrEt (seccién 2.2.2).

2.2.6 Extraccion de ADN de plantas

Para la extraccién de ADN se siguid el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987).
Brevemente, 100 mg de tejido se molieron en un mortero en presencia de nitrégeno liquido y
600 plL de tampén CTAB (cetil trimetilamonio bromuro (CTAB) al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM
y Tris pH 8 100 mM). La mezcla fue calentada a 60°C por 30 minutos. Después, se agrego 400
L de CTAB y se calent6é a 70°C por 15 minutos. Posteriormente, se agregé 400 pL de una
mezcla cloroformo: alcohol isoamilico en proporcién 24:1 y se mezcld por inversién. Una vez
mezclado, se centrifugd a 15.000 g durante 10 minutos. Se transfirié el 50% del volumen de la
fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga al que se le agregé 700 L de isopropanocl de
manera de precipitar el ADN. Esta mezcla se incubé a -20°C por 30 minutos. A continuacién, se
centrifugd a 15.000 g por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y se agregd 700 uL de
etanol 70%. Luego se centrifugd por 5 minutos a 15.000 g, se elimin6 e! sobrenadante y se dejo
secar a temperatura ambiente durante 20 minutos. Finalmente, se resuspendié el ADN con 20

L de agua nanopura.

2.2.7 PCR para confirmar las plantas transgénicas

Para determinar la insercién estable en el genoma de D. carofa de la construccién que posee
el fragmento sentido y antisentido de zds2, se amplificd, mediante un PCR, el promotor CaMV
35S que dirige la expresion de dicha construccién. Para dicho PCR se utilizé ADN genémico de
las zanahorias transformantes inducidas por embriogénesis somatica. Se utilizd el programa
denominado “chequeo” y se detalla en el punto B de la tabla | (seccién 2.2.2). Como control

negativo se utilizd6 ADN de zanahoria silvestre y como control positivo el vector pTOPO/zds2.
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2.3 CONSTRUCCIONES GENETICAS

2.3.1 Metodologia Gateway® y vectores para el SGPT

La generacion tradicional de construcciones genéticas se basa en la digestion de las hebras de
ADN con enzimas de restriccion y la posterior union de éstas mediante enzimas ligasas.

La metodologia Gateway®, a diferencia de la tradicional, se basa en las propiedades de
recombinacion sitio-especificas del bacteriéfago lambda (A) para realizar las etapas de
clonamiento y subclonamiento en la generacién de las construcciones genéticas.

El bacteriéfago A es un virus de Escherichia coli que tiene la particularidad de integrar su ADN
en el genoma del organismo hospedero. Este proceso consiste en una recombinacion a través
secuencias especificas denominadas “att” (attachment), por lo que el fenémeno se denomina
recombinacién sitio-especifica. Estas secuencias se han caracterizado, aislado y
comercialmente usado para generar una plataforma de multiples veciores que utilizan la
recombinacién como mecanismo para la clonacion. Esta metodologia se conoce con el nombre
de Tecnologia Gateway® y se desarrollé con el objetivo de aumentar la eficiencia y rapidez de
las clonaciones. Las construcciones genéticas en este seminario de titulo se obtuvieron a
través de esta tecnologia.

Para ingresar la secuencia de interés a esta plataforma de clonacién Gateway®, existen
determinados vectores denominados “vectores de enirada”. Estos vectores cuentan con una
enzima del tipo fopoisomerasa unida covalentemente a ellos (Figura 4 y Figura 6). Esta enzima
se denomina comerciaimente TOPO® y es capaz de ligar las hebras de ADN de la secuencia
de interés, en este caso un producto de PCR, con dicho vector de entrada. Una vez realizada la

clonacion, la enzima es escindida del vector (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la clonacién del fragmento de interés en los vectores de entrada. A:
Clonacién de la regién 3'NTR de zds1 para la estrategia de antisentido. B: Clonacién de zds2 en
orientacién sentido para la estrategia de la horquilla.

Luego de tener clonado el fragmento de interés en el vector de entrada, se debe clonar dicho
fragmento en el vector en donde efectivamente se realizara el analisis del gen de interés. Este
segundo vector se denomina vector de destinacion y comercialmente existe una amplia gama
de estos vectores dependiendo del andlisis que se desee realizar con el fragmento que se
encuentra en el vector de entrada.

En este seminario de titulo se utilizaron vectores binarios de destinacién (pHellsgate y
pMDC32) para insertar establemente en el genoma de las plantas el fragmento de interés
(region 3NTR) de los genes zds1 y zds2 de zanahoria. Para insertar el fragmento de interés
desde el vector de entrada al vector de destinacién se realiza una recombinacion sitio
especifica por medio de los sitios “att’, como se describid anteriormente.

Este mecanismo de recombinacién requiere de una enzima denominada LR Clonasa® que

pertenece a la familia de las integrasas y tiene la capacidad de generar interacciones intra e
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inter-moleculares. Esta caracteristica permite que la enzima sola pueda realizar la
recombinacién completa a través de un mecanismo de corte y ligacién de las hebras (Figura 5).
Para ello se ponen en contacto el vector de entrada que posee clonado el fragmento de interés
entre los attl. y el vector de destinacién en presencia de LR Clonasa®. Producto de la
recombinacién sitio-especifica entre los attL del vector de entrada y attR del vector de
destinacién, se generan dos productos. Uno de ellos es el vector de destinacién con el
fragmento de interés.

attL1

Vectorde entrada  vector--~Ng s-mmcnr”gggéﬁaﬁmy%@sﬁscg;;”%%gﬁ’ :
PCRBopTOPO  yoctor---Nqg-GETTGARACATGTTTITIC e
. RECOMBINACION i+

X | SITIOESPECIFICA

w ] . . : »

Vector de destinacié vector=~~ACANGT VTACMMGCWC”NJ00‘“‘”"2““',})3&93—:01‘;‘9}\601‘{1\ +TTGTACAANGIGGT ~ ~~ Vet
pMDC32 o pHellsgatel2 vector~-~TETTCARACATEIT TITTCEACTTG Ny o=~ ~~~=-i1 40 -CANGTCGARAGAAL TCACCA-~vestor -
. A SN - T o

Producto no deseado vocEor==rtiyg~COARCTTISTACAANRRAGC TEAAG b1 gg === mmsimres
dela recombinacién yoctor- -5 GETTEARACATGT I TICGACTTG ] gg e o

" 1 - 1

attP1

.

Oy

Vector de destiuacin vcctcr~~~mmérr%m% SRR

portando el gen de interéds vccto:-——' TGITCAARCATGTTIITICGTL!
y attB1 .
Catélogo Gateway® Technology Invitrogen (nrs. 12535-019 y 12535-027)

) - altB2

Figura 5. Esquema de la recombinacién sitio-especifica. Previo a la recombinacion, las secuencias se
denominan attL y attR y, luego de la recombinacién attB y attP. La LR Clonasa® es la enzima que
permite cortar y ligar el material genético.

2.3.1.1 Clonacion del fragmento de zds1 en orientacién antisentido

Inicialmente solo se pretendia usar la estrategia de la horquilla de ARN y por lo tanto los
vectores pTOPOQ y pHellsgate, sin embargo esta estrategia solo funciond para el gen zds2. Por
ello, luego de miuiltiples intentos infructuosos para obtener la construccion pHellsagte/zds1, se

opt6é por cambiar a la estrategia basada en la sobre-expresién del fragmento en antisentido

(Figura 3 y Figura 7A). Por lo tanto para la incorporacién del fragmento zds1 al sistema
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Gateway®, se amplificé a partir del clon pTOPO/zds1 la regién 3'NTR del gen (295pb) y se
cloné en orientacién antisentido respecto al promotor en el vector de entrada pCR8 (Figura 4A).
Posteriormente se recombiné con el vector de destinacion pMDC32 (adquirido desde el stock
ARBC del sitio Tair, N° de stock CD3-738) para obtener el fragmento en antisentido bajo el
control del promotor CaMV 35S doble. Al expresarse esta construccion, se espera que el
fragmento en antisentido hibride con el ARNm endégeno que tiene orientacion sentido,

formando el ARN doble hebra (Figura 7A).

2.3.1.2 Clonacién del fragmento de zds2 en orientacién sentido

Para el gen zds2, se utiliz6 la estrategia de la horquilla de ARN, por lo tanto para la
incorporacion de este fragmento al sistema Gateway®, se amplificé el fragmento 3'NTR del gen
(271pb) a partir de ADNc de zanahoria y se cloné direccionalmente en orientacion sentido en el
vector pTOPO. Para que el clonamiento sea direccional, se agregaron 4 nucledtidos (CACC) en
el extremo 5' del partidor sentido (tabla If). Estas bases son complementarias e hibridan con
cuatro bases presentes en el vector pTOPO (Figura 4B), lo que permite que el fragmento
ingrese al vector en la orientacién deseada. Luego, se recombind con el vector pHellsgate12
(donado por el Dr. Patricio Arce del Laboratorio de Bioquimica de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile), que posee sitios de recombinacién en una distribucién tal (attR1-attR2—
intron—attR2-attR1), que permite obtener el fragmento de interés clonado en orientacién
sentido y antisentido respecto al promotor. De esta forma, la horquilla de ARN que gatilla el

silenciamiento se transcribe directamente desde el vector (Figura 7B).
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pCRS'GW/TOPO
28kb

pENTR/SD'D-TOPO
16kb

Figura 6. Esquema de los vectores utilizados en este seminario de titulo. Los vectores pertenecen a
la familia de vectores Gateway®. Los vectores pCR8 y pTOPO se denominan vectores de entrada y los
vectores pMDC y pHellsgate corresponden a vectores de destinacion.

Tabla Il. Vectores utilizados en este seminario de titulo

NOMBRE TAMANO (pb) RESISTENCIA CONFERIDA
~ pCREGWITOPO 2817  Espectinomicina (100mgll)
pENTR/SD/D-TOPO 2601 Kanamicina (50 mg/L)
pHellsgate12 17681 Espectinomicina (100 mg/L) en bacteria
Kanamicina (100 mg/L) en D. carota
pMDC32 11752 Kanamicina (100 mg/L) en bacteria

Higromicina (8 mg/L) en D. carota
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Figura 7. Esquema de las estrategias utilizadas para el SGPT. A) Estrategia de sobre-expresion del
fragmento en antisentido de zds1. Vector de entrada pCR8 y vector de destinacion pMDC32. B) Estrategia
de sobre-expresién de la horquilla de ARN para zds2. Vector de entrada pTOPO y de destinacion
pHellsgate12.
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2.3.2 Generacion de las construcciones pMDC/zds1 y pHellsgate/zds2

2.3.2.1 Diseiio de los partidores.

Para el disefio de los partidores, se buscd en la base de datos NCBI la secuencia anotada para
las secuencias zds1 (N° de acceso DQ222430) y zds2 (N° de acceso DQ192189) de D. carofa
(Just et al., 2007). Los partidores se disefiaron en la regién 3’ no traducible (NTR) de cada gen,
que como se menciond anteriormente, poseen una identidad nucleotidica de alrededor de un
50%. De esta manera se espera lograr una amplificacién exclusiva de cada gen y por lo tanto,
obtener posteriormente un SGPT especifico. La secuencia de éstos y todos los partidores

utilizados en este seminario de titulo se detalla en la tabla {ll.

. i DESCRIRCI
El partidor 5' posee las bases CACC
(subrayadas) que permiten el

5 zds1 GATE CACCTAACGACCTTGCGAAAAACA

sentido . .
clonamiento direccional en pTOPO.
3'zds1 GATE GAATTCAACCAAGTAAACGTATCCC Junto con el partidor 3' amplifican un
antisentido

fragmento de 295pb del gen zds1.
5'zds2 GATE  CACCGCCTTGCAGAAGAAGATTG  El partidor §' posee las bases CACC

sentido (subrayadas) que permiten el
3'zds2 GATE CTCGACGCTTGGCCTACTAAT clonamiento direccional en pTOPO.
antisentido Junto con el partidor 3' amplifican un

fragmento de 271pb del gen zds2.

5'18S sentido TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Estos partidores se utilizaron para
verificar la integridad tanto del ADN

3'18S ACAATGATCCTTCCGCAGGT gendmico como del ADNc. Amplifican

antisentido un fragmento de 196pb del gen para el
ARN ribosomal 18S.

535S CCAGTATGGACGATTCAAGG Estos partidores confirman la insercion

sentido del DNA-T ya que hibridan con una

3358 CGCAATGATGGCATTTGTAG regién interna del promotor CaMV 358,
antisentido amplificando un fragmento de 401pb.

P27 5§ GGGATGACGCACAATCC La construccién pHellsgate/zds2 se

sentido secuencid con ambos partidores para

P27 3 GAGCTACACATGGTGAGG verificar la correcta orientacion de los
antisentido fragmentos clonados.

M13F GTAAAACGACGGCCAG Se tilizaron para secuenciar Ila

M13 R CAGGAAACAGCTATGAC construccién pTOPO/zds1.

29




2.3.2.2 Clonacién de los fragmentos zds1 y zds2 en los Vectores de Entrada

El fragmento de 295pb del Ia region 3'NTR del gen zds1 y el fragmento de 271pb de la regién
3NTR del gen zds2 se amplificaron a partir de ADNc de D. carofa. La reacciéon de PCR
contenia tampén de la Tag, MgCly, el partidor zds1 GATE sentido o zds2 GATE sentido y el
partidor zds1 GATE antisentido o zds2 GATE antisentido, dNTPs, agua nanopura, Tag
polimerasa, con las concentraciones detalladas en la seccién 2.2.2 y 1 puL de ADNc como
molde. Como control negativo se usé agua en vez de ADNc y como control positivo de la
reaccion de PCR, se amplificé la subunidad ribosomal 188S. EL programa de PCR utilizado para
amplificar tanto el fragmento zds1 como zds2, se detalla en la tabla | A (seccién 2.2.2). El
producto de PCR fue verificado mediante electroforesis y visualizado mediante tincion con Bret
(seccién 2.2.2).

Para la ligacién de cada fragmento amplificado, al vector pTOPO, se mezclaron 2 y 4 pL de
producto de PCR para zds1 y zds2 respectivamente, con 1 WL de soluci6n salina y 1 pL de
vector pTOPO. La mezcla se incubd durante toda la noche a temperatura ambiente antes de
transformar células competentes de E. coli DH5a mediante golpe térmico, generando los
vectores pTOPOQO/zds1 y pTOPO/zds2.

Para obtener la construccién pCR8/zds1, se realizé un nuevo PCR con el mismo protocolo de
PCR descrito anteriormente pero usando como molde de ADN la construccién pTOPO/zds1
previamente generada, en vez de ADNc. Para clonar el fragmento amplificado de zds1 en el
vector pCR8, se mezclaron 3 pL de producto de PCR con 1 pL de solucion salina, y 1 yL agua
nanopura y 1uL de vector pCR8. La mezcla se incubé durante toda la noche a temperatura
ambiente antes de transformar las células competentes de E. coli DH5a mediante un golpe

témico.
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2.3.2.3 Recombinacién Gateway ® entre los vectores de entrada y destinacién
Para la recombinacién del vector pCR8/zds1 con el vector de destinacion pMDC32 se mezcld
200 ng de la construccion pCR8/zds1, 50 ng del vector de destinacién pMDC32, 2 ul de LR

Clonasa™

I} Invitrogen y tampon TE pH8 para completar 10 pL.
Para la recombinacién de pTOPO/zds2 con pHellsgate12, se mezclé 130 ng de la construccion
pTOPO/zds2 (26 ng/ulL), 100 ng del vector de destinacion pHelisgate12 (50 ng/uL), 2 pL de LR

Clonasa™

Il y tampén TE pH 8 para completar 10 pL.
Tanto para la recombinacion del fragmento de zds1 como para zds2, una vez realizada la
mezcla, se agité mediante vortex dos segundos, dos veces y luego se incubaron las reacciones
toda la noche a temperatura ambiente. Para detener la reaccién se agregé 1 pL de Proteinasa
K (Invitrogen) y se incubé durante 10 minutos a 37°C.
Finalmente, se transformaron las bacterias competentes de E. coli DH5a por golpe térmico

(seccién 2.4.8) y se seleccionaron los clones transformantes en placas de LB agar con los

antibidticos respectivos (tabla Il, seccién 2.3.1).

2.3.3 Secuenciacion

Los clones positivos de la construccion pTOPQ/zds1, pHellsgate/zds2 identificados mediante
los andlisis de digestion enzimatica, PCR de colonia y de ADN plasmidial, fueron secuenciados
en Macrogen Co. (USA), usando el partidor P27 Sentido y P27 Antisentido para pHellsgate y
los partidores del fago M13 para pTOPO (tabla Ill, seccion 2.3.2.1).

2.3.4 Evaluacion de la funcionalidad de las construcciones pMDC/zds1 y pHellsgate/zds2
Para comprobar la funcionalidad de las construcciones pMCD/zds1 y pHellsgate/zds2, se
transformé A. tumefaciens (seccion 2.4.9) con cada uno de los vectores para lo cual se
agroinfiltraron hojas de tabaco (seccion 2.4.10) para determinar mediante RT-PCR (seccién

2.2.2) la expresion de los fragmentos zds1 y zds2.
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2.4 CULTIVO Y MATERIAL BIOLOGICO

2.4.1 Material Biolégico

Genotipo de la cepa de E. coli DH5a: supE44, AlacU169(e80/acZAM15), hsdR17, recA1,
endA1, gyrA96, thi-1, relA1l.

Genotipo de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101: C58, plasmido Ti curado, Gen®,
Rif*.

Se utilizo D. carota variedad Nantes para realizar el trabajo.

2.4.2 Cultivo de E. coliy A. tumefaciens

Las bacterias E. coli de la cepa DH5a se crecieron en medio LB liquido (1% (p/v) de triptona y
0.8%(p/v) NaCl), con una agitacién de 200 rpm y medio LB sélido (1% (p/v) de ftriptona,
0.8%(p/v) NaCl y 1.6% (p/v) de agar), durante 16 horas a una temperatura de 37°C y con el

antibiético correspondiente a la resistencia otorgada por el vector (tabla I, seccién 2.3.1).

En el caso de A. tumefaciens, se utilizo la cepa GV3101. Para su cultivo se utilizé medio LB con
los antibicticos rifampicina 10mg/L, para la seleccién cromosémica y gentamicina 50mg/L para
la seleccién del plasmido Ti, ademas del antibiético correspondiente para la seleccién del
plasmido de interés (tabla I1, seccion 2.3.1). El cultivo liquido se crecié durante 18 horas, y con
una agitacion de 200 rpm, mientras que el cultivo sdlido se crecio por 48 horas. Ambos a una
temperatura de 28°C. De todos los cultivos liquidos se realizé un respaldo en glicerol para

guardar las bacterias a -80°C.

2.4.3 Cultivo de A. tumefaciens para la infeccion de tejidos vegetales
Para la preparacién de este cuitivo, se inocularon 100 uL de A. tumefaciens transformadas
(seccion 2.4.9) en 15 mL de LB con los antibidticos respectivos (tabla I, seccién 2.3.1) y se

crecieron de manera convencional en agitacién durante 18 horas a 28°C (seccidn 2.4.2).
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Luego, se centrifugd por 10 minutos a 8.000 x g, se elimind el sobrenadante y se resuspendid
en 30 mL de MS liquido (Murashige y Skoog, 1962) con acetosiringona a una concentracion
final de 25mM. Finalmente, se dejé creciendo por 3 horas en agitacion a 28°C antes de

utilizarlo para infectar el tejido vegetal.

2.4.4 Cultivo de D. carota in vitroy en el invernadero

Para la transformacion estable de la zanahoria, se utilizaron explantes de plantulas cultivadas
in vitro. Para el cultivo in vitro, primero se esterilizaron las semillas durante 15 minutos en
agitacién con una solucién de 2% de fungicida CAPTAN. La mezcla se dejé decantar para
descartar el liquido. Luego, se enjuagd tres veces con 50 mL de agua destilada esteril.
Después, se les agregé a las semillas 100 mL de una solucién de hipoclorito de sodio al 20% y
se mantuvo en agitacién durante 1 hora. Las semillas se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril y se retiré el exceso de agua de las semillas con papel absorbente. Luego,
éstas se sembraron en placas con medio basal MS. Las plantas regeneradas fueron utilizadas
para la transformacion estable de zanahoria con pHellsgate/zds2.

Para el cultivo en invernadero, las plantulas in vitro obtenidas de la embriogénesis somética
producto de la transformacién con pHellsgate/zds2, se trasplantaron a maceteros de 1200 cm®
aprox., con una mezcla de tierra de hoja: vermiculita (2:1) y condiciones de 16 horas de luzy 8
de oscuridad a una temperatura constante de 24°C. Para la aclimatacién de las plantas, éstas
inicialmente fueron cubiertas con un vaso plastico de manera de mantener la alta humedad a la
que fueron sometidas durante su cultivo in vifro. Luego de 2 semanas, las plantas se
comenzaron a destapar gradualmente, para terminar por destaparlas completamente en un

periodo de 6 semanas aproximadamente.
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2.4.5 Embriogénesis somatica de D. carotfa

La zanahoria es una planta ampliamente utilizada para realizar estudios que involucran
embriogénesis somatica, por lo que este procedimiento esta bien establecido (Pennell ef al,
1992; Sato-Nara ef al, 2004).

Una vez realizada la infeccién del tefido vegetal con A. tumefaciens (seccion 2.4.11) y pasadas
las 35 horas, los explantes se lavaron con agua destilada estéril para eliminar el exceso de
Agrobacterium y se depositaron en nuevas placas MS con las hormonas necesarias para la
embriogénesis somatica y kanamicina como antibiético de seleccion ya que pHellsgate12
expresa el gen nptll en plantas. El primer medio (medio I) contenfa kanamicina (25 mg/L), la
auxina 2,4D (1 mglL) y cefotaxime (300 mg/L) el antibiético que elimina al Agrobacterium.
Después de 5 semanas, los explantes se pasaron al segundo medio (medio II), que estaba
conformado por kanamicina (50 mg/L), 2,4D (0,5 mg/L) y cefotaxime (300 mg/L). Después de
permanecer 4 semanas en el segundo medio, con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad, los explantes desarroilaron embriones en estado inmaduro. Al finalizar las 4
semanas se pasaron al tercer (medio lll). En el medio lll se auments la concentracion de
kanamicina a 100 mg/L, se eliminé la hormona 2,4D para favorecer la maduracién de los
embriones los que generaron plantulas y el cefotaxime se redujo a 150mg/L. Finalmente, luego
de 4 semanas, las plantulas regeneradas se pasaron a frascos de MS donde elongaron y
enraizaron. Luego de 5 meses, se obtuvieron plantulas con raices apropiadas para su

aclimatacion a tierra (seccién 2.4.4).

2.4.6 Transformacion de E. coli

Primero se prepararon células competentes de E. coli cepa DH5a, para esto se crecieron 100
yL de inéculo en 5 mL de LB durante toda la noche a 37°C con agitacién (seccién 2.4.2). Luego
se pasaron 500 L de este cultivo a 80 mL de LB en un matraz y se puso a crecer hasta una
densidad éptica de 0.4-0.5 a 600 nm (3 horas aproximadamente). Después se centrifugé a 4°C

por 10 minutos a 1600 x g en tubos esteriles, se resuspendid el precipitado cuidadosamente en
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10 mL de CaCl, 0.1M estéril y frio. Luego, se valvid a centrifugar a 4°C por 5 minutos a 1.100 x
g, se eliminé el sobrenadante y se resuspendioé el precipitado en 10 mL de CaCl; 0,1M estéril y
frio. Luego, se incubo en hielo en el refrigerador por 30 minutos. Posteriormente, se centrifugd
a 4°C por 5 minutos a 1.100 x g, se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en 2 mL de
CaCl, 0,1M estéril y frio. Finalmente, alicuotas de 200 pL se guardaron a -80°C con glicerol
(35%) para su uso posterior.

Para la transformacién de las construcciones genéticas obtenidas, se mezclé y mantuvo en
hielo durante 30 minutos, 100 uL de bacterias E. coli competentes con la reaccion de ligacién
de interés. Luego, se aplicé el golpe térmico a 42°C por 1,5 minutos y se deposité la mezcla de
reaccion en hielo por 1 minuto. Posteriormente, la mezcla se puso en 1 mL de LB liquido y se
dejé incubando durante 1 hora a 37°C con agitacién. Después, en un tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL se centrifugd a 8.000 x g, se eliminé el sobrenadante y se resuspendid con las
células en 50 pL que fueron plaqueados en una placa de LB sdlido con los antibidticos
respectivos (tabla Il, seccién 2.3.1). La placa se dejé a 37°C por toda la noche hasta la

aparicion de colonias.

2.4.7 Transformacion de A. tumefaciens

Primero se prepararon células de A. fumefaciens competentes para lo cual se realiz6é un cultivo
de la manera convencional (seccién 2.4.2) en 4 ml de medio LB con rifampicina 10 mg/L y
gentamicina 50 mg/L en agitacion durante 18 horas a 28°C. Luego el inéculo fue vertido en 100
mL de LB liquido con rifampicina 10 mg/L y gentamicina 50 mg/L y se incubd con agitacién
hasta una D.O.ge = 0,5. Después se mantuvo en hielo durante 10 minutos y se centrifugd a
3.000 x g por 20 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en

1mL de CaCl, 20 mM esteéril y frio. Finalmente, se fraccioné en alicuotas de 100 pl, las que se

congelaron con nitrégeno liquido para ser guardadas a -80°C hasta su utilizacion.




Para la transformacién, se descongelé en hielo una alicuota de 100 pL de células de A.
tumefaciens competentes y se mezclaron con 500 ng de la construccién pHellsgate/zds2. Se
congeld en nitrégeno liquido durante 5 minutos y luego se descongelé a temperatura ambiente
durante 15 minutos. La mezcla se incubd en medio LB a 28°C durante toda la noche con
agitacién. Finalmente, para la seleccion de los clones transformados, se plaquearon 50 L de
las células en una placa de LB-agar con rifampicina 10mg/L, gentamicina 50mg/L ademas de
kanamicina 50mg/L para las células transformadas con pMDC/zds1 y espectinomicina 100mg/L

para las transformadas con pHellsgate/zds2.

2.4.8 Transformacion transitoria de tabaco

Se realizd la transformacion transitoria de las hojas de tabaco con un cultivo de A. tumefaciens
preparado para la infeccion del tejido vegetal (seccion 2.4.3). El cultivo de bacterias que
contiene la construccion pMDC/zds1 o pHellsgate/zds2, se recogié en una jeringa sin aguja,
ésta se presiond contra el envés de la hoja de manera que el liquido invada el tejido. Luego de

cuatro dias se realizo la extraccion de ARN (seccién 2.2.1) de la zona agroinfiltrada.

2.4.9 Transformacion estable de D. carota

En D. carota se ha estandarizado el método de transformacién estable por A. tumefaciens
(Chen y Punja, 2002). En este procedimiento se coincubaron explantes de los epicotilos de
zanahoria de 1,5 cm cultivadas in vitro (seccion 2.4.4), con el cultivo de A. fumefaciens que
contiene la construccion pHellsgate2/zds2. Esta coincubacion se realizé en una placa Petri
durante 10 minutos, con agitacién esporadica y mediante incisiones al tejido vegetal con un
bisturi de manera de favorecer la accién de la bacteria. Luego, los explantes se secaron en
papel absorbente estéril y se depositaron en una placa de MS sin antibiético. La placa se
mantuvo en condiciones de oscuridad durante 35, para luego traspasar los explantes a las

placas respectivas e inducir la embriogénesis (seccién 2.4.5).
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3. RESULTADOS

3.1 Construccion del vector pMDC/zds1 v andlisis de su funcionalidad.

3.1.1 Amplificacién de la region 3’ NTR del gen zds1 y su clonacion en el vector de
entrada.

En la Figura 8A se muestra la amplificacion del fragmento de 295pb de la region 3'NTR del gen
zds1 a partir del ADNc de D. carota, el cual fue clonado en el vector de entrada pTOPO, debido
a que inicialmente se pretendia recombinar con el vector de destinacién pHellsgate. Los clones
positivos fueron secuenciados y, la secuencia indico que posee un 100% de identidad respecto
a parte de la regién 3NTR del gen zds1 de D. carota sp sativus (Figura 9). Con el clon
secuenciado, se intenté recombinar infructuosamente pTOPO/zds1 con el vector pHellsgate,
por ello, se amplificd nuevamente el fragmento de zds1 a partir de la construccién pTOPO/zds1
secuenciada (Figura 8B) y se cloné en el vector de entrada denominado pCR8. Una vez
realizada la reaccion de clonacién (seccién 2.3.2.2), se transformé E. coli y las colonias se

seleccionaron en medio LB con espectinomicina (seccion 2.4.8)

c- D.c. C+ PM

! e

-, 250pb
250pb .

205 pb—»

Figura 8. Amplificacién de la region 3NTR del gen zds1: Electroforesis en gel de agarosa al 1% con
bromuro de efidio. A) D.c: amplificacion del fragmento de 295pb a partir de ADNc de D. carofa. C+:
amplificacién de un fragmento de 196pb de la subunidad ribosomal 18S. B) 1 y 2 muestran la
amplificacién usando ADN plasmidial de pTOPO/zds1 como molde. En Ay B, el carril PM es el estéandar
de peso molecular y el carril C- corresponde al control negativo en donde se utilizé agua como molde.

37




>Bgb[pg222430.1]1 Daucus carota subsp. sativus zeta carot
mRNA, complete cds E Lt P
Length=2078 ! %“1wt" W oo

Score = 527 bits (285), Expect de~146
Identities = 285/285 (100%), Gaps 0/285 (0%)
strand—Plus/Plus \

Query 160 TAACGACCTTGCGAAAAACAATTGCTTCAATCGAC¢CCAACACACCTACAGAAGCTGAG

L PEPOT UG D PR L T T e L
Sbjct 1794 TAACGACCTTGCGAAAAACAATTCCTTCARTCCACTCCAACACACCTACAGAAGCTGAGT

Quexry 220 TAACCCTTGTCTGATGCACTACGTTATAGCTGTATTCGGACCACTAGAAGGTGATCATAC ;

. UL TR TR R L T T L L L g
sbjet 1854 TAACCC‘I‘TGTCTGATGCACTACGTTATAGCTGTATTCGGACCACTAGAAGGTGATCATAC

Query 280~1,ACATGTATGTACTTTCTTACAGTTGAATTGTACCAAGAGAACCTAATGGAACGTCAATGT
PP L R R Y R R il
sbict 1914 ACATGTATGTACTTTCTTACAGTTGAATTGTACCAAGAGAACCTAATGGAACGTCAATG

guery 340 TG:.A‘l’TCTAGGATGTCTTGGCGATCATTAGTTTTCTTTGGCTCAGTCTCGAGG‘I‘TATATA’
Hlllllllll]lHIIIH]IHHHHIHHHllllllllllllllllll!llll':

Sbjct 1974 TGTATTCTAGGATGTCTTGGCGATCATTAGTTTTCTTTGGCTCAG T__AG

Query -400: - TAAAGATAAAGGACATCTTATTCCAAGGGATACGT"‘TACTTGGTT 7444
' DAL O R I TP L TR L
Sbjct 2034 TAAAGATAAAGGACATCITATTCCAAGGGATACGTTTACTTGGTT 2078'

'

Figura 9. Alineamiento (BLAST) entre la secuencia de la construccién pTOPO/zds1 y la base de
datos.

3.1.2 Analisis de la construccion pCR8/zds1.

El ADN plasmidial de los clones crecidos en espectinomicina fue extraido mediante kit (seccién
2.2.4.1) y digerido con enzimas de restriccién.

El primer andlisis se hizo para verificar que existe un fragmento clonado en el vector pCR8.
Para esto se digirié el clon 4 y 5 con la enzima EcoRl (seccién 2.2.5) que posee sitios de corte
flanqueando la zona de clonamiento en el vector. Como se observa en la Figura 10, al digerir
con EcoR!I se obtiene la liberacién de una banda del tamario esperado de 304pb. La diferencia
de tamafio entre el fragmento amplificado inicialmente de 295pb con este el esperado de 304pb
se debe a que el corte con la enzima EcoR/ no flanquea exactamente al inserto y por lo tanto

agrega 9 bases’nitrogenadas al fragmento.
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Figura 10. Digestion de pCR8/zds1 con EcoRl: A) Esquema de la digestion en donde se representa el

fragmento liberado de 304pb. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con Bret. El carril 1 muestra la
digestion del ADN del clon 4 y el carril 2 la digestién del clon 5. Ambas digestiones muestran la liberacién
de una banda de aproximadamente 300pb. El carril PM es el estandar de peso molecular.

Para determinar si alguno de los clones posee la construccién con el fragmento en la
orientacién antisentido deseada, se digirié con la enzima Hpal (seccion 2.2.5). Esta digestion
liberé un fragmento de 250pb en el clon 4 indicando su orientacién sentido respecto a los sitios
de recombinacion attL y 407pb en el clon 5 indicando su orientacién antisentido respecto a los

sitios de recombinacion attL, lo que indica que este Ultimo es el clon de interés (Figura 11).

A B 1 2 PM

Figura 11. Digestién de pCR8/zds1 con Hpal: A) Esquema de la digestion en donde se representa el
fragmento liberado dependiendo de la orientacién de la secuencia clonada. B) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% con BrEt. El carril 1 muestra la digestion del ADN del clon 4 en que se libera una banda de
250pb y el carril 2 muestra una banda de 400pb aprox. producto de la digestién del ADN del clon 5. PM:
Se us6 un estandar de peso molecular.

39




3.1.3 Analisis de la construcciéon pMDCizds1.

Una vez confirmada la construccién pCR8/zds1 por digestion, se realizé la recombinacién con
el vector pMDC (seccidn 2.3.2.3). Se transformé E. coli'y los clones se seleccionaron en medio
LB con kanamicina (secci6n 2.4.8).

De los clones crecidos, se realizé un PCR colonia con los partidores para el fragmento de zds1
y encontrar asf los clones que poseen la construccion pMDC/zds1. La Figura 12 muestra que
existe una tnica amplificacién del tamafio esperado de 295pb para el carril 1, que corresponde

al clon 1.

- o ik

.
Ao

Figura 12. PCR en colonia de E. coli transformadas con pMDC/zds1: Electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se analizaron 5 clones (1-5) a los que se realizé6 un PCR con los
partidores zds1 GATE. Como control negativo (C-) se utilizé agua en vez de ADN como molde. Como
control positivo (C+) se usé el ADN plasmidial pCR8/zds1. En el carril PM se us6 un estandar de peso
molecular.

Posteriormente, la presencia de la construccion pMDC/zds1 en el clon 1 fue confirnada
mediante digestion enzimatica con la enzima EcoR/ (seccion 2.2.5). El partidor “Antisentido
zds1 GATE” posee un sitio de corte para EcoR/ en su extremo 3', por lo tanto, en el caso que el
fragmento no se encontrara clonado, sélo se linealizaria el vector. En el caso que el fragmento
se hubiese encontrado en la orientacidon deseada, antisentido, la digestién con esta enzima
generaria la liberacién de un fragmento de 300pb. Este es el caso y la banda de dicho tamario

se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Digestion de ADN del clon 1 con EcoRI: A) Esquema de la digestion en donde se representa
el fragmento liberado de 300pb. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
El carril 1 muestra la digestion del ADN plasmidial del clon 1 en que se libera una banda de 300pb. PM:
Estandar de peso molecular.

3.1.4 Evaluacién de la funcionalidad de la construcciéon pMDC/zds1.

Si bien los andlisis de PCR y digestion, muestran que la construccion pMDC/zds1 estaba
correctamente construida, para comprobar si ésta es funcional, es decir, si se transcribe, se
realiz6 un RT-PCR a partir de hojas de tabaco agroinfiltradas con pMDC/zds1.

Para lograr este objetivo se transform6 el Agrobacterium con ADN plasmidial del vector
pMDC/zds1 como se describe en los métodos (seccion 2.4.9). A los clones del Agrobacterium
crecidos en el medio de seleccion, se les realizé un PCR en colonia con los partidores “zds1
GATE” (seccion 2.2.3). En la Figura 14 se aprecia que el clon 2 de A. tumefaciens, amplifica
una banda del tamafio esperado de 295pb, que coincide con la banda del fragmento de zds1.
Por lo tanto el clon 2 de Agrobacterium es el que se utilizé para agroinfiltrar las hojas de tabaco.

PM 1 2 3 4 B c+ c-
s i
500pb +«— 295pb
250pb

Figura 14. PCR colonia de A. tumefaciens transformadas con las construccion pMDC/zds1. Se
amplificé el fragmento clonado del gen zds1 para 5 colonias (1-5). Como control positivo (C+) se us6 ADN
plasmidial pMDC/zds1 como molde y para el control negativo (C-) agua en lugar de ADN. PM: Esténdar
de peso molecular.
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Luego de la agroinfiliracion, se mantuvieron las plantas aisladas por 4 dias en el invernadero.
Posteriormente se extrajo el RNA de la zona infiltrada (seccién 2.2.1) y se procedi6 a realizar
RT-PCR (seccién 2.2.2). En la Figura 15 se observa el resultado del RT-PCR para el fragmento
de interés del gen zds1. En las hojas agroinfiltradas con la construccion pMDC/zds1 se obtuvo
una banda del tamario esperado de 295pb, al igual que en el control positivo. Los partidores de
zds1 usados en el RT-PCR no hibridan con zds ni otro gen endégeno en tabaco, con lo cual

podemos asegurar que zds1 se esta transcribiendo desde la construccion pMDC/zds1.

Por lo tanto tenemos la construccidn pMDC/zds1 que es capaz de expresar un fragmento del
gen zds1 de D. carota, el cual sera utilizado en trabajos futuros para silenciar de manera

especifica el gen zds1 en esta especie.

N. tabacum

H

Figura 15. Amplificacién de la regién 3'NTR del gen zds1 a partir ADNc de tabaco agroinfiltrado
con la construccidén pMDC/zds1. cRT: Transcripcién reversa con transcriptasa reversa. sRT:
Transcripcidn reversa sin transcriptasa reversa. C+: Control positivo usando ADN plasmidial pMDC/z1
como templado. C-: Control negativo usando agua en vez de ADN. PM: Estandar de peso molecular.
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3.2 Construccién del vector pHellsgate/zds2 y analisis de su funcionalidad.

3.2.1 Amplificacion de la regién 3’ NTR del gen zds2 y su clonacién en el vector de
entrada.

Como se observa en el carril 1 de la Figura 16, al realizar el PCR con los partidores “zds2
GATE" (tabla lil, seccién 2.3.2.1) a partir de ADNc de D. carota, se obtuvo la amplificacion de

una banda tnica del tamafio esperado de 271pb.

Figura 16. Amplificacién de la regién 3'NTR del gen zds2 a partir del ADNc de la zanahoria.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1) Se us6é como templado ADNc de
zanahoria silvestre. C-) Control negativo: Se utiliz6 agua en vez de ADN como templado. C+) Control
positivo. Se amplificé un fragmento del gen de la subunidad 18S de ARN ribosomal. PM) Estandar de
- peso molecular.

Este fragmento amplificado, se cloné en el vector pTOPO (seccion 2.3.2.2), se transformé E.

coli y se seleccionaron los clones en medio LB con kanamicina (seccién 2.4.8).

3.2.2 Analisis molecular de la construccién pTOPO/zds2.,
Se extrajo el ADN de los clones crecidos en kanamicina y se realizé la bisqueda de los clones
positivos primero por PCR en colonia (seccion 2.2.3) con los partidores “zds2 GATE" y luego

por digestién enzimatica (seccién 2.2.5).
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Como se observa en la Figura 17, de los 7 clones analizados, la banda del tamafio esperado
de 271pb solo se obtuvo en el clon 33 y en el control positivo. Esto indica que el clon 33 esta

efectivamente transformado con la construccién pTOPO/zds2.

PM_ 31 33 35 37 30 41 43 C- cC+

250 pb T i .

Figura 17. PCR colonia de E. coli transformadas con pTOPO/zds2. Eleétroforesis en gel de a;;;arosa
al 1% tenido con BrEt. Analisis de los clones 31 al 43, C-): Como control negativo se utilizé agua en vez
de ADN como molde. C+) Como control positivo se usé una alicuota de ADNc. PM) Estandar de peso
molecular.

La siguiente comprobacion de que el fragmento del gen zds2 estuviera clonado en el vector de
entrada, se hizo mediante digestion enzimatica. Se realizé una digestién doble con las enzimas
EcoR!y Hpal a partir del ADN plasmidial del clon 33 (seccién 2.2.5). La Figura 18A, muesira un
esquema en donde se representa el sitio de corte de Hpal en el vector (nucledtido 502) y el
sitio de corte EcoRl en el fragmento clonado del gen zds2 (nucledtido 133). La Figura 18B,
muestra el resultado de la digestion, en donde se aprecia un fragmento del tamafio esperado
de 333pb.

En base a estos resultados, se utilizd la construccién del clon 33 para realizar la recombinacion

entre pTOPO/zds2 y pHellsgate12 (seccién 2.3.2.3). Luego se transformd E£. coli, las cuales

fueron crecidas en medio LB sélido con espectinomicina (seccién 2.4.8).
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Hpal EcoRI

Figura 18. Digestion enzimatica doble con EcoRl y Hpal de la construccién pTOPO/zds2: A)
Esquema de la digestién doble, fragmento esperado 333pb. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con BrEt. 1: ADN plasmidial del clon 33. PM: Estandar de peso molecular.

3.2.3 Analisis molecular de la construccion pHellsgate/zds2

Para comprobar la correcta recombinacion del fragmento en el vector pHellsgate, se extrajo el
ADN plasmidial de las colonias que crecieron en el medio LB suplementado con
espectinomicina y se realizé una digestion con la enzima EcoR! (seccién 2.2.5). En la Figura
19A se muestra un esquema en que se representan los sitios de corte de la enzima EcoRl. La
construccion presenta un sitio en el vector y otro en el fragmento del gen zds2 clonado, que por
estar dos veces (sentido y antisentido) genera tres sitios de corte en total. Se muestran los
fragmentos esperados de 164 y 1400pb. En la Figura 19B, se muestra que el clon 5 es el unico
que libera un fragmento de aproximadamente 1400pb, lo que indica que este clon contiene la
construccion esperada. El fragmento de 184pb es demasiado pequefio para detectarlo en este

gel.
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Figura 19. Digestion enzimatica con EcoR/ de la construccién pHellsgate/zds2. A: Esquema de la
digestion y fragmentos esperados B: Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
Se realiz6 la digestion de los 4 clones (1 al 5). Para cada uno se cargé el ADN plasmidial sin digerir (s/dig)
y digerido con EcoRl/ (dig). PM: Marcador de peso molecular de 1 kb.
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La confimacion definitiva de la construccién se realiz6 mediante secuenciacién del ADN
plasmidial del clon 5 (seccién 2.3.3). La Figura 20 muestra el alineamiento de la secuencia
obtenida contra la base de datos (NCBI). En el alineamiento existen 267 identidades de 268
nucledtidos lo que corresponde a un 99% de identidad nucleotidica con la secuencia del ADNc
de zds2 de D. carota sp sativus (N° DQ192189). La mutacion se observa por el cambio de una
guanosina en vez de una citosina. Aunque solo se muestra una secuencia, efectivamente se
realizé la secuenciacion de los dos fragmentos clonados y se determin6 que los fragmentos se
encontraban en la orientacion deseada, sentido y antisentido de uno respecto al otro

(informacién no mostrada).
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Figura 20. Alineamiento (BLAST) entre Ia secuencia de la construccion pHeIlsgate12!zds2 y la base
de datos.

Una vez confirmada esta construccion, se procedié a transformar A. fumefaciens (seccién

2.4.9) para realizar el anélisis de funcionalidad.

3.2.4 Evaluacion de la funcionalidad de la construccién pHellgate/zds2.
Si bien la secuenciacion muestra que la construccion pHellsgate/zds2 estaba correctamente
construida, al igual que el caso para la construccién con zds1, es necesario comprobar que

esta construccion es funcional, por lo que se realizé un RT-PCR (seccién 2.2.2) de las hojas de

tabaco agroinfiltradas con pHellsgate/zds2 (seccién 2.4.10).
Para ello, se transformd A. fumefaciens con pHellsgate/zds2 (seccién 2.4.9) y, se realizé un
PCR en colonia de éstos con los partidores para el fragmento del gen zds2 (seccién 2.3.3).

Como se observa en la Figura 21, los 6 clones probados amplifican una banda del tamafio

esperado de 271pb, lo que indica que todos poseen la construccion pHellsgate/zds2.
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Figura 21. PCR colonia de A. tumefaciens transformadas con las construccién pHellsgate/zds2. Se
amplificé el fragmento clonado del gen zds2 para 6 colonias (1-6). C+: control positivo para lo cual se usé
ADN plasmidial como molde. C-: control negativo en el cual se us6 agua en lugar de ADN. PM: Estandar
de peso molecular.

Se selecciond la colonia 5 de Agrobacterium transformada con pHellsgate/zds2 y se prepard
para la agroinfiltracion de las hojas de tabaco (seccién 2.4.10).

Las plantas fueron mantenidas en el invernadero por 4 dias hasta su analisis molecular
mediante RT-PCR. En el analisis de RT-PCR se espera detectar los ARN mensajeros del gen
zds2 de zanahoria transcritos desde el ADN transferido por A. fumefaciens. Estos ARN
mensajeros provienen tanto de las construcciones que se encuentran transitoriamente en el
niicleo de la célula vegetal, como de las construcciones que se hayan integrado establemente
en el genoma del tabaco. De cualquier manera, este es un ensayo de expresion transitorio,
debido a que no se genera una planta a partir de éstas células infectadas. En la Figura 22Ay
22B, se muestra el resultado del RT-PCR para el fragmento de zds2 en tabaco agroinfiltrado.
Se observa la banda del tamafio esperado de 271pb solo en el caso del tejido de tabaco
agroinfiltrado con nuestra construccion (pHellsgate/zds2) (Figura 22A: N. tabacum zds2 y 22B:
cRT). Como control positivo se amplificé el fragmento a partir de ADNc de la zanahoria
silvestre. Como control negativo se usé tejido agroinfiltrado con una construccion que porta un
gen para el factor de transcripcion CBF3 de respuesta a la deshidratacién y no se detectd
amplificado al usar partidores para zds2 (Figura 22A). Este resultado indica que los partidores
son especificos y no amplifican en tabaco infiltrado con otra construccién y que nuestra
construccién pHellsgate/zds2 esta siendo transcrita en tabaco.

En la Figura 22B se muestran los controles para la transcripcion reversa. Mediante la

amplificacion en ausencia de transcriptasa reversa (sRT) se comprueba que el fragmento de

48




zds2 ampilificado proviene de la transcripcion del fragmento desde la construccion
pHellsgate/zds2. Tanto en la Figura 22A, como 22B, la banda del C+ es mas intensa. Esto se
debe a que se utilizé6 ADN plasmidial pHellsgate/zds2 purificado mediante kit comercial, lo que

hace el PCR mas eficiente.

A

_N. tabacum_
C+ D.carota 2z2ds2 cbf

Figura 22. Amplificacién del fragmento del gen zds2 en hojas de tabaco agroinfiltradas con la
construccién pHellsgate/zds2. A) N. tabacum zds2: El ADNc del tabaco agroinfiltrado con
pHellsgate/zds2. N. tabacum cbf: ADNc de tabaco agroinfiltrado con una construccion que porta el gen
cbf3 C+: ADN plasmidial de pHellsgate/zds2 como templado. D. carota: control positivo usando ADNc de
zanahoria silvestre. C-: agua en vez de ADN como molde B) Se muestran los controles de transcripcion
reversa. cRT: Transcripcién reversa con transcriptasa reversa. sRT: Transcripcién reversa sin
transcriptasa reversa. C+; ADN plasmidial de pHellsgate/zds2 plasmidial como templado. C-: Agua como
templado. PM: Tanto en A como en B se uso el estandar de peso molecular.

Este resultado indica que la construccién pHellsgate/zds2 es funcional y se esta transcribiendo,
por lo tanto, se utilizé esta construccién para transformar zanahorias de manera estable

(seccion 2.4.11).

3.3 Generacién_de plantas transgénicas de D. carota que poseen la construccion de

silenciamiento pHellsgate/zds2.

3.3.1 Transformacion estable de D. carota.

Con la construccién pHellsgate/zds2 previamente evaluada, se transformaron los explantes de
zanahoria y se sometieron al proceso de embriogénesis somatica (seccién 2.4.5). La Figura 23
muestra los explantes en los diferentes estadios del procedimiento. En la Figura 23A se
presentan los explantes de epicotilos de zanahoria recién transformados con A. tumefaciens

pHellsgate/zds2. En la Figura 23B se aprecia el engrosamiento del diametro de los explantes,
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lo que refleja la accién de Agrobacterium y de la hormona 2,4 D inductora de la embriogénesis.
En el detalle de la Figura 23C se observa la generacién de los embriones en estado globular
sobre el explante inicial obtenido a las 8 semanas del cultivo. En la Figura 23D se muestra un
explante en el medio 3, correspondiente aproximadamente a 15 semanas de cultivo, donde ya
se aprecia la maduracién de los embriones, observando los cotiledones elongados (ce) y la
formacion de pléantulas fotosintéticamente activas (p). Estos explantes se pasaron a frascos con
MS sin hormona para favorecer el enraizamiento (Figura 23E) y luego de la etapa de
aclimatacién se pasaron a la tierra (seccién 2.4.4) para finalmente mantenerlas en condiciones
normales de cultivo en el invernadero con un fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hr oscuridad a 23°C
(Figura 23F). Mediante este procedimiento se obtuvieron 80 lineas transformantes, de las
cuales 50 fueron pasadas a la tierra. Sin embargo, solo la mitad sobrevivid a la etapa de

aclimatacion.

3.3.2 Analisis molecular de las lineas transgénicas de D. carota con la construccién
pHellsgate/zds2.

Para confimar la insercién de la construccién para el PTGS de zds2 en las plantas
transformadas con pHellsgate/zds2, se extrajo el ADN de las hojas de las zanahorias obtenidas
a partir de la embriogénesis (seccion 2.4.5). Este ADN se usé como molde para realizar un
PCR con partidores para el promotor CaMV 35S, el cual dirige la expresién de la construccion
pHellsgate/zds2 en la planta. Como muestra la Figura 24, se obtuvo una banda del tamafio
esperado de 401pb en las 9 lineas analizadas. De este modo concluimos que estas plantas
regeneradas son transgénicas para la construccion del silenciamiento génico de zds2 ya que

amplifica el fragmento del promotor que dirige la expresién de esta construccién (Figura 6,

pHellgate12).




Figura 23. Embriogénesis somatica de D. carota transformadas con pHellsgate/zds2. A) Explantes
transformados de zanahoria depositados en medio |. B) Explantes de zanahoria de 9 semanas después
de la transformacion inducidos en el medio Il. C) Detalle de una explante de 2 meses en condiciones de
medio lll. Se observan los embriones en estado globular D) Detalle de un explante de 3 -4 meses en
medio lIl. Se observa la maduracioén de los embriones generandose plantulas de zanahoria E) Plantulas
de 4-5 meses crecidas en frasco para su enraizamiento en ausencia de hormonas. F) Planta de 8 meses

cultivada en tierra en invernadero.
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Figura 24. PCR del promotor CaMV 35S a partir de ADN gendmico de plantas de D. carota
transformadas con la construccién pHellsgate/zds2. Se analizaron 8 lineas transformadas de D.
carota. C-) Se utilizd agua en vez de ADN. C+) Se utiliz6 ADN plasmidial de pHellsgate/zds2. PM)
Estandar de peso molecular.
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4. DISCUSIONES Y PROYECCIONES

Este seminario de titulo se enmarca dentro del estudio de la funcién de los genes zds1 y zds2
en D. carota. Para esto, se desarrollaron herramientas moleculares y celulares con el fin de
gatillar el silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) de los genes zds1 y zds2 en las
zanahorias transformadas establemente.

Para la consiruccidon de los vectores binarios se utilizé la metodologia Gateway®, esta
tecnologia se describe en la literatura como rapida y eficiente comparada con las técnicas
tradicionales de digestién clonamiento que involucran con enzimas de restriccion y ligacion con
ligasa T4 (Waterhouse y Helliwell, 2003). Por ello, en este trabajo se utilizo esta estrategia
obteniendo la construccion pMDC/zds1 y pHellsgate/zds2. En un comienzo se intenté obtener
pHellsgate/zds1, sin embargo, no fue posible probablemente debido a mutaciones detectadas
en los sitios de recombinacién en el vector pTOPO. Por este motivo, tuvimos que optar por el
vector de destinacion pMDC32 que posee el promotor CaMV 35S doble (Figura 6). La
utilizacion de un promotor doble para inducir SGPT también ha sido realizada de manera
exitosa en el laboratorio durante el seminario de titulo de L. Pizarro (2008), por lo cual también
esperamos, con nuestras construcciones, obtener diferentes grados de silenciamiento del gen
zds1 en D. carofa.

Un factor que resulta decisivo al obtener y analizar las colonias, es contar con una cepa de E.
coli que sea sensible al gen ccdb que portan los vectores de destinacion del sistema Gateway
®. El gen ccdb codifica para la protefna CcdB que impide la accién de la ADN girasa (Bahassi
et al, 1999). De este modo, si no existe recombinacion, estos genes no se escinden del vector y
la colonia no crece. En el caso de la consiruccion pHellsgate/zds2 no realizamos el
procedimiento con dicha cepa de E. coli por lo que se analizaron alrededor de 40 clones para
obtener solo uno positivo. En cambio, al utilizar el vector pMDC32, si se contd con una cepa
sensible al gen ccdb y aunque el niimero de colonias obtenidas en la placa fue bajo (10 aprox.),

de las 5 colonias analizadas, una posefa la construccidn deseada del producto de la

recombinacién. Por ello, la tasa de recombinacion fue de un 20% usando cepas de E. coli




sensibles a CcdB respecto al 2,5% obtenido de cepas de E. coli resistentes a CcdB. Esta baja
eficiencia en la recombinacion, se puede atribuir a que la metodologia Gateway® requiere que
la secuencia de los sitios de recombinacion (atiL y atiR) debe permanecer inalterable y por lo
tanto cualquier mutacién en algin paso de la amplificacion afecta de manera drastica la
obtencion de las construcciones.

Con respecio a la determinacién del fragmento empleado para gatillar el silenciamiento, éste se N
escogié con el objetivo de generar un silenciamiento especifico para el gen zds1 respecto del
gen zds2 de D. carota, y viceversa. Dado que la identidad nucleotidica es menor en las
regiones NTR, en este caso de un 50% aprox., se amplificé un fragmento de 295pb de la regién
3 NTR del gen zds1 y un fragmento de 271pb de la regién 3' NTR del gen zds2. La regién &'
posee una menor identidad nucleotidica ente ambos genes (24%), pero el tamario es inferior a
200pb, por lo que se desecho utilizar esta region como blanco del silenciamiento. A pesar de
que se ha reportado que el SGPT puede ser gatillado incluso con secuencias de 23
nucledtidos, también se ha descrito que secuencias de mayor longitud aumentan la eficiencia
del silenciamiento (Thomas ef al, 2001). Esto, sumado al hecho de que en la mayoria de los
trabajos se utilizan fragmentos entre los 200 pb y 800 pb (Wesley et al, 2001; Ronnen ef al
2000), se descarté utilizar los tamafios inferiores a los 200pb. Finalmente, el BLAST de los
partidores contra la base de datos disponible a través del NCBI indica que los partidores
efectivamente son especificos para cada gen (informacién no mostrada).

La estrategia inicial (gatillar el silenciamiento mediante la transcripcion de la horquilla de ARN)
consideraba clonar los fragmentos del gen zds1 y del gen zds2 en el vector pTOPO y
posteriormente en pHellsgate12. Sin embargo, en el caso del gen zds1 se cambié a la
estrategia de sobre-expresion del fragmento en antisentido, dado que no se logré obtener una
recombinacion exitosa entre construccion pTOPO/zds1 y el vector pHellsgate. Para esta

estrategia alternativa, se utiliz6 como vector de entrada el pCR8 y como vector de destinacion

el pMDC. Este es el motivo por el cual existe la construccion pTOPO/zds1, pero no se utiliza

para recombinar, sino que sélo para amplificar el fragmento zds1 y clonarlo en pCR8.




La secuenciacién de la construccion pTOPO/zds1 (Figura 9), permite confirmar la amplificacion
de un fragmento especifico del gen zds1 (DQ 222430) de D. carota.

La secuenciacion de los dos fragmentos de zds2 clonados en pHellsgate/zds2 a partir del clon
5 (Figura 20), nos permitié confirnar que se amplificé un fragmento especifico del gen zds2 y
ademas que uno de los fragmenios se encontraban en orientacion sentido y el ofro en
antisentido de modo que al transcribirse se forme la horquilla de ARN. Ambas secuencias,
sentido y antisentido) presentan el cambio de “C” por “G” (Figura 20), cambio que puede tener
dos motivos. El primero, es que se deba a un error de la polimerasa en la amplificacion inicial
del fragmento, ya que la mutacién existe en la secuencia clonada en el vector de entrada
pTOPO previo a la recombinacién (datos no mostrados) y, la ofra alternativa sugiere que sea
un cambio a nivel genético de la variedad Nantes, de la cual se realiz6 la amplificacién,
respecto a la variedad sativus de la cual se tiene la informacién en la base de datos de NCBI.
Se espera que la mutacién en esta base no impida gatillar el SGPT ya que, a pesar de esto, la
identidad nucleotidica entre ésta secuencia y la endégena sigue siendo muy alta (99%).
Respecto al andlisis funcional mediante agro-infiltracion en las hojas de Nicotiana tabacum
(tabaco) de las construcciones pHellsgate/zds2 y pMDC/zds1, podemos asegurar que la
amplificacion de una banda del tamario esperado en los distintos RT-PCR (Figuras 15y 22), al
usar como molde ADNc de las hojas de tabaco, se debe exclusivamente a los transcritos de las
construcciones de interés y no al gen zds endégeno del tabaco. Esta conclusién se basa en
que los partidores tanto del gen zds1 como del gen zds2, se disefiaron para la regién 3' NTR
de zanahoria y no presentan identidad nucleotidica con ninglin gen de tabaco y, por lo tanto
éstos son especificos para zanahoria y no para tabaco. Esto también se demostré en la Figura
22A (N. tabacum —cbf), en donde se infiliré tabaco con A. tumefaciens transformado con un gen
control (cbf) y se realizé el RT-PCR para zds1, indicando la especificidad de los partidores. El
control sin la enzima transcriptasa reversa “sRT" (Figura 15 y Figura 22B), es necesario para

asegurar que la amplificacion es producto del ARNm y no de ADN remanente luego de la

extraccion de ARN y tratamiento con DNasa (seccién 2.2.2).




Las construcciones obtenidas fueron funcionales en tabaco, lo cual posiciona a la metodologia
de clonamiento Gateway® como eficiente desde ese punto de vista. Esto sumado al hecho que
el promotor CaMV 35S se ha reportado como funcional en zanahoria (Wally et al, 2008), nos
hace suponer que las construcciones permitiran inducir el silenciamiento génico en D. carota.
Con respecto a la transformacion estable y embriogénesis somatica de D. carota, los explantes
(epicotilos) de zanahoria sometidos a este procedimiento, previamente estandarizado en el
laboratorio, generaron una gran cantidad de plantas. En este caso, de un explante (1,5 cm), se
obtuvieron aproximadamente 50 plantulas hasia la etapa de maduracién (Figura 23E),
obteniendo un total de 100 plantulas viables de las cuales 50 aproximadamente fueron pasadas
a tierra. Luego de la aclimatacion, se lograron establecer en tierra aproximadamente 25 lineas
transformantes, lo que convierte el paso de la aclimatacién en una etapa clave y de alta
vulnerabilidad de las plantas. Debido a que los explantes responden favorablemente al régimen
de la embriogénesis, esta metodologia sera usada para inducir embriones a partir de las lineas
transgénicas adultas para pHellsgate/zds2 y obtener asf plantas genéticamente iguales
(clones), de manera de mantener la linea transgénica en el tiempo.

La estrategia utilizada en este irabajo para generér zanahorias transgénicas, es un
procedimiento que puede ser dividido en dos ambitos. Por una parte se encuentra la infeccion
del tejido vegetal por A. tumefaciens y por otro lado, que el tejido vegetal infectado sea capaz
de inducir embriones y lograr la generacion de plantulas. Por lo tanto, para analizar la eficiencia
de la transformacién es importanie considerar estos dos aspecios. De 80 explantes
transformados con A. tumefaciens, 2 lograron finalizar exitosamente el proceso de
embriogénesis (2/80), lo que corresponde a un 2.5% de eficiencia en el proceso de
embriogénesis. El porcentaje obtenido estd levemente por sobre el promedio reportado
previamente para la transformacién de zanahorias mediante Agrobacterium, que corresponde a
un 2.2% (Chen y Punja, 2002). Si bien esta cifra puede parecer mezquina, el procedimiento
mejora su eficiencia considerando que de cada uno de estos explantes se originaron

aproximadamente 50 plantulas. De éstas plantulas aproximadamente la mitad sobrevivié a la
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aclimatacién y, de las 25 plantas aclimatadas, se analizaron 9 molecularmente confirmando
que todas poseen la insercién del CaMV 35S (Figura 24), lo que corresponde a un 100% de
gficiencia en la infeccién. Esto posiciona a la transformacién con A. fumefaciens un
procedimiento eficiente y a la zanahoria en un modelo sustentable para la realizacion de los
estudios que se tienen proyectados.

Para realizar los andlisis, tanto de las plantas obtenidas en este seminario de titulo como de las
plantas que se proyecta obtener en el futuro con el gen zds1, y las dobles silenciadas, es
importante considerar los trabajos previos que reportan mutantes del gen zds (Rodrigo ef al,
2003; Conti et al, 2004; Dong et al, 2007; Matthews et al, 2003 Bautista ef al, 2005), de manera
de optimizar la obtencién e interpretacién de los resultados. En general, mutaciones en el gen
que codifica para la enzima ZDS, muestran anomalias en los procesos como la fotosintesis,
fotoproteccion o respuesta al estrés, principalmente producto de una inadecuada composicién y
contenido de los carotenoides.

Dado que existe una gran identidad entre el gen zds1 y zds2, una posibilidad es que al silenciar
uno, el otro gen sea capaz de mantener la via sin alteraciones, lo que estaria dando cuenta de
una redundancia génica. Esto podria explicar el hecho que las plantas obtenidas a partir de la
embriogénesis sean en primer lugar, viables y en segundo lugar, normales bajo una inspeccion
visual de hojas y raiz modificada, lo cual se puedo apreciar en las 25 lineas transgénicas
pHellsgate/zds2 obtenidas en este seminario de titulo. No obstante, para determinar si estas
plantas poseen alguna alteracién a nivel fisiolégico y molecular, sobre todo en la ruta de
sintesis de los carotenoides, se realizaran andlisis del contenido y composicién de carotenoides
(HPLC en fase reversa), y del nivel de la acumulacién de transcrito de los genes zds1 y zds2
(PCR semi-cuantitativo y en tiempo real), como también de otros genes involucrados en la ruta
de sintesis de los carotenoides. El otro escenario, seria que efectivamente existan diferencias
en la composicién de los carotenoides y expresion de los genes carotenogénicos entre las
plantas transgénicas y las plantas silvestres, lo que nos plantearia la existencia de cierta

regulacion diferencial entre ambos genes.
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En un futuro se transformaran establemente plantas con la construccién pMDC/zds1 y ademas
se realizara la obtencién de lineas doble silenciadas transformando las plantas obtenidas de la
transformacion con pHellsgate/zds2 con la construccion pMDC/zds1. Mediante esta estrategia
se pretende gatillar el silenciamiento de ambos genes, zds1 y zds2, a la vez y completar el
estudio de la funcién de los genes zds1 y zds2 en la biosintesis de los carotenocides en D.
carofa.

El desarrollo de las herramientas como las que se obtuvieron en este seminario de titulo,
permitiran dilucidar la funcién de genes esenciales para la planta que por medio de otras
metodologias como mutagénesis serian dificiles de determinar. La estrategia de silenciamiento
génico post-transcripcional ya ha sido evaluada como una herramienta Util y eficiente en
trabajos previos realizados en nuestro laboratorio al silenciar el gen Icyb (Tesis de magister de
L. Pizarro, 2008). Es por ello que confiamos en que se podran dar luces a resolver la
importancia de estos dos genes que codifican para z-caroteno desaturasa (ZDS) en zanahoria.

Este trabajo es una aproximacion inicial para continuar con el estudio de la regulacion de la
biosintesis de los carotenoides en D. carota y pemmitira dirigir los estudios para encontrar
puntos clave de la regulacién, que en un futuro podrian ser la base para el estudio de la
identificacion y caracterizacion de los promotores érgano-especificos (hojas o raiz modificada)

en esta especie.
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5. CONCLUSIONES
En este seminario de titulo se desarrollé una plataforma que incluy6 la obtencién de
herramientas moleculares y celulares para obtener plantas fransgénicas de zanahorias que

poseen una construccion para silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT).

- Se obtuvieron las construcciones pMDC32/zds1 y pHelisgate/zds2 funcionales,
mediante la tecnologia Gateway® que se espera, gatillen especificamente el SGPT del gen

zds1y zds2 de D. carota, respectivamente.

- Se logré realizar la transformacion estable de la zanahoria mediante A. tumefaciens y la
regeneracion de las plantas transformadas a partir de epicotilos de D. carofa, por
embriogénesis somatica. La eficiencia de la transformacion fue de un 2.5% para la generacion
de los explantes inducidos y de un 100% para las plantas transgénicas obtenidas a partir de

estos explantes.

- Finalmente, se comprobé la insercion de la construcciéon pHellsgate12/zds2 en el

genoma de las plantas adultas de D. carota obtenidas, amplificando el promotor CaMV 35S que

gobierna la transcripcion de la horquilla de la construccion pHellsgate/zds2.
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