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RESUMEN

Los carotencides son pigmentos presentes en cloroplastos y cromoplastos en
plantas. Al acumularse entregan coloracion a flores, frutos y raices modificadas. En
organos fotosintéticos, cumplen un rol en la fotosintesis y fotoproteccion. El B-caroteno,
en particular, actla como antioxidante y precursor de la vitamina A al ser ingerido por
marmiferos, siendo esencial para la dieta humana. Una de las enzimas mas estudiadas
en la ruta carotenogénica es la licopeno B-ciclasa (LCYB), que cataliza la formacion de
B-caroteno a partir de licopeno. Por otro lado, Malus domestica (manzana) es una
buena fuente rde fibra y vitaminas, sin embargo, se ha reportado la presencia
Unicamente de trazas de B-carotenc en la pulpa. Para determinar la razén de esta baja
acumulacion de B-caroteno, realizamos una blsqueda gendmica para identificar
homologos para enzimas LCYB. Usando la base de datos GDR, dos genes candidatos
fueron encontrados, MdLCYBT y MdLCYB2, que se expresan tanto en frutos como en
hojas de manzana. MdLCYB1 exhibe una mayor identidad aminoacidica que MdLCYB2
con enzimas LCYB descritas previamente y estarian vinculadas a cloroplasto v
cromoplasto, respectivamente. Para determinar su funcionalidad in vivo, en este
Seminario de titulo, ambos genes fueron clonados en vectores de expresidon pETBIue
y se realizd complementacion heteréloga en cepas de E. coli portadoras de la ruta
carotenogénica de E. uredovora mutada en el gen ¢crtY (LCYB). La evaluacion funcional
fue realizada por HPLC para determinar la cantidad y composicién de carotenocides. La
transformacion con el gen MALCYBT permitio la acumulacién de B-caroteno, indicando
que codifica para una LCYB funcional. No se encontrd B-caroteno al transformar con

MdLCYB2, sugiriendo que no codifica para una LCYB funcional en bacterias. Fstos

resultados sugieren que la manzana posee la habilidad de sintetizar R-caroteno in vivo.



ABSTRACT

Carotenoids are pigments found in chloroplasts and chromoplasts in plants. When
accumulated, they give coloration to flowers, fruits and modified roots. They play an
accessory role in the photosynthesis in photosynthetic organs, and exert also a
photoprotective role in plants. B-carotene, in particular, works as an antioxidant and
precurser of vitamin A when ingested by mammals, being essential for the human diet.
One of the most studied enzymes of the caroten;agenic pathway is lycopene B-cyclase
(LCYB), catalyzing the formation of B-carotene from lycopene. On the other hand,
Malus domesti(:a (apple) is a good source of fiber and vitamins, however, it has been
reported the presence of traces of B-carotene in its flesh. To determine the reason for
the low accumulation of -carotene in apples, we made a genomic search to identify
homologous to LCYB enzymes. Using the GDR database, two candidates were found,
MALCYBT and MALCYB2, expressing both in apple fruits and leaves. MdLCYB1
exhibits a higher amino acid identity than MdLCYB2 to previously described enzymes,
and present chloroplast and chromoplast specificity, respectively. To determine in vivo
functionality, in this work, both genes were cloned in pETBlue1 expression vectors and
heterologous eomplementation was made in a strain of E coli carrying the
carotenogenic pathway from E. uredovora mutated in the crtY gene (LCYB). The
functional evaluation was performed by HPLC measurement to determine the amount
and composition of carotenoids. Transformation with MdLCYB? gene allowed the
accumulation of B-carotene, indicating it encodes for a functional LCYB. There was no
B-carotene when transformed with MdLCYB2, suggesting it does not encode for a

functional LCYB in bacteria. These results suggest that apple has the ability to produce

B-carotene in vivo.
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1. INTRODUCCION
1.1. Estructura y funcién de carotenoides.

Los carotenoides son pigmentos de naturaleza hidrofdbica sintetizados por
organismos fotosintéticos {plantas, algas y cianobacterias), ademas de algunos hongos
y bacterias no fotosintéticos (Fujisawa y col.,, 2008; Walter y Sirack, 2011). Estas
moléculas se encuenfran compuestas de 8 unidades isoprénicas, conformando
polienos de 40 carbonos. Por la existencia de hasta 15 dobles enlaces conjugados en
su esfructura este grupo de compuestos posee la propiedad de cromdforos (Armstrong

y Hearst, 1996; Christensen y col., 2004; Polli y col., 2004).

Los carotenoides son sintetizados en organelos plastidiales (como cloroplastos v
cromoplastos) en las células vegetales (Cunningham y Gantt, 1998). En cloroplastos,
estos pigmentos se localizan en las membranas de tilacoides, asociados a complejos
captadores de luz y a centros de reaccion en cloroplastos activos (Peter y Thornber,
1991; Howitt y Pogson, 2006). Ademas, estos pigmentos pueden ser localizados en
estructuras cristalinas o cuerpos oleosos en el estroma de cromoplastos de flores,
frutos y raices modificadas (Cunningham y Gantt, 1998; Vishnevetsky y col., 1999,

Maass y col., 2009}.

Los carotenoides aciian come pigmentos accesorios en los complejos
cosechadores de [uz en los plastidios, absorbiendo [a luz en parte del espectro visible
(450-570 nm), transfiriendo esta energia absorbida a las clorofilas durante la
fotosintesis (Ritz y col., 2000; Koyama y col., 2004; Bode y col., 2009). Por poseer
dobles enlaces conjugados, ejercen un papel fotoprotector, previniendo el dano
fotooxidativo provocado por moléculas derivadas de la fotosintesis como el oxigeno

singlete o la clorofila triplete (Woodall y col., 1997; Dall'osto y col., 2012) y participan en




la disipacion térmica del exceso nocivo de energia luminica a través del ciclo de las
xantdfilas (Telfer, 2005; Dall'Osto y col.,, 2007). Ademas, los carotenoides son
precursores de importantes fitohormonas relacionadas con el crecimiento y desarrollo
en plantas (Cazzonelli y Pogson, 2010) como lo son el acido abscisico (ABA),
relacionado con la dormancia de semillas, maduracion y diferenciacion embrionarias,
regulacion de la apertura estomatica y tolerancia a estrés abidtico (North vy col., 2007;
Barrero y col., 2008; Chen y col., 2008; Galpaz y col., 2008); y las estrigolactonas,
implicadas en la inhibicién de la ramificacion de brotes, relaciones simbioticas con
micorrizas y estimulacion de la germinacién de plantas parasitarias (Umehara v col.,
2008, Akiyama y col., 2010; Yoneyama y col., 2010). Por Gltimo, por su capacidad de
otorgar coloracion a diversos tejidos vegetales, facilitan la polinizacion y dispersién de

semillas (Grotewold, 2006; Howitt y Pogson, 2008),

Los animales son incapaces de sintetizar carotenoides, por lo que deben
incluirlos en su dieta a través del consumo de alimentos vegetales. Su importancia
radica principalmente en que algunos de estos pigmentos son precursores de la
vitamina A (Yeum y Russell, 2002; Fierce y col., 2008), molécula esencial para la
vision, respuesta inmune, desarrollo embrionario, metabolismo éseo, hematopoyesis,
mantencion de la piel y mucosa (Fraser y Bramiley, 2004; Krinsky y Johnson, 2005;
Zhao y col., 2006; Wan y col., 2012). A su vez, estos compuestos son antioxidantes,
siendo conocida su accién en la prevencion de algunas variedades de cancer y de
enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Collins, 1999; Hadley y col., 2002;

Lorenzo y col., 2009; Bone y Landrum, 2010; Misawa, 2011).

Dada la importancia que presentan los carotenoides para vegetales y animales,

se ha intentado determinar los mecanismos regulatorios de su biosintesis, lograndose




la identificacion y caracterizacion de la mayoria de los genes involucrados en la ruta
carotenogenica (Cunningham y Gantt, 1998; Howitt y Pogson, 2006). Adicionalmente,
se han realizado numerosos eventos con el fin de aumentar los niveles de carotencides
en diversas especies vegetales a través de la ingenieria metabolica (Shewmaker y col.,
1999; Mann y col., 2000; Beyer y col., 2002; Diretio y col., 2007; Fraser y col., 2007;

Aluru y col., 2008; Lamers y col., 2008).

1.2. Biosintesis de carotenoides en plantas.

La ruta de biosintesis de carotenoides en vegetales se encuentra altamente
conservada, enconirandose descritas la mayoria de los genes y enzimas involucradas
(Cunningham y Gantt, 1998; Hirschberg, 2001). Este proceso se lleva a cabo en
organelos plastidiales, sin embargo, los genes carotenogénicos se localizan en el
genoma nuclear. Una vez traducidas, las proteinas son destinadas a los plastidios en

forma de pre-proteinas donde cumplen su funcion (Howitt y Pogson, 2006).

La ruta carotenogénica comienza con la enzima fitoeno sintasa (PSY) que
cataliza la condensacién de dos moléculas de geranil-geranil pirofosfato (GGPP) para
formar un compuesto de 40 carbonos llamado fitoeno (Figura 1) (Fraser y Bramley,
2004; Cazzonelli y Pogson, 2010). El fitoeno es desaturado por la fitoeno desaturasa
(PDS) y luego por la Z-caroteno desaturasa (ZDS) para dar lugar finalmente al licopeno
(Cunningham y Gantt, 1998). Estas desaturaciones generan los dobles enlaces
conjugados que le otorgan la caracteristica de cromoforos a los carotenoides. {Britton,
1995). El C-caroteno vy el licopeno sufren isomerizaciones catalizadas por las enzimas
¢-caroteno isomerasa (Z-1ISO) y caroteno isomerasa (CRTISO), obteniéndose la

configuracion estable all-trans-licopeno.
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas. Diagrama que indica las enzimas
y principales productos de la biosintesis de carotenoides en plantas. Se muestra el color del
metabolito. PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa, ZISO: {-caroteno isomerasa, ZDS: (-
caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa, LCYE: licopeno e-ciclasa, LCYB: licopeno
B-ciclasa, CYHB: B-caroteno hidroxilasa, CHYE: e-caroteno hidroxilasa y ZEP: zeaxantina
epoxidasa. (Modificado de Ye y col., 2008)

El licopeno corresponde a un punto de ramificacién en la ruta (Figura 1). Por un
lado sufre ciclaciones en ambos extremos de su cadena por la licopeno e-ciclasa
(LCYE) y la licopeno B-ciclasa (LCYB), formando el a-caroteno, el cual presenta en sus
extremos un anillo € y uno B, producido por cada una de las enzimas respectivamente.

Por el otro lado de la ruta, se genera el B-caroteno, molécula con 2 anillos B,



catalizados por la enzima LCYB (Cunningham y Ganit, 1998). Al hidroxilar estos dos
carotenos en sus anillos se da lugar a las xantdfilas luteina y zeaxantina,
respectivamente, una mediada por la e-hidroxilasa (CHYE) y B-hidroxilasa (CHYB) y la
otra Unicamente por la CHYB (Pogson y col., 1996; Sun y col., 1996). La zeaxantina es
epoxidada por la zeaxantina epoxidasa (ZEP) generando violaxanfina, la cual es
modificada en el citosol para dar origen posteriormente al acido abscisico (ABA)

(Nambara y Marion-Poll, 2005),

Con respecto a las enzimas implicadas en esta via, se han propuesto modelos
que integran evidencia bioquimica, localizacion subcelular, analisis de co-expresion y
mutantes que sugieren la participacion de ciertas enzimas en etapas especificas de la
ruta carotenogénica (Cunningham y Gantt, 1998; Fraser y col., 2000; Kim y
DellaPenna, 2006; Bai y col., 2009; Joyard y col., 2009; Kim y col., 2010; Meier y col.,
2011). Estos datos plantean la existencia de un complejo multi-enzimatico asociado
parcialmente a membranas tilacoidales plastidiales conformado por las enzimas fitoeno
desaturasa (PDS), {-caroteno desaturasa (ZDS), licopeno B-ciclasa (LCYB) y licopeno
e-ciclasa (LCYE), que participan en la desaturacion vy ciclacion de los carotencides

(Bonk y col., 1997; Cunningham y Gantt, 1998; Lopez y col., 2008).
1.3. LCYB en Ia sintesis de carotenoides.

La ciclacion del compuesto lineal y simétrico denominado licopeno es un punto
de ramificacion clave en la via de sintesis de los carotencides, y se ha demostrado que
alteraciones en su regulacién o actividad enzimatica afectan severamente |a
composicion de carotenoides en distintos tejidos vegetales (Hirschberg, 2001; Bramley,

2002; Howitt y Pogson, 20086).




La formacion de los anillos (3 o ¢ ionona es catalizada por las enzimas licopeno B-

ciclasa {LCYB) y licopeno ¢-ciclasa (LCYE), respectivamente. Ambas muestran
identidad de secuencia aminoacidica, teniendo probablemente un origen evolutivo

comun (Krubasik y Sandmann, 2000).

LCYB puede actuar ciclando ambos extremos del licopeno (Figura 2), generando
dos anillos $ y produciendo B-caroteno, por medio del intermediario y-caroteno
(Hugueney y col., 1995; Cunningham y col., 1996; Pecker y col., 1996). Por otra parte,
LCYE puede introducir tinicamente un anillo & en uno de los extremos de la molécula
del licopeno, generando 8-caroteno, sustrato que es reconocido por LCYB, que agrega
un anillo B en el extremo opuesto de ia molécula, formando o-caroteno (Hirschberg,

2001; Fraser y Bramley, 2004).

) A A AT AT AT Ny N R A -
1 ]

Licopeno

&/R SN = WR/@DQ

5-Caroteno y-Caroteno

LCYB LCYE

Ei%/ R /%);’2 Ej:tv R A:Q Ej::y R AXQ
g-Caroteno a-Caroteno p-Caroteno

Figura 2. Reacciones de ciclacion en la ruta carotenogénica. Diagrama del rol de las
enzimas LCYB y LCYE en las reacciones de ciclacion de carotencides. Se indican los sustratos
y productos de las enzimas. La direccion de las reacciones es indicada con una flecha. LCYB:
licopeno B-ciclasa. LCYE: licopeno e-ciclasa. (Modificado de Cunningham y Gantt, 1998)



lLas enzimas tipo licopeno ciclasas se componen de alrededor de 400
aminoacidos con un peso molecular aproximado de 40 kDa. Como el resto de las .
enzimas carotenogénicas de plantas, poseen un péptido de destinacién a cloroplasto
en el extremo amino terminal de 50-100 aminoacidos (Schnurr y col., 1996). Estas
proteinas en estado maduro presentan un sitio de unién a dinucledtidos que parece
estar implicado en la activacion alostérica (Mialoundama y col., 2010), y motivos

conservados caracteristicos de este tipo de enzimas (Hugueney y col., 1995).

Se han caracterizado licopeno B-ciclasas de diversas especies vegetal taies
como naranja, papaya, kiwi, azafran, entre otros, las cuales podrian tener aplicaciones
biotecnolégicas en el aumento de carotenoides en plantas (Alquezar y col., 2009;
Ampomah-Dwamena y col., 2009; Ahrazem y col., 2010; Devitt y col., 2010). Al
respecto, se han flevado a cabo distintas estrategias para aumentar los niveles totales
de los carotenoides y en especial del B-caroteno en distintos organismos vegetales. Se
ha sobre-expresado el gen LCYB de Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum
(tomate) en plantas de tomate, obteniéndose como resultado un aumento y cambio en
la composicion de carotenoides (Rosati y col., 2000; D'Ambrosio y col., 2004). También
se genero un aumento en los niveles de B-caroteno expresando el gen LCYB de
Lycium barbarum en plantas de tabaco (Ji y col.,, 2009). Por ofra parte, experimentos
de silenciamiento génico del gen LCYE en plantas de papa resultaron en aumento en
los niveles totales de carotenocides y particularmente en B-caroteno, lo que indica un
redireccionamiento de la ruta y demuestra que la ciclacion del licopeno es un paso

clave en la biosintesis de carotenoides (Diretfo y col., 20086).



1.4, Carotenoides en Malus domestica.

La manzana (Malus domestica) es un fruto perteneciente a la familia Rosaceae,
subfamilia pomoideae, junto con peras y membrillos. Los fruios de este grupo constan
de dos partes principales: el ovario expandido homélogo a un fruto de tomate, conocido
como nlcleo, y la corteza o hipanto, parte comestible del fruto derivada de la
expansion de la base fusionada de pétalos y sépalos rodeando el ovario (MacDaniels,

1940).

Los frutos del manzano son consumidos en grandes cantidades alrededor del
mundo en parte debido a la presencia de metabolitos beneficiosos como flavonoides,
vitaminas y fibra dietaria, que los convierten en un alimento con cualidades tanto
nutritivas como desde el punto de vista de la salud humana. Los carotenoides en
manzanas maduras se restringen a células de la cascara, exhibiendo una coloracion
blanquecina en el hipanto, debido a la baja concentracién de estos pigmentos. El B-
caroteno en particular se presenta Onicamente en frazas en la pulpa del fruto

{(Ampomah-Dwamena y col., 2012).

El manzano es funcionalmente un organismo diploide con un 2n = 34,
presentando un tamaiio de genoma de aproximadamente 1,5 x 10° pb (Marie y Brown,
1993). El estudio de este genoma se ha facilitado debido a que M. domestica fue
recientemente secuenciado (Velasco y col., 2010). Ademas de esto, existen
aproximaciones que permiten identificar genes que se transcriben en este organismo

gracias a marcadores de secuencia expresada o EST (Newcomb vy col., 20086).

Existe escasa informacién disponible de los mecanismos involucrados y la

regulacion en la sintesis de carotenoides en manzana, pero recientemente se ha




comenzado a estudiar los componentes de esta ruta carolenogénica en diversas
variedades de M. domestica, lograndose ver la expresion diferencial de diversos genes
carotenogénicos {Ampomah-Dwamena y col,, 2012). En nuesiro laboratoric se ha
comenzado con el estudio de esta ruta para el cultivar Fuji var. Raku-Raku de M.
domestica deniro del marco del proyecto FONDEF D1011022 que tiene como finalidad

generar una variedad de manzana con mayor contenido de carotenoides.

1.5. Escherichia coli como sistema de expresion heteréloga de genes

carotencgénicos.

Entre los muchos modelos existentes para la expresién heterdloga de proteinas,
la bacteria gram negativa Escherichia coli es el sistema microbiano mas ampliamente
utilizado, esto debido a su alta tasa de crecimiento, bajo costo, rapido uso, alta
productividad y capacidad de cultivo continuo, ademas del gran conocimiento que se
tiene de su metabolismo y expresidn génica debido a la secuenciacion de su genoma

(Sambrook y col., 1989; Makrides, 1996).

Existen diversas metodologias para la expresion del gen de interés y
posteriormente la proteina, destacandose las basadas en comandar la transcripcion de
estos genes con promotores inducibles. En particular, una de las mas utilizadas se
basa en el promotor de la ARN polimerasa del fago T7 que puede ser inducido por el
compuesto analogo no hidrolizable de la lactosa, el isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
o IPTG (Studier y Moffatt, 1988), Utilizando esta técnica es que se han disefiado
vectores que presentan este tipo de promotores. Este es el caso de los vectores de
expresion pET (Novagen), en el cual el gen de interés queda dirigido por el promotor

T7 inducible por IPTG y franscrito Unicamente por la enzima ARN polimerasa



proveniente del fago T7 que se encuentra codificada en el genoma bacteriano de las
cepas especificas utilizadas para expresion heterologa como BL21-DE3 (Pan vy

Malcolm, 2000).

En particular, el estudio de las enzimas carotenogénicas es posible gracias a la
bacteria carotenogénica Erwinia uredovora. La ruta sintesis de carotenoides de E,
uredovora es mas simple que en plantas, ya que no posee ramificaciones e involucra
Unicamente seis enzimas para producir la xantéfila zeaxantina B-diglucosidasa a partir

de geranil-geranil pirofosfato (Misawa y col., 1990).

Se realizd la transformacion de la bacteria E. coli con los genes de la ruta
completa de sintesis de carotenocides de E. uredovora (Misawa y col., 1990; Niklitschek
y col., 2008) para utilizarla como un sistema heterdlogo para la verificacién de la
funcionalidad de los genes carotenogénicos de diferentes organismos. Para esto se
usa una cepa de E. coli que ha sido transformada con un plasmido que contiene la ruta
carotenogénica completa de E. uredovora con mutaciones en el gen cuya funcionalidad

se desea evaluar.

Esta estrategia ha sido utilizada para analizar la funcionalidad y actividad
catalitica de las enzimas carotenogénicas de distintos origenes como bacterias,
levaduras, algas y plantas. Esta estrategia fue implementada para determinar la
funcionalidad del gen cri! de la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous (Niklitschek y
col., 2008) y del gen caroteno B-hidroxilasa (crtX) del alga Haematococus pluvialis

(Linden, 1999).

Esta metodologia también ha sido probada con enzimas carotenogénicas

provenientes de plantas superiores. Por ejemplo, se realizd la caracterizacion
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molecular y funcional de los productos de los genes LCYB1 y LCYB2 especificos para
cloroplasto y cromoplasto de Citrus sinensis, corroborandose produccion del -
caroteno por parte de ambas enzimas utilizando este método (Alquezar y col., 2009).
Particularmente, en nuestro laboratorio, se evalud la funcionalidad del producto génico
del gen LCYB1 y LCYB2 de Daucus carota, comprobandose que estos genes codifican
enzimas capaces de convertir el licopeno en B-caroteno en un sistema hacteriano

{(Moreno, 2010; Rosas, 2013).

En este seminario de titulo se propuso buscar genes homologos de la enzima
LCYB provenientes de M. domestica y evaluar su funcionalidad mediante experimentos
de complementacidn heterdloga en la bacteria £. coli BL21 portadora del vector pDS1B
AcrtY, el cual contiene la ruta carotenogénica de E. uredovora y una mutacién
delecional de 612 pb en el gen crtY, andlogo bacteriano a LCYB (Niklitschek y col.,

2008).
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1.6. Hipétesis.

El genoma de M. domestica posee genes homélogos a LCYB cuyo producto
génico es funcional en el sistema heterélogo bacteriano, catalizando la formacién de B-
caroteno y complementando la mutacién del gen crtY (LCYB) en cepas de E. coli BL21

pDS1B AcrtY.
1.7. Objetivos,
1.7.1. Objetivo general.

* Evaluar la funcionalidad de posibles genes que codifiquen la enzima licopeno -

ciclasa (LCYB) de M. domestica mediante expresion heterdloga en E. coli.
1.7.2. Objetivos especificos.

* Identificar los genes homologos para LCYB en el genoma de M. domestica
mediante analisis in sifico.

*» Aislar las secuencias codificantes de los genes LCYB a partir de ADNc de M.
domestica mediante la técnica de RT-PCR.

» Generar un vector de expresion que contenga el gen LCYB y transformar cepas
de E. coli BL21 pDS1B AcrtY.

* Determinar la composicién y contenido de carotenoides totales y especificos en
E. coli mediante RP-HPLC.,

12



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos.

Se utilizaron reactivos de calidad adecuada para las técnicas de biologia

molecular realizadas, obtenidos de las empresas y marcas registradas: Axygen,

BioRad, Fermentas, Invitrogen, Merck, MO BIO Laboratories Inc., New England

Biolabs, Promega, Novagen, Sigma-Aldrich y US Biological.

2.2. Cepas, plasmidos y medios de cultivo.

En el presente Seminaric de Titulo se utilizaron cepas de E. colfi transformadas

con distintos vectores (Tablas | y II).

Tabla I. Cepas de E. coli utilizadas en este seminario.

Cepa d_e Caracteristicas Fuente d_e
E. coli referencia
DH5a fhuA2 A(argF-lacZ) U169 phoA gInV44 ®80 A(lacZ) M15gyrA96 Sambrook y

recAl relA1 endA1 thi-1 hsdR17. col., 1989
pDS1B  BL21 portadora del plasmido pDS1B con genes de ruta de sintesis Niklitschek y
de carotenoides de E. wuredovora. Productora de p-caroteno. col., 2008
Utilizada como conirol positivo en el presente trabajo.
pDS1B  BL21 portadora de genes de la ruta de sintesis de carotenoides de Niklitschek y
AcrtY E. uredovora en pldsmido pDS1B con una delecién en el gen crtY.  col., 2008
Productora de licopeno. Utilizada como control negativo v sujeto
de transformacion en el presente trabajo.

pDS1B  Derivada de la cepa BL21 pDS1B AcrtY transformada con el Este trabajo
AcrtY  vector de expresion pETBluel. Utilizada como control de

pPETBIlue1 transformacion en el presente trabajo.

pD318  Derivada de [a cepa BL21 pDS1B AcrtY transformada con el gen Este trabajo
AcrtY  posible MALCYB7 clonado en el vector de expresion pETBlued.

pPETBIluel1- Utilizada como sujeto de estudio en el presente trabajo.
MdLCYB1

pD3S1B  Derivada de la cepa BL21 pDS1B AcrtY transformada con el gen Este trabajo

AcrtY  posible MdLCYB2 clonado en el vector de expresion pETBlue1.
PETBluel- Utilizada como sujeto de estudio en el presente trabajo.
MdLCYB2
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Tabla Il. Vectores plasmidiales utilizados en este seminario.

Plasmido Tamario Caracteristicas Fuente c!e
{pb) referencia
pCR8/GW- 2817 Vector de entrada. Origen pUC Linealizado Invitrogen
TOPO con 3' T overhangs. Topoisomerasa | unida
covalentemente, Resistencia a
espectinomicina.
pCR8- 4591 pCR8 clonado con el fragmento de ADNc de Este trabajo
MdLCYB1 1774 pb que contiene el marco abierto de
lectura para MdALCYB7. Resistencia a
espectinomicina.
pCR8- 4460 pCRS clonado con el fragmento de ADNc de Este trabajo
MdLCYB2 1643 pb que contiene el marco abierto de
lectura para MALCYB2. Resistencia a
espectinomicina,
pPETBlue1 3476 Vector de expresion. Promotor T7 inducible Novagen
por IPTG. Operén Lac. Seleccion de
recombinantes por color. Sitio de union a
ribosoma. Resistencia a ampicilina.
pETBlue1- 5150 pET-Blue? clonado con el fragmento de ADNc Este trabajo
MdLCYB1 de 1774 pb que contiene el marco abierto de
lectura para MALCYB7 interrumpiendo el gen
lac-Z, comandado por el promotor T7,
Resistencia a ampicilina,
pETBIlue1- 5119 pET-Blue1 clonado con el fragmento de ADNc Este trabajo
MdLCYB2 de 1643 pb que contiene el marco abierto de
lectura para MdLCYB2 interrumpiendo el gen
lac-Z, comandado por el promotor T7.
Resistencia a ampicilina.
pDS1B 11976 Portador de los genes de la ruta Niklitschek y col,,
carotenogenica criB, crtE, critl, crtY, y criX de 2008
E. uredovora. Resistencia a cloranfenicol,
pDS1B 11364  pDS1B modificado. Presenta una mutacion  Niklitschek y col.,
Acrty delecional interna de 612 pb del gen crtY. 2008

Resistencia a cloranfenicol,

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento bacteriano en este seminario de
titulo fue el medio Luria-Bertani (LB) compuesto de triptona 1%, cloruro de sodio 1% y

extracto de levadura 0,5%. Para el crecimiento bacteriano en medio solido se utilizé

medio LB son Agar-agar 1,5%.
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2.3. Material vegetal.

Se utilizaron muestras de tejido de frutos y hojas de manzanos (M. domestica cv.
Fuji var Raku-Raku) para la extraccion de ARN total obtenidos gracias a la empresa
Univiveros (Paine, Region Metropolitana). Se seleccionaron hojas maduras con
caracteristicas similares de tamafio (5-7 x 3-4 cm) vy frutos con una coloracién rojiza
clara sobre un fondo verdoso amarillento, piel caracteristica de una manzana Fuji
madura, Una vez recolectados, se congelaron iodos los tejidos de manzano en

nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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2.4. Partidores.

en la Tabla lll.

Tabla lll. Partidores utilizados sn este seminario.

Para las distintas amplificaciones por PCR se utilizaron los partidores descritos

Tm Amp

Nombre Secuencia o Funcién
(°C) (pb)
; CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTITTTTTTTT . Reacciones de RT-PCR para la
oligo AP TITTT 61,5 sintesis ADNc.
Actin F TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACTGC 50,3 55 Gen control. Utlizado para
Actin R TACTCAGCTTTGGCAATCCACATCTG 59,1 verificar la calidad del ADNe.
LCYB1F1 ACCCAGATTGTATITTCAGGAACTTG 55,7 Amplificacién de marco abierto
1674 de lectura de MdLCYBT a partir
LCYB1R GTTGGTTGACAACTATTAGCAACAG 55,0 de ADNc de M. domestica.
LCYB2F ACCTTCATTCCTCGCTCTAATGGE 58,9 Amplificacion de marco abierto
1643 de lectura de MdLCYB2 a partir
LCYB2R TGTGTCCGAGCAGATCATTTGACAAG 59,6 de ADNc de M. domestica,
M13F GTAAAACGACGGCCAG 50,7 L
_ Secuenciacion de las
Mp’[lj’»cR- CAGGAACAGCTATGACE 50,1 construcciones PCR8-MdLCYB.
PCR direccionado y
T7 secuenciacion de
romoter TAATACGACTCACTATAGGG 47,5 - construcciones pETBluei-
promo MJLCYB junto con LCYBIR o
LCYBZR.
lcybt-fwd GTCATCTCGACTGTTTCTTCCCGATC 58,8 Deteccion de la expresion
116  transcripcional correspondiente
leyb1-rev TCTTTACCAAAGGAGGAGTCCCCTTG 59,9 a gen de MdLCYB1.
Icyb2-fwd GGCTGAAGCCATIGCAGAGTGC 61,4 Deteccion de la expresion
110 franscripcional correspondiente
lcyb2-rev CCCTCGTGCATCTCCTCTCGATT 60,5 a gen de MdLCYB2,
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Tm = Temperaiura de fusidn. Amp = Tamario de fragmenta de amplificacion por PCR.




2.5. Metodologias.
2.5.1. Analisis bioinformatico.

2.5.1.1. Obtencién y andlisis de secuencias nucleotidicas de genes LCYB

posibles en M. domestica.

La obtencion y el analisis de secuencias nucleotidicas correspondientes a los
genes LCYB, se realizaron mediante la Base de Datos de Genomas de Rosaceas
(Genome Database of Rosacea: GDR) donde se encuentra el genoma secuenciado de
M. domestica (Velasco y cols., 2010). Se realizaron alineamientos de [as secuencias de
genes de ofras especies que codifican la enzima LCYB con el genoma de M.
domestica mediante la herramienta BLAST. La prediccién de los transcritos de los
genes posibles encontrados se realizd mediante las bases de datos de EST
(Expressed Sequence Tag) ESTIMA:Apple y KEGG. El estudio de las secuencias
nucleotidicas individuales y andlisis posteriores se realizaron utilizando la herramienta

VectorNTI (Invitrogen).
2.5.1.2. Analisis de secuencia aminoacidica de LCYB posibles.

Se analizd la localizacién subcelular predicha para cada proteina posible
mediante el software TargetP 1.1. Se realizaron alineamientos de secuencias
aminoacidicas y se construyd un arbol filogenético por Neighbor Joining utilizando el
software de libre disposicion MEGA 5.05 (Tamura y cols., 2011) y editados con el
programa Jalview (Waterhouse y col., 2009). Los c¢édigos de acceso de secuencias

aminoacidicas utilizadas se muestran en la Tabla IV.
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Tabla IV. Cédigos de acceso de secuencias aminoacidicas utilizadas en este seminario.

Organismo

Nombre Codigo
Arabidopsis thaliana AILCYB AEE74874 1
Brevundimonas vesicularis BvCRTY ABC50115.1
Capsicum annuum CalLCYB1 ADHO04276.1
Carica papaya CpalLCYB1 ACM24791 .1
Carica papaya CpalLCYB2 ACR61334.1
Citrus maxima CmLCYB AARB9632.1
Citrus x paradisi CpLCYB1 AAD38049.2
Citrus x paradisi ColCYB2 ACX37456.1
Citrus sinensis CsLCYB1 ABB72443.1
Citrus sinensis CsLCYB2 AAF18389.1
Crocus sativus CsalCYB1 ADAB2242.1
Crocus sativus Csal.CYB2 ADAB2241 1
Daticus carota DcLCYB1 ABB52071 1
Daucus carota DcLCYB2 ABB52072.1
Eriobotrya japonica ELCYB AFP43698.1
Ficus carica FcLCYB ADX36406.1
Pantoea ananatis PaCRTY BAA14126.1
Solanum lycopersicum SILCYB CAAB0170.1
Solanum lycopersicum SICYCB NP001234445.1
Vitis vinifera VvLCYB1 AFP28799.1
Vitis vinifera VILCYB2 AFP28803.1
Xanthophylfomyces dendrorhous XdPBS AJ133646.1
Zobellia galactanivorans ZgCRTY CAZ96005.1
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2.5.2. Extraccion del ARN.,

2.5.2.1. Extraccion de ARN a partir de tejido de M. domestica.

Para la extraccion de ARN total de tejidos de manzana se utilizé una modificacion
de un protocolo previamente descrito (Meisel y col., 2005). Se pesaron 4 g de hipanto
de fruto o0 0,3 g de hoja de manzano. Se macer6 la muestra en un mortero estéril en
presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se calentaron a 65°C 10 mL
de buffer de extraccion: CTAB 2%, PVP40 (PM. 40.000) 2%, EDTA 25 mM, NaCl 2M,
TrisHCI (pH 8) 100 mM, trihidroclorato de espermidina 0.05 % y B-mercaptoetanol 2%
(adicionado inmediatamente antes de usar) y se agregaron a la muestra. Se transfirio
la mezcla a un tubo de 50 mL, mezclando en un Vortex durante 1 min. Se incubé a
65°C, agitando ocasionalmente, durante 30 min. Se agregd 1 volumen equivalente de
solucion fria de cloroformo:alcohol isoamiiico (24:1) y se agité vigorosamente la mezcla
durante 2 min. Se centrifugd a 12.000 g a 4°C por 20 min y se transfirid el
sobrenadante acuoso a un tubo nuevo. Se agregd 1 volumen de LiCl 10M y se dejo a
4°C durante 16 h. Se centrifugd a 12.000 g a 4°C durante 30 min. Se elimind el
sobrenadante y el precipitado se suspendi6é en 500 uL de agua nanopura tratada con
DEPC. Se transfirio la mezcla a un tubo de 2 mL, se le agregd 1 volumen frio de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitd durante 2 min, para luego centrifugar a
14.000 g a 4°C durante 10 min, Se recuperd la fase acuosa y se agregd 1 mL de
etanol 75% frio. Se incub6 a -20°C durante 1 h y se centrifugd a 14.000 g a 4°C
durante 20 min. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se seco a temperatura
ambiente. Se suspendio en 20 L de agua nanopura tratada con DEPC (pH 5). Se

almaceno a -80°C hasta su uso.
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2.5.2.2, Extraccion de ARN a partir de bacterias.

Para la extraccion de ARN total a partir de bacterias se prepard un cultivo de las
cepas a estudiar de 5 mL de medio LB liquido con ampicilina 100 pg/mL y cloranfenicol
34 pg/ml. crecido durante 16 h. Este cultivo fue usado para inocular 50 mL de medio
LB liquido con los mismos antibidticos. Se incubd a 37°C con agitacion hasta alcanzar
DOsoo = 0,5-0,8. Se dividid en 2 tubos y uno se indujo con IPTG 1 mM. Se incubd con
agitacion a 37°C durante 4h. Para los pasos de extraccion de ARN se utilizd el
protocolo del reactivo de TRIzol® (Life Technologies) siguiendo las indicaciones

entregadas por el fabricante.
2.5.3. Cuantificacion de acidos nucleicos.

Para evaluar la calidad y cantidad de ARN o ADN se utiliz6 el espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo). Ademas de determinar la concentracion de la
Mmuestra, se evalud la presencia de contaminantes en la mezcla. Para esto se
analizaron las razonés de absorcion Agef/Azq (evaluacion de contaminacion por

proteinas) y Axso/Azs (€valuacion de contaminacion por polisacaridos y polifencles).
2.5.4. Sintesis de ADNc de M. domestica.
2.5.4.1. Tratamiento del ARN con DNAsa l.

Para eliminar contaminacion con ADN genémico se trataron 7 Hg de ARN con
S0U de DNAsa | (Fermentas), 1 L de inhibidor de RNAsa (Fermentas) y 2 JL de buffer
de DNAsa/MgCl, 10X (Fermentas). Se completé con agua DEPC hasta 20 uL. Se
incub6 a 37°C durante 35 min. Se transfirid rapidamente a hielo y se agregaron 2 uL

EDTA (25 mM). Se incubd en hielo durante 10 min.
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2,5.4.2. Transcripcidn reversa (RT-PCR).

Para generar el ADNc a partir del ARN se realiz6 una transcripcion reversa
utilizando el sistema ImProm-ll Reverse Transcription (Promega). Se mezclaron 9,5 KL
de ARN total tratado con DNAsa con 3 pL del partidor Oligo-AP (Tabla 1ll) para el caso
de ARN extraido de tejido de manzana; y utilizando los partidores LCYB1R y LCYB2R
(Tabla Ill} para la extraccion de ARN a partir de bacterias. Se incubo a 70°C durante 5
min. (Tabla V). Se detuvo el programa y, manteniendo los tubos en hielo, se agreg6 la
mezcla para la transcripcion reversa compuesta por: 10 pL de baffer ImProm-ll 5X, 1
HL de inhibidor de RNAsa (Fermentas), 5 pl de MgCl, 50 mM, 2,5 uL de dNTP 10 pM,
16yl de agua DEPC, 3 uL de transcriptasa reversa ImProm-ll. Se colocaron
nuevamente los tubos en el termociclador y se continud el programa. Se utilizo el

termociclador MyCycler™ (BioRad).

Tabla V. Programa de transcripcion reversa.
Transcripciéon Reversa (RT-PCR)

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1* 70°C 5 min 1
25°C 5 min
; 42°C 60 min 1
70°C 15 min
10°C oo

* Luego de este paso se detuvo momenténeamente el programa para agregar el resto de los reactivos.
2.5.5. Amplificacion de ADN mediante PCR.

Se realizaron las reacciones de amplificacion de ADN utilizando dos tipos de
polimerasas: Tag ADN polimerasa (Sigma-Aldrich) y Pfu ADN polimerasa (Fermentas);

para identificar o purificar las secuencias amplificadas, respectivamente. Se siguid las

indicaciones entregadas por el fabricante para preparar las mezclas de reaccion. Se
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utilizé el termociclador MyCycler™ (BioRad). Los distintos programas de PCR para las

diferentes reacciones se indican en la Tabla VI.

Tabla VI. Programas de PCR utilizados en este seminario.

1. Amplificacién de fragmentos de actina y MdLCYB desde ADNc de M. domestica.

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 1 min
2 55°C 1 min 28
72°C 30s
3 72°C 10 min 1
10°C «
2. Ampilificacion de la secuencia codificante de genes MdLCYB.
Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 55°C 1 min 33
72°C 2 min
72°C 10 min
3 1
10°C «

3. Amplificacion con Pfu ADN pol. de la secuencia codificante de genes MdLCYB.

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 55°C 1 min 33
72°C 4 min
72°C 10 min
3 1
10°C =

4. PCR direcclonado para la identificacién de las construcciones pETBlue1-MdLCYB.

Segmento Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 94°C 5 min 1
94°C 30s
2 50°C 1 min 33
72°C 2min30s
72°C 10 min
3 1
10°C o
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2.5.6. Extraccion del ADN plasmidial.

La extraccién del ADN plasmidial desde las cepas bacterianas para ensayos
moleculares y transformaciones se realizd siguiendo el protocolo del kit Axyprep™

(Axygen).
2.5.7. Digestiones enzimaticas.

Se realizaron ensayos de digestion enzimatica para detectar la insercion del
fragmento de interés y el sentido de los fragmentos clonados. Las enzimas utilizadas
fueron: Aval, EcoRl, EcoRV, Ncol, Xbal y Xhol (Fermentas). Se prepard la mezcla de
reaccion con el ADN de interés, la enzima de restriccion, buffer respectivo y agua libre
de nucleasas en los volimenes indicados por el fabricante. Se incubd por un tiempo y
una temperatura determinados por el fabricante dependiendo de la enzima con la que

se estuviera digiriendo.
2.,5.8. Electroforesis en geles de agarosa.

Para la visualizacion de acidos nucleicos obtenidos de la extraccion de tejido
vegetal o cultivo bacteriano y de la amplificacion o digestion, se realizd electroforesis
en geles de agarosa de 1-1,5% en badffer TAE 1X compuesto de: Tris 40mM, acido
acetico 20mM, EDTA 1mM; pH 8. Previo a ser cargadas en el gel, se adiciond a las
muestras, a razén de 5:1, biffer de carga, compuesto de: azul de bromofenol 0,25%,
xilenctanol 0,25%, glicerol 80%. Como estandar de peso molecular se utilizé Gene
Ruler (Fermentas). Se corrié en buffer TAE 1X y posteriormente se tifieron los geles en
solucion de bromuro de etidio 1 pg/mL durante 15 min. La visualizacion de los 4cidos
nucleicos se realizo con el transiluminador UV GeneGenius Classic (SynGene) y fueron

fotografiados utilizando el software asociado al equipo (GeneSnap).
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2.5.9. Purificacion del ADN desde geles o productos de PCR.

La purificacion de las bandas del ADN desde los geles de agarosa o
directamente del producto de amplificacidon por PCR se realizd siguiendo el protocolo

del kit de purificacidon de ADN Wizard® (Promega).

2.5.10. Generacién de construcciones pETBlue1-MdLCYB.

2,5.10.1. Clonacion de las secuencias codificantes de genes MALCYB7 y

MdLCYB2 en el vector de entrada pCRS.

Los fragmentos de amplificacidn con Pfu ADN polimerasa (Seccién 2.5.5.) de las
secuencias LCYB obtenidos a partir de ADNc de manzana fueron modificados después
de purificarlos, agregandoles una adenina terminal en los extremos 3' con el fin de
generar extremos cohesivos compatibles con el vector de entrada pCR8 (Invitrogen).
Para ello, se realizd una mezcla de reaccion con la siguienie composicion: 1X buifer
Taq, 0,5U de Tag ADN polimerasa {Sigma-Aldrich), 1,5mM MgCl,, 0,2mM dATP, 250
ng de producto PCR purificado. Se incubd a 72°C durante 30 min. Posteriormente, se
realizé la ligacion de los fragmentos obtenidos con el vector de entrada siguiendo las

indicaciones del protocolo de pPCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen).

2.5.10.2. Clonacion de los genes MdLCYB en el vector de expresion pETBlue1.

Se amplificaron las secuencias de MdLCYB con Pfu DNA Polimerasa usando
como molde las construcciones pCR8-MALCYB con los partidores correspondientes
(Tabla Ill) y el programa usado anteriormente (Tabla V1) y se purifico el fragmento
desde geles de agarosa luego de la electroforesis del producio de PCR. En paralelo, se

realizo una extraccion del ADN plasmidial del vector pETBIlue1 y se linealizo utilizando




la enzima de restriccion EcoRV (Fermentas) con las condiciones de reaccion
pertinentes y se purifico desde geles de agarosa luego de la corrida de electroforesis.
La ligacion de los extremos de los fragmentos se realizé utilizando la enzima T4 ADN
ligasa (New England Biolabs) tomando como sustrato los fragmentos de ADN de la
amplificacion de los genes MdLCYB y el vector linealizado, siguiendo las indicaciones y

condiciones entregadas por el fabricante.
2.5.11. Secuenciacién.

Las construcciones pCR8-MdLCYB y pETBlue1-MdLCYB identificadas como
positivas mediante los anaiisis de digestion enzimatica fueron secuenciadas por
Macrogen Co. (USA), utilizando los partidores pertinentes indicados previamente en la

Tabla lil.

2.5.12. Transformacién de células de E. coli.

2.5.12.1. Preparacion de células quimio-competentes.

Se inoculd 1 mL de cultivo de 16 h en 100 mL de medio LB. Se dejo creciendo
con agitacion moderada hasta una DOgo = 0,3. Se distribuyd en dos tubos Falcon de
50 mL y se centrifugd a 3000 g a 4°C durante 10 min. Se descartd el sobrenadante
cuidadosamente y se agregaron a cada tubo, en frio, 5 mL de buffer CCMBS0
compuesto de: KOAc pH 7 10 mM, CaCl; x 2H,0 80 mM, MnCl, x 4H,Q 20 mM, MgCl,
x 6H,0 10 mM, glicerol 10%; pH 6,4. Se suspendié delicadamente el precipitado para
luego completar con buffer CCMB80 hasta 20 mL en cada tubo y transferir el contenido
de ambos tubos a un Unico tubo Falcon de 50 mL. Se incubé en hielo por 20 min. Se
centrifugd a 2000 g a 4°C por 8 min. Se descartd el sobrenadante y se suspendid

suavemente el precipitado en 10 mL de buffer CCMB80 frio, Se midio la DOgos de una
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mezcla de 200 pL de células suspendidas y 800 pl de medio LB. Se agregd buffer
CCMB80 hasta alcanzar una DOgy = 1-1,5. Se Incubd en hielo 20 min. Se prepararon
alicuotas de 100 pL en tubos Eppendorf de 1,5 mL estériles y frios, las que fueron

almacenadas a -80°C.
2.5.12.2. Transformacion de células quimio-competentes.

Se agregaron 5 pL. de ADN plasmidial (de 10 pg a 100 ng) a un vial de E. coli
quimio-competentes y se mezclé suavemente. Se incubd en hielo por 30 min. Se dio un
golpe de calor a 42°C sin agitacién por 30 s para luego incubar inmediatamente en
hielo por 2 min. Se agregd 1 mL de medio LB a temperatura ambiente al tubo. Se
incubd a 37°C con agitacion durante 1 h. Se tomaron 100 pL y se sembraron en placas

de LB soélido con el antibidtico respectivo. Se incubaron a 37°C durante 16 h.
2.5.13. Extraccién y cuantificacion de carotenoides a partir de E. coli.
2.5.13.1. Preparacion del cultivo.

Se crecio un indculo de las células a estudiar, con agitacion a 37°C durante 16 h
en medio LB con los antibitticos ampicilina 100 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL. Se
tomaron 2 mL del indculo y se agregaron a 200 mL de medio LB liquido con ampicilina
100 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL. Se incub6 a 37°C con agitacién hasta alcanzar
DOeoo = 0,5-0,8. Se dividio el volumen total del cultivo en dos matraces y a uno de
estos se le agregd PTG 1 mM. Se incubd en condiciones de oscuridad con agitacion a

30°C por 48 h., favoreciendo la acumulacion de carotenoides.
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2.5.13.2, Determinacion de peso seco.

Se recolectaron 15 mL de los cultivos originales en tubos Falcon de 15 mL
previamente pesados. Se centrifugd a 3000 g por 5 min. Se descarté el sobrenadante y
el precipitade obtenido se secé en una estufa a 50°C durante 24 h. Luego, se pesaron
los tubos nuevamente y se obtuvo el valor de peso seco calculando la diferencia entre

el valor de los tubos Falcon con y sin precipitado.
2.5.13.3. Extraccién de pigmentos carotenoides.

Se centrifugaron los 85 mL en dos tubos Falcon de 50 mL a 5000 g por 15 min.
Se descarto el sobrenadante y se suspendié cada tubo en 10 mL de agua estéril, Se
traspaso a tubos Falcon de 15 mL y se centrifugd a 4000 g por 10 min. Se eliminé el
sobrenadante y se agregaron 500 uL de perlas de vidrio de 0,1 um. Se agitd en Vortex
a maxima velocidad por 5 min. Se agregd 1 mL de acetona y se agitd nuevamente en
Vortex por 5 min. Se centrifugd a 4000 g a 4°C durante 5 min. Se recolectd el
sobrenadante y se seco mediante SpeedVac (Savant). Se almacend a -80°C en

oscuridad hasta su uso.
2.5.13.4. Determinacién de la composicién de carotenoides mediante RP-HPLC.

Se utilizaron 20 uL de la extraccion de pigmentos para el analisis mediante RP-
HPLC. Este anaiisis se realizé en una columna cromatografica 100 RP 18-5u 150 x 4,6
mm {MultoHigh®) con una bomba de flujo LC-20AT (Shimadzu) y un detector con
arreglo de fotodiodos SPD-M20A (Shimadzu). Se utilizé una fase mavil compuesta en
base a Acetonitrilo:Metanol:lsopropanol a razén 17:2:1. Se realizo la cromatografia a

un flujo de 2 mL/min durante 50 min. Se realizd la cuantificacién a una iongitud de onda
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de 474 nm. El analisis de los datos se realizd mediante el software LabSolutions 5.42

SP3 (Shimadzu).
2.5.14, Analisis estadisticos.

Los andlisis estadisticos se basaron en el programa bioinformatico GraphPad

(Prism 5®) con un t-test pareado de dos colas (p < 0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. [dentificacién in silico de genes LCYB posibles en M. domestica.

Utilizando las herramientas disponibles en la base de datos GDR fue posible
identificar distintos genes posibles dentro del borrador del genoma de M. domestica.
Esta aclividad pudo ser realizada debido a que en GDR se encuentra una lista donde
se indican los genes posibles con la posible funcion de la proteina codificada basada
en la identidad de secuencia con proteinas anteriormente descritas. Ademas, existe la
factibilidad de realizar un BLAST dentro del genoma deseado. Los genes posibles
entregados como resultado de este analisis se indican en la Tabla VI. En elia se
muestra el codigo de acceso dentro de GDR, en qué lugar fue encontrado dentro del
genoma de M. domestica, la longitud predicha del transcrito y la mayor identidad
aminoacidica de la posible protefna con otra enzima LCYB previamente descrita,

ademas de la identidad aminoacidica que presenta con la enzima LCYB de A. thaliana.

Tabla VII. Genes LCYB posibles de M. domestica entregados por GDR.

Nombre Codigo Crom Ex ?p?)l): Prt();:;na Altc'l_?\t,gia(l; ) Max. igye:)n tidad
LCYBT MDPO000194622 14 5 3255 680 58,4 98 (EjLCYB)
LCYB2 MDPQ0OD0145663 3 1 1491 496 52,4 79 (AcLCYB)
LCYB3 MDPO000D258205 15 1 720 239 19,1 72 {AcLCYB)

Crom: Cromosoma. Ex: Ntmero de exones. ORF: Marco abierto de lectura. At: Arabidopsis thaliana. Ejf:
Eriobolrya japonica (nispero). Ae: Actinidia chinensis (kiwi),

La base de datos GDR arrojo tres genes posibles dentro del genoma de
manzana, sin embargo, se presentaron situaciones anémalas en la estructura de estos
genes, como el gen LCYBT en el cromosoma 14, el cual presenta 5 exones que

codifican una regién N-terminal mayor que en cualquier otro gen LCYB descrito. Por
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otro lado, el gen LCYB3 ubicado en el cromosoma 15, codificaria una proteina mas

peguena o trunca.

Con el fin de esclarecer cuales son los genes L.CYB en manzana, se procedié a
analizar si existia evidencia de expresidn de estos genes, y para esto se recurrié a una
base de datos de marcadores de secuencia expresada (EST). De este modo se pudo
encontrar los marcos abiertos de lectura (ORF) ademas de las secuencias del ARNm
no traducidas (UTR). Los resultados de este andlisis y ensamblaje de EST se muestran

en la Tabla VIII.

El ensamblaje de los EST permitio determinar que el transcrito del gen posible
LCYB1 (de ahora en adelante denominado MALCYBT por LCYBT proveniente del
organismo M. domestica) presenta una longitud menor, que no comprende los exones
adicionales predichos por GDR (Tabla Vil} generando una proteina de un tamaiio
similar a las descritas previamente en otros modelos vegetales. El transcrito del gen
posible LCYB2 (de ahora en adelante MALCYB2) presenta una longitud de ADNc
mayor a la predicha por GDR, pero que no afectaria la longitud de la proteina
codificada. Para el gen posible LCYB3 no se encontrd expresién por lo tanto fue
descartado. Ambos genes seleccionados presentan proteinas codificadas en un ARNm
que posee un solo exon, caracteristica compartida por el resto de los genes LCYB

descritos.

Tabla Vill. Genes L CYB posibles de M. domestica identificados por ensamblaje de EST.

Gen Exones Transcrito ORF Proteina Identidad Max. identidad
(pb) {pb) (Aa) AtLCYB (%) (%)
MdLCYB1 1 2016 1515 504 78,7 98 (EJLCYB)
MdLCYB2 1 1713 1491 496 52,4 79 (AcLCYB)

ORF: Marco abierto de lectura. At: Arabidopsis thaliana, Ej: Eriobotrya japonica {nispera). Ac: Aclinidia
chinensis {(kiwi).
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Al analizar la secuencia aminoacidica deducida de las enzimas codificadas por
los genes seleccionados se observa que, a nivel del extremo N-terminal, existe una
baja identidad de secuencia que puede corresponder a un péptido que confiera
destinacion a algiin compartimiento subcelular. Luego del andlisis de estas secuencias
(Seccion 2.5.1.2.) se pudo determinar que las proteinas MdLLCYB1 y MdLCYB2
presentan péptidos de transito de 55 y 46 aminoacidos, respectivamente. El andlisis
indica que este péptido corresponde a una sefial de destinacion cloroplastica y, por
ende, lo mas probable es que estas proteinas se destinen a plastidios. Este resultado
se condice con el compartimento subcelular donde actlan las enzimas

carotenogénicas.

Como una primera aproximacion para determinar la potencial funcionalidad de Ia
enzimas LCYB identificadas en manzana, se realizdé un alineamiento de secuencias
aminoacidicas con enzimas ya identificadas, ya que las licopenc B-ciclasas se
caracterizan por poseer dominlos conservados que permiten su funcién {Cunningham y
col., 1996). Los resultados de este alineamiento se muestran en la Figura 3. En el
alineamiento se puede observar que tanto MALCYB1 como MALCYB2 poseen los
motivos esenciales propios de todas las LCYB funcionales de plantas descritas hasta el
momento. Sin embargo, existen diferencias dentro de estas importantes regiones que
pudiesen generar un cambioc en la eficiencia de la enzima en su proceso catalitico in
vivo. Se puede observar que MALCYB1 presenta una mayor identidad aminoacidica al
ser comparada con el resto de las LCYB, mientras que para el caso de MdLCYB2 se
puede apreciar que posee una mayor cantidad de diferencias, que la diferencian tanto
de las LCYB previamente identificadas como de su supuesto paralogo en M.

domestica.
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LCVB-[A. thaliana] - --MOTLLKTPHKLDEF T70=HGFER - - - - LCSNNP YHSRVRLGVKKRAIKIVSS - - VPETK{ENLCFELPLYCTBKSO!
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AMDLLOCLD ™ TWS GAYWHIDDNTKKOLKRPYGRVNRKLLKSKML OCCTTNGYKFHOAKVIKVIHEESKSLLICHIGVTIGAAVY 220
DLLM.DAT\S&WDWMDLWMDWWWUMMMTNLD
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LCYE- C 51 rms*s;
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LCYBI-D. carora)]

1 "Sl-fﬁ.oomestica]
Z-M.gomestica;

LCYB-[A. thaliana] LDATGFSRCLVOYDEP YN GYONAYGIV) {PFL (DWR] PTFLYAMPF3 SNRIFLEETSLVPARPGLRMEDTJERMAARL CHLGINVK 327
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LCYRI-[D. c:
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SRL'L' ELIVFGLSLFSHASHTSRFEBITKGTVPLNIMLL@KE

Figura 3. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de enzimas codificadas por genes
LCYB. Se muestra el alineamiento entre enzimas MdLCYB y algunos representantes de
enzimas LCYB que han sido previamente identificadas y caracterizadas funcionalmente. Los
aminoacidos dentro del alineamiento presentan coloracion dependiendo de su grado de
conservacion. Los motivos funcionales que caracterizan a una enzima LCYB se indican como
cajas (gris: motivo LCYB conservado en plantas, rojo: dominio de unién a nucledtido, azul:
region conservada de ciclasas, verde: motivos y dominios ciclasa, negro: regién cargada). Los
asteriscos indican las diferencias de aminoacidos dentro de regiones conservadas en las
enzimas posibles mientras que las lineas indican secuencias importantes descritas
(Cunningham y col., 1996; Alquezar y col., 2009).

Posteriormente, se construyé un arbol filogenético con el fin de aclarar el origen
evolutivo de las enzimas posibles de M. domestica. Estos resultados se muestran en la
Figura 4. Dentro del arbol se puede ver la enzima XdPBS, correspondiente a una
LCYB bifuncional de la levadura X. dendrorhous como grupo externo (color azul).
Luego de esto se agrupan las enzimas CRTY bacterianas, es decir, los homologos de
LCYB (color amarillo). Finalmente se encuentra la ramificacion donde se puede ver la
familia de las LCYB vegetales. El arbol filogenético muestra una clara segregacion de
LCYB vegetales en dos subfamilias, una especifica de cloroplastos (subfamilia 1, color

verde) y una de cromoplastos (subfamilia 2, color anaranjado). Las enzimas posibles
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de manzana se encuentran agrupadas en ramas distintas del arbol filogenético. La
enzima MdLCYB1 se encuentra agrupada dentro de la subfamilia de LCYB
cloroplasticas y, por su parte, la enzima MdLCYB2 se agrupa dentro de la subfamilia de

LCYB cromoplasticas.

LCYB vegetal Subfamilia 1

100

100

LCYB vegetal subfamilia 2

74

CRTY Bacterial

Figura 4. Analisis filogenético de las enzimas LCYB posibles de M. domestica. Se muestra
el arbol filogenético construido a partir del alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los
genes MdLCYB1 y MdLCYB2 con enzimas previamente descritas. Las ramificaciones de origen
similar dentro del arbol se encuentran coloreadas. Las proteinas de M. domestica propias de
este estudio se encuentran destacadas con un rectangulo rojo. Para la construccion del arbol se
utilizé el método de Neighbor Joining (Bootstrap = 1000).
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3.2. Expresion de genes LCYB en tejidos de M. domestica.

La expresion de los genes MALCYB71 y MdLCYB?2 se analiz6 con ADNc obtenido
de tejido de hojas maduras e hipanto de frutos de M. domestica. Como primer paso se
amplificd, mediante RT-PCR, un fragmento del gen de actina de M. domestica, para
verificar la calidad y homogeneidad del ADNc (Seccién 2.5.4.). En la Figura 5 se
puede apreciar una banda de 156 pb para todas las muestras analizadas, tanto de hoja
como fruto. Ademas, no existe contaminacion por ADN genémico, lo que se aprecia por
la ausencia de bandas en los controles negativos (-) que corresponde a la muestra de
ARN tratada con DNAsa. Se ilustra el éxito en la amplificacion del ADNc de los genes
MdLCYB1 y MALCYB2 y la comparacién entre la expresion en hojas y frutos. Se
pueden observar bandas similares al tamano esperado de los fragmentos de

amplificacion para MALCYB1 y MdLCYB2, de 1674 y 1643 pb, respectivamente.

Hoja Fruto

1kb a b c a b c

2000bp . 7 £

1500bp ¥ L T~ MdLCYB1
2000bp

1500bp P MdLCYB2

100bp () () () O ) O & O+ O+ ()

actina

Figura 5. Expresion de transcritos de los genes LCYB en hojas y frutos de M. domestica.
Amplificacion de un fragmento de ADNc del transcrito de los genes carotenogénicos MdLCYB1
y MdLCYB2 en frutos y hojas. Se analizaron tres muestras para hoja y tres para fruto de
manzana. (-): Muestra de ARN tratada con DNAsa. Se muestran bandas correspondientes a
1674 pb para MdLCYB1, 1643 pb para MdLCYB2 y 156 pb para actina. 1kb: Marcador de peso
molecular. 100bp: Marcador de peso molecular.
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Mediante PCR en tiempo real se pudo identificar que existe expresion diferencial
para ambos genes en tejidos de fruto y hoja (Cerda A., trabajo en curso). Se logré
concluir que el gen MdLCYB17 se expresa preferentemente en hojas de manzano,
mientras que MdLCYB2, preferentemente en frutos (Figura 6), resultado que se

condice con el arbol filogenético.
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Figura 6. Expresion relativa de genes LCYB en tejidos de M. domestica. Se muestran los
niveles de expresion relativa de los mensajeros de los genes LCYB identificados, en hipanto de
frutos y hojas maduras (Modificado de Cerda A., trabajo en curso). Como gen normalizador se
utilizé actina y la expresion fue calibrada respecto a MALCYB2 en hoja, ajustando el valor a 1.

3.3. Clonacién de genes LCYB en el vector de entrada pCRS.

El ADNc obtenido del tejido de fruto de manzana fue utilizado para la
amplificacion de las secuencias codificantes de los genes LCYB con el fin de clonarlos
en el vector de entrada pCR8. Para ello, se amplificaron estos fragmentos con la
enzima Pfu ADN polimerasa y se siguit el protocolo descrito anteriormente (Seccion

2.5.10.1.).
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Las células quimio-competentes de E. cofi DH5a fueron transformadas con el
producto de ligacion en el vector pCR8. Se realizdo un PCR a partir de las colonias
crecidas en las placas con seleccion al antibidtico espectinomicina para comprobar la
ligacién de los fragmentos de ambos genes carotenogénicos. Los resultados de este

procedimiento se muestran en la Figura 7.

MdLCcYBT

A B CDE FGHI } KL MNMNOPOQRS TI(-J1kb
' S B 50000

MdLCYB2

12 34 5 67 8 910 111213 14 1516 17 18 19 20 (-) 1kb

1500bp

Figura 7. PCR de colonias de E. coli fransformadas con productos de ligacién pCRS-
MdLCYB1 y pCR8-MdLCYB2. A partir de veinte colonias bacterianas para cada gen LCYB, se
amplifict la secuencia codificante completa de MdLCYB7T y MdLCYB2. (-): Control negativo sin
molde. Se muestran bandas correspondientes a 1674 pb para MALCYBT y 1643 pb para
MdLCYB2. 1kb: Marcador de peso molecular.

Para ambos genes se seleccionaron 5 clones positivos, los que fueron cultivados
en medio LB liquido durante 16 h y se realizd extraccion de ADN plasmidial. Los
vectores extraidos fueron nuevamente comprobados mediante PCR de los fragmentos

de interés con el fin de descartar falsos positivos de la reaccidn anterior (Figura 8).

MdLCYB1 MdLCYB2

ikb E F | L R () ikb 1 2 5 6 7 {4

2000bp
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Figura 8. PCR a partir de clones positivos para ligacién pCRB-MdJdLCYBT y pCR8-
MdLCYB2. Amplificacion a partir de DNAp de clones positivos para ligacion de las secuencias
codificantes de MdLCYB? y MALCYB2 en el vector de entrada pCR8 que fueron seleccionados
y purificados por Miniprep. (-); Control negativo sin molde. '‘Se muestran bandas
correspondientes a 1674 pb para MdLCYB1Y y de 1643 pb para MdLCYB2. 1kb: Marcador de
peso molecular,




Posteriormente, se realiz6 una digestion enzimatica para comprobar la presencia
del fragmento de interés. El vector pCR8 posee un sitio de corte para la enzima de
restriccion Xhol y dos para la enzima EcoRI, sitios que, segun la prediccion de
secuencia, no se repite dentro de los fragmentos de las secuencias codificantes de los
genes MdLCYB (Figura 9A). La digestion con Xhol indica el tamario de los vectores
linealizados (4491 y 4460 pb para MdLCYB1y MdLCYB2, (Figura 9B). Al digerirse con
EcoRI se producen dos fragmentos: uno de 2799 pb que contiene casi la totalidad del
vector pCR8 (2817 pb) y uno que corresponde a los fragmentos clonados mas 18 pb
del vector, es decir, 1692 y 1661 pb para MdALCYB71 y MdLCYB2, respectivamente
(Figura 9B). Los vectores positivos fueron seleccionados para secuenciacion,

obteniéndose la secuencia predicha por EST y GDR (Datos No Mostrados).

EcoR1
A. B. MdLCYBY  MdLCYB2
/ Ry 1kb Xhol EcoRl Xhol EcoRI
y - _mdLcYB
Origen _;? .I'. | :
we§ pCR8-MdLCYB | sty
:‘ijl FE. ,'A
Xho L '/, ,‘.‘
) - 1000bp
4 \H —_— j —
spaR e

Figura 9. Digestion enzimatica de las construcciones pCR8-MdLCYB. (A) Diagrama de los
vectores pCR8-MdLCYB, donde se indica el OriC, el gen de interés, el gen de resistencia a
espectinomicina y los sitios de corte para Xhol y para EcoRlI; todas en segmentos fuera de los
fragmentos clonados. (B) Digestién de construcciones pCR8-MdLCYB7 y pCR8-MdLCYB2 con
Xhol y EcoRI. Para Xhol se muestran bandas de 4491 o 4460 pb para MdLCYB7 o MdLCYB2.
Para EcoRI se muestran dos bandas, una de 2799 pb y otra de 1692 o 1661 pb para MdLCYB1
o0 MdLCYB2. 1kb: Marcador de peso molecular.
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3.4. Clonacion de genes LCYB en el vector de expresion pETBIlue.

Una vez verificadas por secuenciacion, las construcciones pCR8-MdLCYBT y
PCR8-MdLCYB2 obtenidas fueron utilizadas como moide para la amplificacion de las
secuencias de interés por PCR con la enzima Pfu ADN polimerasa para luego ser

purificados y clonados en el vector de expresion PETBlue1 (Seccidn 2,5.10.2.),

Los productos de la ligacion fueron transformados en células quimio-competentes
E. coli DH5q, las cuales fueron sembradas en medio LB solido suplementado con el
antibidtico ampicilina (Seccion 2.5.12.2.). Ya que el vector pETBIlue1 posee el gen facZ
que se ve interrumpido al momento de integrar una secuencia, se seleccionaron las
colonias blancas resultantes, al adicionar el compuesto X-Gal al medio de cultivo. A
continuacion se realiz6 un PCR para las secuencias MdLCYB a partir de las colonias
seleccionadas para ambos genes. El gel con los resultados de este PCR se muestra en

la Figura 10.
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Figura 10. PCR de colonias de E. coli transformadas con productos de ligacién pETBluei-
MJLCYB7y pETBlue1-MdLCYB2. Amplificacion de las secuencias codificantes de MdLCYB1 y
MdLCYB2 en el vector de expresion pETBluel. Analisis de trece colonias bacterianas blancas
para cada gen LCYB. (+): Contro! positivo con pCR8-MdLCYB como molde. (-): Control negativo
sin molde. Se muestran bandas correspondientes a 1674 pb para MdLCYBT y 1643 pb para
MdLCYB2, 1kb: Marcador de peso molecular.
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Para comprobar la orientacion de los fragmentos clonados en los vectores de los
clones positivos, respecto al promotor T7, se realizd un PCR direccionado. Como
partidor directo se utilizé el oligo T7 promoter (Seccién 2.4.) que se une al promotor
T7 y como partidor reverso se utilizé el partidor que hibrida en la regidn 3' del inserto
(partidor inverso) o el partidor que hibrida en la regidon 5' (partidor directo) en cada uno
de los fragmentos clonados. Si los fragmentos MdLCYB7 o MALCYBZ2 se encuentran
en sentido respecto al promotor T7, se obtiene un producto de 1952 o 1921 pb,
utilizando los oligos LCYB1R o LCYBZ2R, respectivamente (Seccion 2.4.). De
encontrarse en antisentido los fragmentos MdLCYB7 o MdLCYB2 respecto al promotor
T7, se generan productos de amplificacion de exactamente los mismos tamaros, pero
utilizando los partidores LCYB1F1 o LCYB2F, respectivamente (Seccion 2.4.}). Si los
fragmentos se encuentran en sentido no debe existir amplificacion al realizar el PCR
con los partidores que detectan los clones antisentido. En la Figura 11 se muestran

cuatro clones positivos para el PCR direccionado para cada gen.

MdLCYBT?

Figura 11. PCR direccionado de las construcciones pETBlue1-MdLCYBT y pETBluel-
MdLCYB2. Comprobacién de la direccién de insercidon de las secuencias MdLCYB dentro del
vector pETBlue1. Se muestran cuatro clones para cada uno de los genes. S: Gen en posicion
correcta en sentido (amplificacion con partidores T7 y LCYBR, inverso). A: Gen posiciéon
incorrecta en antisentido (amplificacién con partidores T7 y LCYBF, directo). Se muestran
bandas correspondientes a 1952 y 1921 pb para MdLCYB? y MdLCYB2, respectivamente. 1kb:
Marcador de peso molecular,
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A continuacion se realizé una digestiéon enzimatica para corroborar los resultados
obtenidos anteriormente de presencia y orientacion de los fragmentos de interés y de
este modo asegurar que la transcripcion de los genes MdLCYB pueden ser inducidos
por el promotor T7. Segun el analisis de las secuencia predicha para la construccion
pETBIue1-MdLCYB1, este vector presenta un sitio de corte para la enzima Xbal dentro
de la region promotora del fago T7, ademas de un sitio de corte para la enzima Ncol
dentro del fragmento clonado del gen MdLCYB1 (Figura 12A). Al realizar una doble
digestion con los cuatro clones seleccionados se obtuvieron los fragmentos predichos
para una orientacion en sentido, de 4438 y 712 pb, como se puede apreciar en el gel

de la Figura 12B.

A. B. MdLCYB1

Xbal(48)
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Figura 12. Digestion enzimatica de las construcciones pETBlue1-MdLCYB1. (A) Diagrama
del vector pETBlue1-MdLCYB1 indicando el gen de resistencia a ampicilina propia del vector,
gen de interés, oripBR322, ademas de los sitios de corte para Xbal y Ncol. (B) Gel de digestion
enzimatica doble con endonucleasas de restriccion Xbal y Ncol de las construcciones
pETBlue1-MdLCYB7T seleccionadas. Se muestran bandas correspondientes a 4438 y 712 pb.
1kb: Marcador de peso molecular.

Para el caso de pETBIue1-MdLCYB2, también se corroboré la direccionalidad del
fragmento de interés en sentido respecto del promotor T7 al digerir con Aval, sitio de

restriccion ubicado al comienzo del fragmento del gen MdALCYB2 y otro, luego del fin de
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éste (Figura 13A). Al realizar una digestion con esta enzima en los cuatro vectores
seleccionados se obtienen fragmentos de 3666 y 1453 pb, observandose este patron

en todos los vectores (Figura 13B).

A. B. MdLCYB2
Promotor T7

Aval (482)

ikb 1 2 - 6 1kb

»

MdLCYB2

pETBlue1-MdLCYB2

5119 bp

L 2

Aval(1935)

Figura 13. Digestion enzimatica de las construcciones pETBlue1-MdLCYB2. (A) Diagrama
del vector pETBlue1-MdLCYB2. Las construcciones pETBlue1-MdLCYB2 presentan la
resistencia a ampicilina propia del vector, ademas de dos sitio de corte para la enzima Aval. (B)
Gel de digestion enzimética con endonucleasa de restriccion Aval de las construcciones
pETBlue1-MdLCYB2 seleccionadas. Se muestran bandas correspondientes a 3666 y 1453 pb.
1kb: Marcador de peso molecular.

3.5. Complementacion heteréloga con genes MdLCYB.

Para evaluar la funcionalidad de los genes, se utilizé la cepa bacteriana E. coli

BL21 transformada con el vector pDS1B AcrtY, que presenta un fenotipo de color rojo

por la acumulacion de licopeno, como sujeto para la cotransformacion con las

construcciones pETBlue1-MdLCYB1 y pETBlue1-MdLCYB2 (Seccién 2.5.12.). Se

! realizé un PCR de colonias para las colonias obtenidas de la transformacién con las
construcciones tanto para MdLCYB1 como MdLCYB2. En la Figura 14 se observa que

todas las colonias seleccionadas cuentan con las construcciones.
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Figura 14. PCR de colonias de E, coli cepa BL21 pDS1B AcrtY transformadas con
construcciones pETBlue1-MdLCYBT y pETBlue1-MdLCYB2. Se muestra la amplificaciéon de
la region codificante de MdLCYBT y MALCYB2 a partir de 3 colonias positivas para cada
construccion, (+): Control positive con pCR8-MdLCYB como molde. {-): Control negativo sin
molde. Se muestran bandas correspondientes a 1674 pb para MdLCYB7T y 1643 pb para
MdLCYB2. 1kb: Marcador de peso molecutar.

Luego de secuenciar 3 clones positivos para las construcciones pETBluel-
MdLCYB1? y pETBlue1-MdLCYB2 se detéermind que no existen mutaciones puntuales
enfre los distintos vectores, v que las secuencias se condicen un 100% con las
clonadas en primera instancia en el vector de entrada pCR8. Es por esto que se
selecciond Unicamente un clon representativo para cada construccion para los analisis

siguientes.

Una vez obtenidas las colonias pDS1B cotransformadas con el vector pDS1B
AcrtY y con los vectores pETBIluel-MdLCYB, y cultivadas en las condiciones
adecuadas (Seccion 2.5.13.) se corrobord la efectiva transcripcion de los genes
MdLCYB realizando una extraccién de ARN total a partir de los cultivos bacterianos
(Seccién 2.5.2.2,). Se genero el ADNc y se realizb una reaccion de PCR utilizando
partidores especificos para las secuencias de los genes MdLCYBT y MdLCYB2
(Seccién 2.4.). En la Figura 15 se muestra que existe amplificacion del transcrito para
ambos genes, sin observarse banda en los controles de ARN tratados con DNAsa |
que no fueron sometidos a transcripcion reversa. Por lo tanto, se puede inferir que

existe transcripcion de estos genes en este sistema bacteriano.
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Figura 15. Expresion de genes MdLCYB7 y MdLCYB2 en cultivos de E. coli BL21 pDS1B
AcrtY transformadas con las construcciones pETBlue1-MdLCYB. Amplificacion  de
fragmentos de ADNc de transcritos de genes MdLCYB? y MdL.CYB? en el sistema bacteriano
con induccion por IPTG. (+RT): Muestra de ADNc. (-RT): Muestra de ARN tratada con DNAsa
no sometida a transcripcion reversa. (+): Control positivo con ADNp del vector pETBluei-
MdLCYB purificado como molde. (-): Control negativo sin molde. Se muestran bandas
correspondientes a 116 pb (MdLCYBT y Control MdLCYB1) y 110 pb (MdLCYB2 y Control
MdLCYB2). 100bp: Marcador de peso molecular.

Una vez confirmada la transcripcién de los genes de interés se procedit a
analizar los fenotipos que se apreciaban en cada una de las transformaciones para
cada uno de los genes MALCYB y como se correlacionaba con los controles. Como
control positivo se utilizé la cepa de E. coff BL21 transformada con el vector pDS1B,
portador de la ruta completa e integra de biosintesis de B-caroteno, proveniente de la
bacteria E. uredovora, presentando una acumulacién de este compuesto, evidenciado
por la coloracién amarillenta de esta cepa. Como control negativo se utilizé la cepa de
E. coli BL21 pDS1B AcrtY. Al observar el precipitado de células crecidas en medio
liquido se puede apreciar claramente el fenotipo de cada una de las cepas estudiadas.
El control positivo (pDS1B) presenta la coloracion amarillenta caracteristica esperada
para la acumulacion de B-caroteno. El control negativo (ACRTY) presenta su fenotipo
rojizo caracteristico por la acumulacién de licopeno. El control de transformacién
(PETBIlue1) presenta el fenotipo rojizo esperado para la acumulacion de licopeno,
debido a que no existe presencia de una enzima LCYB codificada en el vector sin
inserto. Para la muestra transformada con ia construccién pETBluel-MdLCYBT

(MdLCYB1) se observa un fenotipo amarillento que se asemeja al control positivo,
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suponiéndose acumulacién de B-caroteno. Para la muestra transformada con
pETBIlue1-MdLCYB2 (MdLCYB2), sin embargo, se observa un fenotipo rojizo, similar al
presentado por el control negativo y de transformacion, presumiéndose acumulacién

del pigmento licopeno (Figura 16).

pDS1B ACRTY  MdLCYB1 MdLCYB2 pETBluel

Figura 16. Fenotipo de cepas de E. coli acumuladoras de pigmentos carotenoides.
Coloracién del precipitado de las cepas de E. coli con la ruta de sintesis de carotenoides.
pDS1B: Control positivo. ACRTY: Control negativo. MALCYB1: Cotransformacion de ACRTY
con el vector pETBlue1-MdLCYB7. MdLCYB2: Cotransformacion de ACRTY con el vector
pETBlue1-MdLCYB2. pETBIue1: Control de transformacion con el vector pETBIue1 sin inserto.

3.6. Cuantificacion de carotenoides a partir de cepas de E. coli acumuladoras de

pigmentos.

Se realizd la extraccion de pigmentos a partir de los cultivos liquidos de las cepas
bacterianas segun los métodos descritos (Seccién 2.5.14.3.) y se realizé una medicion
por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) a 474 nm,
longitud de onda a la que absorben todos los pigmentos carotenoides (Seccion

2.5.14.4.).

Se obtuvieron cromatogramas con picos que segun tiempos de retencion y
espectros de absorcion corresponden a licopeno y B-caroteno (Figura 17). Se puede

observar para el control positivo (pDS1B) un unico pico con un tiempo de retencion

aproximadamente a los 34 min, el cual corresponde a B-caroteno. Para el control




negativo (ACRTY) se observa también un Gnico pico, pero a un tiempo de retencién en
la columna de aproximadamente 19 min, el cual corresponde a licopeno. Este fenotipo
se repitic para la cepa utiizada como control de transformacion (PETBlue1)
transformada con el vector de expresion pETBIlue1 vacio, demostrando que este vector

por si solo no genera ninglin producto que catalice la farmacion de B-caroteno.

Al analizar el cromatograma de la cepa transformada con la construccion
PETBIlue1-MdLCYBT se aprecia un pico con un tiempo de retencion que se condice
con el compuesto licopeno presente en el control negativo, por lo que se puede decir
que en esta cepa existe acumulacion de este compuesto. Sin embargo, a un tiempo
mayor, se observa un pico de mayor tamafio a un tiempo de retencién consistente con
el compuesto B-caroteno presente en el control positivo, indicando que el fenotipo

amarillento que presenta esta cepa se debe a la acumulacién de este carotenoide.

El cromatograma de la cepa transformada con la construccion pETBluel-
MdLCYB2 presenta un Unico pico a un tiempo de retencion consistente al pigmento
licopeno presente en el control negativa (ACRTY) y el control de transformacién
(PETBIluet), lo que indica que esta cepa acumula este pigmento explicando el fenotipo

rojizo observado e indicando que esta cepa no sintetiza el compuesto B-caroteno.
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Figura 17. Cromatogramas de carotenoides en cepas de E. coli acumuladoras de
pigmentos. Medicién por RP-HPLC a una longitud de onda 474 nm de extraccion de pigmentos
a partir de cultivos liquidos. Se realizdé extraccion de 3 cultivos para cada construccion. Se
muestran picos de licopeno y B-caroteno. Eje X: Tiempo de retencion (min). Eje Y: Unidades de ‘
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absorbancia (uV).

‘ Posteriormente, se tomaron los valores arrojados por estas cromatografias y se
realizé una cuantificacién del area bajo la curva para los distintos picos de cada
muestra. Estos valores fueron relativizados normalizados para los pesos secos de los

| cultivos previos a la extraccion de pigmentos (Seccién 2.5.14.2.) para luego calcular la

cantidad utilizando ecuaciones previamente descritas (Lichtenthaler y Buschmann,

2001). Los resultados de la cuantificacion se muestran en la Figura 18.
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Se puede apreciar, en primera instancia, la cantidad relativa de los pigmentos
acumulados por las cepas utilizadas como controles: B-caroteno para el control positivo

(pDS1B) y licopeno para el control negativo (ACRTY).
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Figura 18. Niveles de carotenoides en cepas de E. coli acumuladoras de pigmentos. La
cuantificacion fue realizada por mediciéon en RP-HPLC a 474 nm de extraccion de pigmentos a
partir de cultivos liquidos. Se realizé la extracciéon de 3 cultivos para cada construccion. Los
valores fueron normalizadas por peso seco y relativizados al control negativo (ACRTY). EI
andlisis estadistico fue realizado respecto a control positivo (pDS1B) o negativo (ACRTY). ***
Diferencia significativa (p < 0,001). NS: Diferencia no significativa.

Es posible corroborar que la presencia del vector de expresion vacio pETBIlue1
en la cepa utilizada como control de transformacion, no afecta la composicion ni los
niveles de carotenoides producidos para la cepa pDS1B AcrtY, al no existir una
diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de licopeno al compararios

con el control negativo ACRTY.
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Para la cepa transformada con la construccién pETBlue1-MdLCYB1, se puede
observar que la cantidad relativa de licopeno con respecto al control negativo ACRTY
no es estadisticamente diferente, Sin embargo, la cantidad relativa obtenida del f3-
caroteno acumulado por esta cepa presenta una diferencia significativa con respecto al
control positivo pDS1B. Por lo tanto, existe una mayor produccién de B-caroteno a

pesar de no existir una conversién completa de licopeno a 3-caroteno.

Para la cepa transformada con la construccion pETBlue1-MdLCYB2, se puede
apreciar que la cantidad relativa de licopeno acumulada no presenta una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo ACRTY. Esto quiere
decir que la presencia de la enzima posible no genera cambios en la composicion o

niveles de carotenoides.

De los resultados anteriores se puede determinar que el gen MdLCYBT fue capaz
de revertir parcialmente el fenotipo de la cepa mutada, restituyendo la ruta de sintesis
de B-caroteno, por lo que se infiere que codifica una enzima licopeno B-ciclasa
funcional. Por ofra parte, no se encontrd B-caroteno en la cepa transformada con el gen
MdLCYB2, por ende no se restituyd la ruta carotenogénica, lo que pudiera indicar que

en este gen no codifica una enzima licopeno B-ciclasa funcional en E. cofi.
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4. DISCUSION

4.1. Seleccion y obtenciéon de secuencias codificantes de genes MAILCYB

mediante analisis in silico y RT-PCR.

Dada la reciente secuenciacion del genoma de M. domestica, es factible acceder
a la identificacién de genes de interés. Sin embargo, debido a que esta secuenciacion
corresponde a un primer borrador para el conocimiento del genoma de M. domestica,
puede esperarse un ensamblaje erroneo de secuencias de algunos contigos y por ende
una mala prediccion de la estructura de genes que codifican las proteinas de este
organismo. Para el caso particular de los genes LCYB, objetos de este estudio, se
encontraron patrones extrafios en la prediccion génica. En particular, el gen posible
LCYB1, ubicado en el cromosoma 14 del genoma de M. domestica, presentaba una
distribucion de exones que no habia sido descrita previamente en genes de la familia
licopeno B-ciclasa, por lo cual se procedié a buscar en secuencias de expresion (EST).
Utilizando la secuencia del gen posible se descartd la prediccidon de los exones exira
arrojados por la base de datos GDR y se obtuvo un gen posible que se condice con los
genes descritos previamente en otras especies vegetales. Si bien la prediccion de los
genes exhibid discordancia con respecto a los EST de estudios previos, las secuencias
codificantes presentes en estos genes si coincidieron con los fragmentos aislados a
partir del ADNc de M. domestica, luego de ser clonados y secuenciados por separado.
Ademas, al existir concordancia entre los fragmentos obtenidos a partir del ARN total y
la secuenciacién del genoma, se corrobora la prediccidén de que MALCYB7 y MdLCYB2

efectivamente se expresan in vivo, tanto en el fruto como en las hojas de M. domestica.

49




La obtencion de una buena cantidad y calidad de ARN total es un prerrequisito
para la generacion de ADNc y la posterior evaluacidbn de expresion génica o
purificacion de secuencias. Sin embargo, la extraccion de ARN desde tejido vegetal
puede ser engorrosa. En particular, al realizar la extraccion de fruto de manzana, el
principal problema se debe a la contaminacion del ARN con compuestos fendlicos y
polisacaridos (Newbury y Possingham, 1977). Existen reactivos comerciales, como el
TRIzol® (Life Technologies), utilizados para la extraccion de ARN total de tejido de
plantas, no obstante, en este caso no proporcionaron suficiente cantidad y calidad de
ARN fotal de manzana. El protocolo utilizado en este seminario de titulo fue disefiado
especificamente para la extraccion de ARN a partir de pulpa de frutos de M. domestica,
pero puede ser utilizado para cualquier tejido con altos niveles de polisacaridos y
compuestos fendlicos, siendo también evaluado para la extraccion a partir de hojas
maduras. Este protocolo es una modificacion de un método de exiraccion de ARN fotal

descrito para Prunus persica (Meisel y col., 2005).

Se evalud, en primera instancia, la expresién de los genes MdLCYB en tejido de
la pulpa madura del frutoc de manzana (hipanto) y hojas maduras. La razén de esto es
que la mayoria de los cultivares comerciales de manzana poseen una pulpa
caracteristicamente blanca, con escasa o sin pigmentacion. En la madurez los
carotenoides y la clorofila se encuentran restringidos a células de la piel. Los plastidios
se encuentran presentes en el hipanto blanco, pero carecen de acumulacién de
carotenoides (Ampomah-Dwamena y col.,, 2012) v en aquellos hipanios de color
amarillo claro existe una leve acumulacién de estos pigmentos, Debido a que estamos
interesados en aumentar el contenido de carotenoides en la pulpa y en determinar cual

es la causa de la falta de acumulaciéon de carotenoides en esta region, se evalud la
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expresion de estos genes de interés en pulpa. Se evalué la presencia de estos
transcritos en tejido de hojas maduras, como control, debido a que es en los
cloroplastos del tejido fotosintético donde los carotenoides cumplen su funcién principal
en plantas (Ritz y col., 2000; Koyama y col., 2004; Bode y col., 2009) y, por lo tanto, los

genes deben ser expresados.

4.2, MdLCYB1 y MdLCYB2 en M. domestica.

M. domestica posee 17 pares de cromosomas, un numero mayor al observado en
otras plantas superiores, Este hecho se debe a que a través de la evolucion, el
antepasado de este organismo sufrib una serie de duplicaciones en varios
cromosomas (Velasco y col., 2010), evento que pudiese explicar tanto la cantidad de
repeticiones de genes carotenogénicos completos, como la presencia de pseudo-
genes y secuencias codificantes truncas encontradas al realizar el analisis in silico
utilizando la base de datos GDR. Al realizar un primer BLAST sobre el genoma se
encontraron 4 resultados que presentaron identidad con enzimas licopeno B-ciclasa, de
las cuales 2 mostraron expresion al analizarlos con las bases de datos de EST. El
tercer gen, LCYB3 codificado en el cromosoma 15, fue descartado por no presentar
expresion al ser analizado mediante este método, ademas de codificar una proteina
trunca. El cuarto gen posible se encontrd en el cromosoma 12, presentando una
identidad de casi el 90% con LCYBT, pero presentando una mutacién delecional que
genera un cambio de marco de lectura y codificando un producto génico menor a 30
aminoacidos; gen para el cual no se encontrd expresion, por lo que fue descartado

inmediatamente (Datos No Mostrados).
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La enzima MdLCYB1 presenta una identidad aminoacidica mayor que MdLCYB2
con respecto a la enzima LCYB de A. thaliana, con aproximadamente un 79% y un
52% de identidad, respectivamente. Las diferencias de aminoacidos en MdLLCYB2 se
presentan incluso dentro de los motivos conservados de la secuencia de las proteinas
previamente descritas, mientras que MdLCYB1 casi no presenta diferencias dentro de
estos motivos (Figura 3). Principalmente, MdLCYB2 presenta diferencias dentro de la
region conservada en las LCYB vegetales, region importante para la funcionalidad de
la enzima y asociacidn a membrana (Beyer y col., 1991; Hugueney y col., 1995). Otras
zonas importantes donde se observan cambios considerables en residuos
aminoacidicos en MdLCYB2, son el sitio de unidn a dinucledtido vy la regidn cargada.
En menor medida, se encuenfran diferencias en los motivos y dominios ciclasa,
especialmente de MdLCYB2, pero que no afectan directamente aminoacidos que se
sabe son esenciales para la funcidn, encontrandose estos aminoacidos altamente
conservados, La region conservada de enzimas ciclasas, en particular, no presenta
ninguna diferencia para MdLCYB1 o MALCYB2 con respecto a las otras enzimas

analizadas (Cunningham y col., 1996; Alquezar y col., 2009),

La presencia de mas de una copia del gen LCYB en el genoma de la manzana
puede haber generado una menor presion selectiva sobre el gen MAILCYBZ2,
permitiendo la presencia de mutaciones que finalmente generen una proteina con falta
de actividad enzimatica. Sin embargo, puede ser que la enzima MALCYBZ no
correspenda a una enzima licopeno B-ciclasa, propuesto por el analisis mediante
BLAST que muestra que esta proteina presenta una identidad de 82% con la enzima
neoxantina sintasa (NSY) de Camellia nitidissima y de 77% con la enzima capsantina-

capsorrubina sintasa (CCS) de Ricinus communis (Datos No Mostrados),
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involucradas en pasos posteriores de la ruta carotenogénica. Estas enzimas presentan
un origen comin con las enzimas LCYB vy, por lo tanto, presentan conservacién de
regiones dentro de la secuencia aminoacidica (Al-Babili y col., 2000; Bouvier y col.,

2000).

El arbol filogenético de la enzimas LCYB de M. domestica (Figura 4) presenta
concordancia dentro de si mismo y con resultados anteriores. Todas las LCYB de
plantas supericres se encuentran agrupadas en una rama diferente a las CRTY
bacterianas. Dentro de la rama de las LCYB vegetales se enconird una clara
segregacion en dos subfamilias, una donde se agrupan las enzimas especificas de
cloroplastos de organos fotosintéticos y una en la que se agrupan las enzimas
especificas de cromoplastos de érganos sumideros. Esto denota que, para organismos
que presentan mas de un gen que codifica una enzima LCYB, estas presentan cierta
preferencia de expresion en distintos tejidos, como es el caso del tomate, que posee
mas de un gen que codifica enzimas LCYB, uno de los cuales es especifico del tejido
cromoplastico (Ronen y col., 2000). Este resultado fue perceptible deniro de las
enzimas de M. domestica, observandose que ambas se encuentran agrupadas en
ramas distintas del arbol filogenético. MALCYB1 se encuentra agrupada dentro de la
subfamilia de LCYB cloroplasticas y MdLCYB2, dentro de la subfamilia de LCYB
cromoplasticas. El resultado del arbol filogenético se correlaciona con la expresion
diferencial de los genes MdLCYB7 y MdALCYB2 a partir de PCR cuantitativo de ARN
extraido de hojas maduras y pulpa frutos maduros de M. domestica cv Fuji (Cerda,
trabajo en curso). Se obtuvo expresion en ambos tejidos, presentando MdLCYB7
mayor nivel de transcrito en hojas que en frutos y MdLCYB2, mayor nivel en frutos.

Consecuentemente, los bajos niveles de acumulacion de B-caroteno en tejido de fruto
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pueden deberse a los patrones de expresion de estos genes, ya que en este tejido, el
gen MALCYBT se expresa en menor nivel que en hoja, impidiendo la acumulacién de
carotenoides en frutos y que el gen MALCYB2, que se expresa preferentemente en
este tejido puede codificar una enzima inactiva o que presente actividad no
correspondiente a licopeno B-ciclasa. Sin embargo, esto podria generar la acumulacion
del sustrato de esta enzima. Recientemente, se reportdé una baja expresion del gen
CRTISO en M. domestica (Ampomah-Dwamena y col., 2012). El producto génico
CRTISO es responsable de ia generacion del isémero all-trans-licopeno, y en base a
ello los autores proponen que se encontraria fuertemente relacionado con la baja
acumulacion de carotenocides en manzana (Ampomah-Dwamena y col., 2012). Sin
embargo, si ésta actividad enzimatica o la LCYB fuera un paso limitante, deberia existir
acumulacion del precursor cis-licopeno en manzana. Lo mas probable es que la
deficiencia de B-caroteno se deba a una serie de factores como: eficiencia en la
interaccidn entre diferentes enzimas de la ruta, regulaciones que impidan el normal
funcionamiento, o a la degradacién de carotencides a apocarotenoides volatiles
(Auldridge y col., 2006). De acuerdo a los resultados obtenidos proponemos que la
funcionalidad y expresion de las enzimas LCYB podrian participar en alguna medida en

el fenotipo exhibido por los frutos de manzana.

4.3. Complementacidn heteréloga y cuantificacién de carotenoides.

El gen MdLCYB7 fue capaz de revertir el fenotipo de la cepa de E. coli mutada,
restituyendo la ruta de sintesis de {3-caroteno, lo que permite concluir que codifica una
enzima licopeno B-ciclasa funcional. Esto se fundamenta en el hecho que el fenotipo
exhibido por el clon MALCYB1 era de color amariliento, semejante al control positivo,

suponiéndose acumulacion de B-caroteno, prediccidon que se comprobo al analizar el
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cromatograma (Figura 17), donde se aprecian dos picos diferentes, uno que se
condice con el compuesto licopeno y uno de mayor tamafio consistente con el
compuesto B-caroteno, indicando que existe acumulacion de ambos pigmentos. La
presencia de B-caroteno primd por sobre la de licopeno, otorgando el fenotipo de
coloracion amarilla caracteristico a esta cepa. Por lo tanto, existe expresion de la
enzima MdJLCYB1 en el sistema bacteriano, generandose B-caroteno. No obstante,
esta proteina no es capaz de ciclar la totalidad del licopeno, resultado que puede
deberse a que la enzima posee menor funcionalidad que la enzima CRTY de E.
uredovora, convirtiéndose en el paso limitante de la ruta de sintesis y acumulandose el
sustrato de la enzima. Otra opcidn es que esta enzima, al ser de origen vegetal, es
menos eficiente al acoplarse al complejo multienzimatico conformado por el resto de
las enzimas carotenogénicas provenientes de E. uredovora expresadas en este
sistema heterdlogo (Bonk vy col., 1997; Cunningham y Gantt, 1998). Si bien la enzima
parece incapaz de realizar la conversion completa de licopeno a B-caroteno, se obtuvo
una mayor preduccion de B-caroteno con respecto al control positivo pDS1B, ya que
los niveles de B-caroteno acumulado por la cepa MJLCYB1 es significativamente
superior con respecto a la cepa pDS1B. La razon de la mayor acumulacion de (-
caroteno en la cepa MdLCYB1 que en el control positivo puede radicar en el sistema
de expresion que se esta utilizando, en particular el promotor T7 que comanda la
transcripcion del gen. El promotor T7 es un promotor con expresion fuerte al ser
inducido, por lo tanto, se generan alios niveles de transcrito y, tedricamente, de la
proteina codificada. La presencia de ésta puede derivar en un cambio en el
metabolismo del organismo por una retroalimentacién positiva o un direccionamiento
de los precursores de la ruta carotenogénica hacia la sintesis de B-caroteno, lo que

aumentaria el flujo, reflejado en los niveles elevados de este pigmento.
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Por otro lado, no se encontré B-caroteno en la cepa transformada con el gen
MdLCYB?2, indicando que no fue posible restituir la ruta carotenogénica, lo que permite
sugerir que este gen no codifica una enzima licopeno R-ciclasa funcional. Las
evidencias estan en que para la cepa MdLCYB2, se cbserva un fenotipo rojizo, similar
al presentado por el control negativo ACRTY, infiriéndose la acumulacion del licopeno,
lo cual fue comprobado por el cromatograma {Figura 17), donde se observa un tnico
pico consistente con licopeno, lo que revela que esta cepa acumula este pigmento y
que no acumula B-caroteno. Por consiguiente esta enzima es incapaz de generar p-
caroteno a partir de licopeno en este sistema heterdlogo y la presencia de la enzima
posible no genera cambios en los niveles de carotenoides, ya que la cantidad relativa
de licopeno acumulada no es significativamente diferente al control negativo.
Probablemente, las diferencias aminoacidicas en las regiones importantes de
MdLCYB1 y MAILCYB2 pueden explicar que la enzima MJLCYB1 presente
funcionalidad, mientras no se detecta funcionalidad para MdLCYB2. Pese a esto, no se
puede saber efectivamente cuales son las diferencias aminoacidicas que estan siendo
implicadas en la falta de funcién de la enzima MdLCYB2, porque no se ha podido
cristalizar enzimas carotenogénicas en su forma nativa y, por lo tanto, ha sido
imposible el analisis a nivel de los residuos aminoacidicos involucrados en la actividad
catalitica o en interacciones con otras enzimas. Desafortunadamente, a pesar de que
no se ve funcionalidad para MALCYB2 no se puede tener la certeza, ya que mediante
este método de complementacion heterdloga, la presencia de B-caroteno denota
funcionalidad, pero la ausencia de éste no indica tajantemente una falta total de
funcionalidad. Se descarta que la falta de transcrito sea la causa de la ausencia en la
deteccidn de B-caroteno, ya que al realizar un RT-PCR a partir de ARN de esta cepa

bacteriana se detecté amplificacién (Figura 15). Dentro del sistema en el que se esta
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expresando esta proteina, la falta de un resultado positivo puede deberse a una serie
de factores. Uno de ellos puede ser la presencia del péptido de destinacién a
cloroplasto. Debido a que las proteinas destinadas a plastidios carecen de esta
secuencia aminoacidica al encontrarse en su estado nativo dentro de los organelos
plastidiales, el hecho de que se encuentre presente en la proteina expresada en E. coli
puede generar un problema de plegamiento que impida la actividad catalitica de la
enzima o impida el acoplamiento con el complejo multi-enzimatico (Bonk y col., 1997:
Cunningham y Gantt, 1998). Sin embargo, se siguié el mismo procedimiento con la
enzima MdLCYB1, sin cortar el péptido de destinacion previo a la clonacion de la
secuencia codificante del gen, y si se obtuvo un resultado positivo. Ademas, ya que la
disponibilidad de ARNt difiere entre organismos procariontes y eucariontes, la
utilizacion de codones es distinta entre E. cofi y M. domestica, y se ha reportado que la
escasa disponibilidad de algin ARN, al momento de la traduccion de proteinas, puede
inhibir la sintesis. de las proteinas de interés (de Boer y Kastelein, 1986), no obstante,
no existe diferencia significativa en la utilizacion de codones entre ambos genes
analizados. Por ultimo, es posible que la proteina sea traducida, pero luego sea
degrada por la bacteria (Gottesman y Maurizi, 1992) o se encuentre formando cuerpos
de inclusion en el citoplasma (Hartley y Kane, 1988), impidiendo que cumpla su
funcion. Sin embargo, al no existir anticuerpos disefiados especificamente para esta
proteina, no es posible probar estas hipotesis. Una posible forma de determinar la
funcionalidad de esta proteina puede ser la expresion heteréloga en un modelo vegetal
mutante para este gen, permitiendo que el producto génico sea procesado por la
maquinaria celular similar al organismo de origen y comprobando reversion del

fenotipo.

57




5. CONCLUSIONES

M. domestica posee 2 genes homélogos a LCYB codificados en su genoma.

« MALCYB1? codifica una enzima licopeno PB-ciclasa funcional, como fue
demostrado por la expresion heterSloga en cepas de E. coli pDS1B AcrtY.

e Para la cepa transformada con MdLCYB2 no se observé acumulacion de [B-
caroteno, a pesar de existir transcrito, lo que puede indicar que este gen no es
funcional en bacterias.

» Estos resultados sugieren que 1) el bajo nivel de B-caroteno en frutos podria

deberse en parte a la ausencia de funcionalidad de MdALCYB2 y 2) M.

domestica posee al menos una enzima LCYB que se expresa tanto en hojas

como en frutos.

6. PROYECCIONES

e Utilizar el gen MdLCYB7 en estrategias de cis-genia al sobreexpresarlo de
manera fruto-especifica en M. domestica, para elevar el nivel de B-caroteno,

aumentando sus propiedades como alimento funcional.
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