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RESUMEN

Los  carotenoides  son  pigmentos  presentes  en  cloroplastos  y  cromoplastos  en

plantas.  Al  acumularse  entregan  coloraci6n  a  flores,  frutos  y  raices  modificadas.  En

6rganos fotosinteticos,  cumplen  un  rol  en  la fotosintesis  y fotoprotecci6n.  El f}-caroteno,

en  particular,  acttla  como  antioxidante  y  precursor de  la  vitamina  A al  ser  ingerido  por

mamiferos,  siendo esencial  para  la dieta humana.  Una de las enzimas mas estudiadas

en  la  ruta  carotenog6nica  es  la  licopeno  a-ciclasa  (LCYB),  que  cataliza  la formaci6n  de

P-caroteno  a  partir  de  licopeno.   Por  otro  lado,   Ma/us  c/omesf/.ca  (manzana)  es  una

buena   fuente   de   fibra   y   vitaminas,   sin   embargo,   se   ha   reportado   la   presencia

tlnicamente de trazas de P-caroteno en la pulpa.  Para determinar la raz6n de esta baja

acumulaci6n   de    P-caroteno,    realizamos    una   btlsqueda   gen6mica   para   identificar

hom6logos  para enzimas  LCYB.  Usando la  base de datos GDR,  dos genes  candidatos

fueron  encontrados,  MdLcy87  y  MdLCY82,  que  se  expresan  tanto en frutos  como en

hojas de manzana.  MdLCYBl  exhibe una mayor identidad aminoacidica que MdLCY82

con   enzimas   LCYB   descritas   previamente   y   estarian   vinculadas   a   cloroplasto   y

cromoplasto,   respectivamente.   Para   determjnar   su   funcionalidad   /.n   v/.vo,   en   este

Seminario de ti±ulo,  ambos genes fueron clonados en vectores  de expresi6n  pETBluel

y  se  realiz6  complementaci6n  hetefologa  en  cepas  de  E.   co//.  portadoras  de  la  ruta

carotenogenica de E.  urectovora mutada en el gen crfy (LcyB).  La evaluaci6n funcional

fue  realjzada  por HPLC  para  determinar la  cantidad y composici6n  de  carotenoides.  La

transformaci6n  con  el  gen  MdLCY87  permiti6  la  acumulaci6n  de  P-caroteno,  indicando

que  codifica  para  una  LCYB  funcional.  No  se  encontr6  P-caroteno  al  transformar  con

MdLcy82,  sugirjendo  que  no  codifica  para  una  LCYB  funcional  en  bacterias.  Estos

resultados sugieren que la manzana posee  la habilidad de sintetizar a-caroteno /.n  v/.vo.
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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   jn   photosynthetic   organs,   and   exert   also   a

photoprotective   role  jn   plants.   P-carotene,   in  particular,  works  as  an  antioxidant  and

precursor of vitamin A when  ingested  by  mammals,  being  essential  for the  human  diet.

One  of the  most studied  enzymes of the  carotenogenic pathway  is  lycopene  P-cyclase

(LCYB),   catalyzing   the  formation   of  P-carotene  from   lycopene.   On   the  other  hand,

Ma/us  cJornesf/.ca  (apple)  is  a  good  source  of fiber  and  vitamins,  however,  it  has  been

reported  the  presence  of traces  of P-carotene  in  its  flesh.  To  determine the  reason  for

the  low  accumulation  of  P-carotene  in  apples,  we  made  a  genomic  search  to  identify

homologous  to  LCYB  enzymes.  Using  the  GDR database,  two  candidates were found,

MdLcy87   and   MdLCY82,   expressing   both   in   apple   fruits   and   leaves.   MdLCYBl

exhibits  a  higher  amino  acid  identity  than  MdLCY82  to  previously  described  enzymes,

and  present  chloroplast  and  chromoplast  specificity,  respectively.  To  determine  /.n  v/.vo

functionality,  in  this work,  both  genes were  cloned  in  pETBluel  expression  vectors and

heterologous    complementation    was    made    in    a    strain    of    E.    cc)//.    carrying    the

carotenogenic   pathway   from   E.   urecyovora   mutated   in   the   crfy  gene   (LCYB).   The

functional  evaluation  was  performed  by  HPLC  measurement  to  determine  the  amount

and   composition   of   carotenojds.   Transformation   with   MdLcy87   gene   allowed   the

accumulation  of  a-carotene,  indicating  it  encodes  for a  functional  LCYB.  There  was  no

P-carotene  when  transformed  with   MdLcy82,  suggesting   it  does  not  encode  for  a

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

P-carotene /.n  v/vo.
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1.  INTRODUCCION

1.1. Estructura y funci6ii de carotenoides.

Los   carotenoides   son   pigmentos   de   naturaleza   hidrof6bica   sintetizados   por

organismos fotosint6ticos  (plantas, algas y cianobacterias), ademas de algunos hongos

y  bacterias   no  fotosinteticos   (Fujisawa  y  col.,   2008;  Walter  y  Strack,   2011).   Estas

mol6culas   se   encuentran    compuestas   de   8    unidades    isopr6nicas,    conformando

polienos  de  40  carbonos.  Por la  existencia  de  hasta  15 dobles  enlaces  conjugados  en

su estructura este grupo de compuestos posee la propiedad  de crom6foros  (Armstrong

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

Los  carotenoides  son  sintetizados  en  organelos  plastidiales  (como  cloroplastos  y

cromoplastos)  en  las  c6lulas  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  reacci6n  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    acttlan    como    pigmentos    accesorios    en    los    complejos

cosechadores  de  luz  en  los  plastidios,  absorbiendo  la  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   daFio

fotooxidativo  provocado  por  mol6culas  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  disipaci6n  t6rmica  del  exceso  nocivo  de  energia  luminica  a  trav6s  del  ciclo  de  las

xant6filas    (Telfer,    2005;    Dall'Osto   y   col.,    2007).    Ademas,    los    carotenoides   son

precursores  de  importantes  fjtohormonas  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,  maduraci6n  y  diferenciaci6n  embrionarias,

regulaci6n  de  la  apertura  estomatica  y  tolerancia  a  estres  abi6tico  (North  y  col.,  2007;

Barrero  y  col.,   2008;   Chen  y  col.,  2008:  Galpaz  y  col.,   2008);  y  las  estrigolactonas,

implicadas   en   la   inhibici6n   de   la   ramificaci6n   de   brotes,   relaciones   simbi6ticas   con

micorrizas  y  estimulaci6n  de  la  germinaci6n  de  plantas  parasitarias  (Umehara  y  col.,

2008;  Akiyama  y  col.,  2010;  Yoneyama  y  col.,  2010).  For  dltimo,  por  su  capacidad  de

otorgar  coloraci6n  a  diversos  tejidos  vegetales,  facilitan  la  polinizaci6n  y  dispersion  de

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

Los   animales   son   incapaces   de   sintetizar   carotenoides,   por   lo   que   deben

incluirlos  en  su  dieta   a  trav6s  del  consumo  de  alimentos  vegetales.   Su   importancia

radica   prjncipalmente   en   que   algunos   de   estos   pigmentos   son   precursores   de   la

vitamina  A   (Yeum  y  Russell,   2002;   Fierce  y  col.,   2008),   mol6cula   esencial   para   la

vision,  respuesta  inmune,  desarrollo  embrionario,  metabolismo  6seo,  hematopoyesis,

mantenci6n  de  la  piel  y  mucosa  (Fraser  y  Bramley,  2004;   Krinsky  y  Johnson,  2005;

Zhao  y  col.,  2006;  Wan  y  col.,  2012).  A su  vez,  estos  compuestos  son  antioxidantes,

siendo  conocida  su  acci6n  en  la  prevenci6n  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  jdentifjcaci6n  y  caracterizaci6n  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 carotenoides

en diversas especies vegetales a trav6s de la ingenieria metab6lica (Shewmaker y col.,

1999;  Mann  y  col.,  2000;  Beyer  y  col.,  2002;  Diretto  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,  encontrandose  descritas  la  mayoria  de  los  genes  y enzimas  involucradas

(Cunningham   y   Gantt,   1998;   Hirschberg,   2001).   Este   proceso   se   lleva   a   cabo   en

organelos   plastidjales,   sin   embargo,   los   genes   carotenog6nicos   se   localizan   en   el

genoma  nuclear.  Una  vez  traducidas,  las  protejnas  son  destinadas  a  los  plastidios  en

forma de pre-proteinas donde cumplen su funci6n  (Howitt y Pogson, 2006).

La   ruta   carotenog6nica   comienza   con   la   enzima   fjtoeno   sintasa   (PSY)   que

cataliza  la  condensaci6n  de  dos  mol6culas  de  geranil-geranil  pirofosfato  (GGPP)  para

formar  un  compuesto  de  40  carbonos  llamado  fitoeno  (Figura  1)  (Fraser  y  Bramley,

2004;  Cazzonelli  y  Pogson,  2010).  EI  fitoeno  es  desaturado  por  la  fitoeno  desaturasa

(PDS)  y  luego  por la  i-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  crom6foros  a  los  carotenoides.  (Britton,

1995).  EI  g-caroteno  y  el  licopeno  sufren  isomerjzaciones  catalizadas  por  las  enzimas

¢-caroteno   isomerasa   (Z-ISO)   y   caroteno   jsomerasa    (CRTISO),    obteni6ndose   la

configuraci6n  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
me(abolito.  PSY: fitoeno sintasa,  PDS: fitoeno desaturasa, ZISO: ¢-caroteno isomerasa, ZDS: C-
caroteno desaturasa,  CRTISO:  caroteno  isomerasa,  LCYE:  licopeno  €-ciclasa,  LCYB:  Iicopeno
C-ciclasa,   CYHB:   P-caroteno   hidroxilasa,   CHYE:   aearoteno   nidroxilasa   y   ZEP:   zeaxantina
epoxidasa. (Modificado de Ye y col., 2008)

El  licopeno corresponde a un punto de ramificaci6n en la rufa  (Figure  1).  Por un

lado  sufre  ciclaciones  en  ambos  extremos  de  su  cadena  por  la  licopeno  €-ciclasa

(LCYE) y la licopeno a-ciclasa (LCYB), formando el a-caroteno, el cual presenta en sus

extremos un anillo f y uno P, producido por cada una de las enzimas respectivamente.

Por  el  otro   lado  de   la   ruta,   se  genera  el   a-caroteno,   moleoula  con  2  anillos   P,



catalizados  por  la  enzima  LCYB  (Cunningham  y  Gantt,   1998).  Al  hidroxilar  estos  dos

carotenos    en    sus    anillos    se    da    lugar   a    las    xant6filas    luteina    y    zeaxantina,

respectivamente,  una  mediada  por la  €-hidroxilasa  (CHYE)  y  P-hidroxilasa  (CHYB) y  la

otra  tinicamente  por la  CHYB  (Pogson y col.,1996;  Sun  y col„  1996).  La zeaxantina es

epoxidada   por   la   zeaxantina   epoxidasa   (ZEP)   generando   violaxantlna,   Ia   cual   es

modificada   en   el   citosol   para   dar   origen   posteriormente   al   acido   abscisico   (ABA)

(Nambara y Marion-Poll,  2005).

Con  respecto  a  las  enzjmas  implicadas  en  esta  via,  se  nan  propuesto  modelos

que  integran  evidencia  bioquimjca,  localizaci6n  subcelular,  analjsis  de  co-expresi6n  y

mutantes  que  sugieren  la  participaci6n  de ciertas  enzimas  en  etapas  especificas de  la

ruta    carotenog6nica    (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),  Iicopeno  P-ciclasa  (LCYB)  y  licopeno

e-ciclasa   (LCYE),   que  participan  en  la  desaturaci6n  y  cjclaci6n  de  los  carotenoides

(Bonk y col„  1997;  Cunningham y Gantt,1998;  Lopez y col.,  2008).

1.3. LCYB en  la sintesis de carotenoides.

La  cjclaci6n  del  compuesto  lineal  y  simetrjco  denominado  licopeno  es  un  punto

de ramifjcaci6n  clave en  la via de sintesis de los carotenoides, y se ha demostrado que

al{eraciones    en    su    regulaci6n    o    activjdad    enzimatica    afectan    severamente    la

composici6n de  carotenoides  en distintos tejidos vegetales  (Hjrschberg,  2001 ;  Bramley,

2002;  Howitt y  Pogson,  2006).



La formaci6n de  los  anillos  P o €  ionona es  catalizada  por las  enzimas  licopeno  P-

cjclasa    (LCYB)    y    licopeno   e-ciclasa    (LCYE),    respectivamente.    Ambas    muestran

identidad   de   secuencia   aminoacidica,   teniendo   probablemente   un   origen   evolutivo

comtln  (Krubasik y Sandmann,  2000).

LCYB puede actuar ciclando ambos extremos del Iicopeno (Figura 2), generando

dos   anillos   P   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  dnicamente  un  anillo  a  en  uno  de  los  extremos  de  la  mol6cula

del  licopeno,  generando 8-caroteno,  sustrato que es  reconocido  por LCYB,  que agrega

un  anillo  P  en  el  extremo  opuesto  de  la  mol6cula,  formando  or-caroteno  (Hirschberg,

2001 ;  Fraser y  Bramley,  2004).

:.,R

5/---LTc-o-p=;o__.\
'`      ., ffl iiiiiiiiiiiiiii

a-Caroteno

-.I.------.i.:.`-...-R,-`>TI[:.I

T-Caroteno

I  1   !```  `  `R  ``   `-```'  `-````j`        ;`:i`````````.R..`<j}::`I          i:i:``,.  R`.-t`;iL`.`3

€-Caroteno                             cL-Caroteno                              f}-Caroteno

Figura  2.   Reacciones  de  ciclaci6n   en   la  ruta  carotenog6nica.   Diagrama  del   rol  de  las
enzimas  LCYB  y LCYE  en  las  reacciones de ciclaci6n  de carotenoides.  Se  indican  los  sustratos
y  productos  de  las  enzimas.  La  direcci6n  de  las  reacciones  es  indicada  con  una  flecha.  LCYB:
licopeno  P-ciclasa.  LCYE:  licopeno E-ciclasa.  (Modificado de Cunningham  y Gantt,1998)
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Las    enzimas    tipo    licopeno    ciclasas    se    componen    de    alrededor   de   400

aminoacidos   con   iin   peso   molecular  aproximado  de  40  kDa.   Como  el  resto  de  las  ^,

enzimas  carotenogenicas  de  plantas,  poseen  un  peptido  de  destinaci6n  a  cloroplasto

en  el  extremo  amino  terminal  de  50-100  aminoacidos  (Schnurr  y  col.,1996).   Estas

proteinas  en  estado  maduro  presentan  un  sitio  de  uni6n  a  dinucle6tidos  que  parece

estar   implicado   en   la   activaci6n   alost6rica   (Mialoundama   y   col.,   2010),   y   motivos

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

Se   han   caracterizado  licopeno   P-ciclasas  de  diversas   especies   vegetal  tales

como  naranja,  papaya,  kiwi,  azafran,  entre otros,  las  cuales  podrian  tener aplicaciones

biotecnol6gicas   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  llevado  a  cabo distintas  estrategias  para  aumentar los  niveles totales

de los carotenoides y en especial del P-caroteno en distintos organismos vegetales.  Se

ha  sobre-expresaclo  el  gen  LCYB  de  Arabidopsis  thaliana  y  Solanum  lycopersicum

(tomate) en  plantas  de tomate,  obteni6ndose como  resultado  un  aumento y cambio en

la  composici6n  de  carotenoides  (Rosati y col.,  2000;  D'Ambrosio y col.,  2004).  Tambi6n

se  gener6  un  aumento  en   los  niveles  de  P-caroteno  expresando  el  gen  LcyB  cle

Lyct.urn barbarum  en  plantas  de  tabaco  (Ji  y  col.,  2009).  Por otra  parte,  experimentos

de  silenciamjento  g6nico del  gen  LcyE en  plantas  de  papa  resultaron  en  aumento  en

los  niveles  totales  de  carotenoides  y  particularmente  en  P-caroteno,  lo  que  indica  un

redireccionamiento  de  la  ruta  y  demuestra  que  la  ciclaci6n  del  licopeno  es  un  paso

clave en  la  biosintesis de  carotenoides (Diretto y col.,  2006).



1.4. Caroteno.ides en llllalus domestica.

La  manzana  (Ma/us domesf/.ca)  es  un  fruto  perteneciente  a  la  familia  Rosaceae,

subfamilia pomot.deae, junto  con  peras y membrillos.  Los frutos  de  este grupo  constan

de dos partes  principales:  el  ovario expandido hom6logo a  un fruto de tomate,  conocido

como   ntlcleo,   y   la   corteza   o   hipanto,   parte   comestible   del   fruto   derivada   de   la

expansi6n  de  la  base fusionada  de  p6talos y s6palos  rodeando el  ovarjo  (MacDaniels,

1940).

Los  frutos  del  manzano  son  consumidos  en  grandes  cantidades  alrededor  del

mundo  en  parte  debjdo  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  c6Iulas  de  la  cascara,  exhibiendo  una  coloraci6n

blanquecina  en  el  hipanto,  debido  a  la  baja  concentraci6n  de  estos  pigmentos.  EI  P-

caroteno   en   particular   se   presenta   dnicamente   en   trazas   en   la   pulpa   del   fruto

(Ampomah-Dwamena y col.,  2012).

El    manzano   es   funcionalmente   un    organismo   diploide    con    un    2n    =   34,

presentando  un  tamaFio de  genoma  de aproximadamente  1,5  x  109  pb  (Marie y  Brown,

1993).   El  estudio  de  este  genoma  se  ha  facilitado  debido  a  que  M.   domesf/.ca  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 y col., 2006).

Existe   escasa   informaci6n   disponible   de   los   mecanismos   involucrados   y   la

regulaci6n   en   la  sintesis  de  carotenoides  en  manzana,   pero   recientemente  se   ha



comenzado   a   estudiar  los   componentes   de   esta   ruta   carotenog6nica   en   diversas

variedades de M.  c}omesf/.ca,  lograndose ver la expresi6n diferencial de diversos genes

carotenog6nicos   (Ampomah-Dwamena   y   col.,   2012).   En   nuestro   laboratorio   se   ha

comenzado  con  el  estudio  de  esta  ruta  para  el  cultivar  Fuji  var.   Raku-Raku  de  M.

c/omesf/.ca  dentro  del  marco  del  proyecto  FONDEF  D1011022  que  tiene  como finalidad

generar una variedad de manzana con mayor contenido de carotenoides.

1.5.    Escher/.ch/.a    co//.   como    sistema    de    expresi6n    heter6loga    de    genes

carotenog6nicos.

Entre  los  muchos  modelos  existentes  para  la  expresi6n  heter6loga  de  proteinas,

la  bacteria  gram  negativa  Escher/.ch/.a  co//. 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 expresi6n  g6nica  debido  a  la  secuenciaci6n  de  su  genoma

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

Existen    diversas    metodologias    para    la    expresi6n    del    gen    de    intefes    y

posteriormente  la  proteina,  destacandose las basadas en  comandar la transcripci6n 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-a-D-1-tiogalactopiran6sido

o   IPTG   (Studier  y   Moffatt,   1986).   Utilizando   esta   t6cnica   es   que   se   han   disefiado

vectores  que  presentan  este  tipo  de  promotores.  Este  es  el  caso  de  los  vectores  de

expresi6n  PET  (Novagen),  en  el  cual  el  gen  de  intefes  queda  dirigido  por el  promotor

T7   inducible    por   lpTG   y   transcrito   tlnicamente    por   la   enzima   ARN    polimerasa



proveniente  del  fago  T7  que  se  encuentra  codificada  en  el  genoma  bacteriano  de  las

cepas   especificas    utilizadas   para   expresi6n    heter6loga    como    BL21-DE3    (Pan   y

Malcolm,  2000).

En  particular,  el  estudio  de  las  enzimas  carotenog6nicas  es  posible  gracias  a  la

bacteria   carotenog6nica   Enri//.n/.a   urecJovora.   La   ruta   sintesis   de   carotenoides  de  E.

uredovora  es  mas  simple  que  en  plantas,  ya  que  no  posee  ramificaciones  e  involucra

tlnicamente  seis  enzimas  para  producir la  xant6fila  zeaxantina  P-diglucosidasa  a  partir

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

Se  realiz6  la  transformaci6n  de  la  bacteria  E.   co//.  con  los  genes  de  la  ruta

completa  de sintesis de carotenoides de E.  uredovc)ra (Misawa  y col.,1990;  Niklitschek

y   col.,   2008)   para   utilizarla   como   un   sistema   heter6logo   para   la   verificaci6n   de   la

funcjonalidad  de  los  genes  carotenog6nicos  de  diferentes  organismos.  Para  esto  se

usa una cepa de E.  co/t. que ha sido transformada con un  plasmido que contiene la ruta

carotenogenica completa de E.  urec/ovora con mutaciones en el gen cuya funcionaljdad

se desea evaluar.

Esta   estrategia   ha   sido   utilizada   para   analizar   la   funcionalidad   y   actividad

catalitica   de   las   enzimas   carotenogenicas   de   distintos   origenes   como   bacterias,

levaduras,   algas   y   plantas.   Esta   estrategia   fue   implementada   para   determinar   la

funcionalidad  del  gen  crf/ de la  levadura Xanthaptry//omyces c/endrowhous (Niklitschek y

col.,  2008)  y  del   gen   caroteno  a-hidroxilasa  (crfx)  del  alga  Haemafococus  p/w/.a//.s

(Linden,1999).

Esta    metodologia   tambi6n    ha   sido   probada    con    enzjmas   carotenog6nicas

provenientes    de    plantas    superiores.    Por   ejemplo,    se    realiz6    Ia    caracterizacj6n
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molecular y funcional  de  los  productos de los genes Lcy87  y Lcy82 especificos  para

cloroplasto   y   cromoplasto   de   C/.trus   sf.nens/.s,   corroborandose   producci6n   del   P-

caroteno  por  parte  de  ambas  enzimas  utilizando  este  m6todo  (Alquezar y  col.,  2009).

Particularmente,  en  nuestro  laboratorio,  se evalu6  la  funcionalidad  del  producto  g6nico

del gen Lcy87 y LCY82 de Daucus carofa, comprobandose que estos genes codmcan

enzimas  capaces  de   convertir  el   licopeno  en   P-caroteno  en   un   sistema   bacteriano

(Moreno,  2010;  Rosas,  2013).

En  este  seminario  de  titulo  se  propuso  buscar  genes  hom6logos  de  la  enzima

LCYB provenientes de M.  domesf/.ca y evaluar su funcionalidad  mediante experimentos

de  complementaci6n  heter6loga en  la  bacteria  E.  co//. BL21  portadora del vector PDSI a

AcrfY,   el   cual   contiene   la   ruta   carotenog6nica   de   E.   uredovora   y   una   mutaci6n

delecional  de  612  pb  en  el  gen  crfy,  analogo  bacteriano  a  LCve  (Niklitschek  y  col„

2008).
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1.6.  Hip6tesjs,

El  genoma  de  M.   domesf/.ca  posee  genes  hom6Iogos  a  LcyB  cuyo  producto

96nico es funcional en  el sistema  heter6logo  bacteriano,  catalizando  la formaci6n  de  P-

caroteno y complementando la  mutacj6n del gen  crfy (LcyB) en cepas de E.  co/f. BL21

pDsi 8 Acrfy.

1.7. Objetivos.

1.7.1.  Objetivo general.

•      Evaluar la funcionalidad  de posibles genes que codifiquen  la enzima  licopeno  p-

ciclasa  (LCYB) de M.  domesfr.ca mediante expresi6n  hetefologa en E.  co//..

1.7.2. Objetivos especificos.

•      Identificar  los  genes  hom6logos  para  LCYB  en  el  genoma  de  M.   domesf/.ca

medjante  analjsis  /.n  s/I//'cc>.

•      Aislar  las  secuencias  codificantes  de  los  genes  LcyB  a  partir  de  ADNc  de  M.

c/omesf/.ca mediante la tecnica de RT-PCR.

•     Generar un vector de expresi6n que contenga el gen LcyB y transformar cepas

de E.  co/i. BL21  PDSI 8 AcrfY.

•      Determinar la  composici6n y contenjdo de carotenoides totales y especificos en

E.  co//. mediante  RP-HPLC.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos.

Se   utilizaron   reactivos   de   calidad   adecuada   para   las   t6cnicas   de   biologia

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

BioRad,    Fermentas,    lnvitrogen,    Merck,   MO   810   Laboratories    lnc.,   New   England

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

2.2. Cepas, plasmidos y medios de cultivo.

En  el  presente  Seminario  de  Titulo  se  utilizaron  cepas  de  E.  co//. transformadas

con  distintos vectores  (Tablas  I  y 11).

Tab[a I. Cepas de E. co//. utilizadas en este seminario.
C:.Pcao?,.e                                                  Ca ra cteristi ca s                                                 rFeuf:::: cq:

DH5a         fhuA2  A(argF-lacz)  U169   phoA  glnv44  ¢80  A(lacz)   M15gyrA96 Sambrook y
recAl  relAl  endAl  thi-1  hsdR17.                                                                                     col.,1989

PDSIB        BL21  portadora del  plasmido PDSIB  con  genes  de  ruta  de sintesis    Niklitschek y
de   carotenoides    de   E.    urec/ovora.    Productora    de    P-caroteno.       col.,2008
Utilizada como control positivo en  el presente trabajo.

PDSIB        BL21  portadora  de genes de la ruta de sintesis  de carotenoides de    Niklitschek y
AcrfY        E.  uredovoraen  plasmido  PDSIB  con  unadeleci6n  en  el  gen  crfy.       col.,2008

Productora  de  licopeno.  Utilizada  como  control  negativo  y  sujeto
de transformaci6n  en  el presente trabajo.

PDSIB        Derivada   de   la   cepa   BL21    PDSIB   AcrfY  transformada   con   el    Estetrabajo
AcrfY        vector    de    expresi6n    pETBluel.     Utilizada     como    control     de

pETBluel     transformaci6n  en  el presente trabajo.

PDSIB        Derivada  de  la  cepa  BL21   PDSIB  Acrfytransformada  con  el  gen    Estetrabajo
Acrfy        posible  MdLcy87  clonado  en  el  vector  de  expresi6n  pETBluel.

pETBluel-   Utilizada como sujeto de estudio en el  presente trabajo.
MdLCY87

PDSIB        Derivada  de  la  cepa  BL21  PDSIB  Acrfytransformada  con  el  gen    Estetrabajo
Acrfy        posible  MdLcy82  clonado  en  el  vector  de  expresi6n  pETBluel.

pETBluel-   Utilizada como sujeto de estudio en el presente trabajo.
MdLCY82
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Tabla 11. Vectores lasmidiales utilizados en este seminario.

p|asmido      Ta(T#°                              Caracteristicas                                    rFeuf::::ci:

pCR8/GW-           2817
TOPO

pCR8-                4591
NldLCYB1

pCR8-               4460
MdLcy82

pETBluel            3476

pETBluel-           5150
NldLCYB1

pETBluel -            5119
NldLCY82

PDSIB               11976

PDSIB               11364
AcrtY

Vector   de   entrada.   Origen   PUC   Linealizado
con   3'  T  overhangs.  Topoisomerasa   I   unida
covalentemente.                  Resistencia                  a
espectinomicina.

pCR8  clonado  con  el  fragmento  de  ADNc  de
1774   pb   que   contiene   el   marco   abierto   de
lectura      para      MdLcy87.      Resistencia      a
espectinomicina.

pCR8  clonado  con  el  fragmento  de  ADNc  de
1643   pb   que   contiene   el   marco   abierto   de
lectura      para      MdLcy82.      Resistencia      a
espectinomicina.

Vector   de   expresi6n.   Promotor  T7   I.nducible

por      lpTG.      Oper6n      Lac.      Selecci6n      de
recombinantes   por   color.    Sitio   de   union    a
ribosoma.  Resistencia a  ampicilina.

PET-Bluel  clonado con el fragmento de ADNc
de  1774  pb  que  contiene  el  marco  abierto  de
lectura  para  MdLCY87  interrumpiendo  el  gen
lac-Z,     comandado     por     el     promotor     T7.
Resistencia  a  ampiciljna.

PET-Bluel  clonado con el fragmento de ADNc
de  1643  pb  que  contiene  el  marco  abierto  de
lectura  para  MdLCY82  interrumpiendo  el  gen
lac-Z,     comandado     por     el     promotor     T7.
Resistencia  a  ampicilina.

Portador      de      los      genes      de      la      ruta
carotenogen.lea crlB,  criE,  crtl,  crtY,  y  crtx de
E.  L/redovora.  Resistencia  a cloranfenicol.

PDSIB   modificado.   Presenta   una   mutaci6n
delecional   intema   de   612   pb   del   gen   crfy.
Resistencia a cloranfenicol.

lnvitrogen

Este trabajo

Este trabajo

Novagen

Este trabajo

Este trabajo

Niklitschek  y col.,
2008

Niklitschek y col.

2008

El  medio  de  cultivo  utilizado  para  el  crecimjento  bacteriano  en  este  seminario  de

titulo fue  el  medio  Luria-Bertani  (LB)  compuesto de  triptona  1°/o,  cloruro  de sodio  1%  y

extracto  de  levadura  0,5%.  Para  el  crecimiento  bacteriano  en  medio  s6lido  se  utiliz6

medjo  LB son Agar-agar 1,50/o.
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2.3.  Material vegetal.

Se  utilizaron  muestras de tejido de frutos y hojas de manzanos  (M.  domesf/.ca cv.

Fu/./.  var Raku-Raku)  para  la  extracci6n  de  ARN  total  obtenidos  gracias  a  la  empresa

UnMveros    (Paine,    Region    Metropolitana).    Se   seleccionaron    hojas   maduras   con

caracteristicas  similares  de  tamaFio  (5-7  x  3-4  cm)  y   frutos  con  una  coloraci6n  rojiza

clara   sobre   un  fondo  verdoso  amarillento,   piel   caracteristica   de   una   manzana   Fuji

madura.   Una   vez   recolectados,   se   congelaron   todos   los   tejidos   de   manzano   en

nitr6geno liquido y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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2.4. Partidores.

Para  las  distintas  amplificaciones  por  PCR  se  utilizaron  los  partidores  descrjtos

en  la Tabla  Ill.

Tabla 111.  Partidores utilizados en este seminario.

Nombre                           Secuencia                         (Tg)     tpmb7                           Funci6n

oiigo  Ap      CGCCACGCGTCGATcf#GTTACTTTTTTTTTTTT    61,5          .          sRj:?ecscjis°|eDSNdc:  RT-PCR  para  'a

Actin  F               TGAccGAATGAGCAAGGAAATTACTGc           59,3

Actin  R                TACTCAGCTTTGGCAATccACATCTG            59,1          .-'        Verificarla  calidad  del  ADNc.
156       Gen..     Control.       Utilizado      para

L CYB 1 F 1                ACCCAGATTGTATTTTCAGGAACTTG             5 5 , 7

LCYB 1 R                 GTTGGTTGACAACTATTAGCAACAG               55 ,0

Amplificaci6n   de   marco   abierto
1674     de  lectura  de  MdLCY87  a  partir

cle A\DNc de M. domestica.

L CY82 F                  ACCTTCATTCCTCGCTCTAATGGC               58 , 9

L CY 8 2 R               TGTGTCCGAGCAGATCATTTGACAAG             59 , 6

Amplifi.caci6n   de   marco   abierto
1643     de  lectura  de  MdLcy82  a  partir

cle A.DNc de M.  domestica.

M 13F                                   GTAAAACGACGGCCAG                           50,7

M13R-
u c                                  CAGGAAACAGCTATGACC                         5o , 1

Secuenciaci6n             de             las
construcciones  PCR8-MdLCYB.

T7
Promoter

PCR               direccionado              y
secuenciaci6n                                de

TAATACGACTCACTATAGGG                    47,5           -           construcciones                  pETBluel-

MdLcyB  junto   con   LCYBIR   o
LCY82R.

I c yb 1 -fwd              GTCATCTC GACTGTTTCT TCCCGATC             58 , 8

I cyb 1 -rev              TCTTTACCAAAGGAGGAGTCCCCTTG             59 , 9

Detecci6n      de      la      expresj6n
116       transcripcional     correspondiente

a gen de MdLcy87.

I cyb2 -fwd                  GGCTGAAGCCATTGCAGAGTGC                 6 1 ,4

I cyb2 -rev                  cccTCGTGCATCTccTCTCGATT                60 , 5

Detecci6n      de      la      expresi6n
110       transcripcional     correspondiente

a gen de MdLCY82.
Tin = Temperatura de fusi6n. Amp --Tamano de fragmento de amplificaci6n por PCR.
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2.5. Metodologias.

2.5.1. Analjsis  biojnformatjco.

2.5.1.1.   Obtenci6n   y   analisis   de   secuencias   nucleotidicas   de   genes   LcyB

posibles en M. c/omesf/.ca.

La  obtenci6n  y  el  analisis  de  secuencias  nucleotidicas  correspondientes  a  los

genes  icyB,  se  realizaron  mediante  la  Base  de  Datos  de  Genomas  de  Rosaceas

(Genome Database of Rosacea:  GDR) donde se encuentra el genoma secuenciado de

M.  c}omes{/.ca (Velasco y cols.,  2010).  Se realizaron alineamientos de  las secuencias de

genes   de   otras   especies   que   codifican   la   enzima   LCYB   con   el   genoma   de   M.

c/omesf/.ca  mediante  la  herramienta     BLAST.   La  predicci6n  de  los  transcritos  de  los

genes   posibles   encontrados   se   realiz6   mediante   las   bases   de   datos   de   EST

(Expressed   Sequence  Tag)   ESTIMA:Apple  y   KEGG.   EI   estudio   de   las   secuencias

nucleotidicas  individuales  y  analisis  posteriores  se  realjzaron  utilizando  la  herramienta

VectorNTl  (Invjtrogen).

2.5.1.2. Analisis de secuencia aminoacidica de LCYB posibles.

Se   analiz6    la    localizaci6n    subcelular   predicha    para    cada    proteina    posible

mediante    el    software    Targetp    1.1.    Se    realizaron    alineamientos    de    secuencias

aminoacidicas  y  se  construy6  un  arbol  filogen6.tico  por  Neighbor  Joining  utilizando  el

software  de   ljbre   disposici6n   MEGA  5.05   (Tamura  y  cols.,   2011)  y  editados  con   el

programa  JaMew  (Waterhouse  y  col.,  2009).  Los  c6digos  de  acceso  de  secuencias

aminoacidicas utilizadas se muestran en la Tabla lv.
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Tabla lv. C6digos de acceso de secuencias aminoacidicas utilizadas en este seminario.

Organismo Nombre C6digo

Arabidopsis thaliana

Brevundimonas vesicularis

Capsicum annuum

Carica papaya

Carica papaya

Citrus maxima

Citrus x paradisi

Citrus x  paradisi

Citrus sinensis

Citrus sinensis

Crocus sativus

Crocus sativus

Daucus carota

Daucus carota

Eriobotrya japonica

Ficus carica

Pantoea ananatis

Solanum  lycopersicum

Solanum lycopersicum

Vitis vinifera

Vitis  vinifera

Xanthophyllomyces dendrorhous

Zobellia galactanivorans

AtLCYB

BvCRTY

CaLCYBI

CpaLCYBI

CpaLCY82

CmLCYB

CpLCYBI

CpLCY82

CsLCYBI

CsLCY82

CsaLCYBI

CsaLCY82

DCLCYBI

DCLCY82

EjLCYB

FCLCYB

PacRTY

S'LCYB

SICYCB

VvLCYBI

VtLCY82

XdpBS

ZgcRTY

AEE74874.1

ABC50115.1

ADH04276.1

ACM24791.1

ACF{61334.1

MR89632.1

AAD38049.2

ACX37456.1

A8872443.1

AAF18389.1

ADA82242.1

ADA82241.1

A8852071.1

A8852072.1

AFP43698.1

ADX36406.1

BAA14126.1

CAA60170.1

NP001234445.1

AFP28799.1

AFP28803.1

AJ133646.1

CAI96005.1
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2.5.2.  Extracci6n del ARN.

2.5.2.1.  Extracci6n de ARN a partir de tejido de in. c/omest/.ca.

Para la extracci6n de ARN total de tejidos de manzana se utmz6 una modificaci6n

de  un  protocolo  prevjamente  descrito  (Meisel  y col.,  2005).  Se  pesaron  4  g  de  hipanto

de fruto  o  0,3  g  de  hoja  de  manzano.  Se  macer6  la  muestra  en  un  mortero  est6ril  en

presencia  de nitr6geno  liquido hasta obtener un  polvo fino.  Se calentaron  a 65°C  10 mL

de  buffer de  extracci6n:  CTAB  2%,  PVP40  (PM.  40.000) 2%,  EDTA 25  mM,  Nacl 2M,

TrisHcl  (pH  8)  100  mM,  trihidroclorato  de  espermidina  0.05  %  y  0-mercaptoetanol  2°/o

(adicionado  inmediatamente  antes  de  usar)  y se  agregaron  a  la  muestra.  Se  transfiri6

la  mezcla  a  un  tubo  de  50  mL,  mezclando  en  un  Vortex  durante  1   min.  Se  incub6  a

65°C,  agitando  ocasjonalmente,  durante  30  min.  Se  agreg6  1  volumen  equivalente  de

soluci6n fria de  cloroformo:alcohol  isoamilico  (24:1 ) y se agit6 vigorosamente la  mezcla

durante   2   min.    Se   centrifug6   a    12.000   g   a   4°C   por   20   min   y   se   transfiri6   el

sobrenadante acuoso a  un  tubo  nuevo.  Se agreg61  volumen  de  Licl  loM  y se dej6 a

4°C   durante   16   h.   Se   centrifug6   a   12.000  g   a  4°C   durante   30   min.   Se  elimin6  el

sobrenadante  y  el  precipitado  se  suspendi6  en  500  LIL  de  agua  nanopura  tratada  con

DEPC.   Se  transfiri6  la  mezcla  a  un  tubo  de  2  mL,  se  le  agreg6   1   volumen  frio  de

cloroformo:alcohol  isoamilico  (24:1)  y  se  agit6  durante  2  min,  para  luego  centrifugar a

14.000  g  a  4°C  durante  10  min.    Se  recuper6  la  fase  acuosa  y  se  agreg61   mL  de

etanol  75%  frio.   Se  incub6  a  -20°C  durante   1   h  y  se  centrifug6  a   14.000  g  a  4°C

durante  20  min.    Se  elimjn6  el  sobrenadante  y  el  precipitado  se  sec6  a  temperatura

ambiente.  Se  suspendi6  en  20  uL  de  agua  nanopura  tratada  con  DEPC  (pH  5).  Se

almacen6 a -80°C hasta su uso.
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2.5.2.2. Extracci6n de ARN a partir de bacterias.

Para  la  extracci6n  de ARN  total a  partir de bacterjas se prepar6  un  cultivo de  las

cepas a  estudiar de  5  mL de  medio  LB  liquido con ampicilina  100  ug/mL y cloranfenicol

34  ug/mL  crecido  durante  16  h.  Este  cultivo  fue  usado  para  inocular  50  mL  de  medio

LB  Iiquido  con  los  mismos  antibi6ticos.  Se  incub6 a  37°C  con  agjtaci6n  hasta  alcanzar

D06oo  =  0,5`0,8.  Se  dividi6  en  2  tubos  y  uno  se  indujo  con  lpTG  1  mM.  Se  incub6  con

agitacj6n   a   37°C   durante   4h.   Para   los   pasos   de   extracci6n   de   ARN   se   utiliz6   el

protocolo   del   reactivo   de   TRlzol®   (Life   Technologies)   siguiendo   las   indicaciones

entregadas por el fabricante.

2,5.3. Cuantifjcacj6n de acidos nucleicos.

Para  evaluar la  calidad  y  cantidad  de ARN  o ADN  se  utiliz6  el  espectrofot6metro

NanoDrop®  ND`1000  UV-Vis  (Thermo).  Ademas  de  determinar  la  concentraci6n  de  la

muestra,   se   evalu6   la   presencia   de   contaminantes   en   la   mezcla.   Para   esto   se

analizaron    las    razones    de    absorci6n   A26o/A28o   (evaluacj6n    de    contaminaci6n    por

Proteinas) y A26o/A23o (evaluaci6n de contaminaci6n  por polisacaridos y polifenoles).

2.5.4. Sintesis de ADNc de M.  cfomesf/.ca.

2.5.4.1. Tratamiento del ARN con DNAsa I.

Para  eliminar  contaminaci6n  con  ADN  gen6mico  se  trataron  7  Lig  de  ARN  con

50U  de  DNAsa  I  (Fermentas),  1  lil de inhibidor de  RNAsa  (Fermentas) y 2  uL de bdffer

de   DNAsa/Mgc1210X   (Fermentas).   Se  complet6  con  agua   DEPC   hasta   20   LIL.   Se

incub6  a  37°C  durante  35  min.  Se  transfiri6  rapidamente  a  hjelo  y  se  agregaron  2  uL

EDTA (25  mM).  Se  incub6 en  hielo durante  10  min.
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2.5.4.2. Transcripci6n reversa (RT-PCR).

Para   generar  el  ADNc  a   partir  del  ARN   se   realiz6   una   transcripci6n   reversa

utilizando  el  sistema  lmprom-lI  Reverse Transcription  (Promega).  Se  mezclaron  9,5  uL

de ARN  total  tratado con  DNAsa  con  3  uL del  partidor Oligo-AP  (Tabla  Ill)  para el caso

de  ARN  extraido  de  tejjdo  de  manzana;  y  utilizando  los  partidores  LCYBI R y  LCY82R

(Tabla  Ill)  para  la  extracci6n  de  ARN  a  partir de  bacterjas.  Se  incub6  a  70°C  durante  5

min.  (Tabla V).  Se detuvo el  programa y,  manteniendo los tubos en  hielo,  se agreg6 la

mezcla  para  la  transcripci6n  reversa  compuesta  por:  10  uL  de  btlffer  lmprom-ll  5X,1

uL  de  inhibidor de  RNAsa  (Fermentas),  5  ul  de  Mgc12 50  mM,  2,5  LiL  de  dNTP  10  uM,

16      LIL   de   agua   DEPC,   3   LIL   de   transcriptasa   reversa    lmprom-ll.   Se   colocaron

nuevamente   los  tubos  en  el  termociclador  y  se  continu6  el   programa.   Se  utiliz6  el

termociclador MycyclerTM  (BioRad).

Tabla V.  Programa de transcri ci6n reversa.
Transcripci6n Reversa (RT-PCR)

Segmento                    Temperatura                                Tiempo                              N° de ciclos

1*                                            70°C                                                     5  min                                                    1

250C

42OC

70OC

10OC

5min

60 min

15  min

*  Luego de este paso se detuvo
momentaneamente el programa para agregar el resto de los reactivos.

2.5.5. Amplificaci6n de ADN mediante PCR.

Se  realizaron   las  reacciones  de  amplificaci6n  de  ADN   utilizando  dos  tipos  de

polimerasas:  raq ADN  polimerasa  (Sigma-Aldrich) y Pru ADN polimerasa  (Fermentas);

para  identificar  o  purificar  las  secuencias  amplmcadas.  respectivamente.  Se  sigui6  Ias

indicaciones  entregadas  por  el  fabricante  para  preparar  las  mezclas  de  reacci6n.  Se
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utiliz6  el  termociclador  MycyclerTM  (BioRad).  Los  distintos  programas  de  PCR  para  las

diferentes reacciones se indican en la Tabla Vl.

Tab[a Vl.  Programas de PCR utilizados en este semlnario.

1. Amplificaci6n de fragmentos de actina y MdLCYB desde ADNc de M. c/omes!/.ca.

Segmento               Temperatura                            Tiempo                                  N° de ciclos

1                                       94°C                                             5  min                                                        1

28

72°C                                             10  min
31

10OC

2. Amplificaci6n de la secuencia codificante de genes MdLcyB.

mento               Tern eratura                           Tiem o                                    N° de ciclos

1                                        94°C                                              5  min                                                         1

33

3                                    72°C                                         |o min                                                  t
10OC

3. Amplificaci6n con Pfu ADN pol. de la secuencia codificante de genes MdLCYB.

Segmento               Tern eratura                            Tiem o                                     N° de ciclos

1                                        94°C                                               5  min                                                          1

33

3                                     72°C                                           10  min                                                     t
10OC

4.  PCR direccionado para la identificaci6n de las construcciones pETBluel-MdLcyB.

Segmento               Temperatura                            Tiempo                                   N° de ciclos
1                                        94°C                                              5  min                                                         1

30s

1min

2  min 30 s

33

72°C                                            10  min
31

10OC
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2.5.6. Extracci6n del ADN  plasmidial.

La  extracci6n   del  ADN   plasmidial  desde   las  cepas   bacterianas   para  ensayos

moleculares  y  transformaciones  se  realiz6  siguiendo  el   protocolo  del  kit  Axyprep"

(Axygen).

2.5.7. Digestiones enzimaticas.

Se   realizaron   ensayos   de  digesti6n   enzimatica   para   detectar  la   inserci6n   del

fragmento  de  inter6s  y  el  sentido  de  los  fragmentos  clonados.  Las  enzimas  utilizadas

fueron:  Aval,  EcoRl,  EcoRV,  IVcol,  Xbal  y Xhol  (Fermentas).  Se  prepar6  la  mezcla  de

reacci6n  con  el  ADN  de  interes,  la  enzima  de  restricci6n,  btlffer respectivo  y agua  libre

de  nucleasas  en  los  voldmenes  indicados  por el  fabricante.  Se  jncub6  por un  tiempo  y

una  temperatura  determjnados  por el fabricante dependiendo de  la  enzima  con  la  que

se estuviera digiriendo.

2.5.8. Electroforesis en geles de agarosa.

Para  la  visualizaci6n  de  acidos  nucleicos  obtenidos  de  la  extracci6n  de  tejido

vegetal  o  cultivo  bacteriano  y  de  la  amplificaci6n  o  digesti6n,  se  realiz6  electroforesis

en  geles  de  agarosa  de  1-1,5°/o  en  bdffer  TAE  IX  compuesto  de:  Tris  40mM,  acido

ac6tico  20mM,  EDTA  lmM;  pH  8.  Previo  a  ser  cargadas  en  el  gel,  se  adicion6  a  las

muestras,  a  raz6n  de  5:1,  bdffer de  carga,  compuesto  de:  azul  de  bromofenol  0,25%,

xilencianol   0,250/o,   glicerol   80%.   Como  estandar  de   peso   molecular  se   utiliz6   Gene

Ruler (Fermentas).  Se corri6 en btlffer TAE  IX y posteriormente se tifieron los geles en

soluci6n  de  bromuro  de  etidio  1   LIg/mL  durante  15  min.  La  visualizaci6n  de  los  acidos

nucleicos se realiz6 con  el transiluminador UV GeneGenius  Classic  (SynGene) y fueron

fotografiados utilizando el software asociado al equipo (Genesnap).
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2.5.9.  Purificaci6n del ADN desde geles o productos de PCR.

La    purificaci6n    de    las    bandas   del   ADN    desde    los    geles    de    agarosa    o

directamente  del  producto  de  amplificaci6n  por  PCR  se  realiz6  siguiendo  el  protocolo

del  kit de purificaci6n de ADN Wizard® (Promega).

2.5.10. Generaci6n de construcciones pETBluel-MdLcyB.

2.5.10.1.   Clonaci6n   de   las   secuencias   codificantes   de   genes   MdLcy87   y

Mdlcy82 en el vector de entrada pCR8.

Los fragmentos de amplificaci6n con Pfu ADN  polimerasa (Secci6n 2.5.5.) de las

secuencias LCYB obtenidos a partir de ADNc de manzana fueron modifjcados despues

de  purificarlos,  agregandoles  una  adenina  terminal  en  los  extremos  3'  con  el  fin  de

generar  extremos  cohesivos  compatibles  con  el  vector  de  entrada  pCR8  (lnvitrogen).

Para  ello,  se  realiz6  una  mezcla  de  reacci6n  con  la  siguiente  composici6n:  1X  btlffer

Taq,  0,5U  de  Taq  ADN  polimerasa  (Sigma-Aldrich),1,5mM  Mgc12,  0,2mM dATP,  250

ng  de  producto  PCR  purificado.  Se  incub6  a 72°C durante  30  min.  Posteriormente,  se

realiz6  la  ligaci6n  de  los  fragmentos  obtenidos  con  el  vector  de  entrada  siguiendo  las

indicaciones  del  protocolo de  pCRTM8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (lnvitrogen).

2.5.10.2. Clonaci6n de los genes MdLcyB en el vector de expresi6n  pETBluel.

Se  amplificaron  las  secuencias  de  MdLcyB  con  Pfu  DNA  Polimerasa  usando

como  molde  las  construcciones  pCR8-MdLcyB  con  los  partidores  correspondientes

(Tabla  Ill)  y  el  programa  usado  anteriormente  (Tabla  Vl)  y  se  purific6  el  fragmento

desde geles de agarosa luego de la electroforesis del producto de PCR.  En paralelo, se

realiz6  una  extracci6n  del  ADN  plasmidial  del  vector pETBluel  y se  linealiz6  utilizando
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la    enzima    de    restricci6n    EcoRV   (Fermentas)   con    las    condiciones   de    reacci6n

pertinentes  y se  purific6  desde geles  de  agarosa  luego  de  la  corrida  de  electroforesis.

La  ligaci6n  de  los  extremos  de  los  fragmentos  se  realiz6  utilizando  la  enzima  T4  ADN

ligasa  (New  England  Biolabs)  tomando  como  sustrato  los  fragmentos  de  ADN  de  la

amplificaci6n de  los genes  MdLcyB y el vector linealizado,  siguiendo las  indicaciones y

condiciones entregadas  por el fabricante.

2.5.11. Secuenciaci6n.

Las   construcciones   pCR8-MdLcyB   y   pETBluel-MdicyB   identificadas   como

positivas   mediante   los   analisis   de   djgesti6n   enzimatica   fueron   secuenciadas   por

Macrogen  Co.  (USA),  utilizando  los  partidores  pertinentes  indicados  prevjamente  en  la

Tabla  111.

2.5.12. Transformaci6n de c6lulas de E.  co//..

2.5.12.1.  Preparacj6n de c6Iulas quimio-competentes.

Se  inocul61  mL  de  cultivo  de  16  h  en  100  mL  de  medio  LB.  Se  dej6  creciendo

con  agitaci6n  moderada  hasta  una  D06oo  =  0,3.  Se  distrjbuy6  en  dos  tubos  Falcon  de

50  mL  y  se  centrifug6  a  3000  g  a  4°C  durante  10  min.  Se  descart6  el  sobrenadante

cuidadosamente   y  se   agregaron   a   cada   tubo,   en   frio,   5   mL   de   btlffer   CCMB80

compuesto de:  KOAc pH  710  mM,  Cac12 x 2H20  80  mM,  Mnc12  x 4H20  20  mM,  Mgc12

x  6H2010  mM,  glicerol  10%;  pH  6,4.  Se  suspendi6  delicadamente  el  precipitado  para

luego completar con buffer CCMB80 hasta 20 mL en  cada tubo y transferir el contenido

de ambos  tubos  a  un  dnjco  tubo  Falcon  de  50  mL.  Se  incub6 en  hielo  por 20  min.  Se

centrifug6  a  2000  g  a  4°C  por  8  min.  Se  descart6  el  sobrenadante  y  se  suspendi6

suavemente  el  precipitado  en  10  mL  de  buffer CCMB80  frio.  Se  midi6  la  D06oo de  una
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mezcla  de  200  LiL  de  c6lulas  suspendidas  y  800  uL  de  medio  LB.  Se  agreg6  btlffer

CCMB80  hasta  alcanzar una  D06oo  =  1-1,5.  Se  lncub6  en  hielo  20  min.  Se  prepararon

alicuotas  de   100  LiL  en  tubos  Eppendorf  de  1,5  mL  esteriles  y  frios,  las  que  fueron

almacenadas a -8o°C.

2,5.12.2. Transformaci6n de c6lulas quimio-competentes.

Se  agregaron  5  LIL  de  ADN  plasmidial  (de  10  pg  a  100  ng)  a  un  vial  de  E.  co//.

quimio-competentes y se mezcl6 suavemente. Se incub6 en hielo por 30 min.  Se dio un

golpe  de  calor  a  42°C  sin  agitaci6n  por  30  s  para  luego  incubar  inmediatamente  en

hielo  por  2  min.   Se  agreg6  1   mL  de  medio  LB  a  temperatura  ambiente  al  tubo.  Se

incub6 a 37°C con agitaci6n durante  1  h. Se tomaron  100 HL y se sembraron en placas

de  LB  s6lido  con  el antibi6tico  respectivo.  Se incubaron  a  37°C durante  16  h.

2.5.13.  Extracci6n y cuantificaci6n de carotenoides a partir de E.  co//..

2.5.13.1.  Preparaci6n  del  cultivo.

Se  creci6  un  in6culo de  las  c6lulas  a estudiar,  con  agitaci6n  a  37°C  durante  16  h

en  medio  LB  con  los  antibi6ticos  ampicilina   100  Hg/mL  y  cloranfenicol  34  Lig/mL  Se

tomaron  2  mL del  in6culo y se agregaron  a  200  mL de  medio  LB  liquido  con  ampicilina

100  Lig/mL  y  cloranfenicol  34  Hg/mL.  Se  incub6  a  37°C  con  agitacj6n  hasta  alcanzar

D06oo  =  0,5-0,8.  Se  djvidi6  el  volumen  total  del  cultivo  en  dos  matraces  y  a  uno  de

estos se le agreg6 lpTG  1  mM.   Se incub6 en condiciones de oscuridad con agitaci6n a

30°C por 48  h.,  favoreciendo la acumulaci6n de carotenoides.
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2.5.13.2. Determinaci6n de peso seco.

Se   recolectaron   15   mL  de   los   cultivos  origjnales   en   tubos   Falcon  de   15   mL

previamente pesados.  Se centrifug6 a 3000 g por 5 min.  Se descart6 el sobrenadante y

el  precipitado obtenido se sec6 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. Extracci6n de pigmentos carotenoides.

Se  centrifugaron  los  85  mL  en  dos  tubos  Falcon  de  50  mL  a  5000  g  por  15  min.

Se  descart6  el  sobrenadante  y se  suspendi6  cada  tubo  en  10  mL  de  agua  est6ril.  Se

traspas6  a  tubos  Falcon  de  15  mL  y  se  centrifug6  a  4000  g  por  10  min.  Se  elimin6  el

sobrenadante y se agregaron  500 uL de perlas de vidrio de 0,1  urn.  Se agit6 en Vortex

a  maxima velocidad  por 5  min.  Se  agreg6  1  mL de acetona  y se agit6  nuevamente  en

Vortex   por   5   min.   Se   centrifug6   a   4000   g   a   4°C   durante   5   min.   Se   recolect6   el

sobrenadante   y  se   sec6   mediante   Speedvac   (Savant).   Se   almacen6   a   -80°C   en

oscuridad hasta su uso.

2.5.13.4. Determinaci6n de la composici6n de carotenoides mediante RP-HPLC.

Se  utilizaron  20  uL  de  la  extracci6n  de  pigmentos  para  el  analisis  mediante  RP-

HPLC.  Este  analisis  se  realiz6 en  una  columna  cromatogfafica  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  utiliz6  una  fase  m6vil  compuesta  en

base  a  Acetonitrilo:Metanol:lsopropanol  a  raz6n  17:2;1.  Se  realiz6  la  cromatografia  a

un flujo de 2  mL/min  durante 50  mjn.  Se realiz6 Ia  cuantificacj6n a  una  longjtud de onda
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de  474  nm.  El  analisis  de  los  datos  se  realiz6  mediante  el  software  Labsolutions  5.42

SP3  (Shjmadzu).

2.5.14. Analisis estadisticos.

Los  analisjs  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. Identificaci6n /.n s/.//.co de genes LcyB posibles en M. c/omesf/.ca.

Utilizando  las  herramientas  disponibles  en  la  base  de  datos  GDR  fue  posible

identificar  distintos  genes  posibles  dentro  del  borrador  del  genoma  de  M.  domesf/.ca.

Esta  actividad  pudo ser realizada  debido  a  que en  GDR  se  encuentra  una  lista  donde

se  indican  los  genes  posibles  con  la  posible  funci6n  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  VIl.   En  ella  se

muestra  el  c6digo  de  acceso  dentro  de  GDR,  en  que  lugar fue  encontrado  dentro  del

genoma   de   M.   c/omesf/.ca,   la   longitud   predicha   del   transcrjto   y   la   mayor  identidad

aminoacidica   de   la   posible   proteina   con   otra   enzima   LCYB   previamente   descrjta,

ademas de la identidad aminoacidica que presenta con la enzima LCYB de A.  tha//.ana.

Tabla Vll. Genes [CyB osibles de M. domesf/.ca entregados or GDR.

Nombre           C6digo          Crom    Ex ORF      Proteina          ldentidad             Max.  identidad
(pb)            (aa)             AtLCYB  (%)                        (%)

lcy87       MDP0000194622         14          5       3255            680

LCY82        MDPO000145663           3             1         1491              496

Lcy83       MDP0000258205         15           1         720             239

58,4                        98  (EjLCYB)

52,4                        79  (ACLCYB)

19,1                          72  (ACLCYB)
Crom:  Cromosoma.  Ex:  Nilmero  de  exones.  ORF:
Eriobotrya japonica  (nispero). Ac: Actinidia chinensis (kiwi).

Marco  abierio  de  lectura.  At:  Arabidc]psis  thaliana. E/'..

La   base   de   datos   GDR   arroj6   tres   genes   posibles   dentro   del   genoma   de

manzana,  sin embargo, se presentaron situaciones an6malas en  la estructura de estos

genes,   como  el  gen   Lcy87  en  el  cromosoma   14,   el  cual  presenta  5  exones  que

codifican  una  region  N-terminal  mayor  que  en  cualquier  otro  gen  LcyB  descrito.  Por
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otro  lado,  el  gen  LCY83  ubicado  en  el  cromosoma  15,  codificaria  una  proteina  mas

pequeF`a  o trunca.

Con  el fin  de  esclarecer cuales son  los genes  LcyB en  manzana,  se  procedi6  a

analizar si existia evidencia de expresi6n de estos genes,  y para esto se recurri6 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 analisis y ensamblaje de EST se muestran

en  la Tabla Vlll.

El  ensamblaje  de  los  EST  permiti6  determinar  que  el  transcrito  del  gen  posible

LCY87   (de  ahora  en  adelante  denominado  Md[Cy87  por  LCY87   proveniente  del

organismo  M,  c/omesf/.ca)  presenta  una  longitud  menor,  que  no  comprende  los exones

adicionales   predichos   por  GDR  (Tabla  VIl)  generando   una   proteina  de  un  tamafio

similar  a  las  descrjtas  previamente  en  otros  modelos  vegetales.  El  transcrito  del  gen

posible   LCY82  (de   ahora   en   adelante  MdLcy82)   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   Lcy83  no  se   encontr6  expresj6n   por  lo  tanto  fue

descartado.  Ambos genes seleccionados presentan proteinas codificadas en un ARNm

que  posee  un  solo  ex6n,  caracteristica  compartida  por  el  resto  de  los  genes  LcyB

descritos.

Tabla VllI.  Genes £CYB osibles de M. cfomes{/.ca identificados or ensamblaje de EST.

Gen           Exones   Trap:€rito      ORE      Proteina            ldentidad               Max. identidad
(pb)              (pb)            (Aa)              AtLCYB (%)                          (%)

MdLCY87              1                   2016              1515             504                          78,7                            98  (EjLCYB)

MdLcy82            1                  1713 1491             496                          52,4                           79  (ACLCYB)
ORF:  Marco  abierto  de  lectura.  At:  Arabidopsis  thaliana.
chinensis  (kiwi)`
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Al  analizar  la  secuencia  amjnoacidica  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   peptido   que   confiera

destinaci6n  a  algdn  compartimiento subcelular.  Luego  del  analisis  de  estas  secuencias

(Secci6n   2.5.1.2.)   se   pudo   determinar  que   las   proteinas   MdLCYBl   y   MdLCY82

presentan  peptidos  de  tfansito  de  55  y  46  aminoacidos,  respectivamente.  El  analisis

indjca  que  este  peptido  corresponde  a  una  sefial  de  destinaci6n  cloroplastica  y,  por

ende,  lo  mss  probable  es  que estas  proteinas  se  destinen  a  plastjdios.  Este  resultado

se     condice     con     el     compartimento     subcelular     donde     actdan     las     enzimas

carotenog6nicas.

Como  una  primera  aproximaci6n  para  determinar  la  potencial  funcionalidad  de  la

enzimas  LCYB  identificadas  en  manzana,  se  realiz6  un  alineamiento  de  secuencias

aminoacidicas    con   enzimas   ya   identificadas,    ya   que    las   licopeno   P-ciclasas   se

caracterizan  por poseer dominios conservados que permjten su funci6n (Cunningham y

col.,1996).   Los  resultados  de  este  alineamiento  se  muestran  en  la  Figura  3.   En  el

alineamiento   se   puede   observar  que  tanto   MdLCYBl   como   MdLCY82   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  cambio  en  la  eficiencja  de  la  enzima  en  su  proceso  catalitico  /.n

v/.vo.  Se  puede observar que  MdLCYBl  presenta  una  mayor identidad  aminoacidica  al

ser comparada  con  el  resto  de  las  LCYB,  mientras  que  para  el  caso  de  MdLCY82  se

puede  apreciar que  posee  una  mayor cantidad  de diferencias,  que  la  diferencjan tanto

de   las    LCYB    previamente   identificadas   como   de   su   supuesto   pafalogo   en   M.

domestica.
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Figura 3. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de enzimas codificadas par genes
LCYB.   Se  muestra  el   alineamiento  entre  enzimas   MdLCYB  y  a[gunos   representantes  de
enzimas  LCYB  que  nan  sido  previamente  identificadas  y  caracterizadas  funcionalmente.  Los
amjnoacidos   dentro   del   alineamiento   presentan   coloraci6n   dependiendo   de   su   grado   de
conservaci6n`  Los  motivos funcionales que  caracterizan  a  una  enzima  LCYB se  indican  como
cajas  (gris:  motivo  LCYB  conservado  en  plantas,  rojo:  dominio  de  union  a  nucle6tido,  azul:
region  conservada de ciclasas,  verde:  motivos y dominios ciclasa,  negro:  region  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 construy6 un arbol filogenetico con el fin de aclarar el origen

evolutivo de las enzimas posibles de M. do/nest/.ca. Estos resultados se muestran en la

Figura  4.  Den fro  del  arbol  se  puede  ver  la  enzima  XdpBS,  correspondiente  a  una

LCYB  bifunctonal  de  la   levadura  X.   dent/rowhozts  como  grupo  extemo   (color  azul),

Luego de esto se agrupan las enzimas CRIY bacterianas, es decir,  los hom6logos de

LCYB  (color amarillo).  Finalmente se enouentra  la ramificacj6n  donde  se  puede ver la

familia de  las  LCYB vegetales.  El arbol filogenetico  muestra  una  clara  segregaci6n  de

LCYB vegetales en dos subfamilias,  una especifica de cloropfastos (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  distinfas  del  arbol  filogen6tico.  La

enzima    MdLCYBl    se   enouentra   agrupada   dentro   de    la    subfamilia   de    LCYB

cloroplasticas y, por su parte, la enzima MdLCY82 se agrupa dentro de la subfamilia de

LCYB cromoplasticas.

LcvB  vegetal   5ubfanilia  1

VvlcYBZ
MdlcYB

s] cveB ;,
csLevBi`
CpLCV82 LcyB  vegctal   Subfamilia  2

:=:;;:#::
BvCRTY

PacRrv
7+fJP(IN

cRTy  Bacteri al

J{dpBS        \|  LcyB  Bifuncional   Ftingica1___=___-.=.,     `,  I   --` --..-,.-.-,.-,, VI,9.`-

Figura 4. Andlisis filogenetico de las enzimas LCYB posibles de Al. domeso.ca. Se muestlt)
el arbol filogen6tico construido a partir del alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los
genes MdLCY87 y MdLCY82 con enzimas previamente descritas,  Las ramificaciones de origen
similar dentro  del  6rbol  se  encuentran  coloreadas.  Las  proteinas de  M.  domesf7.ca  propias de
este estudio se enouentran destacadas con un rectangulo rojo. Pare la construoci6n del arbol se
utiliz6 el m6todo de Neighbor Joining @ootstrap = 1000).
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3.2. Expresi6n de genes LcyB en fejidos de A4. domesl7.c®.

La expresidn de los genes MdLCY87 y MdLCY82 se analiz6 con ADNc obtenido

de tejido de hojas maduras e hipanto de frutos de M.  dornesfi.ca. Como primer paso se

amplific6,  mediante  RT-PCR.  un  fragmento  del  gen  de  actina  de  M.  do;7resf/.ca,  para

verificar  la  calidad  y  homogeneidad  del  ADNc  (Secci6n  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 exists contaminaci6n por ADN gen6mico, Io 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 6xito en  la amplificaci6n del ADNc de los genes

MdLCY87  y  MdLCY82  y  la  comparaci6n  entre  la  expresi6n  en  hojas  y  frutos.  Se

pueden   observar   bandas   similares   al   tamafio   esperado   de   los   fragmentos   de

amplificaci6n para MdLCY87 y MdLcy82, de 1674 y 1643 pb, respectivamente.

Hoja Fndo

2000bp

1500bp

20cOI)I)

15cobp

1kb         a           b           c          a           b           c

ap9S`prrj..'tse       tea;ffiee9*      tl9apSima                                    '\eevik*jpA.un

Hifeffes

loubp(+)     I-)    (+)     I-)    I+)    '-)    I+)     (-'    (+)     (-)    I+)    (-)

200bl)
108bp

MdLCY87

MdLCY82

actina

Figure 5. Expresi6n de transcritos de los genes LcyB en riojas y frutos de «. dbmes*-ca.
Amplificaci6n de un fragmento de ADNc del transcrito de los genes carotenog6nicos MdlcY87
y  MdLCY82    en  frutos  y  hojas.  Se  analizaron  tres  muestras  pare  hoja  y  tres  para  fruto  de
manzana.  (-):  Muestra  de  ARN  tratada  con  DNAsa.  Se  muestran  bandas  correspondientes  a
1674 pb para MdLCYB/,1643 pb pare MdLcy82 y 156 pb pare actina.1 kb:  Marcador de peso
molecular.100bp: Marcador de peso molecular.
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Mediante PCR en tiempo real se pudo identificar que existe expresi6n diferencial

para  ambos  genes  en  tejidos  de fruto  y  hoja  (Cerda  A.,  trabajo  en  curso).  Se  logr6

concluir  que  el  gen  MdLCY87  se  expresa  preferentemente  en  hojas  de  manzano,

mientras  que   MdLCY82,   preferentemente  en  frutos   (Figura   6),   resultado   que   se

condice con el arbol filogen6tico.

Md[CYBI                    Md[CY82
Figura 6. Expresi6n  re[ativa de genes LcyB en tejidos de Af.  domestl.ca. Se muestran  los
niveles de expresi6n relativa de los mensajeros de los genes LCYIB identificados, en hipanto de
frutos y hojas maduras  (Modificado de Cerda A., trabajo en curso).  Como gen  nomalizador se
utiliz6 actina y la expresi6n fue calibrada respecto a MdLCY82 en hoja, ajustando el valor a 1.

3.3. Clonaci6n de genes LCIC en el vector de entrada pCR8.

EI   ADNc   obtenido   del   tejido   de   fruto   de   manzana   fue   utilizado   para   la

amplificaci6n de las seouencias codificantes de los genes LcyB con el fin de clonarios

en  el  vector  de  entrada  pCR8.  Para  ello,  se  amplificaron  estos  fragmentos  con  la

enzima  flat ADN  polimerasa y se  sigui6 el  protocolo descrito anteriormente (Secci6n

2.5.10.1.).
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Las  celulas  quimio-competentes  de  E,   co//.  DH5a  fueron  transformadas  con  el

producto  de  ligaci6n  en  el  vector  pCR8.  Se  realiz6  un  PCR  a  partir  de  las  colonias

crecidas  en  las  placas  con  selecci6n  al  antibi6tico  espectinomicina  para  comprobar  la

ligaci6n  de  los  fragmentos  de  ambos  genes  carotenog6nicos.  Los  resultados  de  este

procedimiento se muestran en la Figura 7.

MdLCY87

A     a     C     a     E       F     G    H      I      J      K     I     M   N    a      P     Q     R     S     T   (~}1kb

MdLCY82

1     2     3    4      5     6    7     8     910111213141516171819   20   (-)1kb

1500bp

1500bp

Figura  7.  PCR  de  colonias  de  E.  co//.  transformadas  con  productos  de  ligaci6n  pCR8-
MdLcy87 y pCR8-Md[CY82. A partir de veinte colonias  bacterianas  para cada gen  LcyB, se
amplific6  la  secuencia  codificante  completa  de  MdLCY87  y  MdLCY82.  (-):  Control  negativo  sin
molde.   Se   muestran   bandas   correspondientes   a   1674   pb   para   MdLCY87   y   1643   pb   para
MdLcy82.1kb:  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   realiz6   extracci6n   de  ADN   plasmidial.   Los

vectores  extraidos fueron  nuevamente comprobados  mediante  PCR de  los fragmentos

de inter6s con  el fin de descartar falsos positivos de la reacci6n  anterior (Figura  8).

MdLcy87

2000bp

1500l}p

MdLcy82

1kb       E           F           I           I        R        (-)                    1kb      1          3          5          6         7        (-)

Figura   8.   PCR   a   partir   de   clones   positivos   para   ligaci6n   pCR8-MdLcy87   y   pCR8-
MdLCY82.  Amplificaci6n  a  partir de  DNAp  de  clones  positivos  para  ligaci6n  de  las  secuencias
codificantes de MdLcy87  y MdicY82 en el vector de entrada  pCR8 que fueron seleccionados
y     purificados     por     Miniprep.     (-):     Control     negativo     sin     molde.    'Se     miiestran     bandas
correspondientes  a  1674  pb  para  MdLcy87  y  de  1643  pb  para  MdLcy82.1kb:  Marcador  de
peso molecular.
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Posteriormente, se realiz6 una digesti6n enzimatica para comprobar la presencia

del  fragmento  de  inteies.  EI  vector pCR8  posee  un  sitio  de  corte  para  la  enzima  de

restricci6n  Xt}ol   y  dos   para   la  enzima   EcoRl,   sitios  que,   segtln   la   predjcci6n  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  tamafio  de  los vectores

linealizados (4491  y 4460 pb para MdLcy87 y MdLCY182, (Figura 98). Al digerirse con

EcoRl 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  MdLcy87  y  MdLCY82,  respectivamente

(Figura   98).    Los   vectores   positivos   fueron   seleccionados   para   seouenciaci6n,

obteni6ndose la seouencia predicha por EST y GDR  (Datos No Mostrados).

a. MdLCY87            MdLCY82

Ike    Xhol      EcoF{l     Xhol       EcoFtl

Figure 9. Djgesti6n enzimatica de las construcciones pCR8-MdLCYB. (A) Diagrama de los
vectores   pCR8-Md[CYB,  donde  se  indica  el  Oric,  el gen  de  interes,  el  gen  de   resistencia  a
espectinomicina y los sitios de corte para Xhol  y para EcoRl; todas en  segmentos fuera de los
fragmentos clonados.  (a)  Digestion de construcciones pCR8-MdlcY87  y  pCR8-MdLCY82 con
Xt)ol  y EcoRl.  Para Xhol  se muestran  bandas de 4491  o 4460 pb para  MdLCY87  o MdLCY82.
Para EcoRl se muestran dos bandas, una de 2799 pb y otra de 1692 o 1661  pb para Md[CY87
o MdLCY82.1kb: Marcador de peso moleoular.

37



3.4. Clonaci6n de genes LcyB en el vector de expresi6n pETBIuel.

Una  vez  verificadas   por  secuenciaci6n,   las  construcciones  pCR8-MdLcy87  y

pCR8-MdLcy82  obtenidas  fueron  utilizadas  como  molde  para  la  amplificaci6n  de  las

secuencias  de  inter6s  por  PCR  con  la  enzima  Pfu  ADN  polimerasa  para  luego  ser

purificados y clonados en  el vector de expresi6n  pETBluel  (Secci6n 2.5.10.2.).

Los productos de la ligaci6n fueron transformados en celulas quimio-competentes

E.  co//. DH5a,  las  cuales  fueron  sembradas  en  medio  LB  s6lido  suplementado  con  el

antibj6tico ampicilina  (Secci6n 2.5.12.2.).  Ya que el vector pETBluel  posee el gen /acz

que  se  ve  interrumpido  al  momento  de  jntegrar  una  secuencia,  se  seleccionaron  las

colonias  blancas  resultantes,  al  adicionar  el  compuesto  X-Gal  al  medio  de  cultivo.  A

continuaci6n  se  realiz6  un  PCF`  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.

MdLcy87

2000bp

1500bp

2000bp

1500bp

Figura  10. PCR de colonias de E. co//. transformadas con  productos de ligaci6n pETBluel-
Md£Cy87 y pETBluel-Md[Cy82. Amplificaci6n de las secuencias codificantes de MdLcy87  y
MdLcy82  en  el  vector  de  expresi6n  pETBluel.  Analisis  de  trece  colonias  bacterianas  blancas
para cada gen  icyB.  (+):  Control positivo con pCR8-MdlcyB como molde.  (I):  Control negativo
sin  molde.  Se  muestran  bandas  correspondientes  a  1674  pb  para  Mdlcy87  y  1643  pb  para
MdLcy82.  1 kb:  Marcador de peso molecular.
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Para comprobar la orientaci6n de los fragmentos clonados en  los vectores de los

clones   positivos,   respecto   al   promotor  T7,   se   realiz6   un   PCR   direccionado.   Como

partidor directo  se  utiliz6  el  oligo T7  promoter  (Secci6n  2.4.)  que  se  une  al  promotor

T7  y  como  partidor  reverso  se  utiliz6  el  partidor que  hibrida  en  la  regi6n  3'  del  inserto

(partidor  inverso)  o el  partidor que  hibrida en  la  regi6n  5'  (partidor directo)  en  cada  uno

de  los  fragmentos  clonados.  Si  los  fragmentos  MdLcy87  o  MdLCY82  se  encuentran

en   sentido   respecto   al   promotor  T7,   se  obtiene   un   producto   de   1952   o   1921   pb,

utilizando    los    oligos    LCYBIR    o    LCY82R,    respectivamente    (Secci6n    2.4.).    De

encontrarse en antisentido los fragmentos MdLcy87 o MdLCY82 respecto al promotor

T7,  se generan  productos de amplificaci6n  de exactamente  los  mismos tamafios,  pero

utilizando  los  partidores  LCYBIFl  o  LCY82F,  respectivamente  (Secci6n  2.4.).  Si  los

fragmentos  se  encuentran  en  sentido  no  debe  existir  amplificaci6n  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.

MdLCY87

10                               12                                 (-)

1 l{b              S

:y  %FT-.X  ¥   xp

``----``_
MdLcy82

1                            2                        4                           6                         (i

1kb            S             A             S              A            S              A             S             A             S             A          lkb

Figura   11.   PCR  direccionado  de   las   construcciones   pETBIuel-MdLcyBt  y  pETBluel-
MdLcy82.  Comprobaci6n  de  la  direcci6n  de  jnserci6n  de  las  secuencias  MdLCYB  dentro  del
vector  pETBluel.  Se  muestran  cuatro  clones  para  cada  uno  de  los  genes.  S:  Gen  en  posici6n
correcta   en   sentido   (amplificaci6n   con   partidores   T7   y   LCYBR,   inverso).   A:   Gen   posici6n
incorrecta   en   antisentido   (amplificaci6n   con   partidores   T7   y   LCYBF,   directo).   Se   muestran
bandas  correspondientes  a  1952  y  1921  pb  para  MdLcy87  y  MdLcy82,  respectivamente.1kb:
Marcador de peso  molecular.

39



A contjnuaci6n se realiz6 una digesti6n enzjmatica para corroborar los resultados

obtenidos anteriormente de presencia y orientaci6n de los fragmentos de intefes y de

este modo asegurar que la transcripcj6n de los genes MdLCYB pueden ser inducidos

por el  promotor T7.  Segdn el  analisis de las seouencia  predicha  para  la  construcci6n

pETBluel-MdLCY87, este vector presenta un sitio de corfe para la enzima Xbal dentro

de la  region  promotora del fago 17,  ademas de un  sitio de corte para la enzima rvcol

dentro  del  fragmento  clonado  del  gen  MdLCY87  (Figura  12A).  Al  realizar  una  doble

djgesti6n  con  los ouatro clones  seleccionados se obtuvieron los fragmentos predichos

para una orientaci6n en sentido,  de 4438 y 712 pb,  como se puede apreciar en el gel

de la Fjgura 128.

A. a.                    MdLCY87

Figura 12. Digestion enzjmatica de las construcciones pETBIuel-MdLCY87. (A) Diagrama
del  vector pETBluel-MdLcy87  indicando  el gen  de  resistencia  a  ampicilina  propia  del vector,
gen de intefes, oripBR322,  ademas de los sitios de corte para Xbal y IVcol.  (a) Gel de digestj6n
enzimatica   doble   con   endonucleasas   de   restricci6n   Xbal   y   rvcol   de   las   construcciones
pETBluel-MdLCY87  selecoionadas.  Se  muestran  bandas  correspondientes  a  4438  y  712  pb.
1 kb: Marcador de peso molecular.

Para el caso de pETBluel-MdLCY182, tambien se corrobor6 la direccionalidad del

fragmento de intefes en sentido  respecto del  promotor T7 al digerir con Aval,  sitio de

restricci6n ubicado al comienzo del fragmento del gen MdLCY82 y otro, luego del fin de
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6ste  (Figura  13A).  Al  realizar una  digestion  con  esta  enzima  en  los  cuatro  vectores

seleccionados se obtienen fragmentos de 3666 y  1453 pb,  observandose este patr6n

en todos los vectores (Figura 138).

A. a.                 Md[CY82

1kb      1          2         4         6      1kb

FigLira 13.  Digestion enzimatica de las construcciones pETBlue1-MdLcy82.  (A) Diagrama
clel    vector    pETBluel-Md[CY82.    Las    construcciones    pETBluel-MdLCY182    presentan    la
resistencia a ampicilina propia del vector. ademas de dos sitio de corte para la enzima Aval.  (a)
Gel  de  digestion   enzimatica   con   endonucleasa  de   restricci6n  Aval   de   las  construcciones
pETBluel-MdLCY82 seleceionadas.  Se  muestran  bandas correspondientes a  3666 y  1453  pb.
1 kb: Marcador de peso molecular.

3.5. Complementaci6n heter6loga con genes MdLCYB.

Para  evaluar la functonalidad de  los genes,  se  utiliz6  la  cepa bacteriana  E.  co//.

BL21  transformada con el vector PDSIB Acrfy, que presenfa un fenotipo de color rojo

por   la   acumulaci6n   de   licopeno,   como   sujeto   para   la   cotransformaci6n   con   las

construcciones   pETBluel-MdLCY87   y   pETBluel-MdLcy82   (Secci6n   2.5.12.).   Se

realiz6  un  PCR  de  colonias  pare  las  colonias obtenidas de  la  transformaci6n  con  las

construcciones tanto para MdLCY87 como MdLCY82.  En la Figura 14 se observa que

todas las colonias seleccionadas cuentan con las construcciones.
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MdLcy87 MdLcy82

1kb            9            10          12         (+}          {-)         1l{b          1              2             4            (+)         (-)           1kb

2000bp

1500bp

Figura   14.   PCR   de   colonias   de   E.   co/t.  cepa   BL21   PDSIB   AcrfY  transformadas   con
construcciones  pETBluel-MdLcy87 y pETBILlel-MdLcy82.  Se muestra la amplificacj6n  de
la  region  codificante  de   MdLcy87   y  MdLcy82  a  partir  de  3   colonias  positivas  para  cada
construcci6n.   (+):   Control   positivo  con   pCR8-MdLCYB  como  molde.   (-):   Control   negativo  sin
molde.   Se   muestran   bandas   correspondientes   a   1674   pb   para   MdLCY87   y   1643   pb   para
MdLcy82.  1 kb:  Marcador de peso molecular.

Luego   de   secuenciar   3   clones   positivos   para   las   construcciones   pETBluel-

MdLcy87  y  pETBluel-MdLcy82  se  determin6  que  no  existen  mutaciones  puntuales

entre   los   distintos   vectores,   y   que   las   secuencias   se   condicen   un   1000/o   con   las

clonadas  en  primera  instancia  en  el  vector  de  entrada  pCR8.   Es  por  esto  que  se

seleccion6  dnicamente un  clon  representativo para  cada  construcci6n  para  los analisis

siguientes.

Una  vez  obtenidas  las  colonias  PDSIB  cotransformadas  con  el  vector  PDSIB

Acrfy   y    con    los    vectores    pETBluel-MdLCYB,    y    cultivadas    en    las    condiciones

adecuadas   (Secci6n   2.5.13.)   se   corrobofo   la   efectiva   transcripci6n   de   los   genes

MdLcyB  realizando  una  extracci6n  de  ARN  total  a  partir  de  los  cultivos  bacterjanos

(Secci6n  2.5.2.2.).  Se  gener6  el  ADNc  y  se  realiz6  una  reacci6n  de  PCR  utilizando

partidores   especificos   para   las   secuencias   de   los   genes   MdLcy87   y   MdLCY82

(Secci6n 2.4.).  En  la  Figura 15 se muestra que existe amplificaci6n del transcrito para

ambos  genes,  sin  observarse  banda  en  los  controles  de  ARN  tratados  con  DNAsa  I

que  no  fueron  sometidos  a  transcripci6n  reversa.   Por  lo  tanto,  se  puede  inferir  que

existe transcripci6n de estos genes en este sistema bacteriano.
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Control           Ccmtrol
MdLcy87         NIdLcy82      MdLcy87      MdLCY82

(+RT}   (-RT)           (+RT)(-RT}          (+I         {L)               (+)         (-I        100bp

Figura  15.  Expresi6n  de  genes  MdLcy87 y Md[Cy82 en  cultivos de E.  co//. BL21  PDSIB
Acrfy   transformadas    con    las    construcciones    pETBluel-MdLcyB.    Amplificaci6n    de
fragmentos  de  ADNc  de  transcritos  de  genes  MdLcy87  y  MdLCY82  en  el  sistema  bacteriano
con  inducci6n  por  lpTG.  (+RT):  Muestra  de  ADNc.  (-RT):  Muestra  de  ARN  tratada  con  DNAsa
no   sometida   a   transcripci6n   reversa.   (+):   Control   positivo   con   ADNp   del   vector   pETBluel-
MdLcyB   purificado   como   molde.    (-):   Control   negativo   sin   molde.    Se   muestran   bandas
correspondientes  a   116   pb  (MdLcy87  y  Control  MdLCYB1)  y  110   pb  (MdLcy82  y  Control
MdLcy82).  100bp,.  Marcador de peso molecular.

Una   vez   confirmada   la   transcripci6n   de   los   genes   de   interes   se   procedi6   a

analizar  los  fenotipos  que  se  apreciaban  en  cada  una  de  las  transformaciones  para

cada  uno  de  los  genes  MdLcyB  y  como  se  correlacionaba  con  los  controles.  Como

control  positivo  se  utiliz6  la  cepa  de  E.  co//.  BL21  transformada  con  el  vector  PDSIB,

portador de  la  ruta  completa  e  integra  de  biosintesis  de  P-caroteno,  proveniente  de  la

bacteria  E.  urec/ovora,  presentando  una  acumulaci6n  de  este  compuesto,  evidenciado

por  la  coloraci6n  amarillenta  de  esta  cepa.  Como  control  negativo  se  utiliz6  la  cepa  de

E.   co//'  BL21   PDSIB  Acrfy.  Al  observar  el  precipitado  de  c6lulas  crecjdas  en  medio

liquido se  puede apreciar claramente el fenotipo de cada  una  de las cepas estudiadas.

El  control  positivo  (PDSI B)  presenta  la  coloraci6n  amarillenta  caracteristica  esperada

para  la  acumulaci6n  de  P-caroteno.  El  control  negativo  (ACRTY)  presenta  su  fenotipo

rojizo   caracteristico   por   la   acumulaci6n   de   ljcopeno.   El   control   de   transformaci6n

(pETBluel)   presenta   el  fenotipo   rojizo  esperado  para   la   acumulaci6n   de   licopeno,

debido  a  que  no  existe  presencia  de  una  enzima  LCYB  codificada  en  el  vector  sin

inserto.    Para    la    muestra   transformada   con   la   construcci6n    pETBluel-MdLcy87

(MdLCYB1)  se  observa  un  fenotjpo  amarillento  que  se  asemeja  al  control  positivo,
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suponi6ndose   aoumulaci6n   de   B-caroteno.    Para   la    muestra   transformada   con

pETBluel-MdLCY82 (MdLCY82),  sin embargo, se observa un fenotipo rojizo, similar al

presentado  pot el  control  negativo  y  de transformaci6n,  presumi6ndose  aoumulaci6n

del pigmento licopeno (Figura 16).

Figura  16.  Fenotjpo  de  cepas  de  i  co//  acumuladoras  de  pigmerfuos  carotenoides.
Coloraci6n  del  precjp.rtado  de  las  cepas  de  E.   co//.  con  la  ruta  de  sintesis  de  carotenoides.
PDSIB:  Control  positivo.  ACRTY:  Control  negative.  MdLCYB1 :  Cotransformaci6n  de  ACRTY
con  el  vector  pETBluel-Md[CY87.   MdLCY82:   Cctransfomaci6n  de  ACRTY  con  el  vector
pETBIuel-MdLCY82. pETBluel : Control de transfomaci6n con el vector pETBluel  sin inserto.

3.6. Cuantificaci6n de carotenoides a partir de cepas de E. co// acumuladoras de

pigmentos.

Se realiz6 Ia extracci6n de pigmentos a partir de los cultivos liquidos de las cepas

bacterianas segtln los metodos descritos (Secci6n 2.5.14.3.) y se realiz6 una medici6n

por  cromatografia  liquida  de  alta  resolud6n  en  fase  reversa  (RP-HPLC)  a  474  nm,

longitud  de  onda  a   la  que  absorben  todos  los  pigmentos  carotenoides   (Secci6n

2.5.14.4.).

Se  obtuvieron  cromatogramas  con  picos  que  segun  tiempos  de  retenci6n  y

espectros de absorci6n corresponden  a licopeno y  P-caroteno (Figura  17).  Se  puede

observar  para  el  control  positivo  (PDSIB)  un  unico  pico  con  un  tiempo  de  retenci6n

aproximadamente  a  los  34  min,  el  cual  corresponde  a  P-caroteno.   Para  el  control
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negativo (ACRTY) se observa tambi6n  un  dnico pico,  pero a  un tiempo de retenci6n en

la  columna  de  aproximadamente  19  min,  el  cual  corresponde  a  licopeno.  Este fenotipo

se    repiti6    para    la    cepa    utilizada    como    control    de    transformaci6n    (pETBluel)

transformada con el vector de expresi6n pETBluel  vacio, demostrando que este vector

por si solo no genera ningtln producto que catalice la formaci6n de P-caroteno.

Al   analizar   el   cromatograma   de   la   cepa   transformada   con   la   construcci6n

pETBIuel-MdLCY87  se  aprecia  un  pico  con  un  tiempo  de  retenci6n  que  se  condice

con  el  compuesto  licopeno  presente  en  el  control  negativo,  por  lo  que  se  puede  decir

que  en  esta  cepa  existe  acumulaci6n  de  este  compuesto.  Sin  embargo,  a  un  tiempo

mayor,  se observa  un  pico de mayor tamafio a un tiempo de retenci6n  consjstente con

el  compuesto   P-caroteno  presente  en  el  control  positivo,   indicando  que  el  fenotipo

amarillento que presenta esta cepa se debe a la acumulaci6n de este carotenoide.

El   cromatograma   de   la   cepa   transformada   con   la   construcci6n   pETBluel-

MdLCY82  presenta  un  tlnjco  pico  a  un  tiempo  de  retenci6n  consistente  al  pigmento

licopeno   presente   en   el   control   negativo   (ACRTY)   y   el   control   de   transformaci6n

(pETBluel ),  lo  que  indica  que  esta  cepa  acumula  este  pigmento  explicando  el fenotipo

rojizo observado e indicando que esta cepa no sintetiza el compuesto a-caroteno.
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Figura  17.   Cromatogramas   de  carotenoides  en  cepas  de  E.   co//  acumuladoras  de
pigmentos. Medici6n par RP-HPLC a una longitud de onda 474 nm de ex(racci6n de pigmentos
a  partir  de  cultivos  liquidos.  Se  realiz6  exlracci6n  de  3  cilltivos  para  coda  construcci6n.  Se
muestran picos de licopeno y P-caroteno.  Eje X: Tiempo de I.etenci6n (min). Eje Y:  Unidades de
absorbancia (iJV).

Posteriormente,  se tomaron  los valores arrojados por estas cromatografias y se

realiz6  una  cuantificaci6n  de[  area  bajo  la  curva  para  los  distintos  picos  de  cada

muestra.  Estos valores fueron relativizados normalizados para los pesos secos de los

oultivos previos a la extracci6n de pigmentos (Secci6n 2.5.14.2.) para luego caloular la

cantidad  utilizando  ecuaciones  previamente  descritas  (Lichtenthaler  y  Buschmann,

2001).  Los resultados de la cuantificaci6n se muestran en la Figure 18.
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Se  puede  apreciar,  en  primera  instancia,  la  cantidad  relativa  de  los  pigmentos

acumulados par las cepas utilizadas como controles: P-caroteno para el control positivo

(PDSI 8) y licopeno para el control negativo (ACRTY).

Fgxfo     vSfIA    §§«^    §fy**Nfy    SAI8§
Figura  18.  Niveles  de  carotenoides en  cepas  de  E.  co/i. acumuladoras  de  pigmentos.  La
cuantificaci6n fue realizada por medici6n en  RP-HPLC a 474 nm de extracci6n de pigmentos a
partir de  cultivos  liquidos.  Se  realiz6  la  extracci6n  de  3  oultivos  para  cada  construcoi6n.  Los
valores  fueron  normalizadas  por  peso  seco  y  relativizados  al  control  negativo  (ACRTY).  EI
an5lisis estadistico  fue  realizado  respecto  a  control  positivo  (PDSIB)  o  negativo  (ACRTV).  fu*:
Diferencia significativa (p < 0,001).  NS:  Diferencia  no significativa.

Es  posible corroborar que  la presencia del  vector de expresi6n vacio  pETBluel

en  la  cepa  utilizada  como  control  de transformaci6n,  no  afecta  la  composici6n  ni  los

niveles  de  carotenoides  producidos  para  la  cepa  PDSIB  AcrfY,   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  construcci6n  pETBluel-MdicY87,  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  P-

caroteno acumulado por esta cepa presenta una diferencia significativa con  respecto al

control  positivo  PDSIB.   Por  lo  tanto,  existe  una  mayor  producci6n  de  P-caroteno  a

pesar de no existir una conversi6n completa de licopeno a P-caroteno.

Para  la  cepa  transformada  con  la  construcci6n  pETBluel-MdLcy82,  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  composici6n  o

niveles de carotenoides.

De los resultados anteriores se puede determinar que el gen MdLcy87 fue capaz

de  revertir parcialmente el  fenotipo de  la cepa  mutada,  restituyendo  la  ruta  de  sintesis

de   P-caroteno,   por   lo   que   se   infiere   que   codifica   una   enzima   licopeno   P-ciclasa

funcional.  Por otra parte, no se encontr6 P-caroteno en la cepa transformada con el gen

MdLCY82,  por ende  no se  restituy6 la  ruta.carotenogenica,  lo que  pudiera  indicar que

en este gen  no codifica  una enzima licopeno P-ciclasa funcional en  E.  co//..
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4.  DISCUSION

4.1.   Selecci6n   y   obtenci6n   de   secuencias   codificantes   de   genes   Md[CyB

mediante analisis /.n s/.//-co y RT-PCR.

Dada  la  reciente secuenciaci6n del genoma de M,  domesf/.ca,  es factible acceder

a  la  identificaci6n  de genes  de  intetes.  Sin embargo,  debido a  que  esta secuenciaci6n

corresponde  a  un  primer borrador para  el  conocimiento  del  genoma  de  M.  c/omesf/.ca,

puede esperarse un ensamblaje err6neo de secuencias de algunos c6ntigos y por ende

una  mala  predicci6n  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  predicci6n  g6nica.   En  particular,  el  gen  posible

Lcy87,  ubicado  en  el  cromosoma  14  del  genoma  de  M.  c/omesf/.ca,  presentaba  una

distribuci6n  de  exones  que  no  habia  sido  descrita  previamente  en  genes  de  la  familia

licopeno P-ciclasa,  por lo cual se procedi6 a buscar en secuencias de expresi6n  (EST).

Utilizando  la  secuencia  del  gen  posible  se  descart6  la  predicci6n  de  los  exones  extra

arrojados por la base de datos GDR y se obtuvo un gen posible que se condice con los

genes  descrjtos  previamente  en  otras especies  vegetales.  Si  bien  la  predicci6n  de  los

genes exhibi6 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.  cyomesf/.ca,  luego de ser clonados y secuenciados por separado.

Ademas,  al existir concordancia entre los fragmentos obtenidos a  pariir del ARN total y

la secuenciaci6n del genoma, se corrobora la predicci6n de que MdLcy87 y MdLcy82

efectivamente se expresan /.r} v/.vo, tanto en el fruto como en las hojas de M.  domesf/.ca.
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La  obtenci6n  de  una  buena  cantidad  y  calidad  de  ARN  total  es  un  prerrequisito

para    la    generaci6n   de   ADNc   y   la    posterior   evaluaci6n   de   expresi6n   g6nica   o

purificaci6n  de  secuencias.  Sin  embargo,  la  extracci6n  de  ARN  desde  tejido  vegetal

puede  ser  engorrosa.  En  particular,  al  realjzar  la  extracci6n  de  fruto  de  manzana,  el

principal  problema  se  debe  a  la  contaminaci6n  del  ARN  con  compuestos  fen6licos  y

polisacaridos  (Newbury  y  Possingham,1977).  Existen  reactivos  comerciales,  como  el

TRlzol®  (Life  Technologies),  utilizados  para  la  extracci6n  de  ARN  total  de  tejido  de

plantas,  no  obstante,  en  este  caso  no  proporcionaron  suficiente  cantidad  y calidad  de

ARN  total  de  manzana.  El  protocolo  utilizado  en  este  seminario  de  titulo  fue  diseFiado

especificamente para la extracci6n de ARN a partir de pulpa de frutos de M.  domesft.ca,

pero   puede  ser  utilizado  para  cualquier  tejido  con  altos   niveles  de   polisacaridos  y

compuestos  fen6licos,  siendo  tambi6n  evaluado  para  la  extracci6n  a  partir  de  hojas

maduras.  Este protocolo es una modificaci6n de un  m6todo de extracci6n de ARN total

descrito para Prunus pers/.ca (Meisel y col., 2005).

Se evalu6,  en  primera  instancia,  la expresi6n de  los genes  MdLcyB en tejido de

la  pulpa  madura  del fruto de  manzana  (hipanto) y hojas  maduras.  La  raz6n  de esto es

que    la    mayoria   de    los    cultivares   comerciales   de    manzana    poseen    una    pulpa

caracteristicamente   blanca,   con   escasa   o   sin   pigmentaci6n.   En   la   madurez   los

carotenoides y  la  clorofila  se encuentran restringidos  a  celulas  de  la  piel.  Los  plastidios

se   encuentran   presentes   en   el   hipanto   blanco,   pero   carecen   de   acumulaci6n   de

carotenoides   (Ampomah-Dwamena   y   col„   2012)   y   en   aquellos   hipantos   de   color

amarillo claro existe  una  leve acumulaci6n 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  acumulaci6n  de  carotenoides  en  esta  region,  se  evalu6  la
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expresi6n   de   estos   genes   de   interes   en   pulpa.   Se  evalu6   la   presencia   de  estos

transcritos   en   tejido   de   hojas   maduras,   como   control,   debido   a   que   es   en   los

cloroplastos del tejido fotosint6tico donde los  carotenoides  cumplen su funci6n  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. MdLCYBl y MdLCY82 en M. domestica.

M.  domesf/.ca posee  17 pares de cromosomas, un ntlmero mayor al observado en

otras   plantas  superiores.   Este   hecho  se  debe  a  que  a  trav6s   de   la   evoluci6n,   el

antepasado    de    este    organismo    sufri6    una    serie    de    duplicaciones    en    varios

cromosomas  (Velasco  y  col.,  2010),  evento  que  pudiese  explicar tanto  la  cantidad  de

repeticiones   de   genes   carotenog6nicos   completos,   como   la   presencia   de   pseudo-

genes  y  secuencias  codificantes  truncas  encontradas  al  realizar  el  analisis  /.n  s/.//.co

utilizando  la  base  de  datos  GDR.  Al  realizar  un  primer  BLAST  sobre  el  genoma  se

encontraron 4 resultados que presentaron identidad con enzimas licopeno P-ciclasa, de

las  cuales  2  mostraron  expresi6n  al  analizarlos  con  las  bases  de  datos  de  EST.  El

tercer  gen,  Lcy83  codificado  en  el  cromosoma  15,  fue  descartado  por  no  presentar

expresi6n  al  ser  analizado  mediante  este  metodo,  ademas  de  codificar  una  proteina

trunca.   El   cuarto   gen   posible   se   encontr6  en   el   cromosoma   12,   presentando   una

identidad  de  casi  el  90%  con  icY87,  pero  presentando  una  mutaci6n  delecional  que

genera  un  cambio  de  marco  de  lectura  y  codificando  un  producto  genico  menor a  30

amjnoacidos;  gen  para  el  cual  no  se  encontr6  expresi6n,  por  lo  que  fue  descartado

inmediatamente (Datos No Mostrados).
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La  enzima  MdLCYBl  presenta  una identidad aminoacidica  mayor que  MdLCY82

con  respecto  a  la  enzima  LCYB  de  A.  tha//.ana,  con  aproximadamente  un  79°/o  y  un

52%  de  identidad,  respectivamente.  Las  diferencias  de  aminoacidos  en  MdLCY82  se

presentan  incluso  dentro de  los  motivos  conservados  de  la  secuencia  de  las  proteinas

previamente  descritas,  mientras que  MdLCYBl  casi  no  presenta  diferencias dentro de

estos  motivos  (Figura  3).  Principalmente,  MdLCY82  presenta  diferencias  dentro  de  la

regi6n  conservada  en  las  LCYB  vegetales,  region  importante  para  la  funcionalidad  de

la  enzima y asociaci6n  a  membrana  (Beyer y col.,1991;  Hugueney y col.,1995).  Otras

zonas     importantes     donde     §e     observan     cambios     considerables    en     re§iduos

aminoacidicos  en  MdLCY82,  son  el  sitio  de  uni6n  a  dinucle6tido  y  la  regi6n  cargada.

En   menor   medida,   se   encuentran   diferencias   en   los   motivos   y   dominios   ciclasa,

especialmente  de  MdLCY82,  pero  que  no  afectan  directamente  aminoacidos  que  se

sabe  son   esenciales   para   la  funci6n,   encontrandose   estos  aminoacidos   altamente

conservados.   La  regi6n  conservada  de  enzimas  ciclasas,  en  particular,  no  presenta

ninguna   diferencia   para   MdLCYBl   o   MdLCY82   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   presi6n   selectiva    sobre    el    gen    MdLcy82,

permitiendo  la  presencia de  mutaciones que finalmente generen  una proteina  con falta

de   actividad   enzimatica.   Sin   embargo,   puede   ser   que   la   enzima   MdLCY82   no

corresponda   a   una   enzima   licopeno   P-ciclasa,   propuesto   por   el   analisis   mediante

BLAST  que  muestra  que  esta  proteina  presenta  una  identidad  de  82%  con  la  enzima

neoxantina  sintasa  (NSY)  de  Came///`a  n/'f/.d/.ss/.rna  y  de  77%  con  la  enzima  capsantina-

capsorrubina     sintasa     (COS)     de     f?/.cinus    commL/n/.s     (Datos     No     Mostrados),
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involucradas en  pasos posteriores de la  ruta carotenog6nica.  Estas enzimas presentan

un  origen  comtln  con  las  enzimas  LCYB  y,  por  lo  tanto,  presentan  conservaci6n  de

regiones  dentro  de  la  secuencia  aminoacidica  (Al-Babili  y  col.,  2000;   Bouvier  y  col.,

2000).

El  arbol  filogenetico  de  la  enzimas  LCYB  de  M.  c/omes!/.ca  (Figura  4)  presenta

concordancia   dentro  de  si  mismo  y  con  resultados  anteriores.   Todas  las   LCYB  de

plantas   superiores   se   encuentran   agrupadas   en   una   rama   diferente   a   las   CRTY

bacterianas.    Dentro   de   la   rama   de   las   LCYB   vegetales   se   encontr6   una   clara

segregaci6n  en  dos  subfamilias,  una  donde  se  agrupan  las  enzimas  especificas  de

cloroplastos   de   6rganos   fotosint6ticos   y   una   en   la   que   se   agrupan   las   enzimas

especificas de cromoplastos de 6rganos sumideros.  Esto denota que,  para organismos

que  presentan  mss  de  un  gen  que  codifica  una  enzima  LCYB,  estas  presentan  cierta

preferencia  de  expresi6n  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   dentro   de   las

enzimas  de  M.   domesf/.ca,   observandose  que  ambas  se  encuentran  agrupadas  en

ramas  distintas  del  arbol  filogen6tico.  MdLCYBl   se  encuentra  agrupada  dentro  de  la

subfamilia   de   LCYB   cloroplasticas   y   MdLCY82,   dentro   de   la   subfamilia   de   LCYB

cromoplasticas.   El   resultado  del  arbol  filogenetico  se  correlaciona  con   la  expresi6n

diferencial  de  los  genes  Mdicy87  y  MdLcy82  a  partir  de  PCR  cuantitativo  de  ARN

extraido  de  hojas  maduras  y  pulpa  frutos  maduros  de  M.   c/omesf/.ca  cv  Fuji  (Cerda,

trabajo   en   curso).   Se  obtuvo  expresi6n   en  ambos   tejidos,   presentando   MdLcy87

mayor  nivel  de  transcrito  en  hoja§  que  en  frutos  y  MdLCY82,  mayor  nivel  en  frutos.

Consecuentemente,  los  bajos  niveles  de acumulaci6n  de  i-caroteno  en tejido de fruto
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pueden  deberse a  los  patrones  de expresi6n  de estos genes,  ya  que  en  este tejido,  el

gen  MdLCY87  se  expresa  en  menor nivel  que  en  hoj.a,  impidiendo  la  acumulaci6n  de

carotenoides  en  frutos  y  que  el  gen  MdLcy82,  que  se  expresa  preferentemente  en

este    tejido    puede    codificar   una    enzima    inactiva    o    que    presente    actividad    no

correspondiente  a  ll.copeno  P-ciclasa.  Sin  embargo,  esto podria generar la  acumulaci6n

del  sustrato  de  esta  enzima.  Recientemente,  se  report6  una  baja  expresi6n  del  gen

CR77SO  en   M.   c/omesff.ca   (Ampomah-Dwamena   y   col.,   2012).   El   producto   genico

CRTISO  es  responsable  de  la  generaci6n  del  is6mero  all-trans-Iicopeno,  y  en  base  a

ello  los  autores   proponen  que  se  encontraria  fuertemente  relacionado  con  la  baja

acumulaci6n   de   carotenoides   en   manzana   (Ampomah-Dwamena   y  col.,   2012).   Sin

embargo,  si esta  actividad  enzimatjca o la  LCYB fuera  un  paso limitante, deberia existir

acumulaci6n   del   precursor   Gis-licopeno   en   manzana.   Lo   mss   probable   es   que   la

deficiencia   de   a-caroteno  se  deba  a   una  serie  de  factores  como:   eficiencia  en   la

I.nteracci6n  entre  diferentes  enzimas  de  la  ruta,  regulaciones  que  impidan  el  normal

funcionamiento,   o   a   la   degradaci6n   de   carotenoides   a   apocarotenoides   volatiles

(Auldridge  y  col.,  2006).  De  acuerdo  a  los  resultados  obtenidos  proponemos  que  la

funcionalidad  y expresj6n de las enzimas LCYB  podrian  participar en alguna  medida en

el fenotipo exhibido por los frutos de manzana.

4.3. Complementaci6n heter6loga y cuantificaci6n de carotenoides.

El  gen  MdLcy87  fue  capaz de  revertir el fenotipo  de  la  cepa  de  E.  co//. mutada,

restituyendo  la  ruta  de  sintesis  de  P-caroteno,  lo  que  permite  concluir que  codifica  una

enzima  licopeno  P-ciclasa  funcional.  Esto  se  fundamenta  en  el  hecho  que  el  fenotipo

exhibido  por  el  clon  MdLCYBl  era  de  color amarillento,  semejante  al  control  positivo,

suponi6ndose  acumulaci6n  de  P-caroteno,  predicci6n  que  se  comprob6  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   P-caroteno,   indicando  que  existe  acumulaci6n  de  ambos   pigmentos.   La

presencia  de  P-caroteno   prim6  por  sobre  la  de   licopeno,   otorgando  el  fenotipo  de

coloraci6n  amarilla   caracteristico  a  esta  cepa.   Por  lo  tanto,   existe  expresi6n  de  la

enzima   MdLCYBl   en  el  sistema  bacteriano,  generandose  P-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,  convirti6ndose en el  paso limitante de la ruta de sintesis y acumulandose el

sustrato  de  la  enzima.  Otra  opci6n  es  que  esta  enzima,  al  ser  de  origen  vegetal,  es

menos  eficiente  al  acoplarse  al  complejo  multienzimatico  conformado  por  el  resto  de

las   enzimas   carotenog6nicas   provenientes   de   E.   urectovora   expresadas   en   este

sistema  heter6logo  (Bonk  y  col.,1997;  Cunningham  y  Gantt,1998).  Si  bien  la  enzima

parece incapaz de realizar la conversi6n completa de  licopeno a  P-caroteno,  se obtuvo

una  mayor  producci6n  de  P~caroteno  con  respecto  al  control  positivo  PDSIB,  ya  que

los   niveles   de   P-caroteno   acumulado   por  la   cepa   MdLCYBl   es   significativamente

superior  con  respecto  a  la  cepa   PDSIB.   La  raz6n  de  la   mayor  acumulaci6n  de  P-

caroteno  en  la  cepa  MdLCYBl  que  en  el  control  positivo  puede  radicar en  el  sistema

de  expresi6n   que  se  esta   utilizando,  en   particular  el   promotor  T7  que  comanda   la

transcripci6n   del   gen.   El   promotor  T7   es   un   promotor  con   expresi6n  fuerte   al  ser

inducido,   por  lo  tanto,   se  generan  altos  niveles  de  transcrito  y,  te6ricamente,  de  la

proteina   codificada.    La   presencia   de   esta   puede   derivar   en   un    cambio   en   el

metabolismo  del  organismo  por  una  retroalimentaci6n  positiva  o  un  direccionamiento

de  los  precursores  de  la  ruta  carotenog6nica  hacia  la  sintesis  de  a-caroteno,  lo  que

aumentaria el flujo,  reflejado en los niveles elevados de este pigmento.
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Por  otro  lado,  no  se  encontr6  P-caroteno  en  la  cepa  transformada  con  el  gen

MdLcy82,  indicando que no fue posible restituir la  ruta carotenog6nica,  lo que permite

sugerir   que   este   gen    no   codifica    una   enzima   licopeno   P-ciclasa   funcional.    Las

evidencias  estan  en  que para  la  cepa  MdLCY82,  se observa  un  fenotipo  rojizo,  similar

al  presentado  por el  control  negativo ACRTY,  infiri6ndose  la  acumulaci6n  del  licopeno,

lo  cual  fue  comprobado  por el  cromatograma  (Figura  17),  donde  se observa  un  tlnico

pico  consistente  con  licopeno,  lo  que  revela  que  esta  cepa  acumula  este  pigmento  y

que  no  acumula  P-caroteno.  Por  consiguiente  esta  enzima  es  incapaz  de  generar  P-

caroteno  a  partir  de  licopeno  en  este  sistema  he{er6Iogo  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

MdLCYBl     y    MdLCY82    pueden    explicar    que    la    enzima     MdLCYBl     presente

funcionalidad,  mientras no se detecta funcionalidad  para  MdLCY82.  Pese a esto,  no se

puede  saber efectivamente  cuales  son  las  djferencias  aminoacidicas que estan  siendo

implicadas  en  la  falta  de  funci6n  de  la  enzima  MdLCY82,  porque  no  se  ha  podido

cristalizar   enzimas   carotenog6nicas   en   su   forma   nativa   y,   por   lo   tanto,   ha   sido

imposible  el  analisis  a  nivel  de  los  residuos  amlnoacidicos  involucrados  en  la  actividad

catalitica  o  en  interacciones  con  otras  enzimas.  Desafortunadamente,  a  pesar de que

no se  ve funcionalidad  para  MdLCY82  no  se  puede tener la  certeza,  ya  que mediante

este   metodo   de   complementaci6n   heter6loga,   la   presencia   de   P-caroteno   denota

funcionalidad,   pero   la   ausencia   de   este   no   indica   tajantemente   una  falta   total   de

funcionalidad.  Se  descarta  que  la falta de transcrito sea  la  causa  de  la ausencia  en  la

detecci6n  de  P-caroteno,  ya  que  al  realjzar un  RT-PCR  a  parfir de  ARN  de  esta  cepa

bacteriana  se  detect6  amplificaci6n  (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  serje

de   factores.   Uno   de   ellos   puede   ser   la   presencia   del   peptido   de   destinaci6n   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.  co//.

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  sigui6  el  mismo  procedimiento  con  la

enzima   MdLCYB1,   sin   cortar  el   p6ptido  de  destinaci6n   previo   a   la   clonaci6n   de   la

secuencia  codificante del  gen, y si  se obtuvo  un  resultado  positivo.  Ademas,  ya  que la

djsponibilidad    de    ARNt    difiere    entre    organismos    procariontes    y    eucarjontes,    Ia

utilizaci6n de codones es distinta entre E.  co//. y M.  domesf/.ca, y se ha reportado que la

escasa disponibilidad  de  algtln ARNt,  al  momento de  la traducci6n  de  proteinas,  puede

inhibir  la  sintesis  de  las  proteinas  de  inter6s  (de  Boer y  Kastelein,1986),  no  obstante,

no   existe   diferencia   significativa   en   la   utilizaci6n   de   codones   entre   ambos   genes

analizados.   Por   tlltimo,   es   posible   que   la   proteina   sea   traducida,   pero   luego   sea

degrada  por la  bacteria  (Gottesman y Maurizi,1992) o se encuentre formando cuerpos

de   inclusi6n   en   el   citoplasma   (Hartley   y   Kane,   1988),   jmpidiendo   que   cumpla   su

funci6n.  Sin  embargo,  al  no  existir  anticuerpos  disefiados  especificamente  para  esta

proteina,   no  es   posible  probar  estas  hip6tesis.   Una  posible  forma  de  determinar  la

funcionalidad de esta  proteina puede ser la expresi6n heter6loga en un  modelo vegetal

mutante  para  este  gen,   permitiendo  que  el  producto  g6nico  sea  procesado  por  la

maquinaria   celular   similar   al   organismo   de   origen   y   comprobando   reversi6n   del

fenotipo.
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5.  CONCLUSIONES

•      M.  c/omesf/`ca posee 2 genes hom6logos a LCYB codificados en su genoma.

•      MdLCY87    codifica    una    enzima    licopeno    P-ciclasa    funcional,    como    fue

demostrado por la expresi6n hetefologa en cepas de E.  co//. PDSI 8 AcrfY.

•     Para  la  cepa  transformada  con  MdLcy82  no  se  observ6  acumulaci6n  de  P-

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  P~caroteno  en  frutos  podria

deberse   en   parte   a   la   ausencia   de   funcionalidad   de   MdLCY82   y   2)   M.

domesf/.ca  posee  al  menos  una  enzima  LCYB  que  se  expresa  tanto  en  hojas

como en frutos.

6.  PROYECCIONES

•    Utilizar   el   gen   MdLcy87   en   estrategias   de   Gis-genia   al   sobreexpresarlo   de

manera  fruto-especifica  en   M.   c/omesf/.ca,   para   elevar  el   nivel   de   P-caroteno,

aumentando sus propiedades como alimento funcional.
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