UNIVERSIDAD
e CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS BIOQUIMICAS Y
BIOTECNOLOGICAS
PROGRAMA PROFESIONAL DE INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DEL GEN zdsl DE Daucus carota

(zanahoria) EN Arabidopsis thaliana spc1-1 y Nicotiana tabacum (tabaco)

Presentado por la bachiller:
Lilia Magaly Alvarez Mejia

Para optar el Titulo Profesional de:

INGENIERA BIOTECNOLOGA

ASESOR: Dr. Ivan Paz Aliaga

Co-ASESOR: Ph.D. Claudia Stange Klein

AREQUIPA - PERU

2014

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

El presente trabajo de tesis “EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DEL GEN
zdsl DE Daucus carota (zanahoria) EN Arabidopsis thaliana spcl-1 y Nicotiana
tabacum”, realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile, Santiago-Chile.

GOBIERNO DE CHILE

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




AT CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

A Dios por darme las fuerzas suficientes, a
mis padres por estar siempre conmigo
cuando mas los necesito y a mi hermana

Marjorie por ser siempre mi amiga.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ot DE SANTA MARIA

AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a todas las personas que contribuyeron de manera directa e indirecta
en el desarrollo de esta Tesis, no s6lo con conocimientos; también con entusiasmo y

apoyo.

Agradecer a mi familia por su amor, compafiia e impulsarme en todos mis logros, por
sus ensefianzas, consejos, carifio, comprension y apoyo incondicional que me han dado.
A mi tutor Ivdn Paz Aliaga por la oportunidad de asesorarme, brindarme

susorientaciones, ensefianzas y observaciones en la tesis.

A mi co-tutor Claudia Stange, integrante de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile, por confiar en mi y aceptarme como estudiante, estar siempre dispuesta a
darme su ayuda, consejos tanto en lo personal como en el laboratorio, a mis compafieros
del Laboratorio por ensefiarme y hacer grato dia a dia. A Sebastian y Angélica por su
apoyo, a mis comparieros de grupo que me acogieron, a todos los demas presentes por
mantener y hacer crecer esta gran familia, a las personas de los otros grupos por los

gratos momentos que compartimos.

De manera muy especial a Luisa por apoyarme, ayudarme y acogerme en su hogar en

los momentos mas dificiles

A los miembros del jurado por su apoyo, observaciones, ensefianzas y buenos deseos.
A mis amigas de la Universidad Ale y Kathy por compartir conmigo cinco afios
asistiendo a clases, estudiando, saliendo, compartiendo momentos de alegria, relajo,

tristeza, anécdotas, por sus abrazos y buenos deseos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

ABREVIATURAS

°Cc Grados centigrados

A Planta mutante

aa Aminoacidos

ABA Acido abscisico

A.th Arabidopsis thaliana

BP Border primer

Bret Bromuro de etidio

CaCl, Cloruro de Calcio

CaMV Virus del mosaico de coliflor

Ca(NO3)2*4H,0 Nitrato de calcio tetrahidratado

cDNA ADN complementario
CRTISO Caroteno isomerasa

CTAB Cetil trimetilamonio

CuSO4 Sulfato de Cobre

D.c Daucus carota

DczDS1 Gen (-caroteno desaturasa de Daucus carota
DEPC Dietil pirocarbonato
DMAPP Dimetalil pirofosfato
dNTPS Bases nitrogenadas

DO Densidad éptica

DXP 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

DXS
EDTA
EST

FP

GFP

GGPP

GGPPS

H3BO3
HPLC
IPI

IPP
Kb

KCI

KH2PO4
KNO3
LB
LCYB
LCYE
LP

Lut

lycpl

Enzima DXP sintasa

Acido etilendiaminotetraécetico
Base de datos de secuencias génicas
Fluorescencia

Gramos

Proteina fluorescente verde

Geranil-geranil pirofosfato

Enzima geranil-geranil pirofosfato sintasa
Horas

Acido borico

Cromatografia liquida de alta resolucion
Enzima isopentenil pirofosfato isomerasa
Isopentenil pirofosfato

Kilobases

Cloruro de Potasio

Fosfato monopotasico

Nitrato de potasio

Medio de cultivo Luria Bertani
Enzima licopeno B-ciclasa
Enzima licopeno e-ciclasa
Left primer

Luteina

Enzima licopeno fB-ciclasa 1

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

lycp2 Enzima licopeno B-ciclasa 2
M Molar

mg/L Miligramos por litro

mg/mL Miligramos por mililitro
MqgCl, Cloruro de magnesio
MgSQO,*7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado
min Minutos

mL Mililitro

mL/min Mililitros por minuto

mM Milimolar

MnSQO, Sulfato de manganeso

MS Medio Murashinge & Skoog
NaCl Cloruro de sodio

Na,O3Si Silicato de sodio

nd-1 Non dormant-1

ng Nanogramos

nm Nandmetros

NTR Regidn no traducible

p/p Razdn peso-peso

plv Razdn peso-volumen

pb Pares de base

PCR Reaccidon en cadena de la polimerasa
PDS Enzima fitoeno desaturasa

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

PM
ppm
PSII
PSY
gPCR
ROS
RP

rpm

s/t

seg
SGPT
TAE
T-DNA

pL
uM

viv
Wit
Z-1SO
ZDS
ZDS1
ZEP

ZnSO4*7H,0

Estandar de peso molecular

Partes por millén

Fotosistema 11

Enzima fitoeno sintasa

PCR cuantitativo

Especies reactivas de oxigeno

Right primer

Revoluciones por minuto

Gen sin codon de término

Segundos

Silenciamiento genico post-transcripcional
Solucion formada por Tris, acetato y EDTA
ADN foraneo

Microlitros
Micromolar

Razon volumen-volumen

Tipo silvestre

Enzimas (- caroteno isomerasa
- caroteno desaturasa

C- caroteno desaturasa 1
Enzima zeaxantina epoxidasa

Sulfato de zinc heptahidratado

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

LISTA DE TABLAS

Tabla I. Enzimas de restriccion utilizadas (BioLabs®Inc.)

Tabla Il. Partidores usados para la amplificacion de fragmentos por PCR

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas

Figura 2.Biosintesis de licopeno a fitoeno.

Figure 3. Fenotipo de mutante Spc1l.

Figura 4. Analisis en Tiempo Real para los genes zdsl y zds2 durante el desarrollo de
D. carota.

Figura 5. Andlisis de RT-PCR en Tiempo Real de zanahorias silenciadas en zds2.
Figura 6. Andlisis de HPLC de carotenoides en las zanahorias silenciadas en zds2.
Figura 7. Plantulas doble silenciadas.

Figura 8. Andlisis de RT-PCR cuantitativo de zanahorias co-transformadas con pHG/z2
y pMD/z1N.

Figura 9. Esquema de la clonacion del fragmento de interés en el vector de entrada.
Figura 10. Esquema de la recombinacion sitio-especifica.

Figura 11. Esquema de los vectores de entrada y destinacién empleados en esta tesis.
Figura 12. Amplificacion del gen zds1 sin codon de término de la traduccion.

Figura 13. Digestion enzimatica de la construccion pCR8/zds1 s/t.

Figura 14. Digestion de la construccion pGWBS5/zds1 s/t con Sacl.

Figura 15. PCR de colonia de A. tumefaciens transformado con el vector pPGWB5/zds1.
Figura 16. Localizacion subcelular de la proteina DcZDS1.

Figura 17. Caracterizacion de la insercion del T-DNA en alelo recesivo Spcl
proveniente de la coleccion Salk T-DNA.

Figura 18. Analisis molecular para la mutacion en Spcl en la mutante de A. thaliana
spcl-1.

Figura 19. Esquema de la construccion pGWB2/z1A.

Figura 20. Cultivo de Arabidopsis thaliana spcl-1.

Figura 21. Amplificacion del gen 18S de las lineas de A. thaliana obtenidas.

Figura 22.Amplificacion del fragmento para mutacion en Spcl de las lineas de A.
thaliana obtenidas.

Figura 23. Amplificacion del fragmento nptll en las lineas transgénicas de A. thaliana
para Dczdsl.

Figura 24. Esquema del gen Dczds1 en la construccion pPGWB2/Z1A.

Figura 25. Amplificacion del fragmento de la region 3’UTR de zds1 de Daucus carota
de las lineas transgénicas de A. thaliana.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Figura 26. Determinacion de la integridad del ARN extraido de las lineas A. thaliana
transformadas con Dczdsl.

Figura 27. Amplificacion de gen 18S de cDNA de las lineas de A. thaliana transgénicas
para Dczdsl

Figura 28. Amplificacion de gen zdsl de D. carota de las lineas transgénicas de A.
thaliana para Dczds1.

Figura 29. Cuantificacion de Clorofila de las lineas A. thalianaspcl-1 que expresan
Dczds1.

Figura 30. Cuantificacion de Carotenoides totales de las lineas A. thaliana spcl-1 que
expresan Dczds1.

Figura 31. Cuantificacion de Carotenoides de las lineas A. thaliana spcl-1 que

expresan Dczdsl.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

RESUMEN

Los carotenoides son compuestos presentes en todas las plantas y algunas bacterias,
hongos y algas. En plantas, estas poseen un rol en fotosintesis, fotoproteccion,
biosintesis de fitohormonas y proveen el color a frutas y flores. Son reconocidos como
nutrientes necesarios en la dieta humana debido a que son precursores de la vitamina A
y antioxidantes. La ruta de biosintesis de los carotenoides en plantas ha sido
ampliamente estudiada, describiéndose los genes y las enzimas involucradas. Sin
embargo, los aspectos regulatorios y la funcionalidad no han sido completamente
dilucidados. Se han reportado algunas plantas, como Daucus carota, poseen genes
paralogos que codifican para enzimas con igual actividad. Se ha identificado dos genes
{-caroteno desaturasa (zds), denominado zdsl y zds2 que codificarian para la enzima
ZDS, involucrada en la sintesis del licopeno a partir del (-caroteno. Resultados previos
indican que el gen zds2 puede ser suplido por otro gen endégeno, posiblemente zds1.
Considerando estos antecedentes, en el presente trabajo de investigacion se evalud la
funcionalidad y localizacion subcelular del gen zdsl de Daucus carota utilizando
Arabidopsis thaliana mutante spcl-1 y Nicotiana tabacum como modelos bioldgicos
vegetales. Se utiliz6 la clonacién de Dczdsl en vectores de expresion mediante la
tecnologia Gateway® para la complementacion heteréloga del gen Dczdsl en A.
thaliana mutante spc1-1 y localizacion subcelular en Nicotiana tabacum. Se determino
que ZDS1 de Daucus carota estd localizada en plastidios y es una enzima funcional
porque es capaz de complementar la ruta biosintética de los carotenoides en Arabidopsis
thaliana spcl-1, mutante heterocigota en el gen Spcl que codifica para ZDS de
A.thaliana. Las plantas transgénicas que portan el gen Zdsl de D. carota presentan un
mayor nivel de carotenoides comparadas con plantas silvestres y mutantes; ello indica
que Dczds1 puede intervenir en la expresion génica y la acumulacion de carotenoides en

plantas.

Palabras claves: Carotenoides, Daucus carota, localizacion subcelular, (-caroteno

desaturasa (zds).
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INTRODUCCION

Los carotenoides han atraido por mas de un siglo el interés de investigadores de
diferentes areas del conocimiento incluyendo la quimica, bioquimica, biologia, ciencia 'y
tecnologia de los alimentos, medicina, farmacia y nutricion. Los carotenoides son
pigmentos naturales ampliamente distribuidos, responsables del color amarillo, naranja
y rojo de las frutas, raices, flores, pescados, invertebrados y péajaros y ocurren
invariablemente en los cloroplastos de las plantas superiores, aunque en este tejido
fotosintético su color estd enmascarado por el de la clorofila. También se encuentran en
las algas, bacterias, hongos y levaduras. Se estima que la naturaleza produce

aproximadamente 100 millones de toneladas de carotenoides al afio.

Los genes que codifican muchas enzimas de la ruta sintética de los carotenoides han
sido clonados a partir de una variedad, y algunos de ellos se han caracterizado
genéticamente, todas las enzimas conocidas de la via son codificadas por genes en el
nucleo, y luego son importados a los plastidios, a pesar de todo este conocimiento existe

un nimero limitado de mutantes en la ruta biosintética.

Daucus carota es una planta, al igual que otras plantas, posee genes carotenogénicos
duplicados. No obstante, junto con Malus domestica, son las Unicas plantas reportadas
que se han identificado dos genes z-caroteno desaturasa (zds), denominados zdsl y zds2.
En resultados previos a esta tesis, se determind que la zds1 era capaz se suplir la funcion
de la zds2, pero la zds2 no era puede reemplazar a la zds1 durante las primeras etapas de
crecimiento de la zanahoria. Es por ello que se quiere conocer si la zdsl es funcional en
sistemas heterdlogos como A. thaliana spcl-1, una mutante en spcl que codifica para

zds de A. thaliana y en N. tabacum.
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HIPOTESIS

Si el gen zdsl1 de Daucus carota es funcional es posible que complete la ruta sintética
de carotenoides en Arabidopsis thaliana spcl-1 y sea capaz de expresarse en Nicotiana

tabacum.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcionalidad del gen zdsl de Daucus carota en Arabidopsis thaliana

mutante spcl-1y la localizacion subcelular en Nicotiana tabacum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la localizacion sub-celular de la proteina zdsl mediante expresion
transitoria en Nicotiana tabacum.

e Transformar plantas de Arabidopsis thaliana heterocigotas en la mutacion de
spcl con el gen zdsl de Daucus carota.

e Identificar mediante PCR las plantas mutantes que portan el gen zds1 de Daucus
carota.

e Evaluar la expresion del gen zdsl de Daucus carota en plantas mutantes que
portan el gen zds1 de Daucus carota.

e Determinar la composicion y cuantificar los carotenoides presentes en plantas

adultas mutantes que portan el gen zds1 de Daucus carota mediante HPLC.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1. Carotenoides: Estructuray Funcion.

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides de naturaleza lipofilica que son
sintetizados por todos los organismos fotosintéticos (plantas, algas y
cianobacterias) y algunas bacterias y hongos no fotosintéticos’. Su estructura consta
de 8 unidades isoprénicas unidas en sus extremos, constituyendo en su mayoria
polienos de 40 carbonos. Los caracteristicos colores de los carotenoides como el
amarillo, naranja, y rojo son debido un sistema de dobles enlaces conjugados que
les confieren la propiedad de actuar como croméforos?, moléculas capaces de
absorber luz y generar color.

Los carotenoides toman su nombre de la zanahoria (Daucus carota), una planta que
acumula altos niveles de estos pigmentos en la raiz**.Las cientos de estructuras de
carotenoides conocidos hasta la fecha se pueden dividir en dos grandes grupos
(Figura 1): los carotenos, que contienen solo atomos de carbono e hidrogeno y las
xantofilas, que poseen ademas sustituyentes oxigenados*®. En las plantas, son
sintetizados y acumulados principalmente en los plastidios® y se almacenan en las
membranas tilacoidales asociadas a los centros cosechadores de la luz en los
cloroplastos®. Ademés, se ha reportado que estos compuestos también son
almacenados, tanto en las membranas y los cuerpos grasos de los cromoplastos

como en las estructuras cristalinas dentro del estroma %%,

En plantas y algas, los carotenoides son sintetizados y acumulados al interior de
plastidios, principalmente en cloroplastos y cromoplastos”. En los cloroplastos, los
carotenoides en conjunto con clorofilas, se localizan en las membranas tilacoidales
y constituyen componentes esenciales de la maquinaria fotosintética, en donde
estdn involucrados en el ensamblaje de los fotosistemas y juegan un papel
importante en la captacion de la luz’. Mientras que por otro lado, estos pigmentos

también pueden ser localizados en cuerpos lipidicos o estructuras cristalinas
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ubicadas al interior de cromoplastos presentes en flores, frutas y raices

modificadas’®.

Pero los carotenoides son mucho més que solo pigmentos. El papel fisioldgico que
ejercen estos compuestos en plantas es muy amplio. En plastidios estos actlan
como pigmentos accesorios en los complejos cosechadores de luz, en los cuales
absorben luz de la region azul y parte de la regidn verde del espectro visible (450-
570 nm), transfiriendo posteriormente la energia absorbida a las clorofilas durante
el proceso de la fotosintesis'®*'**** Ademas, los carotenoides corresponden a
precursores en la biosintesis de &cido abscisico (ABA) y estrigolactonas,
importantes fitohormonas para el crecimiento y desarrollo de las plantas'. EI ABA
esta involucrado en la dormancia de semillas, maduracion y diferenciacion de
células vegetales embrionarias, regulacion de la apertura estomética y tolerancia a

estrés abidtico™>%*’

mientras que las estrigolactonas estan involucradas en el
establecimiento de relaciones simbidticas con micorrizas, estimulacion de la
germinacion de plantas parasiticas y la inhibicion de las ramificaciones de los
brotes®!°. Finalmente y por su caracteristica de otorgar colores rojos, naranjos y
amarillos a distintos 6rganos de las plantas (principalmente flores y frutos), facilitan

la polinizacién y dispersion de semillas®® ’.

En los animales, los carotenoides cumplen una funcion esencial, son precursores de
la vitamina A, la cual participa en multiples procesos como la vision, la respuesta
inmune, el crecimiento y la reparacion del tejido epitelial, la reproduccién, el
mantenimiento de las membranas de la superficie de los ojos y la integridad del
epitelio respiratorio, urinario y tracto intestinal".

También ejercen en animales un rol como antioxidantes, previniendo enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de cancer y enfermedades degenerativas relacionadas
con el envejecimiento®?*#*%_ Por esta razon, los carotenoides se utilizan como
suplemento en formulaciones alimenticias en animales y humanas, e incluso como
colorantes naturales en la industria alimenticia y cosmética®®. Debido a que los
mamiferos no sintetizan carotenoides de forma natural, éstos se deben ingerir en la

dieta para poder ser metabolizados.
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas. Diagrama que indica las
enzimas (gris) y principales productos de la biosintesis de carotenoides en plantas.
Ademas se indica el color del metabolito cuando corresponde (rectangulos coloreados
en productos). DXS: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, DXR: DOXP
reductoisomerasa, HDS: hydroxymethylbutenyl difosfato sintasa,
HDR:hydroxymethylbutenyl difosfato reductasa, DXP: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato
reductoisomera-sa, IPP: Isopentenil pirofosfato, IPI: isopentenil pirofosfato isomerasa,
DMAPP: dimetilalil pirofosfato, GGPPS: geranilgeranil pirofosfato sintasa, GGPP:
geranil-geranil pirofosfato, PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa, Z-1SO: (-
caroteno isomerasa, ZDS: (-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa, LCYE:
licopeno ¢-ciclasa, LCYB: licopeno B-ciclasa, BOH: B-caroteno hidroxilasa, ¢EOH: e-

caroteno hidroxilasa y ZEP: zeaxantina epoxidasa.
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2. Biosintesis de carotenoides

La ruta sintetica de los carotenoides fue dilucidada la Gltima mitad del siglo XX
usando bioguimica (desde 1960) y enfoques moleculares (década de 1980). Los
principales avances en la identificacion de genes y enzimas de la via se han hecho
desde la década de 1990. La caracterizacion de plantas mutantes defectuosos en
carotenoides (Arabidopsis, tomate), algas (Chlamydomonas sp.), y cianobacterias
(Synechocystis sp.) y el desarrollo de cepas de E. coli modificadas con genes
carotenogénicos de bacterias (Erwinia sp.) contribuy6 sustancialmente a la
identificacion de muchos de los genes de la ruta antes de que finalicede siglo® . En
la primera década del siglo XXI, se han identificado més genes biosintéticos. Hoy
en dia se tiene conocimiento de los genes y enzimas que catalizan las reacciones

fundamentales de la via de biosintesis de carotenoides en las plantas®.

Como todos los isoprenoides, los carotenoides se sintetizan a partir de prenil
pirofosfatos como el isopentenil pirofosfato (IPP) y su isomero, el dimetalil
pirofosfato (DMAPP). En plantas existen dos vias independientes para la formacion
de estos precursores carotenogénicos, pero, los carotenoides son principalmente
sintetizados a partir del IPP y DMAPP producidos por la ruta plastidial del 2-C-
metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP)?’, como se muestra en la figura 1. En esta ruta
ocurre la condensacion del piruvato con el gliceraldehido 3-fosfato, para dar lugar
al 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) por medio de la enzima DXP sintasa (DXS),
seguido de una reaccion catalizada por la enzima DXP reductoisomerasa (DXR) y
una cascada de otras reacciones que llevan finalmente a la sintesis de IPP vy
DMAPP 2. La condensacién de 3 moléculas de IPP con DMAPP da lugar a
geranilgeranil pirofosfato (GGPP), un precursor de muchos isoprenoides
plastidiales incluyendo los carotenoides y cuya sintesis es catalizada por la enzima
GGPP sintasa (GGPPS) **3. El primer paso que da origen a un carotenoide en la
ruta, es la generacion de una molécula de 40 carbonos denominada fitoeno a partir
de la condensacion de dos moléculas de GGPP (Figura 1). Esta reaccion es
catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY) y es considerada el principal paso
limitante en la ruta de biosintesis de carotenoides®*****, El fitoeno es, entonces,
desaturado para dar origen al cromoéforo con dobles enlaces conjugados que forma
la estructura base de los carotenoides vegetales y determina las propiedades
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fisicoquimicas y bioldgicas caracteristica®. Es asi como el fitoeno, un compuesto
incoloro, tras ser sometido a una serie de 4 desaturaciones y 2 isomerizaciones, es
transformado en licopeno: un carotenoide rojo. Estas desaturaciones son catalizadas
por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y (-caroteno desaturasa (ZDS), dando
lugar en forma secuencial al fitoflueno, {-caroteno, neurosporeno y finalmente
licopeno®. Adicionalmente, esta moléculas sufren isomerizaciones catalizadas por
las enzimas (-caroteno isomerasa (Z-1SO) y caroteno isomerasa (CRTISO), las que
permitirdn finalmente la formacién de all-trans-licopeno, configuracion estable
requerida para las reacciones subsiguientes. A continuacién, el licopeno sufre
ciclaciones a ambos extremos de su cadena, representando este suceso el primer
punto de ramificacion en la ruta de biosintesis de carotenoides. Por un lado se
forma a-caroteno, el cual presenta un anillo € en un extremo y un anillo B en el otro
y cuya sintesis es catalizada por las enzimas licopeno ¢-ciclasa (LCYE) y licopeno
B-ciclasa (LCYB), respectivamente. Mientras que por la otra via de la ruta, se
forma B-caroteno, molécula con 2 anillos B, uno en cada extremo, y cuya sintesis es
catalizada de forma Unica por la enzima LCYB. La hidroxilaciéon de los anillos de
los carotenos genera las xantofilas como la luteina (formada a partir del a-caroteno)
y la zeaxantina (formada a partir del B-caroteno). En el caso de la formacion de
luteina participan las enzimas e-hidroxilasa (€OH) y B-hidroxilasa (BOH), mientras
que en la sintesis de zeaxantina solo participa la BOH. La zeaxantina puede ser
epoxidada dos veces por la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP) para formar
violaxantina, la cual posteriormente puede ser modificada para dar origen

finalmente a la fitohormona acido abscisico (ABA).

Tanto carotenos como xantofilas pueden ser modificados a posterioridad para dar
lugar a la gran diversidad de carotenoides encontrados en plantas y otros
organismos. La degradacién de los carotenoides genera apocarotenoides, una clase

35,31,36,1
y

entre los que se encuentran compuestos biol6gicamente activos como el ABA 'y las
37,38,19

de compuestos muy variable estructuralmente distribuidos en la naturaleza

estrigolactonas; ademas de otros aun no identificados
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3. Regulacion de la ruta carotenogénica en las plantas

A pesar de la relevancia de los carotenoides para la vida vegetal, la comprension de
cémo las células de plantas regulan la acumulacion de estos metabolitos esenciales
es todavia limitada, la regulacion de la biosintesis de carotenoides es altamente
compleja e incluye factores interrelacionados como las interconexiones con otras
rutas metabolicas relacionadas, el tipo y morfologia del plastidio en el que se
acumulan, el estadio de desarrollo de la planta y los estimulos medioambientales y
esta regulada tanto transcripcional y post-transcripcionalmente®.

Se ha descrito en diferentes modelos que la luz, captada por los fotoreceptores
fitocromos y criptocromos, ejerce una regulacion positiva sobre la expresion de
estos genes®***442 por ejemplo en Arabidopsis thaliana y la planta de mostaza
Sinapsis alba, se demostré que los niveles de expresion del gen que codifica para
PSY aumentan por efecto de la luz®. En plantas de tabaco (Nicotiana tabacum)
también se ha reportado un aumento de los transcritos de l0s genes carotenogénicos
B-caroteno hidroxilasa (bhy), zeaxantina epoxidasa (zep) y violaxantina de-
epoxidasa (vde) al exponer las plantas a condiciones de luz**. En zanahoria
recientemente se ha logrado identificar el promotor de este gen observando la
presencia de diversas cajas regulatorias que responden a distintos estimulos
(hormonas vegetales y luz). Experimentalmente se corrobor6 de que efectivamente
la luz y hormonas producen un aumento de expresion del gen en plantulas de
zanahoria y plantas de tabaco*.

Otro de los puntos de regulacion ocurriria a nivel del secuestramiento y la
acumulacion de carotenoides. Esto estaria determinado en parte por la biogénesis de
diferentes tipos de plastidios**®. Los carotenoides en cromoplastos se encuentran
en forma de plastoglobulos o cristales de mayor estabilidad frente a la degradacion
luminica en comparacién a los carotenoides presentes en cloroplastos**°. En
relacion a esto, recientemente se determind que la tasa de sintesis y degradacion de
los carotenoides en las hojas es muy elevada®. Otro punto de regulacién esta dado
por la activacién de la ruta por producto final. En este contexto se ha descrito que el
ABA presenta una retroalimentacion positiva sobre la expresion del gen PSY en A.

thaliana*.
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En dltima instancia, otro tipo de regulacién es la redundancia génica, que
corresponde a los casos en donde se ha reportado que dos o mas genes codifican
para enzimas con la misma actividad. En la planta modelo A. thaliana, existe una
copia Unica de cada gen carotenogénico que codifica para las enzimas de la ruta,
con la excepcién de las enzimas GGPS, IP1 y caroteno-f hidroxilasa para las cuales
existen 11, 2 y 2 genes respectivamente®®. En tomate (Solanum lycopersicum),
también se ha reportado mas de un gen carotenogenico que codifica para enzimas
con la misma actividad. En este caso, el paso de licopeno a B-caroteno es llevado a
cabo por dos enzimas LCYB dependiendo del drgano que sintetice el pigmento. Es
asi como existe una enzima especifica de cloroplastos (hojas) llamada LCYB y otra
especifica de cromoplastos (frutos) denominada CYC-B*. En plantas de naranja
(Citrus sinensis), también se han reportado dos enzimas licopeno B-ciclasas, Csp-
LCY1 y CspB-LCY2. Esta Ultima, posee una expresion especifica en cromoplastos y
una marcada induccion en la pulpa y la piel del fruto®>. De manera muy similar al
caso anterior, en plantas de papaya (Carica papaya L.), recientemente se han
reportado dos genes que codifican para enzimas licopeno B-ciclasas (Icyply Icyp2).
Se detectd una mutacion en el gen Icyp2 que genera una enzima inactiva, lo que
impide la conversion de licopeno en B-caroteno especificamente en el fruto. Esto se
traduce en una variedad de papaya cuya pulpa es roja, mientras que la variedad de
papaya que posee ambas enzimas activas, presenta una pulpa amarilla. Ademas, la
expresion de Icyp2, a diferencia de IcyBl, estd fuertemente inducida durante la
maduracion del fruto®.

4. Arabidopsis thaliana como modelo para el estudio de carotenoides

Los primeros avances fueron en plantas en que se acumulan cantidades masivas de
carotenoides en cromoplastos, como pimiento (Capsicum annuum), tomate
(Solanum lycopersicum), flores de marigold (Tagetes sp.) y narciso (Narcissus
sp.)>%%* Debido a que la Arabidopsis thaliana carece de cromoplastos, no se
puede usar para investigar los procesos relacionados este tipo particular de
plastidio. Sin embargo, la docilidad de la Arabidopsis a cambios moleculares y
genéticos es una importante ventaja para el estudio de la biologia en planta y
biosintesis de carotenoides. El uso de mutantes de Arabidopsis con perfiles
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carotenoides alterados ha facilitado una comprension mas profunda de la funcion de

los carotenoides®*?

y en la fotosintesis de carotenoides en cloroplastos. En
particular, la caracterizacion de Arabidopsis, Chlamydomonas y mutantes aba con
defectos en la biosintesis de xantofila ha contribuido de manera significativa para
aclarar el papel de xantofilas individuales de fotoproteccion en las plantas y las

5256,57.985960.12 1) 3 deteccién de mutantes de Arabidopsis con deficiencias en

algas
pasos especificos de la via de carotenoides ha conducido adicionalmente a la
identificacion de varios genes biosintéticos. Ademaés, los conocimientos vy
herramientas en Arabidopsis respecto a los procesos de desarrollo o respuestas
ambientales que envuelve cambios en la produccién de los carotenoides representan

ventajas sobre otra plantas para el estudio de la regulacion de la via.

Poco después de la secuenciacion del genoma Arabidopsis (AGI, 2000), una amplia
informacion sobre genes candidatos de Arabidopsis y enzimas implicadas en la
biosintesis de isoprenoides (incluyendo carotenoides) podria ser ensamblado
mediante la combinacién de homologia de secuencias®. La base de datos de la ruta

sintética de los carotenoides, AtIPD (www.atipd.ethz.ch), fue compilado usando

informacion de los modelos de ruta de isoprenoides y genes de base de datos
plblica de la ruta metabélica como BioPathAt*®?, AraCyc (www.arabidopsis.org
/BioCyc), KEGG (www.genome.jp/kegg), y SUBA (suba.plantenergy.uwa.edu.au),
y de la literatura®. Manualmente se elimino la redundancia de la base de datos y
mejoré el alcance y la calidad de anotacion de los genes y las rutas implicadas en la
biosintesis de isoprenoides. En AtIPD puede buscarse o extraer datos y se encuentra
enlaces externos relacionados con modelos ruta de isoprenoides, actividad y

localizaciones subcelulares de enzimas.
Existe una coleccién de herramientas y conocimiento generado para Arabidopsis

que se puede utilizar para comprender y manipular mecanismos moleculares para

controlar la biosintesis de carotenoides en las plantas.
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5. Importancia del gen zds ({-caroteno desaturasa) en la biosinteis de los

carotenoides

La enzima zds ({-caroteno desaturasa) en plantas es requerida para la desaturacion

del {-caroteno (amarillo pélido), a neurosporeno (amarillo naranja) y pro-licopeno

2 5,64

(rojo-rosado) como se observa en la Figura y la forma enzimatica activa de la

65,66,67,68

desaturasa es una proteina asociada a la membrana , mutaciones en dicho

gen o defectos en la actividad ZDS, causan alteraciones fisioldgicas graves.
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Figura 2.Biosintesis de licopeno a fitoeno. PDS: fitoeno desaturasa, Z-1SO: 15-cis-C-

caroteno isomerasa, ZDS: (-caroteno desaturasa, CRTISO: caroteno isomerasa.

En naranjas, se describié un mutante denominado Pinalate, la cual presenta frutos
de color amarillo, en vez del color anaranjado. Este fenotipo se debe a una
acumulacion de z-caroteno, que refleja la ausencia de actividad z-caroteno
desaturasa. Esta mutacién solo afecta a los frutos, ya que en hojas los niveles de
carotenoides son normales. Ademas, dado que el ABA es uno de los productos
finales de la ruta de biosintesis de carotenoides, las naranjas Pinalate tuvieron

reducidos niveles ABA solo asociado a los frutos®.
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La mutante non dormant-1 (nd-1) en las plantas de girasol presenta una gran
alteracion en el locus del gen zds, lo que genera, plantas viables s6lo en condiciones
de luz tenue. Ademas, posee una gran acumulacion de z-caroteno, y un fenotipo
viviparo (semillas que germinan antes de tiempo)”. Finalmente, Bautista y col.
reportan una cianobacteria con el gen zds mutado que presenta gran
fotosensibilidad, por lo que solo crece en condiciones de poca luz, lo que merma su

crecimiento.

En base a todos estos antecedentes queda de manifiesto la importancia del gen zds,
ya que las deficiencias en la biosintesis de los carotenoides repercuten en los
procesos fisiologicos y metabdlicos como por ejemplo el desarrollo y la

fotosensibilidad.
6. El gen zds en Arabidopsis thaliana

A pesar dela gran cantidad de conocimiento en la bioquimica de carotenoides, solo
un ndmero limitado de mutantes en la biosintesis de carotenoides ha sido

caracterizado en plantas superiores.

Dong y col. reportaron la caracterizacion del gen zds de Arabidopsis (AT3G04870),
ellos encontraron que el gen Arabidopsis Spontaneous Cell Deathl (Spcl) codifica
para zds (C-caroteno desaturasa). Mutaciones en el gen spcl/zds causa dafio en la
biosintesis de carotenoides, lo que lleva a graves dafios en el desarrollo y fenotipo,
deficiencia de ABA y muerte celular espontanea de las plantas mutantes. Ello
demuestra que zds es esencial para la biosintesis de carotenoides, por lo tanto juega
un papel critico en el desarrollo y crecimiento de la planta.

La arabidopsis mutante spcl-1 fue identificada por “screen” genético para mutantes
con lesiones de muerte celular espontanea. Bajo condiciones de crecimiento
normales, spcl-1 tiene cotiledones y raices normales pero con ciertas lesiones
cloréticas en ciertas hojas. (Figura 1A'y 1B ). Las hojas de las mutantes spcl-1 eran
a menudo amarillento con manchas blancas, pero morfolégicamente normal.
Ademas, las inflorescencias, flores y silicuas se volvieron amarillas, acompafiando

a la formacion de clorosis (Figura 1C-1E). En etapas posteriores al desarrollo,
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algunas hojas amarillentas podrian convertirse en verde claro. Las plantas maduras
spcl-1 eran un poco mas pequefias que las plantas WT (Figura 1F) y fueron capaces

de establecer las semillas con una reduccion de la fertilidad.

En un cruce entre spcl-1 y plantas WT, toda la progenie F1 (n=27) mostré un
fenotipo de crecimiento normal, lo que indica que la mutacién es recesiva. En la
progenie F2 obtenida a partir de plantas F1, el fenotipo mutante segregado es en
una proporcion de 3:1 (WT: spcl-1= 236:67), lo que sugiere que spcl-1 es una
mutacion recesiva. Las mutantes spcl-1 presentan un mosaico de muerte celular y

acumulacién de superéxido™.

Figure 3. Fenotipo de mutante Spcl. (A) A dos semanas de WT. (B) A dos semanas
de spcl-1. (C) Inflorescencias de WT (izquierda) y spcl-1 (derecha). (D) Flores de WT
(izquierda) y spcl-1 (derecha). (E) Silicuotas de WT (izquierda) y spcl-1 (derecha). (F)
Plantas maduras de WT (izquierda) y spcl-1 (derecha). (G) Siete dias WT (Col-0;
derecha) y spcl-2 (izquierda). (H) A ocho semanas de spcl-2 germinadas y crecidas en
medio MS. Todas las plantas fueron creciddas bajo luz blanca continua. Bar: (A-G) 1
mm and (H) 5 mm (Dong y col., 2007).
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El genoma de la planta mutante spcl-1contiene una Unica insercion de T-DNA,que
es vinculado con el fenotipo mutante. Identificaron una mutante denominada
SALK_033039. Esta mutante tiene una insercion T-DNA en el exon 2 de Spcl.Para
confirmar el alelismo entre estas dos mutantes, cruzaron spcl-1 plantas
homocigotos con SALK 033039 plantas heterocigéticas para la insercion de T-
DNA en Spcl. En la progenie F1, aunque aproximada 50 % de plantas (n = 22)
mostraron un fenotipo WT, otro medio de plantas (n = 21) mostraron un fenotipo
spcl-1 similar (Figura 3E), coherente con la prediccion de que las plantas
Fldeberian mostrar el fenotipo del alelo débil. De ello, esta mutante fue nombrada

como spcl-2.

La mutante spcl-2 muestra un fenotipo mas grave en comparacion con spcl-1
(Figuras 3), es una variante fuerte y causa una detencion completa del desarrollo
luego de la germinacién, por lo que se trata de un fenotipo letal. Ademas, presenta
una desarrollo anormal de cloroplastos, baja fotoproteccion, nivel reducido del
fotosistema 11, deficiencias de ABA e insuficiente sefializacion retrograda

(plastidio-nucleo) causada por la pérdida de funcion de la enzima ZDS.

Spcl es un gen en el genoma de Arabidopsis. La comparacion de la secuencia
genomica de ADNc revel6 que spcl contenia 13 exones y 12 intrones. La
comparacion de secuencias sugiere que spcl codifica un putativo zds, similar a
otras enzimas en la ruta de biosintesis de carotenoides spcl/zds parece estar
altamente conservada en plantas mayores. Como spcl es un gen de una sola copia
en Arabidopsis y es una zds funcional entonces las mutaciones spcl causan
alteracion de la biosintesis de carotenoides.

7. Los genes zds.
Al igual que en tomate se han descrito dos genes para psy (psyl y psy2), Daucus
carota y Malus domestica han sido las Gnicas plantas en que se han identificado dos

genes z-caroteno desaturasa (zds): Dczdsl (DQ222430), Dczds2 (DQ192189)"
Mdzds1 (AF429983) y Mdzds2 (GO546818)".
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En zanahoria la secuencia anotada para zdsl es 2078pb, de los cuales 1722pb
corresponden a la region codificante. Para zds2, la secuencia es de 2038pb y su
region codificante consta de 1728pb; estos genes possen en la region codificante
88% de identidad nucleotidica y 91% de identidad aminoacidica. En las regiones
5°NTR y3’NTR la identidad nucleotidica es de 24 y 53% respectivamente’™.

Se han realizado ensayos de expresion mediante RT-PCR en tiempo real,
determinando que tanto zdsl como zds2 aumentan su expresion durante el
desarrollo de hojas y raiz modificada, y que zds2 tiene una expresion dos veces
superior a zds1 en la raiz de reserva’ (Figura 4). Ello propone que la existencia de
dos genes zds, responde al hecho que la hortaliza sintetiza carotenoides en
contextos completamente distintos. Por una parte en sus hojas, expuestas a la luz
(Foto-periodo 16h luz) y por otra parte, en su raiz de reserva, en condiciones de
oscuridad justificando que los genes codifican para enzimas con la misma actividad
pero que permitan una regulacion diferencial u 6rgano-especifica (tejido

fotosintético o raiz de reserva)’.
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Figura 4. Andlisis en Tiempo Real para los genes zdsl y zds2 durante el desarrollo
de D. carota. Se utilizaron zanahorias crecidas en condiciones normales de raiz en
oscuridad y hoja en condiciones de foto-periodo (16h luz). El calibrador en cada gréfico
corresponde al promedio de las réplicas obtenidas en los tres estados de desarrollo. Se
utilizé6 como calibrador el gen de ubiquitina y las distintas letras indican diferencias

significativas entre las muestras (Fuentes, 2009).
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REPOSITORIO DE

Como se observo que el gen zds2 tiene una expresion mayor que zdsl en raiz,
silenciaron el gen zds2 (SGPT) logrando gatillar un alto nivel de silenciamiento en
cuatro lineas analizadas (Figura 5). Tres de ellas poseen sobre un 95% de
silenciamiento, el silenciamiento es especifico para el gen zds2 porque los niveles
de mensajero para zdsl no presentan diferencias significativas con respecto a la

planta silvestre’.
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Figura 5. Andlisis de RT-PCR en Tiempo Real de zanahorias silenciadas en zds2.
Niveles de abundancia relativa de los genes zdsl y zds2, a partir de hojas de plantas
silvestres y transgenicas. WT: zanahoria silvestre. L1, L2, L3I L6: lineas transgénicas
obtenidas de la embriogénesis somatica. Los valores se normalizaron respecto a los
niveles de expresion del gen 18S de plantas de zanahoria silvestre. Los resultados de
plantas silvestres se ajustaron a 1. Los resultados con diferencias significativas se

indican con un asterisco. (Flores, 2010)

El andlisis de pigmentos por HPLC de las plantas silenciadas en zds2, en la hoja los
niveles de los principales carotenoides como a-caroteno, f-caroteno y luteina no
existe diferencias significativas con las plantas silvestres de Daucus carota (Figura
6A). En raiz se logra apreciar que solo la L2 muestra un aumento estadisticamente
significativo con respecto a una planta silvestre, en las otras lineas no se observan
diferencia significativa™ (Figura 6B). Intentaron silenciar la zdsl pero no hubo
explantes viables porque se necrosaban en las primeras etapas del desarrollo de la
panta. Ello sugiere que la zds2 no es importante en el desarrollo de la planta ni en la
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sintesis de carotenoides, en cambio, la zds1 es fundamental en las primeras etapas
de desarrollo de la zanahoria y no puede ser suplida por la zds2™.
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Figura 6. Andlisis de HPLC de carotenoides en las zanahorias silenciadas en zds2.
Composicion de los carotenoides totales (Total), a-caroteno (a-carotene) y [-caroteno
(b-carotene) tanto para raiz (A) como para hojas (B). En el caso de las hojas, ademas se
determind el nivel de luteina (Lut). El analisis se realizd para 4 lineas transgenicas (L1,
L2, L3, L6) y zanahorias silvestres (wt). El asterisco () indica diferencias significativas.
(Flores, 2010).

Plantulas silenciadas en zdsl y zds2 fueron obtenidas con mucho esfuerzo (Figura
7). De las 4 plantulas obtenidas, solo la LI presenta un fenotipo relativamente
normal, el resto de las lineas (LII, LI, LIV) no presentan una apariencia
comparable a la de una plantula obtenida de un proceso normal de embriogénesis
somatica. La linea Il presenta un incipiente tejido foliar, no obstante, junto con las
lineas LIl y LIV tienen un tamafio muy reducido y no muestran el desarrollo de
una raiz principal clara™. Dos pléantulas fueron analizadas por qPCR (Figura 8), y
existe una buena correlacion entre el fenotipo de las lineas y los niveles de
silenciamiento. La linea LI que posee un 59% de silenciamiento, tiene un fenotipo
mucho mas parecido al de una plantula silvestre que la linea IV que posee un 89%

de silenciamiento y su fenotipo dista mucho del de una plantula normal™.
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Figura 7. Plantulas doble silenciadas en zds2.A) Linea 1 (LI1) B) Linea 2 (LII) C)
Linea 3 (LII1) D) Linea 4 (LI1V) E) Plantula silvestre(Flores, 2010) (Flores, 2010)
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Figura 8. Analisis de RT-PCR cuantitativo de zanahorias co-transformadas con
pHG/z2 y pMD/z1N. Se determinaron los niveles de abundancia relativa de los genes
zdsl, zds2. WT: zanahoria silvestre. LI, LIV: lineas transgénicas obtenidas de la
embriogénesis somatica. Los valores se normalizaron respecto a los niveles de
expresion del gen 18S y los niveles de mensajero de plantas de zanahoria silvestres se
ajustaron a 1. Los resultados con diferencias significativas se indican con un asterisco
(»)(Flores, 2010)

Se estuvo intentando amplificar la zds2 a partir de cDNA y no se consiguid, ademas
se realiz6 una bdsqueda en una base de datos de secuencia génica (EST) y se
encontrd para zds1 y no para zds2.

Es por ello, que en esta tesis se estudio la funcionalidad del gen zds1 y se evalué su

localizacion subcelular.
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8. Nicotiana tabacum y expresion transitoria

El tabaco (Nicotiana tabacum) es un modelo vegetal extremadamente versatil para
el cultivo de células y tejidos e ingenieria genética. La mayoria de los
descubrimientos en este campo en el campo se han originado a partir de
experimentos con plantas de tabaco como: in vitro en medio de cultivo, primeras
plantas transgenicas, expresion génica y experimentos de estabilidad de genes,

expresion de transgenes™.

La expresion transitoria mediada por Agrobacterium (Agroinfiltracion) se basa en la
infiltracion de cultivos de Agrobacterium tumefaciens en hojas de las plantas
intactas. La bacteria posteriormente transfiere un segmento de ADN, llamada ADN
de transferencia o T-ADN, en las células vegetales. Para ello, se usan los vectores
binarios que puede llevar a insertos de hasta mas de 100 kpb. EI ADN transferido a
una célula de planta se trasladara al nucleo, donde sus genes pueden ser transcritos y
expresado. La mayoria de las células de la planta en la region infiltrada expresa el
transgén y la expresion alcanza su nivel mas alto de 2-3 dias después de la
infiltracion. En etapas posteriores de la expresion se apaga mediante el
silenciamiento de ARN. Una limitacion de la agro infeccion es el pequefio tamafio
de la insercion (< 2 kb) en el genoma viral. Indiscutiblemente, la principal ventaja
de agroinfiltracion sobre la transformacion estable es su velocidad. Ademas, en
comparacién con otros sistemas de expresion transitoria (transformacion de
protoplastos, bombardeo de particulas y la microinyeccion), tiene las ventajas de
que es barato, porque se basa en una tecnologia simple. La Agroinfiltracion es
utilizada en muchos tipos de experimentos; como estudiar la funcion de genes, la
produccion de proteinas, la interaccion huésped-patdgeno, la interaccion proteina-
proteina y localizacion de la proteina. EI Agrobacterium se aplica ya sea usando
vacio o por la infiltracion de la jeringa. Considerando que la infiltracion al vacio
tiene la ventaja de que hojas o plantas enteras pueden infiltrarse a la vez, la
infiltracion de la jeringa es mas facil y se utiliza con mayor frecuencia para la
produccion de proteinas a pequefia escala. La principal ventaja de la infiltracion de
jeringa es que diferentes genes, ya sea solo 0 en combinacion, se puede expresar en
una unica hoja. Agroinfiltracion jeringa ha sido aplicado con éxito en una variedad
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de especies de plantas prefiriendo la Nicotiana tabacum (tabaco), porque esta planta
tiene un ciclo de vida corto, tiene hojas grandes y facilmente infiltrables y no

muestra necrosis tras la infiltracién con las cepas de Agrobacterium®.
9. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que permite
separar componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas. La muestra
se desplaza con una fase maévil que puede ser un liquido. Esta fase movil se hace
pasar de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna.
Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra se
distribuyen de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos
componentes que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase maévil; por el contrario, los componentes se unen
débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la
distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas que

pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente®,

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la técnica analitica de
separacion mas ampliamente utilizada, por su sensibilidad, facil adaptacion a
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies
no volétiles o termolabiles y su gran aplicabilidad a sustancias de interés industrial

y cientifico®.

Desde finales de 1970, la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) se ha
convertido en un procedimiento ampliamente utilizado para la determinacion de los
carotenoides, principalmente debido a que la técnica de separacién, no es
destructivo y, mas importante, se consigue una mayor resolucion. Sin embargo, la
mayoria de los informes en la literatura de acuerdo con el andlisis de un nimero
limitado de alimentos. La aplicacion de HPLC para el anélisis de los carotenoides
en los alimentos esta siendo desarrollado y mejorado debido a la naturaleza

complicada de estos procedimientos®.
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

1. Material Bioldgico

Bacteriano

Genotipo de la cepa de E. coli DH5a: supE44, AlacU169 (¢80lacZAM15), hsdR17,
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl.

Genotipo de la cepa de E. coli DB3.1: F- gyrA462 endAl gInV44 A(srl-recA)
mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) aral4 galK2 lacY1l proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu
mtl1.

Genotipo de la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101: C58, plasmido Ti
curado, GenR, RIifR.

Vegetal

Arabidopsis thaliana spc1-1: Col0
Arabidopsis thaliana silvestre: Col0O
Nicotiana tabacum variedad Xanthi NN y Daucus carota variedad Nantes (solo

para obtencion de cDNA).

2. Reactivos

Se emplearon los reactivos de la calidad adecuada respecto a las técnicas de
biologia molecular desarrolladas. Estos productos fueron obtenidos de las empresas
y marcas registradas como Invitrogen, Fermentas, Promega, Axygen, New England
Biolabs, Biorad, Merck, US Biological, MO BIO laboratories Inc., Phyto
Technology Laboratories y Sigma-Aldrich.
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3. Cultivos Bacterianos

3.1 Cultivo de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

La cepa de E. coli DHS5a se crecio en medio LB liquido (1% (p/v) de triptona,
0.8%(p/v) de NaCl, 0,5%(p/v) de extracto de levadura), a 37°C con una
agitacion de 200 rpm. Para medio LB sdlido, a la mezcla de LB liquido se le
agregd agar 1.6% (p/v) y se incubd en una placa de Petri durante 16 h a una
temperatura de 37°C. Tanto para el cultivo liqguido como para el solido, se
agregd los antibidticos correspondientes a la resistencia otorgada por el vector

(espectinomicina 100 mg/mL o kanamicina 100 mg/mL).

Para el crecimiento de A. tumefaciens se incub6 en medio LB liquido y sélido
con los antibidticos rifampicina (10mg/L) para la seleccion cromosémica y
gentamicina (50mg/L) para la seleccién del plasmido Ti, ademas del antibidtico
correspondiente para la seleccion del plasmido de interés (kanamicina 100
mg/mL). El cultivo liquido con Agrobacterium se incub6 durante 20 h, con una
agitacion de 200 rpm, mientras que el cultivo solido fue de 48 h, ambos a
temperatura de 28°C. A partir de los cultivos liquidos se realizé un respaldo en

glicerol al 33% de cada clon y se almaceno a -80°C.

3.2 Quimiocompetencia de células de Escherichia. coli y Agrobacterium

tumefaciens

Se induce estado de “competencia” en bacterias para poder introducir DNA
foraneo con alta eficiencia dentro de ellas. Una alternativa es el uso de agentes
quimicos permite debilitar la estructura de su pared celular que junto al shock
térmico permite que se pueda introducir en las células DNAs derivados de otras

fuentes.
Un cultivo de E. coli DH5a se incub6 a 37°C hasta alcanzar una D.O.600 de 0,5,

después se centrifugd a 4°C durante 10 min a 5000 g, y se resuspendié en 10 mL

de CaCl2 0.1M. Luego, se centrifugd nuevamente a 4°C por 5 min a 5000 g y el
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precipitado se resuspendié en 10 mL de CaCl2 0.1M. Finalmente, se incubaron
las células a 4°C durante 30 minutos y se almacenaron en glicerol 33% a -80°C.

Para el caso de A. tumefaciens, el cultivo se incub6 a 28°C hasta alcanzar una
D.0.600 sobre 0,5. Las células se mantuvieron en hielo durante 10 min y se
centrifugd a 4°C durante 20 min a 3000 g, para posteriormente resuspenderlas en
1 mL de CaCl2 20 mM. Finalmente, las células se congelaron con nitrégeno

liquido para ser almacenadas a -80°C hasta su utilizacion.

3.3 Transformacion de células quimio-competentes

Para la transformacion de A. tumefaciens se descongeld en hielo una alicuota de
100 pl de células quimio-competentes de A. tumefaciens y se mezclé con 300ng
del vector de destinacion con el respectivo inserto (0GWB5/z1ST). Luego, se
aplico el golpe térmico a las células incubando la mezcla en nitrogeno liquido
durante 5 min. Posteriormente, se descongel6 a 23°C durante 15 min. La mezcla
se cultivo en agitacion en medio LB liquido a 28°C durante 18 h. Finalmente, las
celulas se centrifugaron, se elimind la mayor parte del sobrenadante y se
resuspendieron en el volumen remanente. La mezcla de la transformacion se
cultivo en placas de Petri con medio LB sélido con los antibiéticos adecuados
para la seleccion (rifampicina 10 mg/mL, gentamicina 100 mg/mL y kanamicina
100 mg/mL) por 48 h a 28°C.

3.4 Cultivo de Agrobacterium. tumefaciens para la transformacion transitoria
en Nicotiana tabacum.

Para la preparacion de este cultivo, se inoculd6 80 pL de A. tumefaciens
transformadas (seccion 11, 3) con el vector pGWB5/z1ST (seccion 11, 2) en 30
mL de LB con los antibidticos respectivos y se crecieron de manera
convencional en agitacion durante 24 h a 28°C. Luego, se centrifugd por 5 min a
5500 g, se elimind el sobrenadante y resuspendié en MS liquido™ con
acetosiringona a una concentracion final de 25 mM. Finalmente, se incubo por 2

h en agitacion a 28°C antes de utilizarlo para infectar el tejido vegetal.
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3.5 Cultivo de Agrobacterium tumefaciens para el Método del FloralDip

El Floral dip es el primer método que la mayoria de biotecnélogos vegetales
aprenden con el fin de establecer una linea transgénica y es el método mas
comUnmente utilizado para transformar Arabidopsis. Es la forma més facil de
modificar genéticamente una planta. En esta técnica, se sumergen
inflorescencias de Arabidopsis thaliana en una solucion de A. tumefaciens,

sucrosa y Silwet L-77%.

Para la preparacion de este cultivo, se inoculé 80 pL de A. tumefaciens
transformadas en 30 mL de LB con los antibidticos respectivos y se crecieron de
manera convencional en agitacion durante 24 h a 28°C. Luego, se centrifugo por
5 min a 5500 g, se eliminé el sobrenadante y resuspendid en solucién fresca de
sacarosa 5% hasta una D.0.600 de 0,8. La solucién se colocd en vasos
precipitados altos y se agreg6 Silwet L-77 a una concentracion de 0,05% y se

mezclo bien.
4 Cultivos vegetales
4.1 Cultivo de Arabidopsis thalianaspcl-1

Para el cultivo de Arabidopsis thaliana silvestre y mutante se uso el método
hidropénico con lana de roca. En cada contenedor se colocd una semilla sobre
cada soporte de lana de roca humedecidas con medio hidropdnico. Se llevo a un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 en oscuridad a temperatura constante de 22°C. El
medio hidropdnico que se usé para el cultivo comprende los siguientes
macronutrientes: 125 mM KNOs, 150 mM Ca(NOj3),*4H,0, 75 mM
MgSO4*7H,0, 50 mM KH,PO,, y micronutrientes: 5mMKCI, 5 mM H3BO3, 1
mM MnSOy, 200 uM ZnSO,*7H,0, 150 p CuSO4, 10 mM Na,03Si, 10 mM
Fe-dietilenetriaminapentaacetato; el medio se agité constantemente protegido de

la luz para lograr pH 6.
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4.2 Cultivo de Arabidopsis thaliana

Las semillas de A. thaliana silvestres y transformantes se estilizaron con 1ml de
cloro 50% (v/v) con una gota de tween 20 por 7 minutos en agitacion.
Posteriormente, se enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril. Finalmente, las
semillas se sembraron en placas petri con medio MS sélido (Medio basal
Murashige & Skoog 0,44%, mioinositol 100 ppm, sacarosa 20% Yy agar-agar 7%)
apH 5,8, ademas se agregd kanamicina 25mg/L si eran semillas provenientes la
transformacion con FloralDip. Las placas fueron colocadas en un incubador con
un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de oscuridad a una temperatura de 22°C Al
cabo de 4 semanas las plantas tuvieron un tamafio adecuado para los

experimentos.

4.3 Cultivo deNicotiana tabacum.

Para la transformacion transitoria de tabaco se usaron plantas cultivadas in vitro.
Para esto se esterilizaron las semillas con una solucion de detergente y cloro
(5%) por 10 min. Posteriormente, se enjuagaron 3 veces con agua destilada
estéril. Finalmente, las semillas se sembraron en frascos de vidrio con medio MS
solido (Medio basal Murashige & Skoog 0,44%, mioinositol 100 ppm, sacarosa
20% y agar-agar 7%) a pH 5,8. Al cabo de 6 semanas las plantulas fueron
trasladas a invernadero y cultivadas en el sistemahidropénico con un fotoperiodo
de 16 h de luz a una temperatura de 22°C hasta cumplir los tres meses, momento

en el cual fueron utilizadas.
5 Meétodos de Biologia Molecular
5.1 Extraccién de ADN genodmico de plantas
Para la extraccion de DNA gendmico se siguio el protocolo descrito por Doyle y
Doyle en 1987; que consta de una etapa de lisis de células, degradacién de
proteinas y de purificacién. Para ello, se congelaron aproximadamente 200mg de

tejido vegetal en nitrogeno liquido y se homogenizaron con 0,6 ml de CTAB
(cetil trimetilamonio bromuro) al 2%, adicionando 1,4M de NaCl, EDTA 20mM
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y Tris pH 8 100mM. El homogenizado se mantuvo a 60°C por 30 minutos y se
agregd nuevamente 0,4 ml de CTAB e incubd a 70°C por 5 minutos. Luego, se
agregd 200ul de mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), centrifugo vy
separ6 la fase acuosa (superior) de la orgénica. La fase acuosa que contiene el
ADN se transferio a otro tubo Eppendorf para precipitar el ADN con
isopropanol por 40 minutos a -20°C. Posteriormente, se centrifugo, lavé el
precipitado con etanol 70%, se volvio a centrifugar y elimind el sobrenadante; el
precipitado se secd a temperatura ambiente por 10 minutos y resuspendi6 en

agua nanopura.

5.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las siglas PCR significan "Polimerase Chain Reaction", Reaccion en Cadena de
la Polimerasa. La PCR es una técnica para la sintesis "in vitro" de secuencias
especificas de ADN. La PCR se basa en la replicacion del ADN en los
organismos eucariotas realizada por la DNA polimerasa. Estas enzimas realizan
la sintesis de una cadena complementaria de DNA en el sentido 5'— 3" usando
un molde de cadena sencilla, pero a partir de una region de doble cadena. Para
crear esta region doble cadena se usan los denominados cebadores (primers).
Son una pareja de oligonucledtidos sintetizados de manera que sean
complementarios a cada uno de los extremos 3" del fragmento de DNA que se

desea amplificar.*

Partiendo de este principio, la reaccion en Cadena de la Polimerasa es la
repeticion de un ciclo formado por tres etapas:
12 Desnaturalizacion del ADN doble cadena.
22 Hibridacion de los cebadores a la zona 3 especifica de cada una de las hebras

32 Extension del cebador por actuacion de la DNA polimerasa.”

Las reacciones de PCR estaran compuestas por: 1X de tampon de la enzima,
2mM de MgCI2, 0,2 uM de los partidores sentido y antisentido (Tabla 1), 0,2
mM de dNTPS y 1U de Taq polimerasa, ademas de ADN, cADN o cultivo

bacteriano como molde.
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El programa estandar utilizado tuvo como paso inicial la desnaturalizacion del
ADN por 4 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de: 40 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 35 segundos de hibridacién a 52°C y 40 segundos para
la extension a 72°C. Finalmente, se dejo a 72°C por 10 minutos.

Para visualizar el ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
Este fue preparado con tampon TAE 1X (Tris-acetato 40mM y EDTA 1 mM, pH
8) y bromuro de etidio (Bret) 1ug/mL. Las muestras fueron mezcladas con el
tampon de carga (Azul de bromofenol 0,25%, xylenecyanol 0,25% y glicerol
80%) previo a ser cargadas en el gel.

5.3 Extraccién de RNA de plantas

Se utilizd6 el método de TRIZOL® Reagent (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones especificadas por el fabricante. Comienza con la homogenizacion
de la muestra con el reactivo TRIzol®, es agregado el cloroformo el
homogenizado tiene dos fases, la acuosa es la que contiene RNA, este es
precipitado por isopropanol; es lavado para remover impurezas y resuspendido
en agua libre de RNAasas. En la etapa de la homogenizacion, se utilizd un
mortero para moler 50-100mg de material vegetal en nitrégeno liquido con 1ml
de TRIZOL® Reagent. En la separacion, se incubo el homogenizado por 5
minutos de 15 a 30°C, luego se agreg6 200l de cloroformo y se agitd por 15
segundos e incub6 30°C por 3 minutos. Después, se centrifugd a 12000g por 15
minutos a una temperatura de 4°C. En la precipitacion, se transfirio la fase
acuosa (clara) a un nuevo tubo Eppendorf y se precipito el RNA con 500 pl de
isopropanol e incubd 10 minutos a 30°C y centrifug6 a 12000g por 10 minutos a
4°C. En el lavado, se removié el sobrenadante, se lavo el pellet con 1ml de
etanol-DEPC 75% y se centrifug6 a 75009 por 5 minutos a 4°C. Después se secd
el pellet a temperatura de ambiente por 10 minutos luego se redisolvid el RNA
en 20ul de agua DEPC (Dietil pirocarbonato) luego se incub6 por 10 minutos a
60°C, se cuantifico en NanoDropTM.
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5.4 Transcripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

Se traté 7ug de ARN extraido con DNasal (Fermentas). Este tratamiento estuvo
compuesto por: 1X tampén de la enzima con MgCI2, 40 U de inhibidor de
RNAsa y 1U de DNAsal y se siguio las instrucciones del fabricante. Se llevo a
37°C por 35 minutos y se puso en hielo, luego se agregé 50mM EDTA-DEPC y
nuevamente a hielo.

Para la sintesis de CADN se utilizé Transcriptasa Reversa Improm-1l (Promega).
Se mezcl6 9,5 ul de ARN tratado con DNasal con 30uM de partidor AP (5’-
CGCCACGCGTCGACTAGTAC TTTTTTTTTTTITTTTITT -3°) durante 5

minutos a 70°C, luego los tubos se pusieron en hielo por 5 minutos y se agregd

el Mix RT que consiste en: 5X Tampon de la enzima, 40U de inhibidor de
RNAsa, 250mM de MgCl,, 25mM dNTPs, 600U de Transcriptasa Reversa y se
complet6 hasta 37,5ul con agua-DEPC. El programa continué con 5 minutos a
25°C para la hibridacién, luego 60 minutos a 42°C para la extension y finalizd
con la inactivacion de la enzima sometiendo la reaccion a 70°C durante 15

minutos.

5.5 Amplificacién del gen zds1 con Pfu DNA polimerasa

Las reacciones de PCR estaban compuestas por: 1X de tampon de la enzima con
Mg+2, 0,2 uM de los partidores sentido y antisentido (Tabla 1), 0,2 mM de
dNTPs y 25 U Pfu DNA polimerasa, ademas de DNA plasmidico
pCR8/z1ATG.

El programa utilizado tuvo como paso inicial de desnaturalizacion del ADN por
3 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de: 30 segundos de desnaturalizacion a
95°C, 35 segundos de hibridacion a 65°C y 4 minutos para la extensién a 72°C.
Finalmente, se realizo la extensidn a 72°C por 8 minutos.

Para visualizar el fragmento amplificado, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. Este fue preparado con tampon TAE 1X (Tris-acetato 40mM y
EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de etidio (Bret) 1ug/mL. Las muestras fueron
mezcladas con el tampdn de carga (Azul de bromofenol 0,25%, xylenecyanol

0,25% y glicerol 80%) previo a ser cargada en el gel.
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5.6 Adicion de Adenina a los extremos del amplificado

La reaccion estuvo compuesta por: 1X de tampdn de la enzima con MgCl,
50mM, 0,2 uM de dATPs, 1U de Taq polimerasa y 200ng de DNA amplificado.
Se dej6 30 minutos a 72°C.

5.7 Digestiones enzimaticas

Para determinar la orientacion del gen zdsl en las construcciones pCR8/zds1ST
se digirié con las enzimas de restriccion Sacl y EcoRV. La reaccion contenia
200 ng del DNA plasmidial de la construccion, buffer Tango 1X, y 10 U de la
enzima Sacl. Esta reaccion se incubo por 1 h a 37°C. Luego se agreg06 buffer
Tango hasta 2X y 5 U de la enzima EcoRV y se volvid a incubar por 1 h a
37°C.Para determinar la orientacion en que se cloné el gen zdsl en el vector de
destinacion pGWBS5, se digirié con la enzima de restriccion Sacl. La reaccion
contenia 250 ng del DNA plasmidial de la construccion, buffer Tango 1X,y 5 U
de la enzima Sacl. Esta reaccion se incubo6 por 2 h a 37°C.  Las reacciones de
digestion enzimatica fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa y las
bandas visualizadas mediante tincion con Bromuro de Etidio (BrEt).

Tabla I. Enzimas de restriccion utilizadas (BioLabs®Inc.)

Enzima de Restriccion Sitio de corte
Sacl 5 .. GAGCTC...3
3...CTCGAG...5
EcoRV 5 . GATATC. .. %
3...CTATAG...5

6. Construcciones Genéticas

Las construcciones generadas fueron obtenidas por medio de la metodologia
Gateway® la cual se basa en las propiedades de recombinacion sitio-especificas del
bacteridfago lambda (M) para realizar las etapas de clonamiento y sub-clonamiento
en la obtencidn de las construcciones genéticas.

Para ingresar la secuencia de interés a esta plataforma de clonacién Gateway®,

existen vectores denominados “vectores de entrada”. Estos vectores cuentan con una
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enzima del tipo topoisomerasa unida covalentemente a ellos (Figura 9). Esta enzima
se denomina comercialmente TOPO® y es capaz de ligar las hebras de DNA de la
secuencia de interés, en este caso un producto de PCR, con dicho vector de entrada.
Una vez realizada la clonacién, la enzima es escindida del vector, y se obtiene el
vector de entrada con el gen de interés (Figura 9).

Luego de clonar el fragmento de interés en el vector de entrada, éste se transfiere al
vector final de destinacidn mediante recombinacién sitio especifico (Figura 10).
Existe una amplia gama de estos vectores dependiendo del estudio que se desee
realizar. En este trabajo se utilizd los vectores de destinacion pGWB5 y pGWB?2.

pCR8/zds1ST
topoisomerasa
» frees

0
1
.T j 50 3.
--CCCTT Productode PCR [ oo --CCCrT A n6eG6--
--GeGA A T7CCC-- Iy, zdsl TTCCC--

o

Figura 9. Esquema de la clonacion del fragmento de interés en el vector de
entrada. El producto de PCR que presenta una base adenina en sus extremos se
introducira por medio de una union de la base A con una timina libre presente en los

extremos del vector pCR8, obteniendo de esta manera la construccién pCR8/zds1.

Este mecanismo de recombinacion requiere de una enzima denominada LR
Clonasa® que pertenece a la familia de las integrasas y tiene la capacidad de generar
interacciones intra e inter-moleculares. Esta caracteristica permite que la enzima
pueda realizar la recombinacién completa a través de un mecanismo de corte y
ligacion de las hebras (Figura 10). Para ello se ponen en contacto el vector de
entrada que posee clonado el gen de interés entre los sitios attL y el vector de
destinacion en presencia de la LR Clonasa®. Producto de la recombinacion sitio-
especifica entre los sitios attL del vector de entrada y attR del vector de destinacion,
se generan dos productos, uno de ellos es el vector de destinacion con el gen de

interés (Figura 10).
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Vector de Entrada

Vector de Destinacion

Figura 10. Esquema de la recombinacion sitio-especifica. En este proceso las las
secuencias attL y attR presentes en el vector de entrada y de destinacion, recombinana
para dar origen el vector de expresion que porta el gen de interés flanqueado de Iso

sitios attB. La LR Clonasa® es la enzima que permite cortar y ligar el material genético.

6.1 Vectores usados en este trabajo

A continuacion se muestra un esquema de los vectores utilizados en este trabajo

y a partir de las cuales se disefiaron las construcciones obtenidas en el mismo.

pCR8 2,8 Kb

L} pGWB2 17,2Kb

pGWB5 17,9 Kb

NosP::NPTII 355:HPT

attR1 attR2

Figura 11. Esquema de los vectores de entrada y destinacion empleados en esta

tesis. pCR8, vector de entrada para la clonacion del gen zds1 de Daucus carota.
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También se esquematizan los vectores de destinacién usados para integrar de
manera estable (PGWBZ2) o transitoria (pGWB5) el gen zds1 de Daucus carota
en el genoma de las plantas. Cada uno de estos vectores posee uno o dos
promotores 35S y los genes de resistencia a antibioticos (kanamicina,
higromicina, espectinomicina). pGWB5 posee ademas el gen reportero Gfp que
permitird generar una proteina de fusion con el gen zdsl para observar la

localizacion subcelular del gen de interés.

6.2 Generacidn de la construccion pGWB5/zds1

6.2.1 Clonacién del gen zds1 s/t en el vector de entrada pCR8®

Se amplifico el cDNA del gen zds1 de D. carota (DQ222430) sin el codon
de término de la traduccion (s/t) (Tabla I) para generar una proteina de
fusion al gen reportero Gfp, el cual codifica una proteina que bajo UV
fluorece de color verde y permite identificar la localizacion organelar de la
proteina a la cual se encuentra fusionada.

Las condiciones de amplificacion se estandarizaron mediante un PCR en
gradiente. Para la amplificacion de este gen se us6 un partidor en sentido
ATG y uno en antisentido sin terminador y la enzima PFU polimerasa
(Fermentas) y se agregd colas de una base “A” en cada extremo del
amplificado para facilitar su clonacion en el vector de entrada (5.6). A
partir de los productos del PCR se realizo la ligacion del gen zdsl s/t al
vector de entrada pPCR8/GW/TOPOQ. Para ello se tom6 150 ng del producto
de PCR, 50 ng de vector, ImL de la solucién salina (0,2 M de NaCl y 0,01
M de MgCI2) y la enzima topoisomerasa presente en el vector. La mezcla
de la reaccion de ligacion se incubd durante 18 h a 23°C antes de
transformar las células quimio-competentes de E. coli DH5a mediante un

golpe térmico.
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6.2.2 Recombinacion Gateway® entre los vectores de entrada y destinacion

Para los experimentos de localizacion sub-celular del gen zdsl se
recombino el vector pCR8/zds1ST con el vector de destinacion pGWBS5, el
cual posee un promotor 35S y el gen que codifica para la proteina
fluorescente verde (GFP) (Figura 11). Para ello se mezcl6 100 ng de la
construccion pCR8/zds11ST, 240 ng del vector de destinacién pGWBS5, y
2 uL de la enzima LR ClonasaTM II Invitrogen para completar 10 puL de
reaccion de recombinacion.

La mezcla de la reaccién se incubd por 18 h a 23 °C. Para detener la
reaccion se agregd 1 puL de proteinasa K (Invitrogen) y se incub6 durante
10 min a 37°C. Finalmente, se transformaron las bacterias quimio-
competentes de E. coli DH5a por golpe térmico y se seleccionaron los
clones transformantes en placas de Petri con LB sélido con los antibidticos

respectivos.

7. Obtencion de plantas de Arabidopsis thaliana spcl-1 y Nicotiana tabacum que

expresan el gen zdsl de D. carota.

7.1 Transformacion transitoria de hojas de tabaco con Agrobacteirum

tumefaciens que porta el vector pPGWB5/zds1 s/t

La agro-infiltracion se realiz6 en N. tabacum en donde se perfundi6 la
suspension de A. tumefaciens (seccion 1l, 3.1)por la cara abaxial de hojas
jévenes usando una jeringa de 5 mL sin aguja y presionando suave y firmemente
hasta observar la infiltracién de una amplia region de la hoja’’. Luego de 4 dfas,

las hojas fueron cosechadas para los analisis.

7.2 Transformacion de Arabidopsis thalianaspcl-1 con Agrobacterium

tumefaciens que porta el vector pGWB2/Z1A
Se utilizé el método del Floral Dip. Se cortd las inflorescencias a las plantas,

conservd las silicuas y se sumergio en la solucion (seccion Il, 7.2) por 30
segundos; se colocd en una bandeja y se cubrié con papel aluminio por un
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periodo de 24 horas y luego se trato a las plantas normalmente cubriéndolas con
plastico. Se repitid el procedimiento a la semana, se quitd el medio hidropoénico

cuando las silicuas maduraron y cosecho las semillas maduras.

8. Localizacién Subcelular del gen zdsl de D. carota mediante Microscopia de

fluorescencia

Para realizar los experimentos de localizacion subcelular se utilizé la construccion
pGWB5/zds1ST, la cual cuenta con un promotor 35S doble y el gen que codifica
para la proteina fluorescente verde (GFP). El analisis de la localizacion subcelular se
realiz6 verificando la flourescencia de GFP en tejido vegetal de tabaco (hoja)
transformado transitoriamente con el vector pGWB5/zds1ST mediante A.
tumefaciens que porta este vector. Para lograr esta actividad se agro-infiltro hojas de
tabaco con un clon de Agrobacterium que porta la contruccion pGWB5/zds1ST.
Luego de transcurridos 4 dias de incubacién a 23°C, se realizaron cortes muy finos
del tejido infiltrado de hojas y se le sacé la ld&mina adaxial de cada hoja. Estas
muestras fueron observadas bajo un microscopio de epifluorescencia (Olympus
IX70). Como control negativo se utilizaron muestras infiltradas con Agrobacterium
transformado con el vector 35SCaMV:GFP y como control positivo se usaron

muestras transformadas con35S:recA:YFP.

9. Determinacion de la cantidad y la composicion de los carotenoides

9.1 Extraccion de Pigmentos

Se molié tejido vegetal en presencia de N2 liquido en un mortero y se
homogeniz6 con 1 ml de solucidn de hexano/acetona/etanol (2/1/1 v/v). Se agit6
durante 2 minutos en vortex y luego se mantuvo en hielo y oscuridad por 2
minutos. Después de centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos 4°C, se colectd
la fase orgénica. Finalmente, la fase orgéanica se secd en un concentrador a
temperatura media quedando preparada para la cuantificacion y analisis de

pigmentos. Todo el proceso de extraccion se realizd en oscuridad y frio.
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9.2 Cuantificacion de los pigmentos totales mediante espectrofotometria

Los carotenoides secados se resuspendieron en 1,5ml de acetona y se midié la
absorbancia de esta solucion a 470nm, 662nm, 645nm para determinar la
cantidad de pigmentos totales (carotenoides totales y clorofila) mediante las

siguientes formulas®:

ca = 11.75 Agg, - 2.350 Agus
C, = 18.61 Agy5 - 3.960 Agg,
c)<+C = 1000 A0 - 2.270 C, - 81.4 C /227

Donde:
Ca: Clorofila a, Cy: Clorofila b, Cyu+c: Carotenoides totales

Para calcular el peso seco, se multiplico el peso fresco por un factor de
conversion calculado a partir del cociente entre el peso después y antes de la
deshidratacion de tres muestras de tejido.

Una vez obtenido los valores de absorbancia, las muestras se volvieron a secar
en el concentrador a temperatura media y guardadas a -80°C hasta su utilizacion
para HPLC.Una vez obtenido los valores de absorbancia, las muestras se
volvieron a secar con nitrégeno gaseoso y guardadas a -80°C hasta su utilizacion
para HPLC.

9.3 Composicion de pigmentos mediante Cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

Para determinar la composicion y la cantidad de los pigmentos presentes en las
muestras obtenidas a partir de la extraccion realizada anteriormente, se usé un
equipo de HPLC Shimadzu, modelo LC-10AT con detector de diodos. La
extraccion de los carotenoides se resuspendio en 300 mL de acetona y se utilizd
para el analisis de HPLC. Estos pigmentos se separaron por HPLC en una
columna de fase reversa RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck). Como fase movil se
utilizé acetonitrilo/metanol/isopropanol (85/10/5 v/v), con un flujo de 1,5
ml/min a temperatura ambiente, en condiciones isocraticas. Los espectros de

cada maximo de elucién fueron obtenidos utilizando un detector con arreglo de
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diodos. Los carotenoides fueron identificados de acuerdo a sus espectros de
absorcion (Figura 12), tiempos de retencién y comparacion con estandares
especificos para cada carotenoide’. Para la cuantificacion de los carotenoides se
uso el programa computacional LC-Solutions®, el cual determind la cantidad de
cada carotenoide como el &rea bajo la curva de cada pico. Con lo mencionado
anteriormente se logré asignar de manera precisa un carotenoide a determinado
pico.

Finalmente, para determinar la concentracion de los carotenoides, se
correlacioné el area correspondiente a los picos de interés con la concentracion
de los carotenoides totales obtenida previamente por espectrofotometria, y se

calcul6 la concentracion de los carotenoides detectados.

10. Adquisicion y Procesamiento de Imagenes

Para la adquisicion de imagenes in vivose utilizd un microscopio de
epifluorescencia (Olympus 1X70) provisto de una camara (Micropublisher 3.3,
QImaging). Las imagenes fueron procesadas en Adobe Prohoshop CS5.1 (San
José, CA, USA).

11. Andlisis estadistico

Los datos son presentados como promedios + desviacion estandar, y los
experimentos se realizaron por triplicado.El analisis estadistico fue realizado
usando el programa GraphPadPrism version 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). El nivel de probabilidad para la significacion estadistica fue de: ns,
p>0,05, no significativo; *, 0,01<p<0,05; **, 0,001<p<0,01; ***, p<0,001.

12. Disefio de partidores
Partidores usados para la amplificacion del gen zdsl y el analisis de los clones.

Los partidores se mantuvieron a una concentracion de 250 puM y se diluyeron a

10 uM para su uso.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Tabla I1. Partidores usados para la amplificacion de fragmentos por PCR

Partidor Secuencia (5’ to 3%) Descripcion
18S -F TTGATTACGTCCCTGCCCTTT Se utilizan para verificar la
18S -R ACAATGATCCTTCCGCAGGT integridad del ADN

genémico. Amplifica un
fragmento de 196pb del gen
ARN ribosomal 18S.

nptll-F CAAGATGGATTGCACGCA Amplifica el gen nptll y se
nptll-R CTATGTCCTGATAGCGGT utilizé para confirmar la

insercion de la construccion

pG/z1A. Amplifican un
fragmento de 655pb.

Z1 3N-F CACCTAACGACCTTGCGAAAAAACA | Amplifica un fragmento de
Z1 3N-R GAATTCAACCAAGTAAACGTATCCC | 295pb que incluye la region
3’ NTR del gen zdsL1.

Z1 ATG-F | ATGGCCGCCGCTTCTTCGTCTTTG Amplifica un fragmento de
z1 ST-R GACAAGGGTTAACTCAGCTTCTGTA | 1719pb a partir del sitio de
G inicio hasta el final sin

cododn de término.

LP-F TCAGGTTGATTCCTTTGGATG Se utilizan para verificar la

RP-R TTCTCAGCACCCACCTACATC mutacion en zds de A.

LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC thaliana debera amplificar
una fragmento de 436-
736pb
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Localizacion Subcelular de DcZDS1

1.1 Clonacién del gen zds1 s/t en el vector de entrada pCR8.

Para obtener la construccion zdsl s/t en pCR8 se comenz6 con amplificar el gen
zds1 de D. carota sin el coddn de término a partir del vector pCR8/z1A generado
en el tesis de titulo de Guillermo Wegener®® el cuél contenia la secuencia
completa del gen zds1 y con los partidores Z1_ATG sentido y Z1-ST antisentido
(seccién 11, 10; Tabla I). En la Figura 12 se muestra la amplificacion del
fragmento de 1719 pb correspondiente al gen zdsl sin el coddn terminador de la
traduccion (zdsl s/t). El control negativo (carril C-, Figura 12) no presenta
amplificado, lo que refleja una correcta manipulacion de las muestras y

desarrollo de la técnica.

Pfu  C- PM

2000pb

1719 pb
1000pb

Figura 12. Amplificacion del gen zdsl sin codon de término de la traduccion. Se
amplifico un fragmento de 1719pb correspondiente al gen zdsl de D. carota a partir de
DNA plasmidial (vector pCR8/z1A). Como control negativo (C-) se usé agua como
molde. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con BrEt. PM: Estandar de peso
molecular de 1Kb.
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Una vez obtenido el amplificado del gen zdsl de D. carota se llevo a cabo la
reaccion de ligacion con el vector pCR8 vy la transformacion de células de E. coli

DH5a mediante golpe térmico (seccion 11, 3).

De las colonias obtenidas se seleccionaron nueve y se incubaron por 16 h en
medio LB liquido con el antibidtico espectinomicina (50mg/L). Luego, se
extrajo el DNA plasmidial mediante kit de extraccién, el cual se digiri6 con las
enzimas de restriccion Sacl y ECoRV para corroborar la presencia y orientacion
del gen en el vector. La enzima Sacl corta una vez en el inserto, mientras que la
enzima EcoRV corta una vez en el vector pCR8. De las nueve colonias digeridas
para la construccion, se obtuvieron ocho colonias que presentaron dos bandas de
2842 y 1694pb (Figura 13); de acuerdo a lo esperado para un vector que porta el
cDNA del gen zdsl en orientacion sentido respecto del origen de replicacion
pUC vy del sitio attL1. El patron de bandas para el inserto del gen en antisentido
es distinto del esperado (274 y 4262 pb).

Sacl - 833

pCR8/zds1

4536 bp

EcoRV - 2527

Figura 13. Digestién enzimatica de la construccion pCR8/zds1 s/t. A) Esquema del
vector pCR8/zds1 s/t donde se indica el sitio de corte de las enzimas Sacl y EcCORV vy el
gen zdsl de D. carota clonado en orientacion sentido. B) Carriles 1, 2, 3,4,6,7,8,9y
10: Digestion del DNA plasmidial de nueve clones que portan el vector pCR8/zds1 s/t
(sin coddn de término) con las enzimas Sacl y EcCoRV. Las flechas indican los tamafios
de 2842pb y 1694pb esperados en los clones en orientacién sentido del gen.
Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de peso molecular de
1 Kb.
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1.2 Construccion del vector binario pGWBb5/zds1 s/t.

Una vez obtenido los clones positivos de pCR8 que portan el fragmento de zds1
s/t en orientacidn sentido, se procedio a generar la construccion pGWB5/zds1 s/t
mediante recombinacion sitio-especifica (Tecnologia Gateway®, seccion 1, 6)
con el vector pPGWB5 (17961pb), el cual permite fusionar genes de interés a la
proteina GFP. Es asi como se podra determinar mediante fluorescencia de esta
proteina, la localizacion sub-celular de la proteina DcZDS1.

Una vez realizada la recombinacion, se realizaron los analisis moleculares que
permitieron corroborar la orientacién en sentido del gen zdsl con respecto al
promotor 35S presente en el vector pPGWBS. Esta construccion fue digeridas con
la enzima de restriccion Sacl, la cual presenta un sitio de corte en el vector de

expresion y otro en el gen zdsl.(Figura 14A).

a)

Sacl Sacl

NosP:NPTII 35S5:HPT

b) 1 2 3 6 10 12 pGWB5 PM

3 3000pb
2355pb 2000pb

1000pb

Figura 14. Digestion de la construccion pGWB5/zds1 s/t con Sacl. a) Esquema de la
digestion indicando los sitios de restriccion de Sacl en el vector pGWB5/zds1 sity el
tamafio de 2355pb esperado para una orientacion sentido respecto al promotor. b)
Carriles 1, 2, 3, 6, 10, 12 y pGWBS5 digeridos con Sac I: Digestién del DNA plasmidial
de seis clones que portan el vector pGWB5/zds1 s/t (sin codon de término).Las flechas
indican los tamafios de 2355pb y 15685pb esperados en los clones en orientacion
sentido del gen. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de

peso molecular de 1 Kb.
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Se observd que colonias de las cuales se extrajo DNA plasmidial y fueron
digeridas presentaron dos bandas de 15685 pb y 2355 pb para el vector
pGWB5/zds1 s/t. Se observa que el vector pGWBS5 sin inserto digerido presenta
una sola banda confirmando que Sacl tiene un solo corte en dicho vector (Figura
14B). De este modo contamos con seis clones que posee el gen zds1 clonado en
sentido respecto al promotor 35SCaMV, los que fueron usados posteriormente

para transformar Agrobacterium tumefaciens.

1.3 Obtencion de Agrobacterium tumefaciens transformado con el vector
pGWB5/zds1.

Se obtuvieron colonias de A. tumefaciens transformadas con los vectores
pGWB5/zds1 s/t a partir de las cuales se hizo un PCR de colonias con partidores
especificos para el gen zds1 de D. carota (Z1 ATG sy Z1 ST, Tabla I) y poder
corroborar de manera temprana que la construccion con el gen de interés
efectivamente se integré en el genoma de A. tumefaciens. Se obtuvieron 11
clones que amplificaron el gen zds1 (Figura 15).

1 ) T STERIGEEN T BB S9SN ] TREREEY G- SRM

> 2000pb
1719 pb

1000pb
Figura 15. PCR de colonia de A. tumefaciens transformado con el vector
pGWB5/zdsl. En los clones positivos se observa el amplificado de 1719 pb
correspondiente al gen zdsl de D. carota. C-: control negativo, se utilizé agua en lugar
de ADN como molde. C+: control positivo, se utiliz6 ADN plasmidial pGWB2/z1A
generado por Carlos Flores (Flores, 2010). PM: estandar de peso molecular de 1kb.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con Bret.

La confirmacion de la correcta clonacion e insercién del gen zds1 en el vector de
expresion y en A. tumefaciens, permitieron seguir con el proceso de
transformacion transitoria de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) de manera

de evaluar la localizacion sub-celular de la proteina DcZDS1.
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1.4 Determinacion de la localizacién sub-celular de la proteina DcZDS1

Para evaluar la localizacion sub-celular se empled la construccion pGWB5/zds1,
en la cual produce una proteina ZDS1 fusionada a la proteina reportera GFP.
Ademés, como control positivo se usaron construcciones 35SCaMV:recA-GFP®!
que presenta el gen recA, que codifica para una proteina de localizacion
plastidial, y que se encuentra fusionada a GFP (donado por la Dra. Lee Meisel),
y la construccién 35SCaMV::GFP como control negativo. Estos vectores se
emplearon para transformar de manera transitoria (agro-infiltracion) hojas de
tabaco y al cabo de 4 dias se realizaron cortes delgados del tejido y se
observaron bajo un microscopio de epifluorescencia con el fin de detectar la
fluorescencia del GFP.

Al infiltrar con el vector pGWB5/zds1 se observa un patrén de fluorescencia de
GFP de puntos discretos de forma ovalada dentro de la célula, el cual es
caracteristico de los plastidios vegetales (Figura 16a) y que se puede observar
también en nuestro control positivo, RECA (figura 16c). Esto se condice con lo
observado en el campo claro para estos dos patrones de fluorescencia donde se
observan estas estructuras al interior de la célula (Figura 16d y 16f). La proteina
GFP debido a su pequefio tamafio (251 aa) es destinada principalmente al
citoplasma y ndcleo celular, lo cual fue observado en muestras del tejido
transformado con 35SCaMV::GFP (Figura 16b). Este resultado concuerda con el
campo claro donde se puede observar claramente el contorno celular, dado por la

membrana y la pared celular (Figura 16e).

Para iniciar la caracterizacion funcional del gen Dczdsl (y de su respectiva
proteina DcZDS1) evaluamos su localizacion sub-celular. Las enzimas
carotenogénicas portan un péptido sefial en el extremo amino terminal lo que las
destina a plastidios (cloroplastos 6 cromoplastos) de las células vegetales,
organelo donde son sintetizados los carotenoides®®™. Es por esto que para
corroborar la localizacién sub-celular de la proteina DcZDS1 se realizd
experimentos de expresion transitoria del gen Dczdsl en hojas de tabaco para
posteriormente mediante microscopia de fluorescencia conocer la localizacion

de esta proteina.
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Figura 16. Localizacion subcelular de la proteina DcZDS1. a)Fluorescencia de
celulas epidermales de tabaco expresando DcZDS1-GFP. b)Control Negativo:
Fluorescencia de células epidermales de tabaco expresando GFP soluble. c)Control
Positivo: Fluorescencia de las células epidermales de tabaco expresando RECA-
GFP.d)Campo claro donde se observan células epidermales de tabaco transformadas
con la construccion DcZDS1-GFP. e)Control Negativo: Se observan en el campo claro
células epidermales de tabaco transformadas con la construccion 35SCaMV::GFP. f)
Control Positivo: Se observa en el campo claro células epidermales de tabaco
transformadas con la construccion35SCaMV:recA-YFP. Las flechas blancas indican

fluorescencia plastidial. Y los plastidios en el campo claro de las células observadas.

La Nicotiana tabacum (tabaco) es una planta modelo por excelencia en el estudio
de genes en el area vegetal. Construcciones de fusién de FP dirigidos a diversos
organulos como aparato de Golgi, peroxisomas, plastidios, reticulo endoplasmico,
etc son inyectados en la hoja de plantas de tabaco, lo que resulta en la expresion
transitoria de la proteina de fusion. El cultivo de tejido de la region transformada
transitoriamente permite la generacion de plantas que expresan de manera estable

el constructo. La expresion transiente de FP en células epidérmicas de tabaco es
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un proceso relativamente rapido que requiere de 2-4 dias a partir de la infiltracion.
Para la generacion de plantas transgénicas estables lleva de 2 a 4 meses utilizando
un cultivo de tejidos’’. Nosotros utilizamos esta estrategia para estudiar la

naturaleza dindmica y la interaccion entre los plastidios de la proteina ZDS1.

La expresion transitoria en células epidérmicas de tabaco ha dado resultados con
una alta tasa de transformacion frente a la infiltracion en células epidérmicas de
Arabidopsis o por biolistica de células en cultivo. La expresion transitoria es una
herramienta valiosa para prueba de nuevas construcciones pero una desventaja
potencial es la sobreexpresion y saturacion pueden alterar la distribucion
subcelular o el tréfico de cualquier via dada. El tabaco permite una alta eficacia de
la expresion transitoria de construcciones para el estudio de las interacciones

proteina-protefna’’.

Estos resultados son el primer indicio de que la proteina DcZDS1 efectivamente
se encuentra localizada en los plastidios de las células de tabaco, compartimiento
donde se lleva a cabo la biosintesis de carotenoides y donde se ha reportado

previamente que las enzimas carotenogénicas cumplen su funcion.

En la mayoria de las especies de plantas , ZDS est4 codificada por un tnico gen™
y las proteinas se localizan tanto en la membrana de envoltura y estroma de los
cloroplastos®®'3. Anteriormente, se ha establecido que las plantas desaturasas,
PDS y ZDS son enzimas asociadas a la membrana que forman parte de un

complejo multienzimatico®.

Con esta aproximacion experimental logramos obtener una localizacion plastidial
de DczDS1, lo cual aporta evidencias de su funcionalidad en zanahoria. Se ha
identificado que todas las proteinas dedicadas a la biosintesis de licopeno se
encuentran en los cromoplastos®, esto se correlacioné con lo encontrado, donde la
fluorescencia observada en este experimento indica la localizacién sub-celular a
cloroplastos presentada por parte de la proteina DcZDS1 (Figura 16). Debido a
que ésta proteina se encuentra involucrada en la sintesis de licopeno, un

carotenoide involucrado en procesos de fotosintesis, entre otros’es de vital
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importancia para la viabilidad de la planta que se encuentre en el compartimento

celular correcto para cumplir su funcion.

2. Transformacion y obtencién de las plantas Arabidopsis thaliana spcl-1 que

portan el gen zdsl de Daucus carota

Se utiliz6 Arabidopsis thaliana spcl-1, una mutante heterocigota en el gen Spcl
(Spontaneous Cell Deathl) que codifica para zds de A.thaliana, para expresar el gen
de interés. Spcl-1 es una planta mutante viable que crece normalmente bajo
condiciones controladas y produce semillas viable al contrario de la homocigota

spcl-2, la cual es letal ™.

2.1 Analisis molecular para determinar la mutacion en A. thaliana spcl1-1

Las plantas de A. thaliana spc1-1 contienen en su genoma una insercién T-DNA
(Figura 17) en el alelo recesivo del gen Spc1™, una secuencia conocida (434pb)
flanquea la insercion (flanking sequence).. Los partidores forward (LP y BP) y
reverse (RP) pueden amplificar fragmentos para determinar si la planta contiene
la mutacion, si es homocigota o heterocigota, o si es silvestre de acuerdo al
esquema de la figura 17. Los partidores LP y RP hibridan en el gen spcl o zds y
el RP hibrida en el T-DNA.

Se realiz6 extraccion de DNA gendmico a partir de una hoja de A. thalianaspcl-
1 de 40dias de edad y se verificd la insercion que otorga la mutacion

heterocigota en el gen para Spcl de A. thaliana.

Se observé que la planta mutante (A) amplifica para ambas parejas de partidores
confirmando que se trata de una mutacién heterocigota en el gen Spcl porque
con BP+RP presenta un fragmento de 436 a 736pb que abarca parte de la
insercion T-DNA y una parte del gen; y con LP+RP presentd un fragmento de
950pb que forma parte solo del gen sin la insercion. Si la planta fuera mutante
homocigota solo presentaria un fragmento con la primera pareja de partidores.
La planta A. thaliana Wt (A.th) solo amplifico para la pareja LP-RP
confirmando que son especificos para el gen Spcl sin mutacion (Figura 18).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

e CATOLICA
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

LP Flanking Sequence
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S5'UTR ATG TAA 3'UTR

436-736pb

9500b
Figura 17. Caracterizacion de la insercion del T-DNA en alelo recesivo Spcl
proveniente de la coleccion Salk T-DNA. El gen Spcl esta representada por las cajas
rojo oscuro desde ATG hasta TAA, la insercion T-DNA por la caja naranja, la caja
verde es una secuencia conocida y los partidores utilizados para verificar la mutacion,
por las cajas celestes: LP, left primer; RP: right primer; BP: border primer (LB3.1). Las
lineas moradas representa la cantidad de pares de bases segun la pareja de partidores

utilizados.

a) b)
A Ath Dc C- PM

LP+RP BP+RP

950 pb
s

00 pb

T

Figura 18. Analisis molecular para la mutaciéon en Spcl en la mutante de A.

436-736pb

thaliana spcl-1. a) Se amplificé un fragmento de 198 pb de la subunidad ribosomal 18S
como control a partir de DNA genémico. b) Se amplificé un fragmento del gen Spcl
usando partidores LP-RP y con partidores BP-RP a partir de DNA genémico de las
plantas A.thaliana spcl-1 (A), A.thaliana Wt Col 0 (A.th) y Daucus carota (D.c). Para
el control negativo (C-) se utiliz6 agua como molde. Las flechas indican los tamafios de
950pb (LP+RP) y 436-736pb (BP+RP). Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con
Bret. PM: Estandar de peso molecular de 100pb y 1 Kb respectivamente.

La insercion del T-DNA debe estar ubicado a una distancia de Opb a 300pb
(http://signal.salk.edu) de la secuencia flanqueante (434pb), por ello se sefiala
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que el fragmento que confirma la mutacion debe ser de 436pb a 736pb. En
nuestra mutante; se observé que el fragmento amplificado es de 600pb
aproximadamente, lo cual permite deducir que la distancia entre la insercion vy el

flanqueado puede ser de 200pb aproximadamente.

Los carotenoides son una clase de compuestos que se sintetizan en el plastidio, y
tienen funciones en los procesos fisioldgicos, como pigmentos accesorios en la
fotosintesis, intermediarios redox de PS Il y antioxidantes también son
precursores del ABA. Por lo tanto, se espera que la alteracion de la biosintesis de
carotenoides tenga un amplio espectro de efectos sobre el crecimiento y
desarrollo de la planta. En particular, la planta muatante spcl-1 causa la
acumulacion de un mayor nivel de 15-cis-fitoeno y {-caroteno, el sustrato directo
de ZDS, ello indica que spcl es un zds funcional, y que las mutaciones en spcl
pueden causar deterioro de la biosintesis de carotenoides.

2.2 Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana spcl-1 con el vector
pGWB2/z1A.

Verificada la mutacién heterocigota en Spcl se continué con la transformacion
de las plantas con el gen zdsl de D. carota. Para ello las plantas de Arabidospsis
thaliana spcl-1 se cultivaron en medio hidropdnico y se utilizdé el método del
Floral dip para la transformacion. Con esta técnica se logro transformar las
semillas al colocar las inflorescencias de Arabidopsis en contacto con
Agrobacterium que portaba el vector pGWB2/Z1A(Generada por Carlos Flores,
2010; Figura 19). Esta construccion posee el promotor constitutivo y fuerte 35S
CaMV, y contiene toda la region traducible del gen zdsl desde el codén de
término y la region 3’NTR. Las plantas fueron cultivadas hasta la recoleccion

de semillas proceso que tardd 2 meses desde la transformacion (Figura 19).

5’ 3

NosP:NPTII 35S5::HPT

attB1 attB2
Figura 19. Esquema de la construccion pGWB2/z1A.
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Para la transformacion se utilizaron cinco plantas de las cuales sobrevivieron tres

para la obtencién de semillas (Figura 20).

Las semillas recolectadas (T0) de las tres plantas (p1, p2 y p3) y mutantes spcl-1
fueron esterilizadas y sembradas en medio MS con kanamicina para la seleccion
de las transformantes. Semillas de pl y p3 presentaron segregacion 3:1 de la
resistencia a kanamicina, mientras que semillas de las plantas de p2 no
germinaron. A las 3 semanas, las plantulas fueron traspasadas a pequefios
maceteros con tierra estéril (vermiculita: turba, 3:2 (p/p)). Se obtuvieron 31y 9
plantas TO transformantes de pl y p3 respectivamente;. De las lineas TO también
se cosecharon semillas (T1) que fueron utilizadas para el analisis de expresion

de zdsl de D. carota.

Figura 20. Cultivo de Arabidopsis thaliana spcl-1. a) A. thaliana spc1-1 a 30 dias. b)

A. thaliana spcl-1 a 42 dias antes de la transformacion. ¢) A. thaliana spc1-1 posterior a

la transformacion para la cosecha de semillas.

2.3 Andlisis molecular para determinar la transgénesis de las lineas de

Arabidopsis thaliana spc1-1 que portan el gen zds1 de Daucus carota.

Se realizd extraccion de DNA gendmico a partir de una hoja de las lineas
transformadas (40dias) y se corroboré la calidad mediante la amplificacion por
PCR de un fragmento del gen de la subunidad ribosomal 18S utilizando
partidores especificos a todas las lineas. Se verifico que se tenia DNA genémico
de 28 lineas de p1y nueve de p3 (Figura 21).
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Figura 21. Amplificacion del gen 18S de las lineas de A. thaliana obtenidas. Se
amplificé un fragmento de 198 pb de la subunidad ribosomal 18S como control a partir
de DNA gendmico de las lineas transformadas con el vector pGWB2/Z1A. Como
control positivo (C+) se usé como molde DNA de A. thaliana corroborado previamente
y para control negativo (C-) se utilizé agua como molde (a y b). Las lineas denominadas
como 1 o 3 provienen de ply p3 respectivamente. Se muestra un gel representativo de
las 28 lineas T1 de pl y p3. Las flechas indican el tamafio 198pb. Electroforesis en gel
de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb.PM: Marcador

de peso molecular 1kb.

Luego con los partidores BP y RP (Seccion 1l, 10) se verificd que todas las

lineas T1 son mutantes heterocigotas (Figura 22).

Luego, se amplifico el gen nptll, gen de resistencia a kanamicina que forma
parte del T-DNA y del vector pGWB2/Z1A como marcador de seleccion. En las
lineas de A.thaliana transformadas se obtuvo la banda esperada de 655 pb en 23
lineas de p1 y nueve de p3 (Figura 23). Como es esperado, este gen no amplifico
en el DNA de A. thaliana silvestre (Wt) (Figura 23b), lo que indica que los

partidores son especificos para el gen nptll.
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Figura 22.Amplificacion del fragmento para mutacion en Spcl de las lineas de A.
thaliana obtenidas. Se amplificé un fragmento entre 436pb y 736pb que contiene parte
de la insercion T-DNA y del gen Spcl a partir de DNA genomico de las lineas
transformadas con el vector pGWB2/Z1A. Como control positivo (C+) se us6 como
molde DNA de A. thaliana spc 1-1 corroborado previamente y como control negativo
(C-) se utiliz6 agua como molde. Las lineas denominadas como 1 o 3 provienen de ply
p3 respectivamente. Las flechas indican el tamafio de 436-736pb (BP+RP).
Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de peso molecular de
1 Kb.

1.16 1.17 1.18 1.20 1.21 1.22 1.23 C+ Wt C-

500pb
655 pb

31 3.2 33 34 35 36 37 38 39 C+

500pb
655 pb

Figura 23. Amplificacion del fragmento nptll en las lineas transgénicas de A.

thaliana para Dczdsl. Se amplificd un fragmento de 655 pb del gen nptll en las lineas
a partir de DNA genomico de las lineas transformadas con el vector pGWB2/Z1A. a)
Lineas T1 que provienen de pl b) Lineas T1 que provienen de p3. Para el control
negativo (C-) se utilizé agua como molde y control positivo (C+) del gen nptll se utilizo
DNA plasmidial (vector pGWB2) como molde.Wt: A.thaliana silvestre Col 0. Las
flechas indican el tamafio 655pb. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con Bret.

PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb.PM: Marcador de peso molecular 1kb.
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Como el gen nptll no era un marcador de seleccién eficiente porque esta
presente en el T-DNA y en el vector pGWB2/z1A, se procedio a verificar si
fueron exitosamente transformadas con el gen zdsl de D. carota. A partir de
DNA gendmico se amplificd un fragmento de 295pb utilizando partidores que
reconocen la region 3’NTR del gen (Figura 24).

attB1 295pb  SttB2

Figura 24. Esquema del gen Dczds1 en la construccion pGWB2/Z1A. La barra roja
indica el fragmento que los partidores deben amplificar en la region 3’NTR.

Este ensayo permitid determinar que 15 lineas de pl y 9 de p3 contienen el gen
zdsl de Daucus carota (Figura 25). Ademas, como se esperd, este gen no
amplificd en el DNA de A. thaliana silvestre (Wt) ni en A. thaliana spcl-1 (A)
(Figura 25a), lo que indica que los partidores son especificos para el gen zdsl de

D. carota.

La Arabidopsis thaliana es mas comdnmente transformada establemente con
floral dip®, o utilizando transformacién de raiz®. Lineas de Arabidopsis
establemente transformadas ofrecen ventajas en expresion homoéloga y la opcion
de una mayor manipulacién genética debido a la gran base de recursos para esta
especie. La integracion de la construccion en el genoma de la planta es un
proceso limitante de la transformacién cuya eficiencia depende del protocolo de
transformacion utilizado y de la especie a transformar®, la presencia de las
construcciones no implica necesariamente que se encuentren funcionalmente
activas, debido a que la expresion de las construcciones en organismos

transformados es dependiente del lugar de insercion en el genoma®*#°,
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1.13 1.141.15 1.161.171.181.20 1.211.221.231.241.25 1.26 C+ C- PM

300pb

1.271.281.291.301.313.1 3.2 33 34 35 36 3.7 38 39 C+ C- PM

(op

—

300pb
295 pb

Figura 25. Amplificacion del fragmento de la region 3’UTR de zdsl de Daucus
carota de las lineas transgénicas de A. thaliana. Se amplificé un fragmento de 295 pb
a partir de DNA gendmico de las lineas transformadas con el vector pPGWB2/Z1A. Para
el control negativo (C-) se utilizo agua como molde. a) Lineas T1 que provienen de pl
b) Lineas T1 que provienen de p3 Para el control positivo (C+) se utilizo DNA
genodmico de D. carota corroborado previamente como molde. Wt: A. thaliana silvestre
Col 0. A: A. thaliana spcl-1 (a). Las flechas indican el tamafio 295ph. Electroforesis en
gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb.PM:

Marcador de peso molecular 1kb.

Mediante la transformacion con A. tumefaciens la insercion de las
construcciones en el genoma vegetal ocurre al azar aunque preferentemente en
regiones de eucromatina del genoma nuclear. Por esto, aunque la probabilidad
sea menor, es posible que la inserciobn ocurra en una region no activa del
genoma, lo que implica que la construccion no sea funcional ya que no se
expresaria. Por lo tanto, es posible tener lineas transformadas, pero que no
expresen la construccion. Para evitar esto es importante contar con un adecuado
sistema de seleccion de las plantas transformadas, de forma tal que solo se
seleccionen las lineas transformadas cuyas construcciones se expresen. La
obtencion de falsos positivos puede deberse a que la planta se desarrolle donde
la concentracion del agente de seleccion esta diluida por efecto de otras lineas
resistenteso debido a la sensibilidad de la técnica usada para dicho anélisis, 0
quizas por ambos factores. En nuestro caso, el sistema de seleccién fue eficiente

ya que en la mayoria de las lineas que fueron efectivamente transformadas y
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analizadas en las cuales se detectd la presencia del gen nptll (resistencia a
kanamicina) mediante PCR para la construccion empleada en Arabidopsis
thaliana (Figura 23). Ademas de la insercion de la construccion al azar en el
genoma de la planta, otro factor que influye en la transformacién de las plantas
es el nimero de copias en que se inserta el gen en el genoma de la planta. Estos
factores podrian contribuir a la aparicion de diferencias en las plantas
transgénicas obtenidas, teniendo en cuenta que el gen a expresar codifica para
una proteina que cataliza la sintesis de licopeno un importante carotenoide
involucrado en procesos vitales para la planta, como la foto-proteccion y
fotosintesis®. Estas diferencias fueron observadas en los niveles de carotenoides
de las plantas de arabidopsis transformadas con el vector pGWB2/zds1 en donde
las lineas (1.17, 1.20, 1.28, 1.30, 3.1, 3.3 y 3.5) analizadas presentaron un
crecimiento igual a una silvestre, 4 semanas, a diferencia de la mutante que se

prolongaba hasta 5 semanas.

3- Andlisis de la expresion del transgen en en lineas de A. thaliana spcl-1

transgénicas para Dczdsl.

Se determind la expresion de zdsl de D. carota mediante RT-PCR convencional a
partir de lineas positivas para la presencia del transgen (Figura 14). Para ello, se

extrajo el ARN total de plantas completas de 21 dias de las 15 lineas T1 de ply se

escogid 6 lineas de p3.. Se obtuvo ARN integro de 15 lineas de pl y 6 de p3
(Figura 26).

1.8.1 1.13.1 1.14.11.15.1 1.16.1 1.17.1 1.18.1 1.20.1 1.21.11.23.1 1.27.1 1.28.11.29.1 1.30.1 1.31.1

b 3.1.1 3.3.1 341 351 36.1 391

Figura 26. Determinacion de la integridad del ARN extraido de las lineas A.

thaliana transformadas con Dczdsl. Gel de agarosa en condiciones donde se observa
la integridad del ARN extraido. El patrén de bandeo corresponde a los distintos ARN
ribosomales 28S y 18S.
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Se seleccionaron muestras de ARN de siete lineas de ply cuatro lineas de p3, las
que fueron tratadas con DNAsal con el fin de eliminar posibles remanentes de
ADN que pudiesen intervenir con los resultados. EI ARN tratado fue utilizado
como molde en reacciones de RT usando el partidor antisentido Oligo-AP (Tabla
). Para evaluar la calidad del cDNA generado, se amplificd con éxito para cada
muestra un fragmento de 198 pb del gen de expresion constitutiva de la subunidad
ribosomal 18S (Figura 27).

a 1.28.1 1.30.1 1.31.1 311 331 341 351 361 C+ C- PM

200 pb

198 pb

b 1.17.1 1.19.1 1.20.1 1.24.1 1.25.1 C+ Cs PM

200 pb

Figura 27. Amplificacion de gen 18S de cDNA de las lineas de A. thaliana
transgénicas para Dczdsl. a) Ocho lineas T1 que provienen de pl b) Cuatro lineas T1
que provienen de p3. Se muestra la amplificacion de un fragmento de 198 pb del gen
18S como control de calidad de las muestras de cDNA. Como control positivo se utilizd
DNA de A. thaliana Wt previamente corroborado y como control negativo agua como
molde.Las flechas indican el tamafio 198pb. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido
con Bret. PM: Estandar de peso molecular de 1 Kb.

De las lineas verificadas para 18S se seleccionaron 7 lineas entre pl y p3 (1.17,
1.20, 1.28, 1.30, 3.1, 3.3, 3.5), y se realizd la reaccion de PCR utilizando
partidores especificos para amplificar zdsl de D. carota. En las lineas escogidas,
los resultados revelaron la expresion del ARN mensajero de zdsl de D. carota y

indicando que el gen insertado se expresa en las lineas obtenidas.
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3.1.1 3.3.1 3.5.1 1.20.11.30.11.17.11.28.1 Wt A C+ C-

D S—
295 pb

Figura 28. Amplificacion de gen zdsl de D. carota de las lineas transgénicas de A.
thaliana para Dczdsl. Se amplifico la region 3’NTR (295pb) del gen zdsl de D. carota
a partir de muestras de cDNA. Como control positivo (C+) se utilizO cDNA de D.
carota previamente corroborado y como control negativo (C-) se utiliz6 agua como
molde. Wt: A. thaliana silvestre Col 0. A: A. thaliana spcl-1. Las flechas indican el
tamafio 295pb. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con Bret. PM: Estandar de

peso molecular de 1 Kb.PM: Marcador de peso molecular 1kb.

No se detecto expresion en muestras de A. thaliana silvestre (Wt) y mutante (A)
confirmando la especificidad de los partidores utilizados (Figura 28).

Con estos experimentos se logr6 comprobar la funcionalidad transcripcional del
gen Dczdsl a partir de la construccion generada en el vector de expresion
utilizado pPGWB2/z1A.

4. Determinacion de la Composicion y Concentracion de Pigmentos
Carotenoides en A. thaliana spcl-1 transformadas con pGWB2/Z1A

La cuantificacion de carotenoides totales fue determinada mediante
espectrofotometria y la determinacion de la composicion de clorofila y de los
principales compuestos carotenoides (Luteina y [-caroteno) se llevd a cabo
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion HPLC. Se analiz6 las
diferencias en cuanto a composicion y cantidad de carotenoides, lo cual reflejaria

el efecto de la expresion del gen zdsl de D. carota en A. thaliana spcl-1.

De las siete lineas analizadas anteriormente que expresan el transgen de zdsl de
D. carota (3.1, 3.3, 3.5, 1,20, 1,30, 1,17, 1,28), se analizaron los pigmentos
carotenoides y de clorofilasy se compard con A. thaliana silvestre y A. thaliana
spcl-1. Se observé que la mayoria de las lineas (3, 5,6, 7 y 11) tuvo un
incremento significativo en clorofila a (1,6 a 2,3 veces) y algunas (6,7 y 11)
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también en la clorofila b (de 1,2 a 2,0 veces) con respecto a las plantas silvestres
(Figura 29). En las plantas mutantes se observa una leve disminucién de las

clorofilas a y b respecto a wt pero que no presentan una diferencia significativa.
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Figura 29. Cuantificacion de Clorofila de las lineas A. thalianaspcl-1 que expresan
Dczdsl. A)Niveles de Clorofila A. B) Niveles de Clorofila B. wt: planta silvestre, atzds:
mutante heterocigota spcl-1 de Ath. .Lineas transgénicasseleccionadas. Las lineas 1, 2,
3,5, 6, 7y 11 respectivamente3.1, 3.3, 3.5, 1.20, 1.30, 1.17 y 1.28. ns, p>0,05, no
significativo; *, 0,01<p<0,05; **, 0,001<p<0,01; ***, p<0,001.
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Figura 30. Cuantificacion de Carotenoides totales de las lineas A. thaliana spcl-1
que expresan Dczdsl. wt: planta silvestre, atzds: mutante heterocigota spcl-1 de Ath.
.Lineastransgénicas seleccionadas. Las lineas 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 11 respectivamente3.1,
3.3, 3.5, 1.20, 1.30, 1.17 y 1.28. ns, p>0,05, no significativo; *, 0,01<p<0,05; **,
0,001<p<0,01; ***, p<0,001.
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La cuantificacion de la composiciéon de carotenoides mostraron un incremento
de 1,6 a 2,1 veces de los carotenoides totales y 2.1 a 3.3 veces en -caroteno en
todas las lineas transgénicas con respecto a la planta silvestre y un incremento de

1.7 a 2.2 veces en la luteina enlas lineas 6, 7y 11 (Figura 31).

Las plantas mutantes heterocigotas spcl-1 no transformadas presentan una ligera
reduccioén en los niveles de carotenoides en comparacion a la plantas silvestre,
aungue no es significativa (Figura 31). Estos resultados apoyan la conclusion de
que zdsl codifica para una enzima plastidial funcional que puede restaurar la
deficiencia en la Arabidopsis spcl - 1 heterocigota mutante.

0.8+ 1.6
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0.34 0.6
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0.24
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Figura 31. Cuantificacion de Carotenoides de las lineas A. thaliana spcl-1 que
expresan Dczdsl. a) Niveles de b-caroteno b)Niveles de luteina wt: planta silvestre,
atzds: mutante heterocigota spcl-1 de Ath. .Lineastransgenicas seleccionadas. Las
lineas 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 11 respectivamente3.1, 3.3, 3.5, 1.20, 1.30, 1.17 y 1.28. ns,
p>0,05, no significativo; *, 0,01<p<0,05; **, 0,001<p<0,01; ***, p<0,001.

Debido a la alta identidad dentro de las secuencias de aminoacidos de zdsl y
zds2 de zanahoria (91%), tanto agrupados juntos en un arbol filogenético que
incluye desaturasas caroteno de otras plantas. Esto sugiere que uno de los genes
pueden haberse originado a partir de la otra en un evento de duplicacion

reciente.

Se ha reportado que la mayoria de los mutantes en zds son letales en
homocigosis. Gentiana lutea y Zea mays mutantes en zds, llamadas non
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dormant-1 (nd-1) sélo son viables bajo luz débil, presentan una acumulacién de
¢-caroteno y un fenotipo viviparo’®®. La mutante de A. thaliana spcl presenta
un fenotipo de la muerte celular espontanea. La variante alélica spcl-1 ( SALK
033039, utilizado en este estudio) tiene un fenotipo méas debil y posee un
embrion pigmento defectuoso, blanqueamiento de hojas , un incremento en la
muerte celular ROS y de mosaico , mientras que la variante alélica mas fuerte ,
spcl-2 presenta una completa detencion del desarrollo después de la
germinacion que conduce a un fenotipo letal™*. Por lo tanto, para determinar el
papel de ZDS1

Ademas, una reciente busqueda en la base de datos EST reciente realizado con
60 % de raiz y 40 % tejido de hoja para Daucus carota subsp. sativus de 10
semanas de edad . (B493_0.5-1kb), con un total de 18 044 ESTs no se encontrd
EST para zds2 de zanahoria y solo uno para zdsl (clon VCDC382)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample?term=LIBEST027211%5BAIl1%20Fiel

ds%5D&cmd=DetailsSearch). La ausencia de ESTs para zds2 esta de acuerdo

con la imposibilidad de obtener el cDNA completo de este gen bajo nuestros
procedimientos experimentales, pero no es suficiente para establecer la ausencia
de una transcripcion completa para zds2 y su falta de funcionalidad. Sin
embargo, los resultados permiten sugerir que zds2 principalmente no esta
involucrado en las etapas iniciales del desarrollo de la zanahoria y en la
embriogénesis cuando se compara las plantas transgénicas con niveles reducidos
de zds2 con las plantas dobles silenciados y se propone que zdsl, cuyo nivel

expresion no cambia en en plantas silenciadas en zds2, compensa la deficiencia.

Las lineas transgénicas generadas a través de la embriogénesis somatica, con
niveles reducidos de zdsl, la mayoria de los embriones fueron detenidos en la
etapa globular. Este resultado es consistente con la fuerte variante alélica spcl-2

obtenida en A. thaliana, que es letal™

. Teniendo en cuenta que los carotenoides
son precursores de ABA , una hormona esencial para el desarrollo de embriones
somaticos de zanahoria y la latencia que se acumula de manera significativa
durante el proceso de maduracién del embrion™, a pesar de la aplicacion
exogena de esta hormona y la intensidad de luz fue baja no restauro el desarrollo

normal.
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Las plantulas con niveles reducidos para zdsl y zds2 fueron solo cuatro y
presentaban morfologia anormal, que se correlaciona con el grado de
silenciamiento zds1, lo que indica que zdsl tiene un papel importante en la via
de carotenogénica y en el desarrollo de embriones de zanahoria.

Expresion de zdsl bajo el control del promotor 35S en la variante alélica de A.
thalianaspcl-1 (SALK 033039) induce un aumento significativo en el contenido
total de carotenoides, [ - caroteno, luteina y en la clorofila a y b respecto al tipo
salvaje y spcl-1 plantas , lo que confirma su funcionalidad y su participacion en

la biosintesis de carotenoides en la planta (Figura30).

Para continuar con la caracterizacion funcional de este gen, se determiné la
expresion del gen Dczdsl en las lineas de A. thaliana spcl-1 transformadas con
el vector pGWB2/zdsl mediante RT-PCR convencional con partidores
especificos de la region 3’NTR para zdsl para zanahoria, los cuales no hibridan
en ningdn gen en arabidopsis. De este modo se comprobo que las 7 plantas
analizadas (1.17, 1.20, 1.28, 1.30, 3.1, 3.3 y 3.5) expresan el gen zdsl de D.
carota (Figura 28). Como se observa en la Figura 30, las lineas analizadas
poseen un aumento significativo de los carotinoides totales respecto a las plantas
silvestres 'y mutantes. Este aumento estaria indicando que el gen zdsl
efectivamente codifica para una proteina activa, que participaria en la biosintesis
de carotenoides. Es importante tener en cuenta para el andlisis de las plantas
transgénicas, que si bien todas las plantas se transformaron con la misma
construccion, la insercion de esta es azarosa en el genoma para cada planta. Esto
implica que el contexto genético donde se inserta la construccion, en algunos
casos determina el nivel de expresion del transgen. Una alternatia para evaluar
este tipo de diferencias, es realizar ensayos de qPCR de estas plantas para el
transgen y analizar si las diferencias se correlacionan con las diferencias en los

pigmentos de estas plantas.
Comenzando el analisis de los pigmentos propiamente tal, resulta interesante

notar que existe un aumento en los carotenoides totales de 1,6 a 2,1 veces

respecto a una planta silvestre, ello se puede explicar con los niveles de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

pigmentos detectados mediante HPLC, como B-caroteno de 2.1 a 3.3 veces en
todas las lineas transgénicas con respecto a la planta silvestre y luteina que
presentd un incremento de 1.7 a 2.2 veces en la luteina en las lineas 6, 7 y 11
(Figura 31). El analisis estadistico indica que la mayoria de las lineas (3, 5,6, 7y
11) tuvo un incremento significativo en clorofila a (1,6 a 2,3 veces) y algunas
(6,7 y 11) también en la clorofila b (de 1,2 a 2,0 veces) con respecto a las plantas
silvestres. Para todos los pigmentos se observa una leve disminucion de las
plantas mutantes comparada con una silvestre pero no presentan diferencias
significativas, lo que se correlaciona con la descripcion de A. thaliana spcl-1

hecha por Dong y colaboradores en 2007.

Estos datos nos lleva a plantear que existe un nivel de expresiébn minimo
necesario, que genere una variacion importante en toda la via y se traduzca en
una aumento y variacion en los carotenoides, en todas las lineas analizadas se

aprecian diferencias significativas en los carotenoides totales y otros pigmentos.

Estos resultados como la localizacion plastidial subcelular de ZDS1-GFP vy el
incremento en la clorofila y el contenido de carotenoides en plantas spcl-1 de
Arabidopsis thaliana que sobreexpresan ZDS1, confirman la funcionalidad de
este gen . Estos resultados, junto con la ausencia de zds2 y la incapacidad para
amplificar el cCADN completo de este gen, nos llevan a proponer que la principal
actividad desaturasa { -caroteno en la zanahoria es proporcionada por el gen
zdsl.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES

» Se evalud la localizacion sub-celular del gen Dczds1 que codifica para una
enzima DcZDS1 y se encontro que se localiza en los cloroplastos de las células
vegetales y se comprob6 que el vector y pPGWB5/zds1 es capaz de insertar un
gen foréneo en el genoma de Nicotiana tabacum.

» Se transformo las plantas de Arabidpsis thaliana mutantes con el gen zds1 de

Daucus carota.

» Seidentifico mediante PCR las plantas mutantes que portan en el zds1 de
Daucus carota comprobando que el vector pPGWB2/z1A es funcional y logra una

insercion estable en el genomas de Arabidopsis thaliana.

» Seevalud la expresion del gen zdsl de Daucus carota por RT-PCR convencional
y se verificd que es funcional en otras plantas porque las lineas transgénicas de
A. thaliana mutantes que expresaron el gen presentaron cambios en los niveles

de carotenoides totales.

» Se determind la composicion y cuantificacion de los carotenoides presentes en
plantas mutantes transformadas con zds1 de Daucus carota mediante HPLC y se
hallé que las plantas complementadas comparadas con una planta silvestre

contenian mayores niveles de carotenoides.
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RECOMENDACIONES

* En las plantas mutantes transformadas con el gen zds1 de Daucus carota se
pueden medir los niveles relativos de mensajero mediante PCR en tiempo real y

compararlos con los niveles de carotenoides.
« Se conoce que los carotenoides son precursores del Acido Abcisico, entonces se

puede evaluar los niveles de esta hormona en las plantas mutantes transformadas

con el gen zds1 de Daucus carota.
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ANEXOS

Anexo 1. Geles de electroforesis
Amplificacion del gen 18S de las lineas de A. thaliana obtenidas

1.1 12 13 C+

C- PM 15 17 18 19 110 C C PM

200pb 200pb

198 p 198 p

1.6 1.11 1.12 1.13 1.14 1.15 1.16 1.17 1.18 1.19 1.20 C+ C- PM

—{ 200 pb
198 p

Amplificacion del fragmento para mutacion en Spcl de las lineas de A.

thaliana obtenidas

1.10 1.13 1.14 1.15 1.16 1.171.18 1.19 C+ C- PM

436-736pb 500pb

1.20 1.211.22 1.23 1.24 1.25 1.26 1.27 C+ C- PM

500pb
436-736pb
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1.28 1.29 130 131 31 3.2 33 C+ C-

436-736pb

Amplificacion del fragmento nptll en las lineas transgénicas de A. thaliana

para Dczdsl.

1.1 12 13 14 15 1.7 1.8 19 1.10 1.131.14 1.15 PM

500pb

1.24 125 1.26 1.27 1.28 129 130 131 C+ C- PM

500pb

Amplificacion del fragmento de la region 3’UTR de zds1 de Daucus carota de las
lineas transgénicas de A. thaliana

11 12 13 14 15 1.7 18 19 1.10 Wt A C+ C- PM

300pb
295 pb
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Anexo 2. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC.
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Anexo 3. Datos obtenidos en la cuantificacion de Clorofila.

Clorofila A

wt atzds 1 2 3 5 6 7 11
2,4981 | 2,5630 | 2,1543 | 1,8654 | 5,2442 | 4,0110 | 2,4340 | 6,1790 | 3,7270
1,5846 | 1,5460 | 3,2024 | 2,4561 | 2,2021 | 3,8940 | 5,3890 | 6,0200 | 4,3920
3,3427 | 1,5210 | 2,7680 | 4,2737 | 3,7230 | 3,9350 | 3,9910 | 3,4970 | 6,4560
4,6982 | 2,0720 | 2,4910 | 3,7686 | 4,2079 | 4,4000 | 4,8921 | 5,9680 | 5,5130
2,9446 | 2,0370 | 3,0657 | 2,3705 | 3,9684 | 3,7690 | 3,9209 | 5,9020 | 4,7120
1,2320 | 1,5190 | 2,9462 | 2,4590 | 2,9911 | 3,9810 | 2,9950 | 3,9460 | 5,1310
1,1051
1,8834
1,3995
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Clorofila B

wt atzds 1 2 3 5 6 7 11
1,7938 | 0,6895 | 0,6086 | 0,5453 | 1,4919 | 1,4440 | 1,1210 | 2,9220 | 1,1740
1,0742 | 0,8183 | 0,8844 | 1,0701 | 0,6835 | 1,2800 | 2,4810 | 2,8070 | 1,6060
2,1145 | 1,2357 | 1,6147 | 1,8586 | 1,0880 | 1,3060 | 1,6680 | 1,0260 | 3,0240
2,0420 | 1,1038 | 1,4277 | 1,3398 | 1,3226 | 1,3455 | 2,1935 | 1,4641 | 2,4040
1,3016 | 0,8780 | 1,0714 | 1,4888 | 1,0229 | 1,3845 | 1,7455 | 2,6934 | 1,8530
0,3321 | 1,2126 | 0,6122 | 0,6484 | 0,9193 | 1,2964 | 1,3333 | 2,5983 | 2,2510
0,3705
0,8305
0,5143

Anexo 4. Andlisis de los datos obtenidos en la cuantificacion de Clorofila usando el
programa estadistico Prism.

Clorofila A

Table Analyzed datos

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary R

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 9

F 10,12

R square 0,6277

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 19,45

P value 0,0126

P value summary *

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 68,96 8 8,620
Residual (within columns) 40,90 48 0,8520
Total 109,9 56
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Significant?
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P<0.05?
wt vs atzds 0,4223 0,8681 No
wt vs 1 -0,4726 0,9714 No
wt vs 2 -0,5669 1,165 No
wt vs 3 -1,424 2,927 Yes
wtvs 5 -1,700 3,494 Yes
wt vs 6 -1,638 3,368 Yes
wtvs 7 -2,953 6,071 Yes
wt vs 11 -2,690 5,529 Yes
Clorofila B
Table Analyzed datos
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary il
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
F 6,279
R square 0,3507
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 47,41
P value < 0.0001
P value summary kel
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 15,25 8 1,906
Residual (within columns) 28,24 93 0,3036
Total 43,49 101

Significant?
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P<0.05?
wt vs atzds 0,1626 0,7484 No
wt vs 1 0,1167 0,5684 No
wt vs 2 -0,005367 0,02614 No
wt vs 3 0,06480 0,3156 No
wt vs 5 -0,1907 0,9288 No
wt vs 6 -0,6040 2,942 Yes
wtvs 7 -1,099 4,231 Yes
wtvs 11 -0,8994 3,841 Yes
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Anexo 5. Datos obtenidos en la cuantificacion de Carotenoides totales.

wt atzds 1 2 3 5 6 7 11
0,6135 | 0,4253 | 0,7841 | 0,6922 | 1,2446 | 1,0886 | 0,5867 | 1,5286 | 0,7595
0,2881 | 0,4428 | 1,0978 | 0,9812 | 0,5648 | 0,9519 | 1,2966 | 1,4592 | 1,1022
0,8491 | 0,5931 | 0,8757 | 1,6187 | 0,9047 | 0,8554 | 0,9564 | 0,7678 | 1,4270
1,2176 | 0,5415 | 0,9784 | 1,3938 | 0,7345 | 0,7993 | 0,8260 | 1,4349 | 1,3750
0,7995 | 0,6405 | 0,9951 | 1,1048 | 1,1749 | 1,0147 | 1,1373 | 1,3515 | 1,1843
0,3612 | 0,5883 | 0,7856 | 0,7948 | 0,8025 | 0,8806 | 0,8776 | 0,9885 | 0,9986
0,3063
0,4904
0,3591

Anexo 6. Analisis de los datos obtenidos en la cuantificacion de Carotenoides
totales usando el programa estadistico Prism.

Table Analyzed datos

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary —r

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 9

F 6,005

R square 0,5002

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 15,59

P value 0,0486

P value summary =

Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes

ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 3,023 8 0,3778
Residual (within columns) 3,020 48 0,06292
Total 6,043 56
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Significant?

Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P<0.05? Summary
wt vs atzds 0,04859 0,3676 No ns
wt vs 1 -0,3323 2,913 No *
wt vs 2 -0,5104 3,861 Yes bl
wt vs 3 -0,3172 2,999 No *
wt vs 5 -0,3446 2,906 No *
wt vs 6 -0,3596 2,920 No *
wt vs 7 -0,6679 5,052 Yes faleied
wtvs 11 -0,5539 4,190 Yes faleied

Anexo 7. Datos obtenidos en la cuantificacion de Carotenoides.

p Caroteno

wt atzds 1 2 3 5 6 7 11
0,1664 | 0,1320 | 0,4084 | 0,3606 | 0,6483 | 0,6789 | 0,4596 | 0,3961 | 0,3562
0,1101 | 0,1362 | 0,5718 | 0,5111 | 0,2942 | 0,6215 | 0,3777 | 0,4006 | 0,5716
0,2303 | 0,1825 | 0,4561 | 0,6431 | 0,4712 | 0,4822 | 0,3011 | 0,4559 | 0,6691
0,3303 | 0,1666 | 0,4498 | 0,4260 | 0,3609 | 0,5942 | 0,3854 | 0,4239 | 0,4381
0,2169 | 0,1971 | 0,5405 | 0,5777 | 0,5816 | 0,5670 | 0,3353 | 0,4381 | 0,5939
0,1188 | 0,0726 | 0,4300 | 0,4944 | 0,5143 | 0,6149 | 0,4276 | 0,3890 | 0,4214
0,1151
0,0925
0,2153

Luteina

wt atzds 1 2 3 5 6 7 11
0,4698 | 0,2055 | 0,3757 | 0,3317 | 0,5963 | 0,4096 | 0,5071 | 1,1325 | 0,5034
0,3128 | 0,4299 | 0,5260 | 0,4701 | 0,3206 | 0,3303 | 0,7509 | 1,0586 | 0,5305
0,4030 | 0,2438 | 0,4196 | 0,7756 | 0,4335 | 0,2732 | 0,6553 | 0,7118 | 0,7578
0,3537 | 0,2991 | 0,4530 | 0,4940 | 0,4631 | 0,3098 | 0,5534 | 0,9350 | 0,7370
0,4390 | 0,3163 | 0,4486 | 0,6132 | 0,5139 | 0,3730 | 0,8326 | 0,7093 | 0,6133
0,3806 | 0,2740 | 0,4600 | 0,4858 | 0,3339 | 0,3264 | 0,7009 | 0,6035 | 0,5335
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Anexo 8. Analisis de los datos obtenidos en la cuantificacién de Carotenoides

usando el programa estadistico Prism.

B Caroteno
Table Analyzed datos
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary faleka
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
F 22,60
R square 0,7902
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 15,94
P value 0,0432
P value summary i
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 1,260 8 0,1575
Residual (within columns) 0,3344 48  0,006967
Total 1,594 56
Significant?
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P<0.05? Summary
wt vs atzds 0,02947 0,6699 No ns
wt vs 1 -0,2988 6,792 Yes faleled
wt vs 2 -0,3248 7,384 Yes folekal
wt vs 3 -0,3011 6,845 Yes faleied
wt vs 5 -0,4158 9,453 Yes faleie
wt vs 6 -0,2038 3,634 Yes fala
wt vs 7 -0,2400 3,455 Yes fol
wtvs 11 -0,3311 7,526 Yes faleied
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Luteina
Table Analyzed Data 5
One-way analysis of variance
P value <0.0001
P value summary Fhx
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 9
F 8,079
R square 0,4629
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 48,43
P value < 0.0001
P value summary "Ey
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 2,256 8 0,2820
Residual (within columns) 2,618 75 0,03490
Total 4,873 83
Significant?
Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. g P<0.05? Summary
wt vs atzds 0,1022 1,160 No ns
wt vs 1 -0,04519 0,5131 No ns
wt vs 2 -0,1306 1,482 No ns
wtvs 3 -0,03826 0,4344 No ns
wt vs 5 0,05750 0,6529 No ns
wt vs 6 -0,2719 3,087 Yes *
wt vs 7 -0,4391 4,986 Yes faleled
wt vs 11 -0,2370 2,876 Yes *
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	1. Carotenoides: Estructura y Función.
	Se induce estado de “competencia” en bacterias para poder introducir DNA foráneo con alta eficiencia dentro de ellas. Una alternativa es el uso de agentes químicos permite debilitar la estructura de su pared celular que junto al shock térmico permite que se pueda introducir en las células DNAs derivados de otras fuentes. 

