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RESUMEN

Fitoeno sintasa (PSY) es la enzima que cataliza el primer paso de la ruta de sintesis de
carotenoides. En Arabidopsis thaliana, PSY es codificada por un Gnico gen. En otras especies
se ha reportado la existencia de familias de genes PSY. En Brassica napus, se ha determinado
la existencia de una familia de genes PSY conformada por seis miembros que presentan
expresion tejido-especifica, sin embargo, se desconoce si todos ellos codifican proteinas
funcionales. Por otra parte, se ha demostrado que en esta especie, PSY es un paso limitante en
la sintesis de carotenoides. Esta limitacién fue demostrada a través de un trabajo dénde la
sobreexpresion de un gen PSY de origen bacteriano result en un incremento de 50 veces los
niveles de B-caroteno en semilla de B. napus. Ademas, se ha demostrado que el uso de
diferentes fuentes de transgen PSY puede aumentar el contenido de carotenoides a diversos
niveles. En este contexto, resultd importante investigar si los seis genes PSY de B. napus son
funcionales y determinar cudles representaban la mejor alternativa para seleccionar uno y
sobreexpresarlo en semillas de B. napus L. En este estudio se aislaron las secuencias CDS de
los seis miembros de la familia de genes PSY de B. napus y se confirmo que los seis codifican
proteinas con alta identidad de secuencias, con una estructura tridimensional similar y que
poseen un sitio activo putativo PSY. Significativamente, la evaluacion de su funcionalidad en
vivo por medio de un test de complementacién heter6loga, mostré que los seis miembros de la
familia de genes PSY de B. napus son funcionales. En la siguiente etapa se seleccioné el gen
BnaC.PSY.a-6xHis y se sobreexpresé en semilla de B. napus. En los seis eventos transgénicos
estudiados, se observo nivel de transcritos del transgen y en alguno de los eventos, cambios en
el patron de transcritos de los genes BnaX.PSY y probable deteccion de la proteina
BnaC.PSYa-6xHis en semilla (30-60 dpa). Finalmente, se determind un incremento dos veces
la concentracién de carotenoides, compuesto principalmente por luteina en semillas
transgénicas respecto al control, demostrando que la sobreexpresion en semilla de un gen
enddgeno PSY incremento los niveles de carotenoides en B. napus. A la vez que proporciona
un pool de genes PSY funcionales idéneos para su uso en ingenieria metabdlica del contenido

de carotenoides en cultivos oleaginosos.
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ABSTRACT

Phytoene synthase (PSY) has been shown to catalyze the first committed step of carotenoid
biosynthesis. PSY is encoded by a single copy gene in Arabidopsis thaliana, but most plant
species contain a small gene family. In Brassica napus L., the existence of a PSY family of six
members that exhibit tissue-specific expression has been identified, however, the question of
whether this large PSY family actually encodes six functional enzymes remained to be
answered. Moreover, it has been shown in this species, that PSY activity is a rate-limiting
factor in seed carotenoid biosynthesis. This limitation was demonstrated through initial work
when the sole over-expression of a bacterial phytoene synthase gene in seeds raised [-carotene
levels 50-fold. The use of different PSY transgene sources, however, can enhance carotenoid
content to various degrees. In this context, it was important to investigate whether all six B.
napus PSY genes were functional and to determine which ones could represent a better
alternative to select and overexpress in B. napus seed. In this study the complete coding
sequences of six B. napus PSY genes were isolated. This further confirmed that the six do
encode proteins had high sequence identity and similar tridimensional structures with a
putative PSY active site. Significantly, evaluating their functionality in-vivo using a
heterologous complementation system showed all six B. napus PSY enzymes were functional.
Six transgenic events were generated with the BnaC.PSYa-6xHis transgene. Expression of the
transgene was confirmed in all events and changes in the transcript pattern of BnaX.PSY genes
were detected in some events. The presence of the BnaC.PSYa-6xHis protein could not be
undoubtedly detected in seed at both developmental stages evaluated (30-60 dpa). Finally, a 2-
fold increase in carotenoid concentration in transgenic relative to control seeds was detected.
Seed carotenoid extract consisted mainly of lutein. Altogether, these results indicated that
overexpression of an endogenous gene PSY produced a modest increase of carotenoid levels in
B. napus seeds. In addition, this work provides a pool of functional PSY genes suitable for

metabolic engineering of seed carotenoid content.
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INTRODUCCION

1. FORMULACION DEL MARCO TEORICO

Los carotenoides son compuestos isoprenoides sintetizados en todos los organismos
fotosintéticos, presentando numerosas funciones fisioldgicas en plantas superiores como
precursores de pigmentos esenciales durante la fotosintesis y de moléculas de sefializacion
como &cido abscisico (ABA) que participa en la respuesta a estrés abiotico en plantas. Debido
a que animales y humanos deben ingerir en la dieta los carotenoides como fuente de retinoides
(incluyendo vitamina A) ya que no pueden sintetizarlos de novo, existe gran interés en

aumentar los niveles de carotenoides en los cultivos a través de la ingenieria genética.

Fitoeno sintasa (PSY) es la primera enzima de la ruta de sintesis de carotenoides, cataliza la
condensacion cabeza a cabeza de dos moléculas de GGPP para producir fitoeno. En
Arabidopsis thaliana, PSY es codificada por un Gnico gen, sin embargo, en otras especies se
ha reportado la existencia de familias de genes PSY. Aunque la actividad de multiples enzimas
PSY puede parecer redundante, en estos casos los genes presentan subfuncionalizacion,

teniendo cada gen PSY papeles Unicos en la sintesis de carotenoides.

Brassica napus L. (AACC; n=19), es una especie alotetraploide originada desde la hibridacion
interespecifica de dos genomas diploides base. Cada una de estas especies diploides
parentales, Brassica rapa L. ((AA; n=10) y Brassica oleracea L. (CC; n=9), posee tres
subgenomas parélogos similares al de Arabidopsis thaliana, 6 “Arabidopsis-like”. Estudios
previos realizados por el grupo de investigacion, han confirmado que los genes PSY en estas
especies han sido retenidos en estado triplicado en ambos genomas diploides de Brassica (A,
C) y que B. napus tiene la mayor familia de genes PSY (seis copias) descrita hasta la fecha.
Esto a pesar del documentado proceso de fraccionamiento de los subgenomas de Brassica.
Ademas se demostrd, que los seis miembros de la familia de genes PSY de B. napus, presentan
expresion tejido-especifica exhibiendo sefiales de subfuncionalizacion. Estos antecedentes dan
cuenta de la importancia de esta enzima en esta especie, sin embargo hasta ahora se desconoce

si todos ellos codifican proteinas funcionales.



Por otra parte, B. napus es conocido por ser uno de los principales cultivos oleaginosos a nivel
mundial, esto lo ha hecho foco de estudios en ingenieria metabolica. En este sentido, un
estudio pionero utilizando sélo el gen de origen bacteriano CrtB en la transformacion de B.
napus, produjo un incremento en los niveles de carotenoides de hasta 50 veces superior en
semillas. Lo que ha demostrado, al menos en esta especie, que PSY es un paso limitante en la
sintesis de f-caroteno. Al mismo tiempo, dio cuenta de que la semilla de B. napus posee un
alto potencial para la acumulacion de carotenoides. También es importante destacar que otras
investigaciones han demostrado que diferentes fuentes de transgen PSY pueden favorecer la

acumulacién de carotenoides en distintos niveles.

En este contexto, es interesante establecer si los seis genes PSY de B. napus son funcionales y
predecir cual de éstos puede ser mas eficiente en su uso en ingenieria metabdlica. Es por esto
que el objetivo que guia esta tesis se centra inicialmente en evaluar la funcionalidad de los 6
miembros de la familia PSY de B. napus L. y con este fin, aislar, caracterizar y comparar sus
secuencias codificantes (CDS), para luego modelar la estructura tridimensional de cada
enzima y finalmente evaluar su actividad fitoeno sintasa en un sistema de complementacion
heter6loga. Una segunda etapa se centra, a diferencia de estudios previos, en seleccionar un
homologo PSY que presente expresion tanto en tejidos ricos en cloroplastos como
cromoplastos y sobreexpresarlo especificamente en semilla. Luego evaluar los eventos
transgénicos respecto de los niveles de expresion génica del PSY introducido (transgen) y de
los seis genes PSY enddgenos, para posteriormente determinar la deteccion de proteina
transgénica producida y el contenido total y la composicion de carotenoides obtenidos en

semilla.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
2.1. Generalidades de los carotenoides

Los carotenoides son un grupo de mas de 750 pigmentos derivados de los isoprenoides
biosintetizados en plantas, bacterias, algas, afidos y hongos (Moran y Jarvik, 2010;
Shumskaya et al., 2012). En plantas, son acumulados principalmente en los plastidios y
almacenados en las membranas tilacoidales (Peter y Thornber, 1991; Cunningham y Gantt,
1998). Mas alla de ser simples pigmentos, los carotenoides presentan numerosas funciones
bioldgicas en plantas superiores: (1) por ejemplo el color amarillo caracteristicos presente en
cotiledones y plantulas crecidas en oscuridad (etioladas) es debido a la presencia de
carotenoides en los etioplastos, donde facilitan la transicion al desarrollo fotosintético tras la
iluminacién durante la fotomorfogénesis (Park et al., 2002; Rodriguez-Villalén et al., 2009);
(2) como estabilizadores de membranas en los cloroplastos despliegan dos papeles principales
durante la fotosintesis: coleccion de luz y foto-proteccion. En el primer caso, actian como
pigmentos accesorios colectores de luz en el rango de los 450 — 570 nm (donde la clorofila no
absorbe de forma eficiente) (Demmig-Adams et al., 1996) y en el segundo caso, cumplen un
rol esencial en el complejo antena que capta la luz protegiendo el centro de reaccién de la
auto-oxidacion causada por un exceso de energia luminica (Demmig-Adams et al., 1996;
Niyogi et al., 1997; Pogson et al., 1998; Baroli y Niyogi, 2000; Kim y DellaPenna, 2006;
Dall’Osto et al., 2007; Kim et al., 2009; Dall’Osto et al, 2007); (3) son precursores de
moléculas de sefalizacion que influencian el desarrollo de las plantas en respuesta a
componentes ambientales, como la hormona &cido abscisico (ABA) responsable de la
regulacion de funciones fisiologicas asi como dormancia de semillas, germinacion y respuesta
a estrés abiodtico (Zeevaart y Creelman, 1988; Koornneef et al., 2002; Lindgren et al., 2003;
Howitt y Poson, 2006; Nambara y Marion-Poll, 2005); (4) como precursor de la fitohormona
estrigolactona que inhibe la ramificacion de los tallos y estimula la asociacion simbidtica con
hongos en la rizésfera (Gomez-Roldanet al., 2008; Umehara et al., 2008; Pichersky, 2008);
(5) confieren a flores y frutos distintos colores y son precursores de compuestos aromaticos
destinados a la atraccion de organismos polinizadores y dispersores de semillas (Hirschberg,

2001); (6) productos del catabolismo de los carotenoides también estan involucrados en el



mecanismo de defensa de las plantas, por ejemplo B-ionona, esta envuelta en la interaccion
planta insecto, protegiendo a éstas del dafio por insectos (Grubert et al., 2009; Wei et al.,
2011). Por lo tanto, la biosintesis de carotenoides se encuentra regulada durante todo el ciclo
de vida de una planta, adaptandose a las necesidades de desarrollo durante la germinacion,
fotomorfogénesis, fotosintesis, desarrollo del fruto y en respuesta a estimulos externos del
medio ambiente (Cazzonelli y Pogson, 2010).

Animales y humanos deben ingerir en la dieta los carotenoides como fuente de retinoides
(incluyendo vitamina A) ya que solo con la excepcion de algunos tipos de afidos, no pueden
sintetizarlos de novo (Moran y Jarvik., 2010). En humanos, los carotenoides actGan como
fitonutrientes que promueven la salud por su actividad antioxidante, reduciendo el riesgo de
varios tipos de cancer y enfermedades coronarias (Giuliano, 2000; Giuliano, 2017). Se ha
relacionado la vitamina A, por ejemplo, con el crecimiento normal del cuerpo humano vy la
reparacion de tejidos. Tanto el sistema inmune como el visual, son dependientes de esta
vitamina. Se ha descrito que B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno y [B-criptoxantina poseen
actividad de vitamina A. Otros carotenoides como luteina y zeaxantina protegen contra la
degeneracion macular relacionada con la edad (McGraw et al., 2006; Rao y Rao, 2007; Farré
et al., 2010). Por otra parte, en animales los carotenoides son criticos en determinar su
reproduccion, supervivencia, evitando su depredacién asi como el parasitismo. Por ejemplo,
estos son usados como pigmentos que proporcionan a muchas aves, peces e invertebrados sus

colores caracteristicos (Baron et al., 2008).

Dado que los carotenoides presentan numerosas funciones bioldgicas en plantas, animales y
humanos, ademas de ser fuente de pigmentos naturales en la industria de los alimentos y
cosmeéticos, existe una oportunidad comercial para la produccién de los mismos. Al respecto,
segin el “mercado global de carotenoides”, el mercado de B-caroteno, astaxantina y
cantaxantina, es estimado en $250, 200 y 100 millones de dolares al afio, respectivamente
(The Global Market for Carotenoids, 2008). Por lo tanto, considerando que la produccion
industrial de carotenoides estd principalmente basada en la sintesis quimica existe una
oportunidad para la produccion de carotenoides desde fuentes naturales (Ralley et al., 2004;

Fujisawa et al., 2009; Giuliano et al., 2008; Giuliano, 2017). Esto ha generado interés en la



perspectiva de aumentar los niveles de carotenoides en los cultivos a través de la ingenieria
genética. Brassica napus L., es uno de los cultivos oleaginosos méas importantes a nivel
mundial y considerando que presenta un alto potencial para la acumulacion de carotenoides en
semilla, resulta importante el estudio de los genes que regulan la sintesis de carotenoides y su

uso en la manipulacion genética de su sintesis.

2.2.  Biosintesis de carotenoides en plantas

Los carotenoides son sintetizados a partir del compuesto de cinco carbonos isopentenil
difosfato (IPP) y su isdbmero de doble enlace, dimetilalil difosfato (DMAPP). En plantas, dos
rutas independientes existen para la produccion de estos precursores prenil difosfato, pero los
carotenoides son principalmente sintetizados desde IPP y DMAPP de la ruta localizada en los
plastidios 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) (Fig. 1) (Rodriguez-Concepcion y Boronat,
2002; Phillips et al., 2008; Rodriguez-Concepcion, 2010; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién,
2012)). La condensacion de tres moléculas de isopentenildifosfato (IPP) y una molécula de
dimetilalildifosfato (DMAPP) catalizada por la enzima geranilgeranilbifosfato sintasa
(GGPPS), generan el intermediario geranilgeranilbifosfato (GGPP) (C,) (Lichtenthaler H,
1999; Bouvier et al., 2005), precursor de varios grupos de isoprenoides plastidiales (entre ellos
carotenoides, citoquininas, giberalinas, brassinoesteroides, terpenos, tocoferoles, clorofila), y
es este punto donde el flujo de sintesis puede continuar hacia la produccién de estos

compuestos o la sintesis de carotenoides (Figural) (DellaPenna D y Pogson BJ, 2006).

El primer paso irreversible en la sintesis de carotenoides es la condensacion de dos moléculas
de GGPP en 15-cis-fitoeno por la enzima fitoeno sintasa (PSY). Cuatro reacciones de
desaturacion realizadas por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y (-caroteno desaturasa
(ZDS), generan el carotenoide croméforo (Fig. 1). EIl primer producto de la desaturacion es
9,15,9°-tri-cis-C-caroteno, es isomerizado por la luz, para obtener 9,9’-di-cis-(-caroteno, el
sustrato de ZDS (Breitenbach J y Sandmann G, 2005). El producto final de las reacciones de
desaturacion es convertido en trans-licopeno por la enzima carotenoide isomerasa (CRTISO)

(Isaacson et al., 2004). El trans-licopeno es ciclado al final, por la licopeno e-ciclasa (LYCB).



Son introducidos grupos € y B en el extremo, ya sea por licopeno ciclasa (LYCE) o también
por LYCB resultando en la produccion de o y B-caroteno, respectivamente (Fig.1).

La introduccién de motivos hidroxilo por la enzima B-caroteno hidroxilasa (HYDB), resulta en
la formacion de zeaxantina desde fB-caroteno y luteina a partir de a-caroteno (Sun et al., 1996;
Bouvier et al., 1998; Tian et al., 2003). Zeaxantina puede ser convertida en anteraxantina y
luego en violaxantina por zeaxantina epoxidasa (ZEP), que cataliza dos reacciones de
epoxidacion (Marin et al., 1996). A su vez, anteraxantina y violaxantina son convertidos en
neoxantina por la enzima neoxantina sintasa (NXS) (Bouvier y col., 2000; Al-Babili et al.,
2000). Finalmente, neoxantina y violaxantina se fragmentan en xantocina por la accion de la
enzima 9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa (NCED) (Seo et al., 2002) y ésto es seguido por
una conversion en dos pasos a acido abscisico (ABA), via ABA aldehido (Schwartz et al.,
2003; Ferré et al., 2010).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides en plantas. Principales pasos de la sintesis de
carotenoides en plantas mostrando enzimas (pentagonos), carotenoides y precursores
(rectangulos), carotenoides que derivan en sefiales hormonales (rectangulos verde), otros
metabolitos derivados de la via MEP (rectangulo azul) Adaptado de Cazzonelli y Pogson,

2010.



2.3.  Regulacion de la biosintesis de carotenoides en plantas

La regulacion de la biosintesis de carotenoides esta interconectada con otras rutas metabdlicas
relacionadas con la diferenciacion plastidial y con las respuestas a sefiales de desarrollo y
medioambientales, donde estos pigmentos estan envueltos. En Arabidopsis, se han descrito
dos mecanismos principales que controlan la acumulacion de carotenoides en células
vegetales, la regulacion transcripcional y post-transcripcional (Ruiz-Sola y Rodriguez-
Concepcion, 2012).

El primer nivel de regulacion de la acumulacién de carotenoides en plantas es el control de la
transcripcion de genes biosintéticos a través de: (1) Sefiales de desarrollo (2) Sefalizacion por
luz (3) Reloj circadiano (4) Retroalimentacion mediada por ABA y (5) Mecanismos
epigenéticos (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcién, 2012). Como ejemplo de estos, diversos
estudios han demostrado que varios genes de la ruta de sintesis de carotenoides incluyendo
PSY y la mayoria de los genes de la ruta MEP, son regulados por el reloj, mostrando
usualmente una fase pico de abundancia de transcritos en torno al amanecer (Thompson et al.,
2000; Woitsch y Romer, 2003; Hsieh y Goodman , 2005; Covington et al, 2008; Facella et al.,
2008; Cordoba et al, 2009; Fukushima et al., 2009; Pan et al., 2009). Mientras que se observa
un pico en el nivel de transcritos de otros genes como VDE, al atardecer (Covington et al.,
2008). Ademas se han observado oscilaciones diurnas de isoprenoides plastidiales derivados
de la ruta MEP. Por otra parte, se ha determinado la existencia retroalimentacion de la ruta que
modula el suministro de substratos isoprenoides y la acumulacion de carotenoides y ABA
(Cazzonelli y Pogson, 2010). Esto incluye la retroalimentacion dentro de la ruta de sintesis de
carotenoides y entre la ruta de sintesis de carotenoides, MEP y ABA. Al respecto, se ha
demostrado que bajo condiciones de estrés por sequia, osmatico 6 salinidad es requerida una
activa produccion de ABA. Es en este punto donde la expresion de PSY tanto de Arabidopsis
como de especies que tienen mas de un gen PSY, es mediada por ABA en los genes paralogos
envueltos en la sintesis de carotenoides en raices, confirmando un mecanismo regulatorio de
retroalimentacion (Fig.1) (Li et al., 2008a; Li et al., 2008b; Welsch et al., 2008; Li et al., 2009;
Meier et al., 2011). Un ejemplo de regulacion a través de mecanismos epigenéticos es

reportada por Cazzonelli et al. (2009) quienes mostraron que el gen que codifica para la



isoforma CRTISO1 parece ser especificamente regulada por CCR1/SDGS8, una enzima
metiltransferasa modificadora de histonas en la cromatina. Ademas probaron que SDG8 es
requerido para mantener el estatus de metilacion y favorecer la expresion de CRTISO1 durante
el desarrollo de plantulas, en hojas, apéndices de tallos y algunos 6rganos florales (Cazzonelli
etal., 2010).

A nivel post-transcripcional los mecanismos regulatorios son principalmente cuatro: (1)
modulacion de los niveles de actividad enzimatica (2) canalizacion de los metabolitos por
complejos multi-enzimaticos (3) capacidad de secuestro y almacenamiento de pigmentos y (4)
rotacion de carotenoides (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012). Como ejemplos de éstos,
se ha observado una regulacion positiva de las enzimas DXR, HDS y HDR por tiorredoxina
reducida fotoquimicamente (Balmer et al., 2003; Lemaire et al., 2004). También estudios in
vitro de PSY de Narcissus pseudonarcissus establecieron que para obtener una actividad
Optima de la enzima, se requiere el corte proteolitico de parte de su secuencia N-terminal y la
adicién de motivos lipidicos a la enzima (Schledz et al, 1996). Es bien conocido que un factor
critico para la actividad de muchas de las enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides es la
asociacion a membranas (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012). En estos casos, ellas
mismas tienen dominios de unién a membrana o bien estan asociadas con proteinas que tienen
estos dominios y que actdan como anclas para el complejo. Un tipico ejemplo de este
mecanismo es el modelo propuesto donde el complejo multi-enzimatico formado por las
enzimas isopentenil difosfato isomerasa (IDI), GGPPS y PSY, permite la sintesis de fitoeno a
partir de IPP y DMAP (Cunningham F, 2002; Cunningham y Gantt, 1998). Un aumento en la
capacidad de almacenamiento también puede gatillar un incremento de la sintesis de
carotenoides. Esto se observa claramente en la mutacion natural por insercion de un
retrotransposon en el gen Orange (Or) de Brassica oleracea L. var. botrytis, que desencadena
la diferenciacion de proplastidios en cromoplastos confiriendo de esta manera una alta
capacidad de acumulacion de [B-caroteno de manera semidominante en tejidos que
normalmente no contienen carotenoides (Li y col., 2001; Li y Garvin, 2003; Li y col., 2006).
La rotacion de los carotenoides es otra manera importante de regular su contenido en plantas a
través de la biosintesis y degradacion. La degradacién puede ocurrir por oxidacién no-

enzimatica y enzimatica. Los productos de las degradacion enzimatica de los carotenoides



(apocarotenoides) son generados por la accion de oxigenasas (Giuliano, 2003). Un ejemplo es
lo observado en mutantes de Arabidopsis que presentan pérdida de funcion de la enzima
Dioxigenasa de clivaje de carotenoides 1 (CCD1), y como resultado, muestran un aumento de
aproximadamente 40% en los niveles de carotenoides totales en semilla (Auldridge et al,
2006).

2.4.  Fitoeno sintasa, enzima clave en la sintesis de carotenoides

PSY es la enzima clave de la ruta de sintesis de carotenoides. En Arabidopsis, se ha descrito un
mecanismo de retroalimentacién, por el cual PSY controla el flujo metabdlico de la ruta de
carotenoides, donde la expresion de un transgen PSY y no DXS, resulta en un incremento en los
niveles de carotenoides y la acumulacion de DXS, controlando el flujo de enzimas de la ruta
MEP ubicadas rio arriba de PSY (Fig.1) (Rodriguez et al., 2009).

Por otra parte, la transcripcion del gen PSY es regulada en respuesta a ABA, salinidad, alta luz,
temperatura, sequia y fotoperiodo (Cazzonelli y Pogson, 2010). A nivel transcripcional, se ha
visto que la expresion de PSY es regulada por luz durante la conversion de etioplastos en
cloroplastos durante la fotomorfogénesis, mediada por el sistema de fitocromo, presentando
expresion basal en plantulas germinadas en oscuridad, y presentando aumento de expresion a
diferentes calidades de luz (von Lintig et al., 1997; Welsch et al., 2000). Estudios tempranos
realizados por Welsch et al., (2003) a nivel de secuencias regulatorias del gen PSY de
Arabidopsis identificaron en el promotor elementos cis (ATCTA) involucrados en la
fotosintesis y foto-proteccion. Mas recientemente, se ha descrito que la expresion del gen PSY
en Arabidopsis es regulado por factores de interaccion a fitocromo (PIF) (Toledo et al., 2010).
PIF1 y otros PIFs, se unen al promotor a través del motivo G-box1, resultando en la represion
del gen PSY en oscuridad. La luz gatilla la activacion de fitocromo que media la degradacién de
PIFs por el sistema proteosoma durante la de-etiolacion resultando en la de-represion de la
expresion del gen PSY (Toledo et al., 2010). Por otra parte, se ha descrito la combinacion,
ABRE-CE como un regulador crucial que media la respuesta tanto a sefiales medioambientales
(sequia, salinidad) como ABA (Zhang et al., 2005; Yamaguchi y Shinozaki, 2005). Ambos
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motivos han sido encontrados en el promotor del gen PSY de arroz, regulando
transcripcionalmente la expresion del gen y mediando la carotenogénesis y sintesis de
apocarotenoides en respuesta a estrés (Welsch et al., 2008). Sin embargo, el gen PSY de
Arabidopsis presenta en su promotor sélo el elemento de acoplamiento (CE), mientras que no
se encuentra el motivo de respuesta a ABA (ABRE) (Welsch et al., 2008). (Fig.1).

2.5.  Diversificacion funcional de familias de genes PSY en otras especies vegetales

Si bien en Arabidopsis existe un Gnico gen PSY, se ha reportado la existencia de familias de
genes PSY en otras especies con dos o mas homoélogos, como en tomate (Lycopersicon
esculentum), arroz (Oryza sativa), dlamo (Populus trichocarpa), trigo (Triticum aestivum) y
maiz (Zea mays) (Li et al., 2008; Welsch et al., 2008; Chaudhary y Khurana, 2010; Howitt et
al., 2009; Li et al., 2008). Aunque la actividad de mdltiples enzimas PSY puede parecer
redundante, en estos casos los genes presentan subfuncionalizacion, teniendo cada gen PSY
papeles Unicos en la sintesis de carotenoides en distintos estados de desarrollo y tejidos, como

también, en respuesta a los estimulos del medio ambiente.

En maiz, se han descrito tres genes paralogos que presentan funciones especificas en cuanto a
la regulacién de la carotenogénesis en el endosperma, fotomorfogénesis, en respuesta a estrés
abidtico y a altas temperaturas (Li et al., 2008a; Li et al., 2008b). Por ejemplo, se ha observado
una relacion temporal de la acumulacion de transcritos ZmPSY1 con la acumulacion de
carotenoides durante el desarrollo del endosperma (Li et al., 2008b). ZmPSY1 presenta un
papel adicional en tejido fotosintético, donde es requerido para la carotenogénesis en
oscuridad y la tolerancia a estrés térmico (Gallagher et al., 2004; Li et al., 2008b). Por otra
parte, durante el proceso de de-etiolacion, se ha descrito un incremento en la expresion de
ZmPSY2 siendo el Gnico pardlogo en maiz que es regulado por luz en tejido fotosintético
mediado por fitocromo (Li et al., 2008b). En respuesta a estrés abiotico, salinidad, sequia y
aplicaciones de ABA, se ha observado un aumento de los niveles de expresion de ZmPSY3, lo
que se correlaciono con la sintesis de carotenoides y ABA en las raices, hormona que modula

la respuesta a respuesta estrés abiético induciendo la carotenogénesis en raiz (Li et al., 2008a).
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En arroz, se han reportado resultados similares en plantas sometidas a estrés salino, donde
OsPSY3 presenta un aumento de expresion e induce la sintesis de ABA en raiz (Welsch et al.,
2008). Los genes paralogos OsPSY1y OsPSY2 son los unicos regulados por luz durante la de-
etiolacion (Welsch et al., 2008).

Sin embargo, en yuca (Manihot esculenta Crantz), uno de los tres genes PSY presentes en esta
especie (MePSY3) y que presenta mayor porcentaje de identidad con los genes PSY3 de maiz y
arroz, no regula la carotenogeénesis en respuesta a estrés abidtico en las condiciones evaluadas
(Arango et al., 2010). Por otra parte, los otros dos paralogos, MePSY1 y MePSY2, responden a
estrés y contribuyen diferencialmente a la biosintesis de carotenoides en hojas, raices y flores
(Arango et al., 2010; Welsch et al., 2010).

En tomate, existen dos genes paralogos PSY, que presentan expresion tejido especifico
(Bartley y Scolnik, 1993). PSY1 se expresa preferentemente en flores y frutos, mientras que
PSY2 se expresa de forma constitutiva en todos los tejidos fotosintéticos (Giuliano et al., 1993;
Fraser et al., 1999). El knock-out de PSY1 resulta en frutos carentes de carotenoides,
demostrando que PSY2 no puede compensar la ausencia de la otra copia del gen (Fraser et al.,
2000).

En este proyecto nos centraremos en el estudio de la familia de genes PSY que codifican para
la enzima fitoeno sintasa en B. napus, considerada un paso limitante de la sintesis de

carotenoides.

2.6.  Brassica napus, origen y su importancia como cultivo oleaginoso

B. napus (Brassica napus L. var oleifera Delile), Ilamada comUnmente raps o colza, pertenece
a la familia de las Brassicaceae y es una de las seis especies cultivada que forman parte del
“triangulo U” (U, 1935). Genéticamente, B. napus es una especie alopoliploide (AACC,
2n=4x=38) considerada una especie formada recientemente (5000-10000 millones de afios de

antiguedad) probablemente originada desde independientes y espontaneas hibridaciones entre
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genotipos de Brassica rapa (AA, 2n=2x=20) y Brassica oleracea (CC, 2n=2x=18)(Fig. 2) (U
N, 1935; Palmer et al., 1983; Iniguez-Luy y Federico, 2011; Xiong et al., 2011).

B. oleracea(n=9)

Triplicacion
de Genomas

7-14 M. A. B. napus

=19

Especie (n )

Dicotiledénea rassica
Ancestral B. rapa(n=10)
14-24 M. A. 1
65-90 M. A. | |'||'I|.
Arabidopsis
\ A. thaliana (n=5)

Figura 2. Relacion filogenética de los linajes de Arabidopsis y Brassica. Triplicacion del
genoma en Brassica (7-14 millones de afios), especiacion de B. rapa y B. oleracea (4 millones
de afios) e hibridacion interespecifica que origino a B. napus. Las barras de colores
representan los cromosomas haploides para cada especie y rearreglos genémicos. Basado en
Inaba y Nishio. 2002; Lysak et al., 2005; Parkin et al., 2005.

A través de la historia la semilla de raps ha sido empleada como fuente de aceite vegetal
industrial, pero con la aparicion de lineas con bajo contenido de &cido ertcico (<2% en el
aceite) y glucosinolatos (< 30 pmolg™ en el afrecho), denominadas CanOLA (Canadian Oil
Low Acid), raps se transformé en una excelente fuente de aceite comestible (Shahidi 1990;
Buzza 1995). EIl perfil oleico del aceite de CanOLA es muy equilibrado presentando bajo
contenido de grasas saturadas, alto contenido en grasas monoinsaturadas y buena relacién
Omega 3/6, lo que la ha convertido en el tercer aceite consumido mayormente a nivel mundial
(Stringam et al. 2003).
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El cultivo de raps ha crecido rapidamente durante los Gltimos 30 afios, llegando a establecerse
como uno de los principales cultivos oleaginosos en todo el mundo, ocupando un segundo
lugar después de soya con un 13,85% de la superficie mundial dedicada a la produccion de
este tipo de cultivos (USDA 2014). Esto es debido en parte a que es un cultivo atractivo por su
alto capital de retorno, excelente produccion en su uso en rotacion con cultivos anuales, alta
calidad de aceite y harina (fuente de proteina), sumado a otras aplicaciones industriales como
fuente de productos quimicos, farmacéuticos, enzimas y biocombustibles de origen renovable
(Banuelos y col., 2013). En 2013, los principales productores de raps fueron: la Unién
Europea con (20,85 MTM), Canada (18 MTM), China (14,2 MTM), India (7 MTM) (20,85
MTM) y Japdn, llegando a una produccion total de 70,073 MTM (USDA 2014). En Chile, el
aumento en los precios internacionales y el desarrollo de la produccién de salmones han hecho
posible el crecimiento persistente de la siembra, destinandose el 42% (40.883 ha) de la
superficie dedicada a cultivos industriales (96.557 ha) a la produccion de este cultivo, con un
incremento en la dltima temporada del 24,83% (ODEPA, 2013). Su cultivo se concentra
principalmente en variedades de polinizacién abierta, desde la Region de Valparaiso hasta la
Region de Los Rios, donde se distribuye principalmente en la Region del Biobio (18,14%),
Regién de la Araucania (65,37%), Region de los Rios (7,34%) y la Region de los Lagos
(7,14%) (ODEPA, 2013).

2.7.  Familia de genes PSY en B. napus

Experimentos realizados por nuestro grupo de investigacion han determinado la existencia de
una familia de genes PSY en Brassica (Cardenas et al., 2012). Como puede observarse en la
Figura 3, se ha determinado la existencia de tres pardlogos PSY en Brassica rapa
(BraA.PSY.a; BraA.PSY.b; BraA.PSY.c) y B. oleracea (BolC.PSY.a; BolC.PSY.b; BolC.PSY.c)
y determindndose la existencia de al menos seis genes homélogos PSY en B. napus
(BnaC.PSY.a; BnaA.PSY.b; BnaA.PSY.c; BnaA.PSY.d; BnaC.PSY.e; BnaC.PSY.f). Los genes
homdlogos PSY de B. napus exhiben una alta conservacion a nivel de exones, con un
porcentaje de identidad que oscila entre un 85% a un 96% (Céardenas et al., 2012). Se ha

determinado que los 6 genes PSY presentes en B. napus son transcritos y se han establecido los
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patrones de expresion tejido especifico de cada uno de ellos mediante el uso de ADN-SSCP.
Sin embargo, hasta ahora se desconocen sus funciones especificas en distintos estadios de
desarrollo, en respuesta a luz y a estrés abidtico. Considerando que se desconoce si estos genes
son funcionales, aislar las secuencias CDS de cada uno de los genes BnaX.PSY para completar
sus ORFs permitira probar en un sistema heterélogo si poseen actividad fitoeno sintasa. De ser
asi, seria la familia de genes PSY que codifica enzimas funcionales méas grande descrita a la

fecha, con un potencial uso en ingenieria metabdlica del contenido de carotenoides en semilla.
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Figura 3. Familia de genes PSY identificados en Brassica. Se indica la posicion relativa de
cada gen PSY de Brassica en relacion al gen PSY de Arabidopsis (AtPSY, At5g17230). Se
muestran los 3 genes PSY de B. rapa (BraA.PSY.a-c), 3 genes de B. oleracea (BolC.PSY.a-c) y
6 genes de B. napus (BnaX.PSY.a-f). Exones e intrones fueron dibujados a escala y

representados por cajas (E1-E6) y lineas respectivamente (Cardenas et al., 2012).
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2.8.  Manipulacion del metabolismo de carotenoides en plantas superiores

Los carotenoides son componentes esenciales en la alimentacion humana debido en parte a
que el sistema visual es dependiente de estos pigmentos. A pesar de esto, en paises donde la
alimentacion se basa en un cultivo basico que es carente de varios nutrientes esenciales, los
suministros de vitamina A no son los adecuados (Fitzpatrick et al., 2012). Es asi como los
calculos actuales reflejan deficiencia de vitamina A en 122 paises (concentracion de retinol en
el suero <0,70 pumol / 1) (WHO, 2009). También se ha determinado que 45 paises presentan
deficiencia de vitamina A en base a la ceguera nocturna en nifios de edad prescolar (WHO,
2009).

El mayor conocimiento obtenido en los Gltimos afios de la biosintesis, transporte y
almacenamiento de los carotenoides en plantas, ha permitido la obtencién de variedades elite
con niveles incrementados de pigmentos provitamina A. Al respecto, diversas estrategias han
sido utilizadas con el fin de incrementar los niveles de carotenoides en plantas (DellaPenna y
Pogson, 2006; Naqvi et al., 2009; Farré et al., 2011). El ejemplo mas conocido es el “Arroz
Dorado”, donde la expresion con direccion al endosperma de arroz (Oryza sativa) del gen
PSY de narciso y el gen crtl de Erwinia uredovora incremento6 los niveles de carotenoides a
1,6 pg/g en el endosperma, lo que incluyo B-caroteno y xantofilas (Ye et al., 2000). Una
segunda generacion, el “Arroz Dorado- 2” fue producido utilizando el gen Zm-PSY1 de maiz
en combinacion con el gen crtl de Erwinia uredovora que resulté en incrementar los niveles
de carotenoides hasta 23-veces (37 pg/g) comparado con el “Arroz Dorado” original, y una

acumulacion principal de B-caroteno (Paine et al., 2005).

En tomate (Lycopersicon esculentum), la sobreexpresion del gen CrtB (PSY) de Erwinia
uredovora, resultd en un incremento de carotenoides en fruto de 2 a 4 veces (Fraser et al.,
2002).

En papa (Solanum tuberosum), diversas estrategias se han utilizado para incrementar los
niveles de carotenoides en el tubérculo que normalmente carece de estos pigmentos. Por
ejemplo, la cotransformacion con los genes crtB, crtl y crtY de Pantoea ananatis, incrementd

los niveles de carotenoides 20 veces (114 pg/g) respecto a la planta sin transformar,
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obteniéndose la “Papa Dorada” (Diretto et al., 2007). Aumentar la capacidad de
almacenamiento al expresar el gen Or (orange) de B. oleracea en papa, también resulté en un
incremento (10 veces) de los niveles de carotenoides en este cultivo (Lopez et al., 2008). A su
vez, mediante el uso de RNA de interferencia, se disminuyo la expresion de la licopeno e-
ciclasa, obteniéndose niveles incrementados de carotenoides totales (2,5 veces) y de p-
caroteno (14 veces) (Diretto et al., 2006).

En la naranja dulce (Citrus sinensis L. Osbeck), el silenciamiento por ARN interferente del
gen endogeno que codifica la B-caroteno hidroxilasa (Csf — CHX), enzima involucrada en la
conversion de B-caroteno a xantofilas, resultd en la obtencion de un fenotipo de color amarillo
intenso y un aumento en su contenido de B-caroteno en la pulpa hasta 36 veces superior,
obteniéndose la “naranja dorada”. A la vez, mediante un estudio in vivo con Caenorhabditis
elegans se determind un incremento del 20% en el efecto antioxidante de las naranjas

enriquecidas en B-caroteno respecto al control (Pons et al., 2014).

En otras especies como maiz (Zea mays), la cotransformacion con maultiples genes han
permitido considerar el suministro de multiples vitaminas a través de un solo cultivo. Un
ejemplo de esto es lo reportado por Nagvi et al. (2009). Al introducir los genes ZmPSY1 y
PaCRTI (ruta de carotenoides), Dhar (ruta del ascorbato) y el gen folE (ruta del folato) en el
endosperma, incrementaron significativamente los niveles de [-caroteno (169 veces),
ascorbato (6 veces) y folato (2 veces), proporcionando de esta manera un primer paso para la

obtencion de cereales “super-nutritivos”.

Asi, el consumo de estos cultivos genéticamente mejorados puede permitir suplir las
necesidades diarias de vitamina A. A este respecto, los calculos indican que considerando a a-
caroteno y B-caroteno como precursores de vitamina A y con una relacion de conversion de
6:1 en retinol que el 100% de la vitamina A para nifios y el 38% para adultos podrian ser
alcanzados con 5 g/dia del aceite Dorado de canola (Shewmaker et al., 1999), 60 g/dia (PS)
‘Arroz Dorado- 2' (Paine et al., 2005) y 150 g/dia (PF) de “Papa Dorada” (Diretto et al., 2007,
Giuliano et al., 2008; Giuliano, 2017).
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2.9. Incremento en el contenido de carotenoides en B. napus a través de ingenieria

metabdlica

Considerando que la produccién industrial de carotenoides esta principalmente basada en
sintesis quimica, existe una oportunidad comercial para la produccion de carotenoides desde
fuentes naturales como las plantas (Giuliano et al., 2008, Giuliano, 2017). B. napus, por ser un
cultivo con un contenido de carotenoides en semilla entre 22-33 pg/g de peso seco, pero
principalmente por tener un alto potencial para su almacenamiento, es considerado un blanco
para ingenieria metabolica (Nakvi et al., 2009). Al respecto, estudios previos han demostrado
que es posible manipular la ruta de sintesis de carotenoides en esta especie. Por ejemplo,
Shewmaker y col (1999) incrementaron 50 veces los niveles de carotenoides en semilla (1180
pg de carotenoides /g de peso seco) al expresar el gen fitoeno sintasa de Erwinia uredovora
(CrtB). Resultados similares fueron obtenidos por Ravanello y col (2003), expresando el
mismo gen bacteriano (1341 ug de carotenoides/g de peso seco). Adicionalmente, Fujisawa et
al.,(2009), observaron que al introducir siete genes incluyendo CrtB, CrtW y CrtZ, bajo el
control de promotores semilla especificos y constitutivos, el contenido total de carotenoides en
la semilla aumentd 30 veces, ademas de presentar un incremento en el nivel de
ketocarotenoides. Estos resultados evidencian una alta capacidad de sintesis y acumulacién de
carotenoides en semilla, a la vez que demuestran que la enzima PSY es limitante en la
acumulacion de carotenoides en esta especie. A diferencia de estudios previos, este trabajo
plantea sobreexpresar un gen PSY enddgeno. Dado que las enzimas involucradas en las
primeras reacciones de la ruta de sintesis de carotenoides se agrupan en un complejo
enzimatico ubicado en los plastidios, se estima que la expresion de genes PSY de mayor
cercania filogenética puede resultar en una mejor interaccion con las demas enzimas del
complejo (Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham et al., 2002). Esto ha sido reportado en el
caso del “Arroz Dorado- 2” donde la sobreexpresion de un gen PSY de maiz aumentd 23 veces
los niveles de carotenoides en el endosperma de arroz en comparacion con el gen PSY de
narciso (Paine et al., 2005). Considerando que la mayor diferencia a nivel de secuencia
codificante de las 6 copias PSY de B. napus se encuentra justamente localizada en la region N-
terminal que corresponde al péptido de transito (TP) y dada la alta identidad a nivel de

secuencia de las 6 proteinas PSY, en este proyecto se propone seleccionar un gen enddgeno
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PSY que presente expresion en semilla como también en tejidos ricos en cloroplastos y
cromoplastos para sobreexpresarlo en semillas de B. napus con el objetivo de generar lineas

transgénicas con mayor contenido de carotenoides.

Es importante mencionar que en diversos organismos se ha encontrado una correlacién directa
entre la dosis de genes y la actividad de una proteina particular (Osborn et al., 2003). Por
ejemplo, el gen Flowering Locus C (FLC) presente en copia Unica en Arabidopsis thaliana
pero representado por 5 copias en B. rapa, exhibe un claro efecto aditivo (dosaje) en el tiempo
de floracion (Ramsey y Schemske, 1998). Asi, se piensa que la expresion de un gen regulado
por dosaje puede resultar un componente clave en la seleccion medioambiental de algunos
genes duplicados, especialmente de los que regulan importantes procesos de desarrollo, en
organismos poliploides (Osborn et al., 2003). En el caso de PSY que es un gen clave en la
sintesis de carotenoides y considerando la conservacién de las 6 copias en B. napus, se
propone evaluar el nivel de expresion de los 6 genes homdlogos y del gen enddgeno
sobreexpresado, a la vez que se evallUa el nivel de proteina de este Gltimo en semilla de B.

napus transgénicas con el fin determinar si existe un efecto de dosaje en este tejido.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que los carotenoides son pigmentos esenciales para plantas, animales y
humanos y que existe una oportunidad comercial para la produccién de carotenoides a partir
de fuentes naturales, resulta oportuna una mejor comprension del gen clave (PSY) de la ruta de
sintesis de estos pigmentos en B. napus, una de las especies oleaginosas mas importantes a
nivel mundial. En este sentido, estudios previos han determinado la existencia en esta especie
de una familia de genes PSY compuesta por seis miembros, sin embargo, hasta ahora se
desconoce si todos estos genes son funcionales. Al respecto, aislar las secuencias CDS de cada
uno de los genes BnaX.PSY para completar sus ORFs permitird probar en un sistema

heterdlogo si poseen actividad fitoeno sintasa.

Por otra parte, estudios previos han demostrado que PSY es un factor limitante en la sintesis
de carotenoides en semilla de B. napus, a la vez que se ha demostrado que es posible
incrementar el contenido de carotenoides en este tejido. A diferencia de estudios previos, este
trabajo plantea sobreexpresar un gen PSY enddgeno. Dado que las enzimas involucradas en las
primeras reacciones de la ruta de sintesis de carotenoides se agrupan en un complejo
enzimatico ubicado en los plastidios, se estima que la expresién de genes PSY de mayor
cercania filogenética puede resultar en una mejor interaccion con las demas enzimas del
complejo, como ha sido observado en arroz. En esta tesis se propone seleccionar un gen
enddgeno PSY, que posea actividad fitoeno sintasa y que presente expresion en tejidos ricos en
cloroplastos y cromoplastos con el fin de sobreexpresarlo en semillas de B. napus con el

objetivo de generar lineas transgénicas con mayor contenido de carotenoides.
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4. FORMULACION DE HIPOTESIS

Considerando que Brassica napus L. es una especie poliploide que presenta una familia de
genes PSY compuesta por al menos 6 miembros que son expresados en diversos tejidos y que
se ha demostrado que la actividad fitoeno sintasa es limitante en la sintesis de B-caroteno en

esta especie, las hipdtesis de trabajo propuestas son:

4.1. Hipotesis de trabajo
1. La familia PSY en B. napus L. estd compuesta por seis genes homologos funcionales.

2. La sobreexpresion en semilla de un gen enddgeno PSY y el consecuente aumento en
los niveles de proteina fitoeno sintasa en este tejido, generara lineas transgénicas de B. napus

L. con mayor acumulacion de carotenoides.
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5.  OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
5.1.  Objetivo general

Evaluar la funcionalidad de los 6 miembros de la familia PSY de Brassica napus L. y
seleccionar un homologo PSY que presente expresion tanto en tejidos ricos en cloroplastos
como cromoplastos a fin de sobreexpresarlo especificamente en semilla utilizando transgenia,

con el proposito de generar lineas con mayor capacidad de sintesis de carotenoides.

5.2.  Objetivos especificos

1. Determinar la funcionalidad de los seis miembros de la familia PSY de B. napus L.

2. Obtener plantas transgénicas de B. napus L. que sobreexpresen en semillas un gen PSY
enddgeno funcional seleccionado por su expresion tanto en tejidos ricos en cloroplastos como

cromoplastos.

3. Determinar el contenido de carotenoides en semillas de lineas transgénicas que

sobreexpresan un gen PSY endogeno funcional.
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CAPITULOI

Analisis funcional de la familia de genes fitoeno sintasa (PSY) de

Brassica napus L.
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1. INTRODUCCION

Estudios previos han sugerido que el control del flujo hacia la sintesis de carotenoides es
mediado por la enzima codificada en el nucleo, fitoeno sintasa (PSY), la primera enzima
comprometida en la ruta de sintesis de estos compuestos localizada en los plastidios. PSY
cataliza la condensacion de dos moléculas GGPP en 15-cis-fitoeno que es el primer
carotenoide de la ruta y la columna vertebral para la sintesis de los demés carotenoides de Cs
y apocarotenoides (Misawa et al., 1994; Hirschberg J, 2001; Fraser y Bramley, 2004; Giuliano
et al., 2008; Rodriguez-Villalon et al., 2009; Cazzonelli y Pogson B, 2010; Ruiz-Sola y
Rodriguez-Concepcion, 2012, Giuliano, 2017).

PSY es codificada por un gen de copia Unica en Arabidopsis thaliana, por lo tanto, en esta
especie el control del flujo de la ruta es limitado a la regulacion de éste Unico gen (Cazzonelli
y Pogson, 2010). Esto se traduce ademas en que PSY en Arabidopsis es expresado
virtualmente en todos los tejidos (Welsch et al., 2003) Sin embargo, la mayoria de las especies
vegetales contienen pequefias familias de genes PSY compuestas de tres 0 mas miembros
(Bartley et al., 1992; Bartley y Scolnik 1993; Busch et al., 2002; Gallagher et al., 2004; Li et
al., 2008a; Arango et al., 2010). En estas especies, sus isoformas presentan
subfuncionalizacion, donde algunas estan envueltas en la biosintesis de los carotenoides en
tejido fotosintético rico en cloroplastos, mientras que otras participan en la produccion de
carotenoides en tejidos no fotosintéticos como en frutos, semillas y raiz (Bartley y Scolnik,
1993; Giuliano et al., 1993; Fraser et al., 1999; Fraser et al., 2000; Li et al., 2008a; Li et al.,
2008b; Welsch et al., 2008), modulando en este Gltimo caso la sintesis de acido abscisico
(ABA) inducido por estrés abidtico (Li et al.. 2008b; Welsch et al.. 2008).

B. napus L. (Brassica napus L. var oleifera Delile AACC; n=19) es una especie alotetraploide
originada desde la relativamente reciente ("5000-10000 millones de afios de antigliedad)
hibridacion de dos genomas diploides base (U, 1935; Palmer et al., 1983; Iniguez-Luy vy
Federico, 2011; Xiong et al., 2011). Estas especies diploides parentales, Brassica rapa L.
(AA; 2n=2x=20) y Brassica oleracea L. (CC; 2n=2x=18), son consideradas poliploides
antiguos, cada una compuesta de tres subgenomas pardlogos similares al genoma de A.
thaliana, 0 “Arabidopsis-like” (Lysak et al., 2005; Parkin et al., 2005; Xiong et al., 2011; The
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Brassica rapa Genome Sequencing Project Consortium, 2012). Asi, B. napus presenta seis
subgenomas, tres provenientes de B. rapa y tres de B. oleracea. Sin embargo, en B. napus las
familias de genes no necesariamente estan presentes en seis copias (O’Neill y Bancroft 2000;
Town et al., 2006; Yang et al., 2006; Wells et al., 2014). Por el contrario la mayoria de los
genes duplicados se han perdido mientras que sélo algunos fueron conservados durante el
proceso de diploidizacién, mediante el cual el genoma tiende a su complemento original
(Yang et al., 2006; Cheng et al., 2012; Rensing, 2014). Esto explica por qué menos del 10% de
los genes modelos predichos de A. thaliana han sido encontrados retenidos como ort6logos
sinténicos en los tres subgenomas del recientemente secuenciado genoma de B. rapa (The
Brassica rapa Genome Sequencing Project Consortium, 2012)

Al respecto, nuestro grupo de investigacion ha reportado recientemente que los genes PSY han
sido retenidos en estado triplicado en ambos genomas diploides de Brassica (A y C) y en B.
napus se han retenido sus seis copias, siendo la familia de genes PSY més numerosa descrita
hasta la fecha en plantas (Cardenas et al., 2012). En otras palabras, cada gen PSY en B. napus
posee una pareja homedloga fruto de alopoliploidizacidn que termind reuniendo a los genomas
Ay C en un mismo nucleo (Glover N et al., 2016). Todos los miembros de la familia de genes
PSY de Brassica son expresados, exhibiendo redundancia, y signos de subfuncionalizacién. En
B. napus, la expresion de los genes BnaC.PSY.a y BnaA.PSY.b fue detectada en todos los
tejidos, pero las parejas de genes homedlogos BnaA.PSY.d/BnaC.PSY.f 'y
BnaA.PSY.c/BnaC.PSY.e presentan expresion preferencial en tejidos ricos en cloroplastos y
cromoplastos respectivamente (Cardenas et al., 2012). Sin dudas, la retencién de los genes
PSY no sblo demuestra la importancia de la enzima, sino que también es evidencia de

subfuncionalizacion en estas especies.

Sin embargo, si bien se ha avanzado en el estudio de esta familia de genes PSY en B. napus,
hasta ahora, los estudios realizados no presentan evidencia de que los seis miembros de la
familia conduzcan a la formacion de fitoeno desde GGPP. Es por esto que los objetivos de este
estudio fueron determinar si los 6 miembros de la familia PSY en B. napus L corresponden a

copias funcionales mediante el aislamiento de sus respectivas secuencias codificantes (CDS),
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caracterizacion y modelamiento de sus estructuras tridimensionales y posterior evaluacion de

su actividad fitoeno sintasa en un sistema de complementacion heterélogo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Plantas de Brassica napus cv. Westar fueron crecidas en invernadero bajo condiciones
controladas en ciclos de 16-h-dia/8-h-noche. Para la extraccion de ADN genomico (JADN) y
extraccion de RNA total, el tejido fue colectado e inmediatamente congelado en nitrégeno
liquido y almacenado a -80°C.

2.2.  Aislacion de acidos nucleicos y sintesis de cDNA

La aislacion de ADN fue conducida siguiendo el procedimiento CTAB descrito por Kidwell y
Osborn (1992) a partir de hojas jovenes desde plantas maduras. Para las extracciones de RNA,
cotiledones, plantulas con 3-4 hojas verdaderas, hojas jovenes desde plantas maduras, fueron
colectadas como se describe en Cardenas et al. (2012). EI RNA total fue extraido usando
RNA-Solv Reagent (Omega Bio-Tek, GA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
RNA total (2 pg) de todos los tejidos fue tratado con RQ1 DNAse (Promega, WI, USA) vy la
sintesis de cDNA se llevd a cabo usando un partidor oligo (dT) y M-MuLV Reverse
Transcriptase (New England BioLabs, MA, USA) como fue descrito previamente (Cardenas et
al., 2012).

2.3.  Clonacion de genes PSY de B. napus

Con el objetivo de completar las secuencias de ADN genomico de los genes BnaA.PSY.d y
BnaC.PSY.f publicadas previamente (Cardenas et al., 2012), fueron disefiados oligonucledtidos
especificos (BnaA.PSY.d-F1, BnaA.PSY.d-R1; BnaC.PSY.f-F1, BnaA.PSY.d-R1 respectivamente,
Tabla S1). La amplificacion de nuevos fragmentos de estos genes se realizé con Go Taq DNA
polymerase (Promega, WI, USA) a partir de ADN gendmico extraido de cotiledones de B.
napus. Los fragmentos de PCR especificos fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO
usando el kit TOPO TA cloning (Invitrogen, CA, USA).
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2.4. Réapida amplificacion de los extremos de cDNA (RACE) de los genes PSY de B.
napus

Oligonucleotidos especificos BnaX.PSY (Tabla 1) fueron disefiados con el fin de clonar los
extremos de cDNA 5 y 3" de los seis genes PSY de B. napus usando el kit GeneRacer™
(Invitrogen, CA, USA). RNA total extraido de tejido de hoja, pétalo y plantulas fue usado para
sintetizar el cDNA RACE-ready como fue descrito en Federico et al. (2005) con
modificaciones menores. Los productos de PCR obtenidos fueron purificados por gel
(E.Z.N.A. Gel Extraction Kit, Omega Bio-Tek, GA, USA) y clonados en el vector StrataClone
Blunt (Agilent Technologies, CA, USA).

2.5. Clonacién de la secuencia codificante de las proteinas PSY de B. napus

Basados en un reporte previo (Cardenas et al., 2012), se usaron oligonucleo6tidos
(Bna.PSY.15F y Bna.PSY.8R, Tabla S1) para amplificar la secuencia codificante completa
(CDS) de los genes BnaC.PSY.a (GenBank JF920037) y BnaA.PSY.b (GenBank JF920038)
usando KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen, WI, USA) a partir de cDNAs de hoja,
pétalo y semilla de B. napus. Los productos de PCR especificos (1290 bp) fueron clonados en
el vector pGEM-T (Promega, WI, USA). Para aislar los cuatro CDS remanentes (BnaX.PSY.c-
f (GenBank JF920039-42)) se disefiaron partidores oligonucledtidos especificos, BnaA.PSY .c-
F1, BnaC.PSY.e-R1; BnaA.PSY.d-F1, BnaA.PSY.d-R1, BnaC.PSY.e-F1, BnaC.PSY.e-R1;
BnaC.PSY.f-F1, BnaA.PSY.d-R1, respectivamente (Tabla S1) que fueron utilizados para
amplificar los fragmentos usando Go Tag DNA polymerase (Promega, WI, USA) desde
cDNAs de pétalo y cotileddn de B. napus. Los fragmentos de PCR especificos fueron clonados
en el vector pCR2.1-TOPO usando el kit TOPO TA cloning (Invitrogen, CA, USA). Para cada

caso, varias colonias por clon fueron secuenciadas para confirmar su secuencia e identidad.
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2.6.  Andlisis de la secuencia codificante de las proteinas PSY de B. napus

Las secuencias obtenidas de cada clon BnaX.PSY, incluyendo las amplificaciones de cDNA,
RACE y ADN gendmico fueron ensambladas usando la herramienta contig de ADN Baser
Sequence Assembler v3.x (Heracle BioSoft SRL Romania, http://www.DnaBaser.com) y
comparadas a las accesiones de GenBank (BnaX.PSY.a-f: JF920037-JF920042) provenientes
de una investigacion previa (Céardenas et al., 2012). El alineamiento de las secuencias
nuclotidicas y aminoacidica deducida del CDS completo fue realizado usando ClustalW2
(Chenna et al., 2003). El gen PSY de Arabidopsis (At5g17230) fue incluido como referencia.
La presencia de un péptido de transito al cloroplasto fue predicho usando el servidor ChloroP
1.1 (Emanuelsson et al., 1999). El porcentaje de identidad entre las secuencias aminoacidicas
incluyendo o no el péptido de transito fue realizado usando Clustalw2 (Chenna et al., 2003).
Los dominios conservados de la proteina fueron identificados usando la herramienta NCBI
CDD (Marchler-Bauer et al., 2013). El remplazo de nuclettidos (Ka) y sustituciones
sindnimas (Ks) fue estimado usando DNASP5 (Librado y Rozas, 2009). La relacion
filogenética fue inferida usando el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987) con un
soporte de replicacion de arranque-500 (Felsenstein, 1985) usando el programa MEGA4
(Tamura et al., 2007). Las ramas correspondientes a las particiones reproducidas fueron
colapsadas en menos que el 50% de las réplicas del bootstrap. Las unidades fueron expresadas
como el nimero de substituciones de aminoacidos por sitio. Todas las posiciones que
contienen gaps y datos perdidos fueron eliminadas (opcién delecién completa), dejando un set
de datos final de 328 posiciones. Las accesiones de las enzimas PSY usadas en el anélisis
fueron las siguientes: Arabidopsis (AtPSY, AAA32836), cassava (MePSY1, ACY42666;
MePSY2; ACY42670), maiz (ZmPSY1, P49085; ZmPSY2, AAQ91837; ZmPSY3,
ABC75827), arroz (OsPSY1, AAS18307; OsPSY2, AAKOQ7735; OsPSY3, ABC75828) y
sorgo (SbPSY1, AAW28996; SbPSY?2, XP002442578; SbPSY3, AAW28997). La secuencia
de la proteina MePSY3 de cassava fue obtenida desde Phytozome

(http://www.phytozome.net/cassava.php) como se describe en Arango et al., (2010).
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2.7.  Modelamiento molecular de las proteinas PSY de B. napus

La prediccion de la estructura de la proteina fue realizada usando una combinacion de ab initio
plegado y enhebrado de la secuencia aminoacidica de cada gen BnaX.PSY sin su péptido de
transito al cloroplasto en mdltiples templados, escualeno sintasa y carotenoide
dehidroescualeno sintasa, usando el servidor en linea I-TASSER (Roy et al., 2010). Las
estructuras plegadas fueron evaluadas en el servidor ProSA (Wiederstein y Sippl, 2007; Sippl
1993). Para reducir estiramientos estericos presentes en las estructuras, se realizd una
minimizaciéon de energia y simulacion de dindmica molecular de 2 ns por cada estructura
modelada usando el software NAMD (Phillips et al., 2005). Durante la simulacién de
dinamica molecular, cada sistema fue solvatado en una caja de agua TIP3P y neutralizado con
NaCl para simular las condiciones bioldgicas. La prediccidn de interacciones proteina-proteina
se realizé analizando los archivos PDB generados en las etapas previas, usando el servidor
meta-PPISP (Qin y Zhou, 2001).

2.8.  Test de complementacién funcional de las proteinas PSY de B. napus en E. coli

Para evaluar si cada una de las seis proteinas PSY de B. napus tienen actividad fitoeno sintasa,
se realizo un ensayo de complementacion heter6loga. Dos cepas de Escherichia coli BL21-
Gold donadas por el Dr. Victor Cifuentes (Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile) y estandarizadas en colaboracion con la Dra. Claudia Stange
(Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal del Departamento de Biologia de la Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile) fueron usadas en el ensayo de complementacion. Una cepa
productora de B-caroteno (DS1B) transformada con el plasmido pDS1B, un vector pPBAD33
que contiene los genes de la ruta de sintesis de carotenoides de Erwinia uredovora, crtg, crtB
(fitoeno sintasa), crtl, crtY y crtX y una cepa no productora (DS1B-4crtB) transformada con el
plasmido pDS1B-AcrtB que tiene una delecion Eu-crtB (Figura 1A) (Niklitschek et al., 2008).
La cepa DS1B productora de -caroteno, se utiliz6 como un control positivo. La cepa DS1B-
AcrtB transformada con el vector de expresion pETBIluel vacio (Novagen, USA) se utilizo
como un control negativo. Cada secuencia codificante BnaX.PSY, sin su péptido sefial y que

codifica un codén de inicio ATG fue amplificada usando la enzima KOD Hot Start DNA
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Polymerase (Novagen, WI, USA) usando partidores especificos (Tabla S1). Cada producto de
PCR amplificado fue purificado desde gel (E.Z.N.A. Gel Extraction Kit, Omega Bio-Tek, GA,
USA) e insertado en el sitio ECORV del vector de expresion pETBIlue-1 (Figura 1B). Luego de
la transformacion en E. coli, la insercion en direccién sentido fue verificada por medio de una
doble digestién enzimética de cada miniprep, en el caso de pETBIluel-BnaX.PSY.a-c las
miniprep fueron digeridas con Hindlll y Scal, mientras que pETBluel-BnaX.PSY.d-f con
Hindlll y Xbal (New England BiolLabs, MA, USA). Las miniprep seleccionadas fueron
secuenciadas con el fin de verificar la integridad de las secuencias. Para evaluar la actividad de
la enzima, cada vector de expresion resultante pETBIluel-BnaX.PSY fue transformado en la
cepa pDS1B-crtB usando un sistema de electroporacion ECM600 (BTX, MA, USA). Las
transformantes fueron crecidas en 15 ml de medio Luria-Bertani (LB) conteniendo los
antibiéticos apropiados (100 pg ml™* ampicilina, 34 pug ml™ cloramfenicol) por 16 h. a 37°C.
Los cultivos (1 ml) se utilizaron para inocular 100 ml medio LB (100 pg ml™* ampicilina, 34
ng ml™ cloramfenicol) y crecidos a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,5-0,8 a 600
nm. Luego estos cultivos fueron crecidos a 30°C por 64 h. en oscuridad para maximizar la
produccién de carotenoides. Cada clon, control positivo y negativo fueron crecidos en
triplicado. De cada cultivo, 15ml fueron usados para calcular su peso seco. Brevemente, 15 ml
de cultivo se distribuyeron en tres tubos (5 ml), se centrifugaron a 3200 g por 20 min, luego el
pellet obtenido fue secado a 80°C por 16 h. El peso seco se determiné por la diferencia entre el
peso del tubo vacio y el tubo con el pellet seco. La extraccidn de carotenoides fue realizada a
partir de los 80 ml restantes de cada cultivo como se detalla a continuacion: (1) La extraccion
procedid con la centrifugacion del cultivo a 3200 g por 20 min (2) el pellet obtenido es lavado
con 10 ml de agua y centrifugado a 3200 g por 20 min (3) los carotenoides fueron extraidos
tres veces con sucesivos procesos que incluyen la pulverizacion del pellet con perlas de vidrio
de 0,5 mm y acetona (1ml) (vortex 8 min cada vez), centrifugacion a 3200 g por 10 min y
colecta de la fase acuosa (4) la fase acuosa colectada es lavada tres veces por medio de la
adicion por vez de 2 ml de acetona, agitacion por vortex (8 min), centrifugacion a 3200 g por
10 min y colecta de la fase acuosa (5) a la fase acuosa colectada se le adiciona éter de petréleo
(Iml por cada 4 ml de fase acuosa), se agita en vortex (8 min), se centrifuga a 3200 g por 10
min y se colecta la fase organica que contiene los carotenoides en tubos de vidrio. Los

carotenoides extraidos fueron concentrados y secados con nitrégeno gaseoso. Los pigmentos
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secos fueron resuspendidos en 1 ml de acetona grado-HPLC al 100% vy filtrados para ser
sometidos a analisis por HPLC de acuerdo a la metodologia descrita por Séez et al., (2013). En
sintesis, los pigmentos fueron separados y cuantificados por HPLC en fase reversa (Garcia-
Plazaola y Becerril 1999) El equipo usado consistié de una bomba cuaternaria con sistema de
desgasificacion automatica y automuestreador. La sefial desde el detector con arreglo de diodo
fue integrada y analizada usando el software Agilent ChemStation B.04.01 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania). La cromatografia se llevé a cabo utiliza una columna
fase inversa Spherisorb ODS-1 (5 um tamafio de particulas; 4.6 mm x 250 mm, Atlantil Hilit,
Waters, Irlanda), una Nova-pack C-18 (4 um; 3.9 mm x 20 mm) y una precolumna (Waters,
Irlanda). La fase movil consistio en dos components: Solvente A, acetonitrilo: metanol: Tris
Buffer (0,1M, pH 8,0) (42:1:7) y solvente B, metanol: acetato de etilo (34:16). El B-caroteno
fue identificado comparando en el espectro los tiempos de retencidn y patron de absorcion con
la de un estandar natural (DHI, Hoershholm, Dinamarca). La concentracion de p-caroteno, fue
calculada en base al peso seco del pellet bacteriano.

2.9. Andlisis estadistico

El promedio de la concentracién de B-caroteno de los pellet bacterianos obtenida mediante la
complementacion heteréloga con cada gen BnaX.PSY, fueron sujetos a analisis de varianza de
una via (ANOVA) usando el software IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0
(Armonk, NY: IBM Corp). Las diferencias entre valores fueron consideradas significativas

con un valor P < 0,05.

2.10. Analisis de la abundancia relativa de transcritos para los 6 genes PSY endogenos

por RT-PCR durante el desarrollo de semillas de B. napus

Para evaluar la abundancia relativa de transcritos para los 6 genes PSY enddgenos durante el
desarrollo de semillas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-PCR). RNA total de semillas colectadas a los 20, 30, 45 y 60 dias post antesis
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(dpa) y hojas, fueron extraidos usando el kit Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit (Agilent
Technologies, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La sintesis de cDNA
fue realizada usando el kit SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Ca, USA)
desde 2 pg de RNA total en un volumen de reaccion de 30 pl. La sintesis de cDNA fue
evaluada mediante la amplificacion por PCR del gen 18S (EX119428) de B. napus usando la
pareja de partidores Bnal8S (Tabla S1). La ausencia de contaminacién por gDNA fue
evaluada por amplificacion por PCR del gen Actina de B. napus usando partidores especificos
(Bna.Actina-F y Bna.Actina-R). Esta pareja de partidores genera un fragmento predicho de
725-pb a partir de cDNA y un fragmento de 900-pb desde gDNA debido a la presencia de un
intron (dato no mostrado). Los RT-PCRs fueron llevados a cabo usando GoTaq Flexi DNA
Polymerasa (Promega, WI, USA). LA amplificacién inicia con un paso de denaturacién a
95°C (5 min), seguido por 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 ciclos de 30 seg a 55-57°C y 1 min a
72°C, con una extension final a 72°C por 5 min. Los productos de RT-PCR fueron corridos y
visualizados en gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio. La especificidad de los
partidores BnaX.PSY fue comprobada testeando los pares de partidores usando plasmidos que
contienen cada uno de los seis genes PSY de B. napus como templado y corriendo los
productos resultantes de la PCR junto con los productos de las RT-PCR en geles individuales
de polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP) (Figura suplementaria S2). Para
el gel SSCP, 20 pL de producto de PCR fue purificado de gel (E.Z.N.A. Gel Extraction Kit,
Omega Bio-Tek, GA, USA) vy eluido en 20 pL. El producto purificado (6 uL) fue luego
mezclado con 12 pL de SSCP buffer de carga (95% formamida, 10 mM NaOH, 0,25% (p/v)
xileno cianol, 0,25% (p/v) azul de bromofenol). Para el control de plasmidos, 3pL fueron
mezclados con 15 pL de buffer de corrida. El andlisis SSCP se realiz6 esencialmente como se

describe en Cardenas et al., 2012.

2.11. NuUmeros de accesion

Las secuencias que codifican las proteinas PSY de B. napus descritas en esta tesis han sido
depositadas en GenBank bajo los siguientes numeros de accesion: BnaX.PSY.a-f. KF297329-
KF297334.
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Figura 1. Sistema de complementacion heteréloga. (A) Dos cepas de E. coli BL-21 Gold
fueron usadas, una cepa productora de B-caroteno (DS1B) transformada con el plasmido
pDS1B, un vector pBAD33 que contiene los genes de la ruta de sintesis de carotenoides de
Erwinia uredovora, crtE, crtB (fitoeno sintasa), crtl, crtY y CrtX y una cepa no-productora
(DS1B-4crtB) transformada con el plasmido pDS1B-4crtB que tiene una delecion en el gen
CrtB. (B) Seis vectores pETBIluel-BnaX.PSY fueron generados, cada uno conteniendo un
homologo PSY de B. napus, sin su correspondiente péptido de transito, clonado en el sitio
EcoRV.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.  Aislacion y analisis de secuencias de los genes PSY de B. napus

En estudios previos mediante la clonacion de genes, analisis ADN-SSCP y Southern Blot, se
revelo la existencia de al menos 6 genes homologos PSY en B. napus (Cardenas et al., 2012).
A la vez, se demostr6 que los seis genes PSY son expresados, presentando redundancia y
signos de subfuncionalizacién entre tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos (Cardenas et al.,
2012). Sin embargo, se desconocia si esta gran familia de genes PSY realmente codifica seis
enzimas funcionales. Mediante la investigacion realizada en esta tesis, se extendié el trabajo
previo de clonacion de las secuencias gendmicas faltantes, a la vez se realiz6 la clonacion,
caracterizacion y comparacion de las secuencias que codifican la proteina completa (CDS) de
estos seis genes PSY de B. napus. Con este fin, en primer lugar se disefiaron oligonucleotidos
especificos (Tabla S1) que permitieron aislar las secuencias faltantes de ADN gendmico de los
genes BnaA.PSY.d (BnaA.PSY.d-F1, BnaA.PSY.d-R1) y BnaC.PSY.f (BnaA.PSY.d-F1,
BnaC.PSY.f-R1) de B. napus. De esta manera se establecié que los genes, BnaA.PSY.d y
BnaC.PSY.f al igual que sus genes homdlogos, presenta una estructura predicha similar a la de
AtPSY, con seis exones y cinco intrones (Figura 2) de largo variable. En la Tabla 1, se
describen ambos genes BnaA.PSY.d y BnaC.PSY.f, asociando la informacion obtenida en esta
investigacion y la reportada anteriormente (Cérdenas et al., 2012). Se indica en detalle, la
longitud de cada exon (E1-E6), intron (11-15), secuencia genémica desde el codon de inicio al
de término (gDNA), determinandose respecto a este Gltimo un largo total de 2073 pb del gen
BnaA.PSY.d y de 1991 pb del gen BnaC.PSY.f (Tablal). La mayor variabilidad de secuencia se
encontro en los intrones, mientras que a nivel de exones, se observé una alta similitud entre las

copias, encontrandose las principales diferencias en el exén 1.
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[ S AT A | BnaA.PSY.d  Esteestudio
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[ e AT A BnaC.PSY.f  Esteestudio

Figura 2. Estructura de genes PSY de B. napus. Se muestra la estructura de los genes PSY
de B. napus (BnaX.PSY.a-f), siendo los exones e intrones representados por cajas (E1-E6) y
lineas respectivamente, dibujados a escala. En negro se muestran las secuencias reportadas en
un estudio previo (Céardenas et al., 2012) y en gris se muestran las secuencias que fueron
completadas durante esta investigacion. Como referencia se muestra la posicion relativa de los
seis genes PSY de B. napus en relacién al gen PSY de Arabidopsis (AtPSY, At5g17230).

Tabla 1. Estructura de los genes BnaA.PSY.d y BnaC.PSY.f. Se muestra la longitud de
exones (E), intrones (1), gDNA desde el codon de inicio al de término (gDNA).

gADN

El 11 E2 2 E3 13 E4 14 ES5 I5 E6 ob

BraApSyd 443 85 52 449 174 80 239 90 196 102 188 2073

BnaC.PSY.f 437 79 52 393 174 61 239 95 196 102 163 1991

Lo siguiente fue aislar los CDS de los genes PSY de B. napus. Mediante el uso de
oligonuclettidos parcialmente conservados (Bna.PSY.15F, Bna.PSY.8R, Tabla S1)
previamente descritos (Céardenas et al., 2012), se aislaron los CDS de los genes BnaC.PSY.a
(1275 pb) y BnaA.PSY.b (1272 pb) (Figura 3). Luego, mediante el uso de partidores

especificos (Tabla S1) y la rapida amplificacion de los extremos de cDNA (RACE) se aislaron
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las regiones 5 UTR (288 pb — 142 pb) y 3> UTR (206 pb — 104 pb) de los genes BnaX.PSY .a-
e (Figura 3). Considerando que las secuencias gendmicas de los genes PSY de B. napus
exhiben una alta conservacién a nivel de exones, con un porcentaje de identidad entre un 88%
a un 97%, esta nueva informacion nos permitié disefiar partidores especificos (Tabla S1) en
estas regiones menos conservadas con el fin de aislar las secuencias CDS de los genes
BnaX.PSY.c-f. El uso de estos partidores especificos permitié aislar los cuatro CDS restantes,
lograndose el aislamiento de BnaA.PSY.c (1245 pb), BnaA.PSYd (1257 pb), BnaC.PSYe (1266
pb) y BnaC.PSY.f (1251) (Figura 3). Las secuencias codificantes (CDS) obtenidas fueron
analizadas por BLAST (Altschul et al., 1997) contra las secuencias gendmicas de los genes
PSY de B. napus (GenBank BnaX.PSY.a-f: JF920037-JF920042) determinandose el
aislamiento exitoso de las secuencias codificantes de los genes BnaC.PSY.a-f. Al comparar los
CDS de los seis PSY con los CDS predichos de las secuencias gendmicas de los genes PSY de

B. napus obtenidas en estudio previo, los tamafios fueron consistentes (Cardenas et al., 2012).

BNaC P SY.a e e 1 N
B Py e v/ T M ————

BNaA Py D Y ————
BN S d D e S
O I e eepb

BnaC.PSY.f
—_— UTR e TP I CDsS

Figura 3. cDNA de los genes PSY de B. napus Se muestra el largo (pb) de las secuencias
codificantes (CDS) en barras negras, en barras grises el péptido de transito (TP) y en lineas
negras, las regiones no traducidas (UTR) de los homdlogos PSY, obtenidas mediante la rapida
amplificacion de los extremos de cDNA (RACE), todos dibujados a escala.
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Utilizando la secuencia completa de los CDS, se analizaron las secuencias nucleotidicas y se
dedujeron las secuencias aminoacidicas (Figura suplementaria S1; Figura 2). Como se ilustra
en la Figura 4, los genes PSY de B. napus codifican proteinas de largo similar (414-424 aa).
Asi el tamafio predicho de las proteinas BnaX.PSY .a-f conteniendo el péptido de transito es de
47,70 kD, 47,53 kD, 46,80 kD, 46,54 kD, 47,48 kD y 46,44 kD respectivamente (Tabla 2),
siendo posiblemente procesadas a 6 proteinas maduras plastidiales de 39,48 kD, 39,43 kD,
39,38 kD, 39,49 kD, 39,42 kD y 39,55 kD, respectivamente (Tabla 2). Estos tamafios son
similares a los observados en PSY de otras especies. Por ejemplo, PSY3 de maiz, arroz y
sorgo, tienen tamarios de 47.3 kD, 49.3 kD y 48.9 kD, mientras que el tamafio de sus proteinas
maduras es de 41.9 kD, 43.5 kD, 42.7 kD respectivamente (Li et al., 2008; Welsch et al.,
2008). Un tamafio menor es observado en las proteinas maduras PSY1 (39.8 kD) y PSY2 (39.4
kD) de maiz, respecto a la PSY3, debido a la secuencia conservada de 2-kD en la region N-

terminal de esta ultima (Welsch et al., 2008).

El andlisis de las secuencias aminoacidica deducida muestra que las seis PSY de B. napus
contienen motivos caracteristicos: un péptido de transito plastidial (65-75 aa), un dominio
conservado trans-isoprenil difosfato (trans-IPP) y un sitio activo putativo fitoeno sintasa
(DXXD) con 4 residuos conservados aspartato (Marchler-Bauer et al., 2011; Pandit et al.,
2000) (Figura 4). Estos dominios conservados trans-1PP estan presentes en la enzima fitoeno
sintasa, que cataliza la condensacion cabeza a cabeza (1°-1) de dos moléculas de GGPP para
producir fitoeno (Shumskaya et al., 2012). La identidad entre las secuencias de las seis
proteinas de los homélogos PSY varié desde un 86,47 a 99,05% (Tabla 2A), con la mayor
variabilidad encontrada en la region N-terminal que codifica al péptido de transito a plastidio.
Esto coincide con reportes previos (Busch et al., 2002; Gallagher et al., 2004; Welsch et al.,
2008; Arango et al., 2010; Céardenas et al., 2012). Cuando las proteinas PSY fueron evaluadas
sin sus péptidos de transito, el porcentaje de identidad incrementd entre homologos, variando
desde 90,80 a 99,43% (Tabla 2B), en ambos casos la identidad méas alta fue observada entre
homedlogos. Debido al origen comun de las seis PSY que se remontan al evento de
triplicacion del genoma de Brassica y la posterior especiacion de los genomas parentales de B.
napus, A (B. rapa) y C (B. oleracea), no sorprende la alta identidad observada entre las seis
proteinas deducidas PSY. A la vez que las pequefias diferencias observadas se pueden deber a
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re-arreglos por substituciones o deleciones ocurridos en los subgenomas de B. napus (O’Neill

y Bancroft 2000; Town et al., 2006; Yang et al., 2006; Cardenas et al., 2012).

Tabla 2. Porcentaje de identidad de las proteinas PSY de B. napus. Se muestra el largo de

las secuencias aminoacidicas de las proteinas PSY de B. napus y el porcentaje de identidad

entre ellas (A) Incluyendo el péptido de transito (c/TP) (B) Excluyendo el péptido de transito

(s/TP). Se incluye la proteina PSY de A. thaliana como referencia. Identidad entre genes de la
familia PSY (*).

A. Porcentaje de identidad secuencias aa ¢/PT
Largo BnaC.PSY.a BnaA.PSY.b BnaA.PSY.c BnaA.PSY.d BnaC.PSY.e BnaC.PSY.f AtPSY

BnaC.PSY.a
BnaA.PSY.b
BnaA.PSY.c
BnaA.PSY.d
BnaC.PSY.e
BnaC.PSY.f
ALPSY

B. Porcentaje de identidad secuencias aa s/PT

BnaC.PSY.a
BnaA.PSY.b
BnaA.PSY.c
BnaA.PSY.d
BnaC.PSY.e
BnaC.PSY.f
At.PSY

424
423
414
418
421
416
422

349
349
348
351
348
351
366

100 98,8* 89,4 87,4 90,4 87,3 89,2
100 90,3 88,3 91,3 88,4 89,9

100 86,7 93,6* 85,6 87,2

100 86,9 95,9* 88,5

100 86,4 87,1

100 87,6

100

Largo BnaC.PSY.a BnaA.PSY.b BnaA.PSY.c BnaA.PSY.d BnaC.PSY.e BnaC.PSY.f At.PSY

100 99,4* 91,8 92,2 91,5 91,6 90,2
100 92,4 92,7 92,1 92,2 90,7

100 91,5 96* 91 88,8

100 91 98,9* 89,5

100 90,4 88,3

100 88,9

100
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BnaA.PSY.b
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BnaC.PSY.e
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AtPSY
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Figura 4. Alineamiento multiple de las enzimas PSY de B. napus. Todas las enzimas PSY
contienen un péptido de transito predicho de direccidn a cloroplasto en la region N-terminal
(subrayado en rojo), un dominio conservado trans-isoprenil difosfato (destacado en gris), un
sitio activo putativo (DXXXD) (rectangulos negros) y cuatro residuos aspartato conservados

(flechas negras).
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La aislacion de las secuencias codificantes de las seis PSY, nos permite ademas hacer un
analisis preliminar respecto de su ubicacion suborganelar. Esto debido a que se ha demostrado
que los distintos miembros de familias de genes PSY pueden tener distinta ubicacién
suborganelar. Esta localizacion esta directamente relacionada con su secuencia aminoacidica a
la vez que es determinante para su actividad (Schledz et al., 1996; Shumskaya et al., 2013).
Un ejemplo de esto es el caso de maiz, donde el cambio de un solo residuo en el gen Zm-PSY1
(T2s7 en lugar de Pas7 en las otras PSY de maiz) permite la localizacion de la proteina en el
estroma de protoplastos etiolados, y es la responsable de la acumulacion de carotenoides en
los amiloplastos del endosperma de maiz, mientras que Zm-PSY2 y Zm-PSY3 se ubican en
los plastoglébulos (Shumskaya et al, 2012). Esto da cuenta que no sélo importa el tejido dénde
se exprese el gen, sino también el lugar en que se encuentra la enzima en el plastidio, lo que
estara relacionado con la funcion fisiologica que cumpla al interior de la planta (Shumskaya et
al, 2012; Shumskaya et al, 2013). Las PSY de B. napus se expresan diferencialmente en
tejidos ricos en cloroplastos, en tejidos ricos en cromoplastos o bien ambos, esto hace mas
interesante determinar su ubicacién intraplastidial (Cardenas et al, 2012). La comparacion de
las secuencias aminoacidicas de estos genes reportada en este trabajo, muestra que sus seis
homdlogos presentan una prolina (Pro) en vez de una treonina (Thr) en este residuo (Figura 5),
al igual que las demés proteinas PSY de maiz, arroz y Arabidopsis (Figura 5). Sin embargo,
futuras investigaciones pueden estar orientadas a considerar el uso de mutacion sitio dirigida
qgue permita cambiar este residuo con el fin de aumentar el conocimiento respecto a la
localizacion plastidial (plastoglobulinas, estroma 6 en las membranas tilacoidales) de la
familia de genes PSY de B. napus, lo que también permitira dirigir la seleccion de un gen PSY

para su uso en ingenieria metabdlica.
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Figura 5. Andlisis secuencias aminoacidicas. Se muestra un alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de las seis proteinas PSY de B. napus, AtPSY Yy tres proteinas de especies mono
y dicotiledoneas en donde el cambio en un residuo (destacado en cajas azules numeradas)
resulta en variacion de actividad enzimatica y/o cambio en la localizacién suborganelar: (A) El
cambio en un nucleétido del alelo PSY2-Y-2 (GU111723 ) de Manihot esculenta genera el
cambio en un residuo (A2 a D2o2) que incrementa la acumulacion de carotenoides en la raiz
de cultivares amarillos (Welsch et al., 2010); (B) El cambio de un residuo (P21ga Loig ) €en
PSY1 de Solanum lycopersicum (ABU40772.1), afecta levemente la estructura secundaria
resultando en una actividad enzimética diferencial y disminucién de la acumulacion de
carotenoides en el fruto maduro (Gady et al., 2011); (C) EI cambio en un residuo (P2gs a Togs)
en Zm-PSY1 (P49085) de Zea mays, permite una localizacion intraplastidial diferencial en el
estroma lo que se asocia a la acumulacion de carotenoides en el endosperma en esta especie
(Shumskaya et al., 2012). En el alineamiento, el rectangulo negro muestra el sitio activo
putativo (DXXXD), mientras que las flechas negras muestran los cuatro residuos aspartato

conservados caracteristicos de las enzimas PSY.
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Con el objetivo de evaluar la relacion filogenética entre estas proteinas PSY de B. napus y
PSY's de otras especies cuya funcionalidad ha sido establecida previamente (Gallagher et al.,
2004; Li et al 2008a; Li et al., 2008b; Welsch et al., 2008; Arango et al., 2010), un analisis
filogenético fue conducido usando 13 PSYs de especies mono Yy dicotileddneas. El arbol
filogenético muestra que todas las proteinas PSY de B. napus se agrupan junto con la PSY de
Arabidopsis (At5g17230) y que estdn mas estrechamente relacionadas a las PSYs
dicotiledoneas de M. esculenta (MePSY1 y MePSY?2) que a las ampliamente caracterizadas
PSYs monocotileddneas (Figura 6). Como era de esperar, las PSYs monocotileddneas forman
distintos subgrupos que exhiben papeles diferentes in planta, como las PSYs relacionadas con
estrés abidtico, que se agrupan juntas (OsPSY3, ZmPSY3, SbPSY3) (Li et al., 2008b; Welsch
et al., 2008), mientras que ninguna de las PSYs de B. napus muestra una estrecha relacion con
estas PSYs relacionadas a estrés (Figura 6). Lo interesante es que las PSYs dicotiledoneas
estan relacionadas méas bien a PSY1s de cereal que son preferentemente expresadas en
semillas (Gallagher et al., 2004; Li et al., 2008a).
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Figura 6. Relacion filogenética de las enzimas PSY de B. napus y seleccionadas
monocotileddneas y dicotiledoneas. La relacion filogenética fue inferida usando el método
Neighbor-Joining usando el programa MEGA4 (Tamura et al, 2007). El porcentaje de replica
del arbol en que los taxa asociados se agrupan en el test de replicacion de arranque-500 es
mostrado al lado de las ramas. El arbol es dibujado a escala, con el largo de las ramas en las
mismas unidades (nimero de substituciones de aminoacidos por sitio) estas distancias fueron
usadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias fueron calculadas usando el método de

correccion Poisson (Zuckerkandl y Pauling, 1965).
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3.2.  Prediccion de la estructura tridimensional de las enzimas de los genes PSY de B.

napus

El modelamiento de proteinas predichas muestra que las seis proteinas PSY de B. napus son
estructuras ricas en alfa- hélices (Figura 7). En efecto, estas alfa-hélices anti-paralelas forman
una gran cavidad central donde se cataliza la condensacién cabeza a cabeza (1°-1) de dos
moléculas de GGPP para llevar a cabo la sintesis de fitoeno. Como un ejemplo, la estructura
tridimensional de la enzima BnaC.PSY.a es mostrada en la Figura 8 A. Los dos dominios
conservados ricos en aspartato, DELVD y DVGED se localizan en las dos alfa-hélices en
paredes opuestas de la cavidad central (Figura 8B) (Pandit et al., 2000; Marchler-Bauer et al.,
2011). Las diferencias en las secuencias aminoacidicas de las seis proteinas PSY de B. napus
no altera o afecta la estructura de la region del sitio activo putativo (Figura 7). Debido a esto,
como resultado preliminar, se puede predecir a priori que estas proteinas PSY son enzimas
funcionales. Sin embargo las sutiles diferencias en sus secuencias aminoacidicas encontradas
en esta region, pueden tener profundos efectos en la actividad de las enzimas como se ha visto
en otras PSY's de plantas (Welsch et al., 2010; Shumskaya et al., 2012; Gady et al., 2011). Por
lo que sélo la evaluacion funcional de estas proteinas PSY pueden confirmar su capacidad

para actuar como fitoeno sintasa.
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Subgenoma-A Subgenoma-C

BnaA.PSY.b

BnaA.PSY.d

Figura 7. Prediccion de la estructura tridimensional de los pares homeologos PSY de B.
napus. Alfa-hélices son mostradas en verde, el putativo sitio activo (DXXXD) en parpura con

los cuatro residuos aspartato conservados en representacion licorice.
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Figura 8. Prediccion de la estructura tridimensional de PSY de B. napus. (A) La
estructura modelada de la proteina BnaC.PSY .a, presenta una estructura rica en alfa-hélice.
(B) Sitio activo putativo. Alfa-hélices son mostradas en verde, el putativo sitio activo putativo
(DXXXD) en parpura con los cuatro residuos conservados aspartato mostrados en

representacion licorice.

3.3.  Caracterizacion funcional de los genes PSY de B. napus

La existencia de cepas de E. coli conteniendo diferentes combinaciones de genes de la ruta de
biosintesis de carotenoides proporcionan un sistema extremadamente Gtil y préactico para
evaluar la funcionalidad de las enzimas carotenogénicas in vivo (Misawa et al., 1990;
Sandmann y Misawa 1992 Gallagher et al, 2003; Cunningham y Gantt, 2007; Niklitschek et
al 2008). Como estos genes nucleares (PSY) no pueden ser procesados en E. coli, la
transformacion de los CDS, sin sus respectivos TP permitira una mayor actividad enzimatica
en este sistema (Misawa et al., 1994; Schledz et al., 1996). Con este motivo, seis CDS PSY de
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B. napus, sin sus correspondientes péptidos de transito de direccion a plastidio, fueron
subclonados en el vector de expresion pETBIluel (Novagen, USA), y transformados en E. coli
conteniendo el vector pDS1B-4crtB (Figura 1A) para evaluar la actividad fitoeno sintasa in
vivo (Niklitschek et al 2008). Las celulas de E. coli transformadas con el vector pDS1B
sintetizan el producto final de la ruta, -caroteno, en la presencia del gen PSY bacteriano CrtB
(Figura 9A) pero no cuando la cepa que contiene el vector pDS1B-4crtB es cotransformada
con el vector vacio pETBIuel (Figura 9B). Estas células E. coli, DS1B y DS1B-AcrtB, sirven
como un control positivo y negativo respectivamente. Significativamente, las células de E. coli
conteniendo el vector pDS1B-4crtB y cotransformada con cada uno de los seis genes PSY de
B. napus son capaces de producir B-caroteno (Figura 9C-H). En todos los casos, el analisis de
HPLC de los carotenoides extraidos desde los cultivos de células E. coli muestran un peak de
[-caroteno, que coincide en el tiempo de retencidn y espectro que es observado para el control
positivo (Figura 9A). Esto permitié confirmar que la extensa familia de genes PSY codifica
enzimas funcionales (Figura 9). Lo que no resulta sorprendente, dado que nuestros datos
indican la existencia de una alta similitud entre las secuencias de las proteinas de esta familia
de genes PSY. Ademas, el nivel de relacion de divergencia de remplazo de nucleétidos y
sustituciones sindnimas (Ka/Ks) indica que todos los miembros son probablemente sometidos
a seleccion purificadora con valores Ka/Ks inferiores a 0,28 para todas las parejas de genes
evaluadas, que indica fuertemente que estas proteinas PSY se han desarrollado bajo
restricciones funcionales (Tabla S2). El contenido de B-caroteno producido por los clones de
E. coli transformados con cada gen BnaX.PSY fue variable (p<0,05) (Figura 91). Las células de
E. coli conteniendo el vector pDS1B-4crtB y cotransformada con pETBIluel-BnaA.PSY.d
presentaron una acumulacion de B-caroteno significativamente mayor a las cotransformadas
con los otros cinco vectores pETBIluel-BnaX.PSY.x como también mayor a la acumulacion de
[-caroteno producido por el control positivo (Figura 91). Dada la actividad fitoeno sintasa in
vivo mostrada en la complementacion con el gen BnaA.PSY.d, resulta de interés considerar
este gen para su evaluacion y usos en ingenieria metabolica del contenido de carotenoides en

B. napus u otros cultivos.
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Figura 9. Complementacion heterdloga de BnaX.PSY en E. coli (A) pDS1B (C+) (B)
pDS1B-AcrtB + pETBIluel (vector vacio) (C-); (C-F) pDS1B-AcrtB + de izquierda a derecha
pETBluel-BnaC.PSY,  pETBuel-BnaA.PSY.b, pETBIluel-BnaA.PSY.c, pETBluel-
BnaA.PSY.d, pETBIluel-BnaC.PSY.e, pETBIluel-BnaC.PSY.f. Cromatogramas (HPLC)
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obtenidos a 450 nm para cada transformacion. El fino espectro para B-caroteno (peak 1) es
mostrado como un ejemplo en el panel A (1) El contenido de B-caroteno (mg) producido por
cada ensayo de complementacion es expresado por gramo de peso seco. Las barras representan

la desviacion estandar calculada desde tres réplicas (n=3).

Se ha demostrado que el cambio en un Unico residuo en una PSY puede afectar su actividad
enzimatica por medio de afectar su estructura secundaria. Sobre esto, Gady et al. (2011)
observaron que la mutacion de un nucle6tido en el gen PSY1 de Solanum lycopersicum (Figura
5.2), responsable de la acumulacion de carotenoides durante la maduracion del fruto de
tomate, resulta en el cambio de P15 a Loig en la proteina codificada por este gen. Este Unico
cambio conduce a una disminucion de la acumulacion de carotenoides en el fruto maduro un
50% respecto al control (Gady et al., 2011). Esto es indicativo de que este aminoacido es clave
en la actividad de esta enzima PSY. Es asi como en otras especies, entre ellas: Manihot
esculenta, Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Oryza sativa, Zea mays, Daucus
carota, y Ricinus communis, todos los homologos PSY descritos para estas especies (dato no
mostrado), presentan en las proteinas que codifican, este residuo (P,1g). Tal como se observa
en estos cultivos, en B. napus la mayoria de sus proteinas PSY presentan una Pyg, Sin
embargo el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los genes BnaX.PSY da cuenta de
otro residuo, Azs, en las proteinas de los genes homeologos BnaA.PSY.c y BnaC.PSY.e
(Figura 5.2). Esto hace hipotetizar que la diferencia en este residuo puede estar afectando la
actividad de estas enzimas. En primera instancia, el analisis de la funcionalidad de los 6 genes
BnaX.PSY por medio de un sistema de complementacion heter6loga mostr6 diferencias en la
acumulacion de carotenoides en el pellet bacteriano en las complementacion independiente de
cada gen BnaX.PSY (DS1B-4crtB, pETBIluel-BnaX.PSYa-f). Al respecto se observaron
diferencias significativas entre la pareja de homedlogos BnaA.PSY.c y BnaC.PSY.e, siendo
menor la produccion de B-caroteno en este Gltimo (Figura 91). Al mirar la cercanias del residuo
Ay1s, Se puede observar que otro residuo altamente conservado Ry;s, es distinto en PSY1 de S
lycopersicum (N2i5) y BnaC.PSY.e (Hz15), pero no en BnaA.PSY.c (Figura 5.2) (Gady et al.,

2011). La figura 10A, muestra la estructura tridimensional de ambas proteinas destacando los
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residuos 215 y 218. Este andlisis in silico muestra que en BnaA.PSY.c el residuo Ay, se
encuentra mas lejano al sitio activo, a la vez que en BnaC.PSY.e Azg se encuentra méas
cercano al sitio activo (Figura 10A). Sin embargo en BnaC.PSY .e la diferencia en estos dos
residuos, resulta ademas en un cambio a nivel de estructura secundaria y la formacién de un
loop externo (Figura 10A), observandose claramente esta diferencia en el modelo con ambas
proteinas superpuestas (Figura 10B). Unido a esto, la prediccidn de la interaccion proteina-
proteina mostrd que mientras en BnaA.PSY.c esta se da en el extremo carboxilo (Gltimos 18
residuos), en BnaC.PSY.e es en las cercanias a los residuos en cuestion (residuos 161-167,
180-184, 302-314, 381-384) (Qin y Zhou, 2007). A partir de esto podemos pensar que las
diferencias encontradas a nivel de estructura secundaria podria estar explicando la diferencia
observada en la produccion de B-caroteno de estas dos enzimas, por medio de afectar la
interaccion con otros miembros del complejo enzimético (Cunningham y Gantt, 1998;
Cunningham, 2002). Cualquiera de estas ideas, sin embargo, debe ser sometida a una nueva
investigacion. El uso de mutagénesis sitio dirigida y la evaluacion de los CDS mutados en el
mismo sistema de complementacion heter6logo en E. coli, podria permitir dilucidar esta
cuestion. Por otra parte, el andlisis de la secuencias aminoacidicas de las PSY de B. napus,
deja en evidencia otros residuos altamente conservados (Gias, loa4, Ass1, Cao01), Pero que en
algn homologo es diferente y que hasta ahora no han sido descritos por otros grupos de
investigacion. Estas pequefias diferencias a nivel de residuos aminoacidicos, podrian explicar
los distintos niveles de acumulacion de p-caroteno observadas en la complementacion
independiente de las seis PSY (Figura 91). Esto también seria interesante de abordar en una

futura investigacion.
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BnaA.PSY.c

Figura 10. Prediccion de la estructura tridimensional de PSY de B. napus. (A) Estructura
modelada de la proteina BnaA.PSY.c y BnaC.PSY.e, mostrando los residuos 202, 215, 218 y
285, descritos en detalle en la figura 5 (B) Modelo de las proteinas BnaA.PSY.c y
BnaC.PSY .e superpuestas. Destacado con una flecha el loop externo en BnaC.PSY .e, putativo

sitio activo (DXXXD) en amarillo.
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3.4. La familia de genes PSY provee un pool de genes funcionales para su uso en
ingenieria metabdlica del contenido de carotenoides

Los resultados de la complementacion heter6loga demuestran que todos los miembros de la
familia de genes PSY de B. napus codifican enzimas funcionales, haciendo de éstos blanco
para su uso en ingenieria metabdlica. Al respecto podriamos asociar este conocimiento a
previos reportes que han demostrado que el cambio en un residuo puede modificar la
eficiencia catalitica de una PSY (Welsch et al., 2010). Sobre esto, Welsch et al. (2010)
demostro que en Manihot esculenta, la variacion natural en un nucleétido en el gen Me-PSY2
provoca un cambio en un residuo (D22 en lugar de Azoz) produciendo la acumulacion de
carotenoides 20 veces mayor en los cultivares con raiz amarilla. Lo interesante es que el
cambio de este Unico residuo (Do, en lugar de Ayp) en las secuencias PSY de N.
pseudonarcissus (Np-PSY), A. thaliana (At-PSY) y Z. mays (Zm-PSY1), incremento los
niveles de licopeno in vitro 2 veces, ~ 60% y ~ 20% respectivamente (Welsch et al., 2010).
Considerando la alta identidad entre las secuencias aminoacidicas de la enzima AtPSY madura
respecto a las BnaX.PSY .x de al menos un 92% sin el péptido de transito y que en la region de
interés es de un 100% (Figura 5.1), se puede pensar que una mutacion que produzca un
cambio en este residuo puede ser significativa en estas proteinas. Como ya se ha descrito, los
seis homdlogos PSY de B. napus, se expresan en tejidos ricos en distintos tipos de plastidios
(Cérdenas et al., 2012). En esta misma linea, para aumentar la sintesis y acumulacion de
carotenoides en semillas, se podria mutar las secuencias de los PSY que presentan una alta
expresion en ese tejido (Cardenas et al, 2012). Esto considerando que se ha demostrado que el
uso de genes que codifican una proteina que presenta una localizacién intraplastidial
preferente en un tipo especifico de plastidio puede tener mejores resultados (Shumskaya et al.,
2012). Es asi como expresar uno de estos genes cuya mutacion genere un cambio en el residuo
Aoz a Dogz con direccion a semilla, podria producir una alta acumulacién de carotenoides en
elaioplastos, organelos que tienen una alta capacidad almacenamiento de carotenoides incluso
a un mayor grado que los amiloplastos (Shewmaker et al., 1999; Howitt y Pogson, 2006;

Cazzonelli y Pogson, 2010).
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3.5. Analisis de la abundancia relativa de los transcritos PSY durante el desarrollo de

la semilla

Usando partidores homologo-especificos, se evalué por RT-PCR la abundancia relativa de
transcritos para cada gen PSY de B. napus en cuatro etapas diferentes del desarrollo de
semillas (Figura 11). Como resultado se pudo determinar que los homdlogos PSY de B. napus
son expresados durante el desarrollo de semilla. Los seis miembros de la familia se expresan
principalmente en semillas a los 20 y 30 dpa, aunque a diferentes niveles (Figura 11). Es
interesante que estudios previos determinaran que la etapa critica en el desarrollo de semilla de
B. napus en lo que respecta a proliferacion celular, deposicion de semillas y acumulacion de
carotenoides, comienza alrededor de los 20 dpa (O"Hara et al., 2002; Dong et al., 2004; Niu et
al., 2009). Por otra parte los pares de homeblogos, BnaC.PSY.a/BnaA.PSY.b vy
BnaA.PSY.d/BnaA.PSY.f se expresan a los 20, 30, 45 y 60 dpa (Figura 11). BnaC.PSY.e que es
un gen PSY de B. napus expresado preferentemente en pétalos (Cérdenas et al., 2012), es el
menos expresado durante el desarrollo de semillas mientras que BnaA.PSY.d que es un gen
expresado en tejidos ricos en cloroplastos como hojas, es el mas expresado durante el
desarrollo de semillas (Figura 11). Este estudio abre la puerta a nuevas interrogantes, por
ejemplo, analizar el papel de BnaA.PSY.d en la sintesis de carotenoides en semilla, dado que
presenta un perfil similar al descrito para el gen ZmPSY1 de maiz (Li et al., 2008b; Gallagher
et al., 2004; Li et al., 2008b). De esta manera, BnaA.PSY.d podria tener funciones diferenciales
en la sintesis de carotenoides como se ha descrito para otras especies (Li et al., 2008; Welsch
et al., 2008; Chaudhary y Khurana, 2010; Howitt et al., 2009; Li et al., 2008). Dada la alta
actividad fitoeno sintasa del gen BnaA.PSY.d mostrada in vivo sumado al hecho que es el que
muestra mayor abundancia en saturacion en la RT-PCR convencional durante el desarrollo de
semillas, hace en de este un gen interesante a considerar para su uso futuro en ingenieria
metabolica en el contenido de carotenoides en direccion a semillas. La especificidad de los
partidores fue controlada mediante pruebas de pares de partidores contra los plasmidos que
contienen cada uno de los seis genes PSY de B. napus y corriendo los productos de RT-PCR
en geles de SSCP (Figura S2).
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" BnaA.PSY.d

" * BnaC.PSYe

Figura 11. Abundancia relativa de transcritos PSY de B. napus durante el desarrollo de
semillas. (A) La abundancia relativa de transcritos para los genes BnaX.PSY.x fue
determinada usando partidores-especificos a cada homélogo (B) Abundancia relativa del gen
18S de B. napus (control de carga) (C) Estados de desarrollo de semillas de B. napus (desde
izquierda a derecha: 20, 30, 45 y 60 dias post antesis y tejido de hoja. L: ladder; WC: control
de agua; gDNA: control gDNA de B. napus; C+: control plasmido control (positivo)
homologo-especifico PSY; C-: control plasmido (negativo) homedlogo PSY. RT-PCR (40

ciclos) fue realizado en dos réplicas bioldgicas, solo se muestra una para simplificar.
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4. CONCLUSIONES

Actualmente es bien conocido que los miembros de familias de genes PSY pueden tener
distinta localizacion suborganelar y eficiencia catalitica, estas caracteristicas les permiten
cumplir funciones especificas en las distintas etapas de desarrollo de la planta. Un punto clave
al respecto es primero determinar que los miembros de una familia de genes son funcionales.
En este estudio se aislaron las secuencias CDS de los seis miembros de la familia de genes
PSY de B. napus. El andlisis de estas secuencias determind que las seis PSY poseen motivos
caracteristicos presentes en las enzimas fitoeno sintasa (TP, dominio trans-IPP, sitio activo
DXXD). Ademés el modelo deducido de las proteinas mostré que todas son estructuras ricas
en alfa-hélices y que poseen el caracteristico sitio activo rico en aspartato (DELVD vy
DVGED) localizado en las paredes opuestas de dos alfa-hélices. Esto nos permitié hipotetizar
en primera instancia que los seis miembros de esta familia son funcionales. Una segunda etapa
orientada a evaluar su funcionalidad en vivo por medio de un test de complementacion
heter6loga en E. coli, mostrd que los seis genes BnaX.PSY son capaces de complementar un
gen defectuoso AcrtB (PSY bacteriana) al producir B-caroteno. Estos resultados demuestran
que los seis miembros de la familia de genes PSY de B. napus son funcionales. Ademas, las
diferencias observadas en la produccién de B-caroteno pueden estar asociadas a cambios
aminoacidicos presentes entre los seis genes BnaX.PSY.x, cambios que podrian modificar su
actividad fitoeno sintasa o bien la interaccion con otros miembros del complejo enzimatico.
Este trabajo es un paso inicial en el andlisis de pequefios cambios a nivel de secuencia y su
relacién con la induccion de la carotenogénesis. Finalmente mediante el analisis de la
expresion de genes PSY durante el desarrollo de semilla podemos tener un patron mas claro de
los genes PSY de B. napus que se expresan mas fuertemente en semilla en los distintas etapas
de desarrollo, asi como BnaX.PSY.c-d. Esto y lo anterior sera clave en el uso de los genes PSY

de B. napus en ingenieria metabdlica del contenido de carotenoides en cultivos oleaginosos.
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CAPITULO I

Ingenieria metabdlica del contenido de carotenoides en Brassica napus L. a

través de la sobrexpresion semilla-especifica de un gen PSY enddgeno
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1. INTRODUCCION

Junto con soya y palma, raps CanOLA es uno de los cultivos mas importantes de la
produccién de aceite en el mundo. Esto en gran parte debido a la composicion nutricional de
alta calidad de su aceite (Stringam et al., 2003; Hu et al., 2013). La estabilidad que
proporcionan los carotenoides como antioxidantes ante el deterioro y el envejecimiento de la
semilla oleaginosa de CanOLA (Pinzino et al., 1999; Howitt y Pogson, 2006), sumado a la
posibilidad de suplir las necesidades diarias de vitamina A en humanos mediante el consumo
de aceites ricos en carotenoides (aceite dorado) (Shewmaker et al., 1999), resulta en la
necesidad de incrementar los esfuerzos por aumentar los niveles de estos pigmentos en semilla
de CanOLA. El paso inicial de la sintesis de carotenoides es realizado por la enzima fitoeno
sintasa (PSY), sin embargo, se ha demostrado que la actividad de PSY es un factor limitante
para la biosintesis de carotenoides en tejido no fotosintético (Maass et al, 2009). En B. napus,
esta limitacion fue demostrada a través de un trabajo donde la sobreexpresion de un gen
fitoeno sintasa de origen bacterial (CrtB) en semilla resultdé en embriones visiblemente
naranjos y en un incremento de 50 veces en los niveles de B-caroteno en semilla (Shewmaker
et al, 1999). Se estima que la expresion de genes PSY de mayor cercania filogenética puede
resultar en una mejor interaccion con los demas miembros del complejo enziméatico que
participan en las primeras reacciones de la ruta de sintesis de carotenoides, favoreciendo asi
una mayor sintesis de carotenoides, como lo observado granos de arroz transgénicos
(Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham et al., 2002; Paine et al., 2005). Es por esto que la
aislacion y evaluacion funcional de la familia de genes PSY de B. napus proporcion6 un pool
de genes PSY funcionales idéneos para su uso en ingenieria metabolica del contenido de
carotenoides en B. napus y otros cultivos oleaginosos. Asi, la seleccién de uno de los genes
BnaX.PSY con el fin de sobreexpresarlo en B. napus podria generar altos niveles de
produccidn de carotenoides. Ademas de la seleccidn del transgen otro punto a considerar es la
del promotor. La expresion de genes de la ruta de sintesis de carotenoides utilizando
promotores tejido especifico a sido exitoso en diversas especies como es el caso de Oryza
sativa, Lycopersicon esculentum, Solanum tuberosum, Zea mays, B. napus (Ye et al., 2000;
Paine et al., 2005; Fraser et al., 2002; Diretto et al., 2007; Naqvi et al., 2009; Shewmaker et
al., 1999). Estos resultados hacen evidente que la expresion de genes de la biosintesis de
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carotenoides utilizando promotores con direccion a semilla puede resulta en mayores niveles

de acumulacion de carotenoides en este tejido.

Considerando que se ha demostrado que la actividad fitoeno sintasa es limitante en la sintesis
de carotenoides en B. napus Yy que hasta ahora no se han conducido estudios donde se
sobreexprese alguno de los genes PSY enddgenos, los objetivos de este estudio fueron:
Obtener plantas transgénicas de B. napus L. que sobreexpresen en semillas un gen PSY
enddgeno funcional seleccionado por su expresion tanto en tejidos ricos en cloroplastos como
cromoplastos.y determinar el contenido de carotenoides en semillas de las lineas transgénicas

obtenidas.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.  Construccion del vector binario pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis

La secuencia codificante del gen BnaC.PSY.a (GenBank: KF297333) conteniendo el péptido
de transito fue amplificada con el uso de partidores especificos (BnaC.PSY.a.NotlF y
BnaC.PSY.a-Notl-6xHisTagR) (Tabla S1) a partir de ADN plasmidico conteniendo el CDS
del gen BnaC.PSY.a aislado de semilla (seccién 2.5 Materiales y Métodos, Capitulo 1). Ambos
partidores contienen la secuencia de corte de la enzima de restriccion Notl. El partidor
BnaC.PSY.a-Notl-6xHisTagR contiene ademas un 6XHis-tag (Tabla S1). Este TAG fue
incorporado a fin de discriminar entre los cDNA y proteinas codificadas por el transgen y sus
contrapartes endogenas. El fragmento amplificado fue subclonado en el vector Topo TA
(Invitrogen, CA, USA), digerido con la enzima antes descrita e insertado en el vector
pUCAPS4, que contiene el promotor y terminador del gen lectina (Lel) de Glycine max
(GenBank: EU070414) (Vodkin et al., 1983) (Figura 1A). El vector generado fue cortado con
las enzimas Sall y BamHI (New England BioLabs, MA, USA) e insertado en el vector
pCambia2300 previamente digerido con estas enzimas (Figura 1B). De esta manera, la
secuencia codificante del gen BnaC.PSY.a qued6 bajo el control del promotor y terminador del
gen lectina de soya (Figura 1B). El vector generado fue transferido a A. tumefaciens cepas
LBA4404 y GV3101 por electroporacion usando el equipo ECM600 (BTX, MA, USA) para la
posterior transformacion de B. napus cv. Westar.
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A BnaC.PSY.a.NotIF

r’ Sall NotI BamHI
Topo-BnaC.PSY.a BnaC.PSY.a PUCAP S4
L
BnaC.PSY.a-Not1-6xHistagR
Digestion NotI 1 Digestion NotI
NotI NotI Sall NotI NotI BamHI
Bnac.psya-6xHis | IS
Ligacién 1
Salt NotI NotI BamHI
PUCAP S4-Lec::BnaC.PSYa-6XHis BnaC.PSY.a
Sall BamHI
Salt NotI NotI  BamHI
PUCAP S4-Lec::BnaC.PSYa-6XHis | BnaC.PSY.a pCambia2300 1(
Digestion: Digestion:
BamHI BamHI
Sall Sall
salI BamHI

Salt NotI NotI BamHI 1 (

__tecPomoior | BnaC.PSY.g
Ligaciénl

Salt NotI NotI BamHI
pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis BnaC.PSY.a

Figura 1. Estrategia generacion vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis. (A)
Descripcion de las etapas de la generacion del vector intermediario pUCAPS4-
Lec::BnaC.PSY.a-6xHis. (B) Etapas generacion del vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-
6XHis a partir del vector pUCAPS4-Lec::BnaC.PSY.a-6xHis y el vector pCambia 2300.

2.2.  Transformacion de B. napus

La transformacién se realizé de acuerdo al protocolo descrito para especies Brassica spp. (Lee,
1996) con pequefias modificaciones. Brevemente, A. tumefaciens cepa LBA4404 o GV3101
conteniendo el vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis fue crecido en 10 ml de medio

Luria-Bertani (LB) suplementado con antibioticos apropiados para cada cepa (LBA4404:
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kanamicina 25 pg ml™, rifampicina 25 pug mll, estreptomicina 100 pg ml™; GV3101:
rifampicina 25 ug ml™, kanamicina 25 pg ml™) (Hellens et al., 2010) hasta alcanzar una ODggo
entre 1 a 1,8. Para la co-cultivacion, A. tumefaciens fue reconstituido en medio base
bacteriano (BBM: MSMS 4.4 g, sucrosa 20 g, 2,4-D (1 mg/L) 2 ml, MES 0,5 ¢/L, pH 5.6
acetosiringona 0,04 g/L, DMSO 10 ml/L). La transformacion de B. napus cv Westar se inicio
con la germinacion de semillas por cinco dias (16-h-dia/8-noche) a 22°C a fin de obtener
cotiledones con un hipocotilo de 3 mm. Los cotiledones fueron cortados e incubados con
Agrobacterium por 5 dias a 15°C. Los cotiledones inoculados fueron pasados a placas
conteniendo medio de regeneracion (RM: MSMO 4,4 g/L, sucrosa 30 g/L, BAP 4,5mg/L,
fitagel 4 g/L, carbenicilina 50 mg/L y kanamicina 25 mg/L, pH 5.8) apropiado para la
seleccién e induccion de callos. Las placas conteniendo los cotiledones fueron mantenidos en
una sala de crecimiento bajo condiciones controladas a 22°C, en ciclos de 16-h-dia/8-h-noche,
con una intensidad luminica de 20 pmol s* m? por los primeros 14 dias. Luego de este
periodo los cotiledones fueron traspasados cada 14 dias a placas con medio RM (dos veces) y
mantenidos bajo una intensidad de luz de 60-100 umol s* m™ Los cotiledones fueron
traspasados luego a medio inductor de tallos (SEM: MSMO 4,4 g, sucrosa 30 g, BAP 0,5
mg/L, pH 5.8, fitagel 4 g, carbenicilina 50 mg/L y kanamicina 25 mg/L) por 14 dias. Las
plantas regeneradas fueron traspasadas a un medio inductor de raiz (RM: MSMS 4,4 g,
sucrosa 30 g, NAA 100 pg/L, fitagel 4 g, carbenicilina 50 mg/L y kanamicina 25 mg/L, pH
5.8) cada 14 dias hasta que enraizaran. Las plantas seleccionadas y regeneradas fueron
finalmente traspasadas a invernadero bajo condiciones controladas en ciclos de 16-h-dia/8-h-
noche. Mediante el uso de partidores especificos (Tabla S1), las plantas regeneradas fueron
evaluadas por PCR para determinar la presencia del transgen que confiere resistencia a
kanamicina (NPTIl) (KanFl, KanR2) y del gen BnaC.PSYa-6XHis (Bna.PSY.aF,
BnaC.PSY.a6xHistagR). Los eventos (To) que presentaron el transgen que confiere resistencia
a kanamicina (NPTII) y BnaC.PSYa-6XHis fueron autopolinizados para la obtencion de la
progenie T, (Figura 2). Al menos diez plantas T, provenientes de cada planta To, fueron
crecidas y autopolinizadas para la obtencion de semilla T, (Figura 2). De cada evento T, se
seleccionaron tres plantas (tres réplicas bioldgicas (n=3)) a partir de las cuales se tomaron

muestras de tejidos que fueron utilizados para el analisis de los eventos transgenicos por RT-
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PCR cuantitativo en tiempo real, SDS-PAGE y en cuanto al contenido y composicion de

carotenoides en semillas (Figura 2).

T,=6 eventos = = "
) r?lanta:l i T,=10 plantas T,=10 plantas T,=10 plantas

\ 4

Test de segregacion
(Evalua estado

‘ ‘ homocigoto/heterocigoto
Identificacion de Test de segregacion (A) Test de segregacion de plantas T3)
eventos transgénicos (B) Evaluacién eventos

transgénicos en semillas T3

(n=3): (1) Transcritos BnaX.PSY.x (2)

nivel de transcritos BnaC.PSYa-6XHis

y BnaX.PSY.x (3) proteina BnaC.PSYa-
6XHis (4) carotenoides.

Figura 2. Estrategia identificacion y evaluacion de lineas transgénicas. Se muestra la
estrategia de identificacidn de eventos transgénicos y evaluacion en semilla de la expresion del
transgen, nivel de proteinas y carotenoides y tests de segregacion realizados para determinar el

estado homocigoto/heterocigoto de las plantas evaluadas.
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2.3. Test de segregacion

Para realizar el test de segregacion final que permiti6 determinar el estado
homocigoto/heterocigoto de las plantas T, para el transgen BnaC.PSY.a-6XHis-tag, diez
semillas T3 fueron germinadas y crecidas al estadio de dos hojas para la posterior cosecha
independiente de tejido foliar y extraccién de ADN de cada una de las plantulas (Figura 2). La
aislacion de ADN fue conducida siguiendo el procedimiento CTAB descrito por Kidwell y
Osborn (1992). EI ADN extraido fue usado para evaluar la presencia del transgen
BnaC.PSY.a-6XHis-tag mediante PCR en las lineas transgénicas usando partidores especificos
al transgen (SSCP3F y HisTag2R, Tabla S1). Las reacciones de PCR se realizaron usando
GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, WI, USA). La presencia de ADN en las distintas
muestras fue evaluada mediante amplificacion del gen actina de B. napus usando partidores
especificos (Tabla S1). El proceso de amplificacion para ambas reacciones (transgen y control
positivo) se inicid con un paso de desnaturalizacién a 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de
45 seg a 95°C, 30 seg a 51°C y 1 min a 72°C, con una extension final a 72°C por 5 min. Los
productos de RT-PCR fueron corridos y visualizados en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Las imagenes de los geles se digitalizaron a través de LAS 3000 (Fujifilm
Co. Ltd, Tokyo, Japan). La deteccion del transgen por PCR en las diez plantulas T3 (10 de 10)
permitié determinar la homocigosis de cada planta T, autopolinizada (Figura 2). Por el
contrario, si en al menos una de las diez plantulas T3 no se detectaba el transgen, se determind

que la planta T era heterocigota (Figura 2).

2.4.  Andlisis de la abundancia relativa de transcritos para el transgen BnaC.PSY.a-
6XHis-tag y de los 6 genes PSY enddgenos durante el desarrollo de semillas mediante
RT-PCR

Las plantas transgénicas fueron evaluadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR) en cuanto a la abundancia relativa del transgen BnaC.PSYa-
6XHis, de su contraparte enddgena BnaC.PSY.a y de los otros cinco homologos PSY en

semillas T3 de 6 eventos independientes (tres réplicas bioldgicas por evento (n=3)), en dos
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estadios de desarrollo, 30 y 60 dias post antesis (dpa). Con este fin, se disefiaron partidores
especificos en las zonas menos conservadas de la secuencia de cDNA de los genes homdlogos
BnaX.PSY (PSYaSpecF PSYaRev; PSYbSpecF, BnaPSY.NRb; PSYcSpecF3, PSYcReyv;
PSYdSpecF, PSYdRev; PSYeSpecF2, PSYeRev2; PSYfSpecF, PSYfRev, Tabla S1). EIl RNA
total de 100 mg de semillas (T3) colectadas a 30 dpa y 60 dpa, fueron extraidos usando el kit
Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit (Agilent Technologies, CA, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La extraccion de RNA se realizd a partir de tres réplicas
bioldgicas (T,) por evento transgenico. La sintesis de cDNA fue realizada usando el kit
AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies, CA, USA) desde 2 ug de
RNA total en un volumen de reaccion de 20 pl. La sintesis de cDNA fue evaluada por
amplificacion por PCR del gen B-tubulina de B. napus usando partidores especificos (-
tubulina-F y B-tubulina-R, Tabla S1). La ausencia de contaminacion por gDNA fue evaluada
por amplificacion por PCR del gen actina usando partidores especificos (Bna.Actina-F y
Bna.Actina-R, Tabla S1). Este set de partidores genera un fragmento de 725-pb para cDNA y
un fragmento de 900-pb para gDNA debido a la presencia de un intron (dato no mostrado). El
cDNA sintetizado y evaluado fue utilizado en los estudios de RT-PCR convencional y en
tiempo real. Los RT-PCR fueron realizados usando GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega,
W1, USA). Las amplificaciones comenzaron con un paso de desnaturalizacion a 95°C (2 min),
seguido por 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 40 ciclos de 30 seg a 51°C (B-tubulina) 6 47°C
(BnaX.PSY, BnaC.PSY.a-6XHis-tag) y 30 seg a 72°C, con una extension final a 72°C por 5
min. La amplificacion de los genes BnaX.PSY.a-f fue realizada usando partidores oligos
especificos (Tabla S1) comenzando con un paso de desnaturalizacion a 95°C (2 min), seguido
por 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 40 ciclos de 30 seg a 50°C (BnaX.PSY.b,e) 6 55°C
(BnaX.PSY.a,c,d,f) y 1 min a 72°C, con una extension final a 72°C por 5 min. Los productos
de RT-PCR fueron corridos y visualizados en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de

etidio.
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2.5. RT-PCR cuantitativo en tiempo real

El nivel de transcritos del transgen BnaC.PSYa-6XHis, y los genes endégenos BnaX.PSY fue
evaluado utilizando partidores especificos (BnaC.PSY.aRT-F2, HisTag2R; Bn.PSY.all-F,
Bn.PSY.all-R, Tabla S1) en semillas T3 de 6 eventos independientes, en dos estadios de
desarrollo, 30 y 60 dpa mediante RT-PCR en tiempo real. La amplificacion del gen p-tubulina
(B-TUBULIN-F, B-TUBULIN-R) de B. napus fue usado como control interno para la
normalizacion de los niveles de expresion. Para las RT-PCR en tiempo real se usaron los
mismos cDNA utilizados en las RT-PCR (seccion 2.4). Dos ul de una dilucién 1 en 10 v/v de
cada cDNA fue utilizado como templado en cada reaccion. La amplificacion fue llevada a
cabo usando el kit Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene) (volumen total de
reaccion 20 ul) y corrido en el equipo Mx3000 gPCR System (Stratagene, Cedar Creek, TX,
USA) con el programa MxPro QPCR, de siguiente manera: 95°C x 10 min; 40 ciclos: 95°C x
30 seg, 50/56°C x 40 seg, 72°C x 30 seg; 95°C x 20 seg, 55°C x 5 seg, 95°C x 1 seg, 25°C x
30 seg. La abundancia relativa de los transcritos de los genes blanco fue calculada como 2",
donde Ct es el nimero de ciclos de PCR para la amplificacion de los genes blancos menos la
misma medida para S-tubulina (Welsch et al., 2010). Los valores estaran representados por el
promedio de tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas de RT-PCR. Los resultados fueron
analizados estadisticamente mediante ANOVA (seccion 2.8). La eficiencia de los partidores
fue evaluada mediante RT-PCR en tiempo real en diluciones seriadas de cDNA. La eficacia de
los partidores se calculé mediante la siguiente ecuacion E = 10CMPenden®) (Rasmussen R.,
2001). Esto permitio determinar una eficiencia especifica de 2,02 (B-TUBULIN-F, B-
TUBULIN-R), 2,05 (Bn.PSY.all-F, Bn.PSY.all-R) y 1,98 (BnaC.PSY.aRT-F2, HisTag2R)

para cada pareja de partidores.

2.6.  Extraccion, purificacion y deteccién de la proteina BnaC.PSY.a-6XHis-tag

Las plantas homocigotas de la progenie T, seleccionadas fueron evaluadas en cuanto al nivel
de proteina BnaC.PSY.a-6XHis en semilla Ts. El extracto de proteinas fue preparado a partir

de 50mg de semillas pulverizadas en presencia de nitrogeno liquido de plantas control y
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transgénicas (T,). Al tejido pulverizado fue adicionado 700 ul de fenol saturado con Tris-HCI
(pH 8.0), 45 ul de SDS 10% (p/v), 45 ul de p-mercaptoetanol y agitado por vortex. Luego se
adicion0 225 pl de sacarosa al 40%, e incubd a 58°C por 20 min invirtiendo el tubo cada 5
min durante los primeros 15 minutos para luego centrifugar por 10 min a 10.000 x g a T°
ambiente. La centrifugacion permitio separar dos fases. La fase superior (fenol, aprox. 400 pl)
se recuperd, se mezclé con 1,6 ml de metanol, y el tubo se dejé 1h a -80°C y luego se
centrifugo por 1 min a 10.000 x g. El precipitado fue lavado dos veces con metanol, secado al
aire y resuspendido en 150 ul de buffer (fosfato sédico 50 mM (pH 7.4), guadinina,6 M y
cloruro de sodio 300 mM) La concentracion de proteina en la muestra se determino por el
método de Bradford con BSA cdémo estandar. La extraccion de proteina se repitié hasta
obtener una cantidad de proteina total de 3 mg para las muestras de semillas 30 dpa y 5,7 mg
para las muestras de 60 dpa. Para purificar parcialmente la proteina BnaC.PSY .a-6XHis-tag a
partir de la proteina extraida, 3 mg de proteina proveniente de semilla 30 dpa y 5 mg de
proteina proveniente de semilla 60 dpa fue purificada utilizando His SpinTrap TALON (GE
Healthcare Life Science, NJ, USA). Brevemente, la columna es lavada dos veces con 550 pl
de buffer (fosfato sodico 50 mM (pH 7.4), guanidina 6 M, cloruro de sodio 300 mM, y Triton
X-100 1% (v/v)). Después, se agregd 500 pl del extracto de proteina a la columna y se mezcld
suavemente por 30 min, las proteinas no adheridas a la resina fueron eliminadas por
centrifugacion a 100 g por 30 seg, ambos pasos son repetidos hasta que toda la proteina fue
pasada a través de la columna. Para descartar la proteina no adherida a la resina, las columna
fueron lavadas 10 veces con 600 pl de buffer urea (fosfato sodico 50 mM (pH 7.4), urea 8 M,
cloruro de sodio 300 mM, y Triton X-100 1% (v/v)). Finalmente la proteina purificada
BnaC.PSY.a-6XHis-tag fue obtenida eluyendo cada columna con 200 ul de imidazol 50 mM
en buffer urea. Las proteinas purificadas BnaC.PSY.a-6XHis-tag fueron separadas por
electroforesis a través de SDS-PAGE en dos réplicas técnicas. En resumen, 15 ul de cada
muestra fue mezclada con 5 pl de buffer (Tris-HCI 0,375 M (pH6.8), DTT 150 mM, ) SDS
12% (w/v), sacarosa 30% (w/v), y azul de bromofenol 0,012% (w/v)). La muestra se corrid en
gel poliacrilamida T/2,6% SDS-PAGE 10% (w/v). Se usé 1 ul de estandar de proteinas como
marcador para la medicion del peso molecular de la muestra (GE Healthcare Life Science).

Después de la electroforesis, las proteinas en el gel fueron tefiidas con el método de tincion
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plata. Las imagenes de los geles se digitalizaron a través de LAS 3000 (Fujifilm Co. Ltd,

Tokyo, Japan).

2.7.  Extraccion de carotenoides y cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Plantas transgénicas fueron evaluadas en cuanto a composicién y nivel de carotenoides en
semillas T3 de 6 eventos independientes, en dos estadios de desarrollo, 30 y 60 dpa mediante
HPLC con 1 y 3 réplicas bioldgicas respectivamente. A la vez, como control se evaluaron
semillas de B. napus sin transformar (30 y 60 dpa) en 3 réplicas bioldgicas. La extraccion de
carotenoides a partir 100 mg de semilla se realizé moliendo con mortero la semilla con 1 ml
de acetona (Welsch et al., 2008). Se llevaron a cabo tres sucesivas extracciones para remover
los carotenoides hasta que no se observe color en el tejido. El extracto fue centrifugado (14000
rpm x 1min), para luego el sobrenadante ser concentrado y secado con nitrogeno gaseoso. Los
carotenoides secos fueron resuspendidos en 1 ml de acetona grado-HPLC al 100% y utilizados
en una primera etapa para la determinacion de carotenoides totales mediante la utilizacion de
un espectrofotometro y analizados en cuanto a su absorbancia a distintas longitudes de onda;
474 nm (Absorcion de carotenoides principalmente), 645/662 nm (Absorcion de las clorofilas
ay b, que es utilizada para determinar su contribucion en la medicién a 474 nm) y 520/750 nm
(Datos necesarios para determinar la turbidez de la muestra y por ende validar los datos
obtenidos). Las mediciones fueron utilizadas para la determinacion de carotenoides totales
siguiendo las ecuaciones descritas por Lichtenthaler y Buschmann (2001). Los carotenoides de
semillas fueron medidos por espectrofotometria a 474 nm en el equipo Shimadzu HPLC (LC-
10AT) con arreglo de diodo. Los pigmentos fueron separados y cuantificados por HPLC
usando una columna MultoHigh 100 RP 18-5u (150 x 4,6 mm) en fase reversa, utilizando una
fase mavil que consistio en tres componentes: acetonitrilo, metanol, 2 propanol (85:10:5 v/v),
una tasa de flujo de 1,5 ml/min a temperatura ambiente y una duracién de 60 min. La
concentracion de los principales compuestos carotenoides y clorofilas presentes en las
muestras fueron identificados analizando los cromatogramas obtenidos a una longitud de onda
de 474 nm, la concentracion de pigmentos totales a 474 nm obtenido por espectrofotdmetro y

segun los tiempos de retencion, espectros de absorcion y grado de pureza de los picos
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obtenidos comparando con el manual de carotenoides (Britton G, 1995; Britton G et al., 2008).
Todas las actividades fueron realizadas en hielo y en condiciones de oscuridad para evadir la

fotodegradacion, cambio estructural e isomerizacion de los carotenoides.

2.8. Andlisis estadistico

El promedio de la concentracion de carotenoides en semillas 60 dpa obtenido mediante HPLC
y los niveles de expresion de los genes PSY y BnaC.PSY.a-6XHis-tag de semillas 30 y 60 dpa
de plantas control y transgenicas, fueron sujetos a andlisis de varianza de una via (ANOVA)
usando el software IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0 (Armonk, NY: IBM
Corp). Las diferencias entre valores fueron consideradas significativas con un valor P < 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1  Construccion del vector binario pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis

El estudio descriptivo en el capitulo | evalud la funcionalidad in vivo de los seis genes
BnaX.PSY.x por medio de un test de complementacion heterdloga en E. coli demostrando que
son capaces de complementar un gen defectuoso AcrtB (PSY bacteriana) al producir B-
caroteno (Lopez et al., 2014). Estos resultados demostraron que los seis miembros de la
familia PSY son funcionales. Sin embargo, la seleccion de uno de estos genes con el fin de
sobreexpresarlo en semillas de B. napus, fue previa a la evaluacion de la funcionalidad de los
6 PSY. De esta manera, la seleccion se baso en la informacion con la que contdbamos, es decir,
datos preliminares de expresion en semillas y la existencia de informacion génica descrita por
Cardenas et al (2014). Esto debido principalmente al tiempo requerido tanto para la obtencién
de las lineas transgénicas de B. napus como de las generaciones necesarias para llevarlas a un
estado homocigoto. Asi, se seleccion6 el gen BnaC.PSY.a, basados en la informacion
preliminar que indicaba un alto nivel de transcritos tanto en tejidos ricos en cloroplastos como
cromoplastos (Cardenas et al., 2014). Sin embargo, estudios posteriores descritos en el
Capitulo 1, demostraron que el gen elegido, BnaC.PSY.a, produjo en el sistema de
complementacion heterdloga altos niveles de B-caroteno (Lopez et al., 2014). A la vez el
estudio de expresion en semilla, demostr6 que BnaC.PSY.a es expresado en los cuatro estados
de desarrollo que se estudiaron hasta madurez (20, 30, 45 y 60 dpa) (L6pez et al., 2014). Estos
antecedentes indican que es uno de los genes que puede estar contribuyendo en la
carotenogénesis en semilla de B. napus y avalaron su seleccion inicial para sobreexpresarlo en
direccion a semilla en plantas de esta especie. Dado que BnaC.PSY.a, presenta en su secuencia
un péptido de transito (TP) de direccién a plastidios, el TP se mantuvo en la secuencia para la
generacion del vector. Ademas, por RT-PCR, se adicion6 una secuencia correspondiente a un
Tag de 6 histidinas (6XHis) en el extremo 3’ a fin de diferenciar el transgen de su contraparte
endogena. Otro punto a considerar fue la seleccion de promotor. Seleccionandose al promotor
semilla-especifico del gen lectina (Lel) de Glicine max (GenBank: EU070414) dado que
presenta potencial para conducir altos niveles de expresion de genes en semillas en desarrollo

de soja, tabaco entre otras plantas dicotiledoneas (Saeed et al., 2008). Esta expresion semilla-
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especifica quedd ilustrada en la investigacion conducida por Lindstrom et al. (1990) donde la
expresion del gen lectina bajo el del promotor Lel (1700pb) en plantas de tabaco, resulté en
un incremento de los niveles de proteinas a medida que maduraba la semilla (9 dpa- madurez).
Ademas, tanto los estudios de Lindstrom et al. (1990) como los bioinformaticos de Fauteux y
Stromvik (2009) muestran que hay motivos altamente conservados y funcionales en
promotores semilla-especificos de diversas especies (A. thaliana, G. max, O. sativa, B. napus)
y familias de plantas (Brassicaceae, Fabaceae y Poaceae). Varios de estos motivos son
encontrados en el promotor de lectina de soya, Lel (Lindstrom et al., 1990). De esta manera,
se selecciond el promotor del gen Lel para controlar la expresion del gen BnaC.PSY.a en
semilla de B. napus (Figura 3). Las distintas etapas de construccion del vector fueron
detalladas en la seccion Metodologia 2.1 (Figura 1). El vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-
6XHis generado fue transferido por electroporacién a las cepas de A. tumefaciens LBA4404 o
GV3101. Estas cepas han mostrado distintos grados de eficiencia en la transformacién de B.
napus dependiendo del explante utilizado (Rani et al., 2013). Para la cepa LBA4404 se han
reportado eficiencias desde 0.01% para cotiledones hasta 31% en hipocotilos y para la cepa
GV3101 eficiencia en peciolos de hojas de 4,5% (Longdou et al., 2005; Wang et al., 2005;
Moghaieb et al., 2006; Kong et al., 2009; Li et al., 2010; Liu et al., 2011).
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Figura 3. Vector binario generado. Se muestra el Vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-
6XHis generado conteniendo el CDS del gen BnaC.PSY.a con su correspondiente péptido de
transito bajo el control del promotor y terminador del gen Lectina de soya y un Tag de seis
histidinas (6xHisTag) localizado en el 3°. RB: borde derecho; LB: borde izquierdo.

3.2  Transformacion de B. napus e identificacion de eventos transgénicos

La transformacion de B. napus fue realizada a partir de cotiledones tejido con una alta
capacidad de regeneracion, razén por la cual es uno de los tejidos mas usados en la
transformacion de especies Brassica (Rani et al., 2013). Es esta capacidad la que ha resultado
en niveles de eficiencia de transformacion en B. napus que van desde un 1,14%-33%
(Longdou et al., 2005; Moghaieb et al., 2006; Rani et al., 2013). En esta investigacion se
realizaron 10 procesos de transformacion totalizando 4280 hipocotilos infectados (Figura 4A),
a partir de los cuales se regeneraron un total de 162 plantas con una cantidad variable de
brotes por plantas (367 brotes totales) (Figura 4B-C). De cada brote se colect6 tejido foliar y

se extrajo ADN para ser evaluados por PCR en cuanto a la presencia del transgen.
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Figura 4. Transformacion of B. napus mediada por Agrobacterium. (A) Seleccion (B)

regeneracion (C) transferencia a condiciones de invernadero.

Las plantas regeneradas (To) fueron evaluadas por PCR. Para determinar la extraccion exitosa
de ADN en las distintas muestras el gen actina de B. napus fue amplificado usando partidores
especificos (control positivo, dato no mostrado). Posteriormente, los distintos ADN genémicos
fueron analizados mediante el uso de partidores especificos en cuanto a la presencia del
transgen que confiere resistencia a kanamicina (NPTII) y del transgen BnaC.PSYa-6XHis (dato
no mostrado). Los resultados evidencian la obtencidn de 7 eventos transgénicos (To) obtenidos
por la transformacién con el vector pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHisTag (Figura 5). La

eficiencia de transformacién total fue de 0,16%.

De estos 7 eventos transgénicos (To), el evento BnPSY-107 mostro esterilidad, por lo tanto los
estudios funcionales se realizaron en los 6 eventos fértiles. Estas 6 plantas T, fueron
autopolinizadas para la obtencion de las correspondientes progenies T;1. Al menos diez plantas
T, fueron crecidas y autopolinizadas para la obtenciéon de semilla T, de cada evento. Las
generaciones T3 (10 semillas de cada evento) fueron crecidas al estado de dos hojas verdaderas
para el test de segregacion por PCR. Esto permitié establecer que de las generaciones T»,
cinco eventos corresponden a individuos homocigotos (PSY-24, PSY-25, PSY-26, PSY-33,
PSY-133) y que el evento PSY-131 aln se encuentra en estado hemicigoto para el transgen
(PSY-131a.3.10) (Figura S3). De cada evento T, se seleccionaron tres plantas a partir de las

cuales se tomaron muestras de tejidos que fueron utilizados para el analisis de los eventos
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transgénicos. S6lo una de las réplicas bioldgicas incluidas en este estudio corresponde a un
individuo hemicigoto para el transgen (PSY-131a3-10) (Figura S3).

Lec::BnaC.PSYa-6XHis
L 24 26 25 33 107 131 133 W WC C+ L

400 BnaC.PSYa-6XHis

600 Kanamicina

Actina

900

Figura 5. Andlisis de PCR de eventos transgénicos de B. napus Eventos transgénicos Ty
fueron confirmados mediante la amplificacion por PCR del transgen BnaC.PSYa-6XHis y del
transgen que confiere resistencia a kanamicina (NPTII). La presencia de ADN en las distintas
muestras fue confirmada mediante la amplificacion por PCR del gen actina de B. napus
usando partidores especificos. L: lader; W: B. napus no transformada, WC: control de agua;

C+: control plasmido.

3.3. Analisis de la abundancia relativa de transcritos del transgen BnaC.PSYa-6XHis y

los 6 genes PSY de B. napus en semilla

Usando partidores homologo-especificos, se evalu6 por RT-PCR la abundancia relativa de
transcritos de la familia de genes PSY de B. napus, del transgen BnaC.PSYa-6XHis y conjunta
de los homologos (BnaX.PSY) y el transgen usando un set de partidores conservado
(Bn.PSY .all-F, Bn.PSY .all-R) (Tabla S1) en semillas T3 en dos etapas diferentes del desarrollo
(30 y 60 dpa) de los eventos transgénicos (Figuras 6-7). Este analisis se realizd con el
propdsito de poder comparar el patron de expresion de los genes enddgenos BnaX.PSY en las
lineas transgénicas respecto a B. napus sin transformar (Figura 6-7). Como resultado se pudo

confirmar que los eventos transgénicos presentan abundancia relativa de transcritos para el
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transgen en las tres réplicas bioldgicas en semillas 30 y 60 dpa (Figura 6-7). Ademas, la
familia PSY presenta una abundancia relativa de transcritos similar en los eventos transgénicos
(Bna.PSY.24.1.7, Bna.PSY.25.1.8, Bna.PSY.26.a.12, Bna.PSY.33.3.1 y Bna.PSY.133.f.7) y
B. napus sin transformar en semillas 30 dpa (Figura 6). Acorde a lo esperado, la pareja de
partidores Bn.PSY .all, amplifico en semillas 30 y 60 dpa tanto en los eventos trangenicos,

como en el control.

El gen enddgeno BnaC.PSY.a, presentd transcritos en semilla 60 dpa de todos los eventos
transgénicos y B. napus sin transformar, sin embargo su homeologo, BnaA.PSY.b, no presentd
transcritos en los cDNAs de semilla 60 dpa (Figura 7). Esto ratifica la seleccion del gen
BnaC.PSY.a para sobreexpresarlo en semilla, porque presenta un patrén de expresion
temprano y se mantiene hasta la madurez, lo que seria indicativo de su importancia en la
carotenogénesis en semilla. EI gen BnaC.PSY.e expresado preferencialmente en pétalos
(Cérdenas et al., 2012), se detectd presencia de transcritos en semillas de cuatro eventos
solamente en semillas 30 dias post antesis (Bna.PSY.24.1.7, Bna.PSY.25.1.8,
Bna.PSY.26.a.12 y Bna.PSY.33.3.1) (Figura 6-7). Es interesante que uno de los eventos
transgénicos, BnPSY.131.a.3.6, presenta reducida o nula expresion de los genes PSY
homdlogos en semilla 30 dpa mientras que presenta expresion del transgen en las tres réplicas
biologicas y amplificacién de la pareja de partidores Bn.PSY.all (Figura 6). Solamente se
observaron transcritos del gen BnaA.PSY.d en dos de las réplicas bioldgicas de este evento
(BnPSY.131.a.3.6 (homocigota) y BnPSY.131.a.3.10 (hemicigota), semilla 30-dpa). Las
reacciones de RT-PCR se realizaron a 40 ciclos (Figura 11). La especificidad de los partidores
homdlogos especificos fue previamente evaluada en el capitulo | y en este experimento como
control positivo se utilizaron los plasmidos que contienen cada uno de los seis genes PSY de B.
napus y el transgen BnaC.PSYa-6XHis (Figura 6-7).
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cDNA Semillas 30 dpa

Eventos Transgénicos No-T
BnPSY.24.1.7 BnPSY.25.1.8 BnPSY.26.a.12 BnPSY .33.3.1 BnPSY.131.a.3 BnPSY.133.1.7 CW
L I3 5 1 710 2 4 5 17 8 2 6 10 10 11 12 1 2 3 CWT C+WC

BnaC.PSY.a
500 —

— ——— —

BnaA.PSY.b
e

500

BnaA.PSY.c

500 R

BnaA.PSY.d

— e e = SEn —— —

500 G

500 [ BnaC.PSY.e

BnaC.PSYf
500 20

500

SN~  BnaX.PSY

S~  A-Tubulina

. —— E— ——— —————— — — — — — — — — —

Figura 6. Analisis de la abundancia relativa de transcritos para el transgen BnaC.PSYa-
6XHis y la familia PSY en semilla (T3-30 dpa) de los eventos transgénicos de B. napus
mediante RT-PCR. La expresion de genes BnaX.PSY fue determinada usando partidores
especificos a cada homdlogo. La expresion del transgen BnaC.PSYa-6XHis fue determinada
usando partidores especificos. BnaX.PSY, control que muestra la abundancia relativa de
transcritos de los 6 genes BnaX.PSY y el transgen BnaC.PSYa-6XHis mediante el uso de
partidores conservados. Expresion del gen B-tubulina de B. napus (control de carga). L: ladder;
CW: control westar, B. napus sin transformar; CWT: control westar transformacion; WC:
control de agua; C+: control plasmido (positivo) homdlogo-especifico PSY. RT-PCR (40
ciclos), fue realizada en tres réplicas biologicas.
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cDNA Semillas 60 dpa

Eventos Transgénicos No-T

BnPSY.24.1.7 BnPSY.25.1.8 BnPSY .26.a.12 BnPSY.33.3.1 BnPSY.131.a.3 BnPSY.133.1.7 CW
L 1 3 5 1 710 2 4 5 1 7 8 2 6 1010 11 12 1 2 3 CWT C+WC
BnaC.PSY.a

500

500 BnaA.PSY.b

BraA.PSY.c
500 B

BnaA.PSY.d

500

DOV
500 [ BnaC.PSYe

BnaC.PSYf

500 G

SUOR - BnaC PSY.a-6xHisTag

W~ BnaX. PSY

RN B-Tubulina

Figura 7. Analisis de la abundancia relativa de transcritos para el transgen BnaC.PSYa-
6XHis y la familia PSY en semilla (T3-60 dpa) de los eventos transgénicos de B. napus
mediante RT-PCR. La expresion de genes BnaX.PSY fue determinada usando partidores
especificos a cada homélogo. La expresion del transgen BnaC.PSYa-6XHis fue determinada
usando partidores especificos. BnaX.PSY, control que muestra la abundancia relativa de
transcritos de los 6 genes BnaX.PSY y el transgen BnaC.PSYa-6XHis mediante el uso de
partidores conservados. Expresion del gen B-tubulina de B. napus (control de carga). L: ladder;
CW: control Westar, B. napus sin transformar; CWT: control westar transformacion; WC:
control de agua; C+: control plasmido (positivo) homélogo-especifico PSY. RT-PCR (40

ciclos), fue realizada en tres réplicas biologicas.
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3.4. Analisis del nivel de transcritos del transgen BnaC.PSYa-6XHis y el nivel de
transcritos PSY totales en semillas de B .napus

Usando partidores especificos, se evaludé por RT-PCR en tiempo real el nivel de transcritos
para el transgen BnaC.PSYa-6XHis y el nivel conjunto de todos los transcritos PSY
(BnaX.PSY) (Genes enddgenos y transgen) usando un set de partidores conservados
(Bn.PSY .all-F, Bn.PSY.all-R) (Tabla S1) en semillas T3 en dos etapas diferentes del
desarrollo 30 y 60 dpa de los eventos transgénicos (Figura 8). Como resultado se pudo
determinar que los seis eventos transgénicos presenta niveles diferenciales de transcritos del
transgen y que no hay expresion alguna en el control sin transformar (Figura 8). Este
resultado concuerda con los obtenidos en el RT-PCR (Figura 6-7). A su vez, se pudo
determinar diferencias significativas en los niveles de transcritos del transgen en ambos
estados de desarrollo. Por ejemplo en semilla 30 dpa, los eventos BnPSY.24.1.7 y
BnPSY.33.3.1 mostraron los mayores niveles de transcritos del transgen (Figura 8A) y en
semilla 60 dpa el mayor nivel de transcritos del transgen se observo en los eventos
BnPSY.33.3.1 y BnPSY.131.a.3 (Figura 8B).

El nivel de transcritos PSY totales, presentd diferencias significativas sélo en el evento
BnPSY.33 en cDNA de semilla 30 y 60 dpa (Figura 8). Por otra parte, en la RT-PCR se
observd que el evento transgénico BnPSY.131.a.3 presenté muy bajo nivel de transcritos de la
familia de genes PSY en semilla 30 dpa, pero si del transgen y transcritos provenientes de la
amplificacion con la pareja de partidores Bn.PSY .all. Estos resultados unido a los observado
en la RT-PCR en tiempo real nos lleva a pensar que el nivel de transcritos resultado de la
amplificacion con el set de partidores Bn.PSY .all consistio principalmente de transcritos del
transgen (Figura 8A)
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Figura 8. Analisis del nivel de transcritos del transgen BnaC.PSYa-6XHis y los genes PSY
endogenos de B. napus en semilla T3 30 y 60 dpa de los eventos transgénicos mediante
RT-PCR cuantitativo en tiempo real. (A) Semillas 30 dpa (B) Semillas 60 dpa. El nivel de
transcritos del transgen BnaC.PSYa-6XHis fue determinada usando partidores especificos.
PSY, corresponde al nivel de transcritos conjunto de los 6 genes BnaX.PSY y el transgen
BnaC.PSYa-6XHis mediante el uso de partidores conservados Bn.PSY .all. Los transcritos del
gen fS-tubulina de B. napus fueron usados como control interno para la normalizacion del nivel
de transcritos de los genes blanco. Westar: B. napus sin transformar. Las barras representan el
error estandar calculado desde tres réplicas bioldgicas (n=3) y dos réplicas técnicas (n=2).

NUmero y letras representan diferencias significativas (P < 0,05) entre grupos.
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3.5.  Deteccion de proteina BnaC.PSYa-6XHis

Las proteinas fueron extraidas de semillas T3 de los eventos transgénicos y de B. napus sin
transformar en dos estadios de desarrollo, 30 y 60 dpa. La concentracion promedio de proteina
extraida fue de 17,4 y 30,3 mg/g en semilla a 30 y 60 dpa, respectivamente. Debido a que la
concentracion de proteina en semillas 60 dpa fue 1,7 veces més alto que en 30 dpa, la cantidad
de proteina aplicada a la columna se ajustd segln esta proporcion (3 mg para 30 dpay 5 mg
para 60 dpa). La proteina-histidina purificada fue separada a traves de SDS-PAGE. Las
imagenes de los geles tefiidos con plata son mostradas en la Figura 9. EI gel muestra varias
bandas inespecificas, lo que podria deberse a que el sistema de separacion para las proteinas
BnaC.PSYa-6XHis utilizado se basa en la interaccion de histidina con un ion metélico, Co®,
que tiene afinidad por proteinas que contienen secuencias de 4 a 10 histidinas, por lo que estas
bandas podrian corresponder a proteinas enddgenas de las semillas de B. napus con esas
caracteristicas (Miiller-Esterl et al., 2008). Considerando lo anterior, en el gel corrido con el
extracto de proteina purificada de semillas 30 dpa (Figura 9A), se observan 3 bandas
principales a alturas aproximadas de 55, 40 y 30 kDa. El gen sobreexpresado BnaC.PSYa-
6XHis conteniendo un secuencia que codifica un 6XHis en el dominio C-terminal, codifica
una proteina predicha de 40,44 kDa. Una banda de tamafio cercano a 40 kDA, fue detectada en
tres de los eventos transgénicos (BnPSY.24.1.7.5, BnPSY.33.3.1.1, BnPSY.131.a.3.6) en
semilla 30 dpa (Figura 9A). Estos resultados concuerdan con los obtenidos con el RT-PCR
cuantitativo en tiempo real, donde en el primer evento (BnPSY.24.1.7.5), se detectaron altos
niveles de expresion del transgen y en el segundo (BnPSY.33.3.1.1), diferencias significativas
en la expresion del transgen comparado con los otros cinco eventos. También son interesantes
los resultados obtenidos para el evento transgénico BnPSY.131.a.3.6, en el cual se habia
descrito una baja deteccién de transcritos de los homélogos PSY vy alta del transgen. En estos
tres eventos se presentd un alto nivel de expresion que pudo haber resultado en la traduccion
de la proteina BnaC.PSYa-6XHis detectada (Figura 9A). Por otra parte, en el gel corrido con
el extracto de proteina purificada de semilla 60 dpa (Figura 9B), se detectaron mas bandas de
diversos pesos moleculares, a los 55, 52, 40, 35, 32 kDa y mas, esta Gltima detectada
Unicamente en el evento BnPSY.131.a.3.6 (Figura 9B). La banda de 40 KDA es menos intensa
al compararla con la de 30 dpa. En los eventos BnPSY.24.1.7.5, BnPSY.26.a.12.2, se detecto
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una banda clara a los 35 kDa (Figura 9B). Considerando lo anterior, los resultados obtenidos

referentes a la deteccion de la proteina BnaC.PSYa-6XHis, no son concluyentes.

A B
Proteina semillas 30 dpa Proteina semillas 60 dpa
No-T Semilla T3 BnaPSY No-T Semilla Tz BnaPSY
kbDa W 1 2 3 4 5 6 kbDa W 1 2 3 4 5 6
116 50
97 _
go— ™
66
55__
45__ -~
30 |

Figura 9. SDS-PAGE proteina-HisTag purificada de semilla. (A) Semillas T3 30 dpa
eventos transgénicos (B) Semillas T; 60 dpa eventos transgénicos. KDA:
estandar de proteinas como marcador de peso molecular; W: B. napus sin transformar; (1)
BnPSY.24.1.7.5; (2) BnPSY.25.1.8.1; (3) BnPSY.26.a.12.2; (4) BnPSY.33.3.1.1; (5)
BnPSY.131.a.3.6; (6) BnPSY.133.f.7.11; Asterisco (*): Banda de altura aproximadas de 40
kDA. Cada SDS-PAGE fue realizado en dos réplicas técnicas, sélo se muestra una para

simplificar. De la proteina-HisTag purificada, 15 pL fueron cargados por carril.

3.6  La sobreexpresion del gen BnaC.PSY.a en direccion a semilla de B. napus afecta

su contenido de carotenoides

Diversas estrategias han sido utilizadas con el propdsito de incrementar los niveles de
carotenoides en semilla de B. napus y asi generar altas concentraciones de estos pigmentos, en
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parte, para la posterior produccion de aceites ricos en 3-caroteno. En este estudio, mediante el
uso de un promotor tejido especifico con direccion a semilla, fue expresado uno de los genes
fitoeno sintasa (PSY) endogeno de B. napus y se determind que el transgen estd siendo
expresado en todas las lineas generadas. Sin embargo, la presencia de la proteina transgenicas
no ha sido confirmada de manera concluyente. Aunque esto puede deberse a problemas
técnicos y a la seleccion de tag utilizada, en principio esto podria explicar por qué las semillas
de las lineas transgénicas no muestran diferencias visuales en cuanto al color que evidencien
una acumulacién de B-caroteno respecto a la semilla de las plantas control (Figura 111).
Caracteristica que ha sido evidente en otros estudios, y en nuestro laboratorio, cuando fue
expresado el gen fitoeno sintasa de Erwinia uredovora (CrtB) con direccion a semilla en B.
napus (Shewmaker et al., 1999 ; Federico y Schmidt, 2016). Los resultados obtenidos durante
la identificacién y cuantificacion de pigmentos mediante HPLC son congruentes con el color
observado en semillas, mostrando diferencias en la acumulacion de carotenoides en semillas
30 dpa (Figura 10H) y diferencias significativas de tan solo dos veces los niveles de
carotenoides en semilla 60 dpa de dos eventos transgénicos respecto al control
(BnPSY.131.a.3.6, BnPSY.133.f.7.11) (Figura 11H). Ademas, el aumento de pigmentos esta
compuesto principalmente por luteina (Figura 11A-G). En semillas 30 dpa, se observo una
proporcion similar de los niveles de clorofilas de 29-35% (Figura 10A-G), niveles que han
sido observados en semilla entre 20 y 35 dpa de B. napus fotosintéticamente activas
(Eastmond et al., 1996; Yu et al., 2010). Por otra parte, bajos niveles de clorofila fueron
encontrados en semilla madura (60 dpa) tanto en los eventos transgénicos como en el control
(Figura 11A-H). En semillas oleaginosas como las de B. napus, los carotenoides son
almacenados en plastidios especializados, los elaioplastos (Howitt y Pogson, 2006; Kirk y
Tiliney, 1978). Luteina es el carotenoide mayormente presente en estos plastidios en semillas
de plantas oleaginosas (McGraw et al., 2001). Especies como zapallo (53%), Arabidopsis
(61%) y canola son evidencia clara de esto (Matus et al., 1993; Lindgren et al., 2003;
Shewmaker et al., 1999). En A. thaliana, la sobreexpresion del gen AtPSY bajo el control de
un promotor de semilla especifico, incrementé los niveles de luteina y a la vez los niveles de
[-caroteno, cambiando la proporcion de la concentracion de luteina de un 61% a un 40% en el
extracto de carotenoides totales. A diferencia, en este estudio la composicion principal de
carotenoides obtenida en las semillas (30 y 60 dpa) fue luteina no mostrando mayor diferencia
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en la proporcion en el extracto de carotenoides total de semillas transgénicas respecto al
control. Ademas, se encontraron niveles bajos o nulos de B-caroteno (Lindgren et al., 2003).
Este trabajo se realiz6 bajo la hipotesis que la sobreexpresion de un gen BnaX.PSY podria
presentar un mayor incremento en la acumulacion de carotenoides en B. napus. Esto
considerando que las enzimas involucradas en las primeras reacciones de la ruta de sintesis de
carotenoides se agrupan en un complejo enzimatico ubicado en los plastidios, la expresion de
un gen PSY de mayor cercania filogenética podria resultar en una mejor interacciéon con las
demas enzimas del complejo (Cunningham y Gantt, 1998; Cunningham et al., 2002). Ademas
estudios previos habian demostrado la alta capacidad de acumulacién de carotenoides que
poseen las semillas de este cultivo (Shewmaker et al., 1999). Los resultados obtenidos pueden
ser el resultado de varios factores. Uno de ellos esta asociado al hecho de que a la secuencia
del gen enddgeno PSY, se le insertd un 6XHis en el extremo carboxilo. Hay que notar que a la
fecha no se ha descrito la transformacion de plantas con un gen PSY que contenga 6XHis en
alguno de los extremos de su secuencia. Lo que se ha descrito es la insercion de un 6XHis en
la region 5° del gen AtPSY, con el fin de purificar la proteina para producir anticuerpos anti-
AtPSY (Maass et al., 2009). Otro ejemplo descrito hasta ahora es un estudio in vitro donde se
evaluo el cambio en un residuo del gen AtPSY de Ajg; a D191, en ambos casos el 6XHis se
localiz6 en la region amino terminal que resultd en un incremento de la sintesis de fitoeno 3
veces mayor en 6XHisAtPSY Dio; (Welsch et al., 2010). La secuencia 6XHis en el extremo
carboxilo podria estar afectando los sitios de interaccion proteina-proteina (Cunningham F,
2002; Cunningham y Gantt, 1998). EI modelo predicho de la proteina BnaC.PSY.a fue
analizado respecto a los sitios de interaccion proteina-proteina y este sitio de interaccion
predicho esta localizado en el extremo carboxilo (Capitulo I) (Figura S4A). Posteriormente fue
generado un nuevo modelo, esta vez, de la proteina BnaC.PSY.a-6xHis, y como resultado se
observo la formacion de un alfa hélice en la parte final donde estan localizadas las 6 Histidinas
(Figura S4B), este cambio podria estar afectando la interaccion con las otras enzimas del
complejo de sintesis de carotenoides (Cunningham F, 2002; Cunningham y Gantt, 1998),
resultando en un bajo incremento de los niveles de carotenoides en los eventos transgénicos y
una baja 6 nula produccién de p-caroteno. De esta manera, el incremento en los niveles de
carotenoides resulta tan bajo que no modifica la direccion del flujo de sintesis de carotenoides

hacia la sintesis de B-caroteno como se observo en el trabajo de Shewmaker et al. (1999), sino
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se mantiene el patron de la planta control. En este caso, la condensacion de dos moléculas de
GGPP en 15-cis-fitoeno por la enzima fitoeno sintasa (PSY), se mantiene como un cuello de

botella.

Por otra parte, si bien se esperaba una acumulacion principal de B-caroteno, el incremento
significativo de los niveles de luteina en semillas transgénicas 60 dpa es interesante debido a
que se ha relacionado el consumo a través de la dieta de este miembro del grupo de las
xantofilas, con la prevencion de enfermedades. Por ejemplo, la prevencion de la degeneracion
macular relacionada con la edad, enfermedades cardiovasculares, arteriosclerosis, cataratas,
retinopatia diabética, cancer y otras enfermedades (Alves-Rodrigues y Shao, 2004; Jansen et
al., 2013; Ma et al., 2012, Madaan et al., 2017; Olmedilla et al., 2003; Santana et al., 2017;
Zou et al., 2011). Ademas, dado que es un potente antioxidante, protege activamente los
tejidos de los dafios causados por las especies reactivas (Hartmann et al., 2004; Santana et al.,
2017). Es debido a esto y su aplicacién como fotoprotector y fuente de pigmentos naturales en
la industria, que el tamafio de su mercado ha alcanzado casi $150 en EE.UU y sigue en
expansion (Madaan et al., 2017). Por los anterior un incremento en los niveles de luteina en

semilla de B. napus y por lo tanto en su aceite, es de interés para la industria alimentaria.
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Figura 10. Contenido y composicion de carotenoides en semilla 30 dpa de los seis eventos
transgénicos. El contenido y composiciéon de carotenoides y otros pigmentos fue analizado
por HPLC (A-G) Composicion en porcentaje de pigmentos en semillas Westar-30 dpa
(control) y eventos transgénicos T3-30 dpa (H) Contenido (ug/gPF) y composicion de
pigmentos en semillas de los eventos transgénicos. (W) B. napus sin transformar; (A)
BnPSY.24.1.7.5; (B) BnPSY.25.1.8.1; (C) BnPSY.26.a.12.2; (D) BnPSY.33.3.1.1; (E)
BnPSY.131.a.3.6; (F) BnPSY.133.f.7.11. Los valores graficados representan el promedio de
tres replicas (n=3) biologicas en el caso de B. napus sin transformar (W) y de una réplica

bioldgica (n=1) para todos los eventos transgénicos.
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Figura 11. Contenido y composicién de carotenoides en semilla 60 dpa de los seis eventos

transgénicos. El contenido y composicion de carotenoides y otros pigmentos fue analizado

por HPLC (A-G) Composicion en porcentaje de pigmentos en semillas Westar-60 dpa
(control) y eventos transgénicos T3-60 dpa (H) Contenido (ug/gPF) y composicién de
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pigmentos en semillas de los eventos transgénicos. (W) B. napus sin transformar; (1)
BnPSY.24.1.7.5; (2) BnPSY.25.1.8.1; (3) BnPSY.26.a.12.2; (4) BnPSY.33.3.1.1; (5)
BnPSY.131.a.3.6; (6) BnPSY.133.f.7.11. Las letras en las barras del grafico representan
diferencias significativas (P < 0,05) entre grupos con tres réplicas bioldgicas (n=3) por grupo.

(1) Semillas 60 dpa transgénicas y control. Westar: B. napus sin transformar.
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4. CONCLUSIONES

Actualmente es reconocida la necesidad creciente de generar cultivos mejorados que presenten
mayores niveles de compuestos beneficiosos para el ser humano o para la industria como son
los carotenoides. Es evidente el interés de mejorar los niveles de este pigmento en semilla de
uno de los cultivos oleaginosos mas importantes a nivel mundial como es B. napus, prueba de
ello son los estudios expresando genes de la ruta de sintesis de carotenoides en direccion a
semilla con este fin. También los estudios asociados a una mejor comprension de la ruta
sintesis de carotenoides en este cultivo, partiendo por la deteccion, aislacion y evaluacion de
los principales genes de la ruta de sintesis. Un punto clave y hasta ahora no evaluado era la
sobreexpresion de un gen endogeno BnaX.PSY funcional de B. napus. En este estudio se
selecciond un gen PSY de B. napus cuya actividad y patrén de expresion en semilla fue
previamente evaluada. Una primera etapa estuvo orientada a generar el vector de expresion
conteniendo el gen BnaC.PSY.a-6xHis y sobreexpresarlo en direccion a semilla de B. napus.
La evaluacion de las plantas regeneradas determind la obtencion exitosa de siete eventos
transgénicos. Ademas, la evaluacion de expresion del transgen en semilla mostré que es
expresado en semilla en los dos estadios de desarrollo evaluados (30-60 dpa) de los seis
eventos, al mismo tiempo que en algunos eventos cambid el patrén de expresion de los genes
BnaX.PSY respecto al control. La siguiente etapa orientada a aislar y detectar la proteina
BnaC.PSYa-6xHis condujo a un resultado inconcluso respecto a si esta fue detectada en
algunos eventos transgénicos en ambos estado de desarrollo. Finalmente, el siguiente paso fue
determinar si los eventos transgénicos exhibian incrementos en los niveles de carotenoides y o
cambios en su composicion. Mediante el andlisis de los resultados obtenidos por HPLC se
determiné un incremento apenas superior a dos veces la concentracion de carotenoides en
semillas transgénicas respecto al control en ambos estados de desarrollo. Sin embargo, no se
observaron incrementos en los niveles de p-caroteno, sino mas bien de luteina. A la vez, en
términos generales los eventos que mostraron mayor expresion del transgen o cambio en el
perfil de transcritos de los genes BnaX.PSY, mostraron el mayor incremento en la
concentracion de carotenoides en semilla respecto al control. Estos resultados demuestran que
la sobreexpresion de un gen enddgeno PSY produjo un modesto aumento en los niveles de

carotenoides en semilla de B. napus. Este trabajo es un paso inicial en el uso de un gen PSY
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enddgeno en ingenieria metabolica del contenido de carotenoides en esta especie. Surge de
nuestra investigacion que el gen BnaA.PSY.d que se expresa mas fuertemente en semilla en las
distintas etapas de desarrollo y que presentd la mayor actividad en un sistema de
complementacion heter6loga es un buen candidato a ser utilizado. Ademas, el promotor lel de

soya ha demostrado ser eficiente en la expresion de un transgen en semilla de B. napus.
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CONCLUSIONES GENERALES

El analisis de estas secuencias CDS aisladas determin6 que las seis PSY codifican proteinas
con alta identidad de secuencias y poseen motivos caracteristicos presentes en las enzimas
fitoeno sintasa (TP, dominio trans-1PP, sitio activo DXXD). Ademés el modelo deducido de
las proteinas mostré que todas son estructuras ricas en alfa-hélices y que poseen el
caracteristico sitio activo rico en aspartato (DELVD y DVGED) localizado en las paredes
opuestas de dos alfa-hélices. Indicando en primera instancia que los seis miembros de esta

familia son funcionales.

La evaluar funcional in-vivo por medio de un test de complementacion heteréloga en E. coli,
mostrdé que los seis genes BnaX.PSY son capaces de complementar un gen defectuoso 4crtB
(PSY bacteriana) al producir B-caroteno. Estos resultados demostraron que los seis miembros
de la familia de genes PSY de B. napus son funcionales. A la vez que las diferencias
observadas en las produccién de B-caroteno en la complementacion con los seis BnaX.PSY
puede estar asociadas a las pequerfias variaciones observadas en sus secuencias aminoacidicas
que pueden estar afectando su actividad fitoeno sintasa o bien la interaccion con otros

miembros del complejo enzimatico.

El analisis de la expresion de genes PSY durante el desarrollo de semilla evidenci6 que los seis
genes PSY estan siendo expresados en semilla y que los mayores niveles de expresion se
observan temprano en el desarrollo de este tejido (20 dpa). Ademas se identificd patron de
expresion de los genes BnaX.PSY.c-d B. napus como los genes que se expresan mas

fuertemente en semilla en las distintas etapas de desarrollo estudiadas.

La sobreexpresion gen BnaC.PSY.a en direccion a semilla resulto en la obtencion de eventos
transgénicos que expresan el transgen en semillas en los dos estados de desarrollo evaluados
(30-60 dpa). Sin embargo el resultado fue inconcluso respecto a si la proteina BnaC.PSYa-
6xHis fue detectada en semilla transgénica en ambos estado de desarrollo (30-60 dpa).
Finalmente, la sobreexpresion del gen BnaC.PSYa-6xHis incremento dos veces la

concentracion de carotenoides, compuesto principalmente por luteina en semillas transgénicas
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respecto al control. Asi, tanto la expresion del transgen, la probable deteccién de proteina
transgénica y el incremento en los niveles de carotenoides se demostrd que la sobreexpresion

en semilla de un gen endogeno PSY incremento los niveles de carotenoides en B. napus.

Este trabajo proporciona un pool de genes PSY funcionales idoneos para su uso en ingenieria
metabolica del contenido de carotenoides en cultivos oleaginosos y son un paso inicial para
aumentar la comprension de los papeles de cada uno de los miembros de la familia de genes
PSY de B. napus en la carotenogénesis en diversas etapas de desarrollo, tejido especifico y en
respuesta a diversas sefiales medio ambientales. A la vez que demuestran que la
sobreexpresion de un PSY enddgeno en B. napus conduce a incrementar los niveles de
carotenoides, permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias en ingenieria metabolica del
contenido de carotenoides por ejemplo, a través de la sobreexpresion del gen BnaA.PSY.d

mutagenizado en orden a la obtencion de altos niveles de carotenoides en semilla de B. napus.
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ANEXO

1. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Oligonucleotidos usados en este estudio.

Nombre 5'-secuencia-3'

Clonacién CDS BnaX.PSY

BnaA.PSY.d-F1 AGAGGAGTTCTTCTTCTCCTTCTTC
BnaA.PSY.d-R1 CGGTTGATAGTCTTGCTTCTCTCAT
BnaC.PSY.f-F1 CCCAATGAACAATCCTGGGTTAA
BnaA.PSY.c-F1 CTTATGCTATTTCACTCTTCTGCC

BnaC.PSY.e-F1
BnaC.PSY.e-R1

TTAATCCATTTGCAGGAAGGCC
CAACCCTAAGCTTTGCCTTTAATC

Bna.PSY.15F GCTCGAGTATGTCTTCTGTAGCAGT
Bna.PSY.8R TTCGACCCTAAGCTTTTCCT

RACE 5'

BnaA.PSY.NR.b CAGAAGAAGAGGAAGAAGTCCATGTTT
BnaA.PSY.GR.b GCTACTACGCTCGAAGACACCACACTC
BnaA.PSY.NR.c GTTCATTGGGTCTGGATTTGGAGAAGGA
BnaA.PSY.GR.c CTGCGGCGTCTCATAACAGAAGAACTC
BnaA.PSY.NR.d CTAGAACCCTTACCAACCCAGAATTGG

BnaC.PSY.NR.e
BnaC.PSY.GR.e
BnaC.PSY.NR.f
BnaC.PSY.GR.f
BnaC.PSY.GR.G

TGCAGGATGTGCTACTAAGCTTGAAGAG
TCCTGTGGTTTCTTCACATCGTCAAGAA
GGCTTCTTCAGATCATCAAGGTCCCTAA
CCCAACAAACTCAAACTCCCAGTAGTAG
GGGTTATCTCTCCTGCAGCAGGACTT

RACE 3'

BnaA.PSY.GF.b CAAGCTGGTCTCTCAGATGAAGACATC
BnaA.PSY.NF.b GCTAGCAGATGGCCGGTGTGGGCATCT
BnaA.PSY.GF.c GCTCAAGCTGGTCTCTCAGATGAAGAT
BnaA.PSY.NF.c GGCCAGTATGGGCATCGCTCCTATTA

BnaC.PSY.NF.f
BnaC.PSY.GF.G
BnaC.PSY.NF.G

CGATGTTCAGCCATTTAGAGACATGGTA
CCGTGGCCGTCCTTTCGATATGCTTGA
GACGCTGCTCTAGCTGATACAGTTGCT

CDS BnaX.PSY sin péptido sefial para clonaciéon en pETblue-1

BnaC.PSY.ayb-CHF
BnaC.PSY.ayb-CHR

BnaA.PSY.c-CHF
BnaA.PSY.c-CHR
BnaA.PSY.d-CHF

ATGGCAAGTCATGCAGGAGAGATAGC
TTAAGTTGTTCCTCTTGAACTTGG
ATGTCAAGCTTAGTCGTAAATCCTG
CTCTTAACTTGAAACCTTTAGTACTG
ATGTCAAGCTTAGTAGCAAGTCCTGCT
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BnaA.PSY.d-CHR
BnaC.PSY.e-CHF
BnaC.PSY.e-CHR
BnaC.PSY .f-CHF
BnaC.PSY.f-CHR

TCATCTTGAACTTGAAGCCTTTAG
ATGTCAAGCTTAGTAGCACATCCTGC
CTCTTAACTTGAAACCTTTACTACTG
ATGTCAAGTTTAGTAGCAAGTCCTGCT
TCATCTTGAACTTGAAGCCTTTAG

RT-PCR

PSYaSpecF CAAAATTCTCTTCCAAGAGGAGGAGAAAAG
PSYaRev AGCTGTTTGTTAACCAAAGCCGCTTGT
PSYbSpecF AACAAAACAAAAAGTTGAGATTTTTCCATT
BnaPSY.NRb CAGAAGAAGAGGAAGAAGTCCATGTT
PSYcSpecF3 TTGGAGTTCTTCTGTTATGAGACGCCG
PSYcRev CGCCATGGGAGTTATATGTGATGC
PSYdSpecF TCTCTAGTGAGCTGCAGAAGGGGAAGA
PSYdRev CTAACGCCATGGGAGTTATGTGTG
PSYeSpecF2 GAGTTCTTCTTCTTCTGTAATGAGCTTT
PSYeRev2 CCATGGGAGTTATATGTGATGCATTC
PSYfSpecF CTTCTGTAATGAGCTGCAGAAGAAGATTAA
PSYfRev CTTCCCATCTATCTAACGCCATGG

Bna.18SF CAGACTGTGAAACTGCGAATGG

Bna.18SR GCTAATGTATCCAGAGCGTAGGCT
Bna.ActinF GAACTGGAATGGTGAAGGCTGGGTT
Bna.ActinR TCTCTCAGCTCCGATGGTGATGACT

KanF CCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTA
KanR TCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGC

Generacion vector de expresion pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis

BnaC.PSY .a.NotIF

GCGGCCGCATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGG

BnaC.PSY.a-Notl-6xHisTagR

GCGGCCGCCTAGTGGTGATGATGAGTTGTTCCTCTTGAAC

Test segregacion

HisTag2R CTAGTGGTGATGGTGATGATG
SSCP3F AGTGTTTACAACGCTGCCTT
RT-PCR en tiempo real

B-TUBULIN-F GTCTGTGACATTGCACCAAAG
B-TUBULIN-R GTCCATGCCTTCTCCTGTGT
Bn.PSY .all-F GGAACTTTGCTTATGACACC
Bn.PSY.all-R TGCTTCCCATCTATCTAACG
BnaC.PSY.aRT-F2 CAGGAGAATATTGGACGAGA
HisTag2R CTAGTGGTGATGGTGATGATG
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BnaC. PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaC.PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaC.PSY.
BnaC. PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA. PSY.
BnaC. PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC. PSY.
BnaA.PSY.
BnaA. PSY.
BnaA. PSY.
BnaC.PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA. PSY.
BnaA.PSY.
BnaC.PSY.
BnaC. PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.
BnaA. PSY.
BnaA. PSY.
BnaA.PSY.
BnaC.PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.
BnaA. PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaC. PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC. PSY.
BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaA. PSY.
BnaC. PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC. PSY.

BnaA.PSY

BnaA.PSY.
BnaA.PSY.
BnaC.PSY.
BnaC.PSY.

AtPSY

BnaC.PSY.

HO QOO

MO QOO MO Q0o HOQAOoT MO Q0D MO QOO MO QOO HO QOO

HO Q0o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTTCCTCTTCTCCTAATCCAGACCCGATGAACACTTGTGGGTTGGTARAGGGCTGTAGAGTCTTCTAGAG 97
ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTTCCTCTTCTCCAAATCCAGACCCGATGAACACTTGTGGGTTGGTARGGGCTGTAGARTCTTCTAGAG 97
ATGTCGTCTGTAGTAGTGTTATGGGTTGCT CCTTCTCCAAATCCAGACCCAATGAACACTTGTGGGTTGGTAAGGGCTTTAGAATCTTCTAGAG 94
ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTCCCTCTTCTCCARATCCAGACCCAATGACCAATTCTGGGTTGGTARGGGTTCTAGAGTCTTCTAGAT 97
ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTGCTTCTTCTCCAAATCCAGACCCAATGAACACTTGTGGGTTGGTACGGGCTTTAGAARTCTTCTAGAG 97
ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTCCCTCTTCTCCAATTCCAGACCCAATGAACAATCCTGGGTTAATARGAGTTCTAGAATCTTCTAGAT 97

ATGTCTTCTTCTGTAGCAGTGTTATGGGTTGCTACTTCTTCTCTARATCCAGACCCAATGAACAATTGTGGGTTGGTAAGGGTTCTAGAATCTTCTAGAC 100

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
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TTCTCTCTCGTTGTCAGAATCAGAGAATGGACAATGGTAGGAGGAAGCARACAACA -~ ~AAAACGTGGACCTCTTCTTCTTCTTCCTCTCTAAT GA 190
TGCTCTCTCGTTGTCAGAATCAGAGAATGGACAATGGTAGGAGGAAGCARACAACA -~ ARAACATGGACTTCTTCCTCTTCTTC -~ TGTAAT GA 187

TGCTCTCTCGTTGTCAGA GAATGAGCAATGGTAGGAGGAAGCARACAACA ACAACTTGGAGTTCTTCT GT-TATGAGAC GCC 175
TGCTTTCTTCTTGTCTGAATCAGAGACTCAACACTGGCAAGAGGAGTT CTTCTTCTCCTTCTTCT CTAGTGAGCTGCAGARA 178
TGCTCTCTCGTTGTCAGAATCAGAGAGTGAACAATGGTAGGAGGAACCAAACAACACAAACTACTTGGAGTTCTTCTTCTTCTGT AATGAGCTTTAGAA 196
TGCTTTCTCCTTGTCTGAATCAGAGACTCGACACTGGCAAGAGGAGTT CTTCTT CTTCT GTAATGAGCTGCAGARA 172
TGTTCTCTCCTTGTCAGAATCAGAGACTAAAC GGTAAGRAAGAAGCAGATAC CAACTTGGAGTTCTTCT TTTGTAAGGAACCGARA 187
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

[EERY PEER PREE PEEEY FEEEY PR PERR PERRY PR PR PERRS PR R PERE PERRN DR R PEERS PP B |

GCTACAGAAGGAATGTTGTGTCTTCGAGCGTAGTAGCAAGTCATGC AGGAGAGATAGCACTCTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAACGTTGTGCTTAG 287
GCTACAGAAGGAGTGTGGTGTCTTCGAGCGTAGTAGCAAGTCATGC AGGAGAGATAGCACTCTCTTCTGAAGAGAAGGTTTACAACGTTGTGCTGAG 284
GCAGAAGAAGTAGTGTTGTGTCTTCAAGCTTAGTCGTAAATCCTGC AGGAGAGATGACCCTCTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAATGTTGTGCTGAG 272
GGGGAAGAAGTAGTGTTGTGTCTTCAAGCTTAGTAGCAAGTCCTGCTGCAGGAGAGATAACCCTCTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAACGTTGTGTTGAA 278
GAAGAAGAAGCAGTGTTGTCTCTTCAAGCTTAGTAGCACATCCTGC AGGAGAGATAGACCTCTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAATGTTGTGTTGAG 293
GAAGATTAAGTAGTGCTGTCTCTTCAAGTTTAGTAGCAAGTCCTGCTGCAGGAGAGATAACCCTCTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAACGTTGTGCTGAA 272
GTAGAAGAATTGGTGTTGTGTCTTCAAGCTTAGTAGCAAGTCCTTC TGGAGAGATAGCTCTTTCATCTGAAGAGAAGGTTTACAATGTTGTGTTGAA 284

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
E T I e I I I e I I I e I I I I T I R I
ACAAGCGGCTTTGGTTAACAAACAGCTCAGGTCTACTTCTCCTGAACTTGATGATGTGAAGARACCACGGGATATTGTTCTCCCTGGGA 376
ACAAGCGGCTTTGGTGAACRAAACAGCTCAGGTCTACTTCTCCTGAACTTGATGATGTGAAGARACCACAGGATATTGTTCTCCCTGGGA 373
TCAAGCAGCTTTGGTGAACGAACAGCTACGGTCTACTTCTCCTGTTCTTGATGATGTGAAGAAACCACAGGATACTGTTCGTCCTGGGA 361
ACAAGCAGCTTTGGGTAACAAACAGCTTAGG GACCTTGATGATGTGAAGAAGCCACAAGATATTGTTCTTCCTGGGACTACTACTGGG 366
ACAAGCAGCTTTGGTGAACRAACAGCTTAGGTCTACTTCTCCTGTTCTTGACGATGTGAAGARACCACAGGATATTGTTCGTCCTGGGA 382
ACAAGCAGCTCTGGTTAACRAACAGCTTAGG GACCTTGATGATCTGAAGAAGCCACAGGATATTGTTCTTCCTGGGACTACTACTGGG 360
ACAAGCTGCTTTGGTGAACAAACAGCTAAGGTCTTCTTCTTATGACCTTGATG TGAAGARACCACAAGATGTTGTTCTTCCTGGGA 370

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
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GTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTATGATCGTTGCGGCGAAGTTTGCGCTGAATATGCTARAACCTTTTATCTTGGAACTTTGCTTATGACACCAGAGA 475
GTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTATGATCGTTGCGGCGAAGTTTGCGCTGAATATGCTAARACCTTTTATCTTGGAACTTTGCTTATGACACCTGAGA 472
GTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTATGATCGATGTGGCGAAGTTTGTGCTGAATATGCTAAAACGTTTTATCTTGGAACTTTGCTTATGACACCTGAAA 460

AGTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTACGATCGTTGCGGTGAAGTTTGCGCTGAATATGCCARAACGTTTTATCTCGGAACTTTGCTTATGACACCTGAGA 466
GTTTGAGCTTGTTGGCTGAAGCTTATGATCGATGCGGCGAAGTTTGTGCTGAATATGCCAARACGTTTTATCTTGGAACTTTGCTTATGACACCCGAGA 481

AGTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTATGATCGATGCGGCGAAGTTTGTGCTGAATATGCTARAACGTTTTATCTCGGAACTTTGCTTATGACACCTGAGA 460
GTTTGAGTTTGTTGGGTGAAGCTTATGATCGATGCGGTGAAGTTTGCGCTGAATATGCTAAGACGTTTTATCTTGGAACTTTGCTTATGACACCCGARAA 469

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
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GGCGAAAGGCGATTTGGGCTATATACGTTTGGTGCAGAAGAACTGATGAGCTGGTAGATGGGCCTAATGCATCACACATAACTCCCATGGCGTTAGATAG 575
GGCGAAAGGCCATTTGGGCTATCTACGTTTGGTGCAGAAGAACTGATGAGCTGGTAGATGGGCCTAATGCATCACATATTACTCCCATGGCGTTAGATAG 572
GGCGCAAAGCTATTTGGGCTATCTACGTGTGGTGTAGAAGAACTGATGAACTAGTAGATGGGCCTAATGCATCACATATAACTCCCATGGCGTTAGATAG 560
GGCGAAAGGCCATTTGGGCTATCTATGTTTGGTGTAGAAGAACTGATGAGCTCGTAGATGGGCCTAATGCATCACACATAACTCCCATGGCGTTAGATAG 566
GGAGAAAGGCGATTTGGGCTATCTATGTTTGGTGCAGAAGAACTGATGAACTGGTAGATGGGCCGAATGCATCACATATAACTCCCATGGCGTTAGATAG 581
GGCGAAAGGCCATTTGGGCTATCTATGTTTGGTGTAGAAGAACTGATGAACTCGTAGATGGGCCTAATGCATCACACATAACACCCATGGCGTTAGATAG 560
GGCGAAAGGCGATTTGGGCAATCTACGTTTGGTGTAGAAGAACTGATGAACTTGTGGATGGGCCARATGCTTCACATATAACTCCCATGGCTTTAGATAG 569

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

[EERY EETEY PEEE PERRY FEPEI EEER PEERY PRPRY PP PR PERES PR PR PEREY PR R PR PR PP R

ATGGGAAGCAAGGCTAGAAGATCTATTCCGTGGCCGTCCATTCGATATGCTTGATGCTGCTCTCGCTGATACCGTTGCTAGATACCCTGTCGATATTCAG 675
ATGGGAAGCAAGGCTAGAAGATCTATTCCGTGGCCGTCCTTTCGATATGCTTGATGCTGCTCTCGCTGATACTGTTGCTAGATACCCTGTTGATATTCAG 672
ATGGGAAGCAAGGTTAGAAGATCTTTACCGTGGCCGTGCTTTCGATATGCTTGACGCTGCCCTCGCTGATACAGTTACTAGATACCCTGTAGATATTCAG 660
ATGGGAAGCAAGGTTAGAAGATCTCTTCCGTGGCCGTCCTTTCGATATGCTTGACGCTGCTCTAGCTGATACAGTTGCTAGATACCCTGTAGATATTCAG 666
ATGGGAAGCAAGGTTAGAAGATCTTTTTCATGGCCGTGCTTTCGATATGCTTGACGCTGCTCTAGCTGATACAGTTACTAGATACCCTGTAGATATTCAG 681
ATGGGAAGCAAGGTTAGAAGATCTTTTCCGTGGCCGTCCTTTCGATATGCTTGACGCTGCTCTAGCTGATACAGTTGCTAGATACCCCGTCGATGTTCAG 660
ATGGGAAGCAAGGTTAGAAGATCTTTTCCGTGGTCGTCCTTTCGATATGCTTGATGCTGCTCTCGCTGATACAGTTGCTAGATACCCGGTCGATATTCAG 669

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
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CCATTTAGAGACATGATCGAAGGAATGAGAATGGATTTGAGGAAGTCCAGATACAAGAACTTTGATGATCTCTACCTTTACTGCTACTATGTAGCCGGAA 775
CCATTTAGAGACATGATCGAAGGAATGAGAATGGATTTGAGGAAGTCCAGATACAAGAACTTCGATGATCTCTACCTTTACTGCTACTATGTAGCTGGAA 772
CCATTTAGAGACATGATCGAAGGAATGAGAATGGATTTGAGGAAGTCTAGATACAACAACTTTGATGAGCTCTACCTTTACTGCTACTATGTGGCGGGAA 760
CCATTTAGAGACATGGTAGAAGGAATGAGAATGGATCTGAGGAAGTCTAGATACAAGAACTTTGATGATCTCTACCTTTACTGCTACTATGTAGCTGGAA 766
CCATTTAGAGACATGATTGAAGGAATGAGAATGGATTTGAGGAAGTCTAGATACAACAACTTTGATGAGCTCTACCTTTACTGCTACTATGTCGCCGGAA 781
CCATTTAGAGACATGGTAGAAGGAATGAGAATGGATCTGAGGAAGTCTAGATACAAGAACTTTGATGATCTCTACCTTTACTGCTACTATGTAGCCGGAA 760
CCATTTCGAGACATGATCGAAGGAATGAGAATGGACTTGAAGAAATCGAGATACCAGAACTTCGATGATCTATACCTTTACTGCTACTACGTCGCTGGAA 769

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

F e o e T o L L I [ [T |

CCGTCGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCGATCCCAAGTCCAAAGCAACGACCGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCTCTCGGTATAGCTAA 875
CCGTCGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCGATCCTAAATCCAAAGCAACGACCGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCTCTCGGTATAGCTAA 872
CCGTCGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCGATCCCAAGTCCAAAGCAACGACCGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCCCTCGGTATAGCCAA 860
CCGTAGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGGATCGATCCTAAGTCCAAAGCAACGACCGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCCCTTGGTATAGCTAA 866
CCGTCGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCAATCCCAAGTCCAAGGCAACGACCGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCCCTCGGTATAGCCAA 881
CCGTCGGTTTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGGATCGATCCCAAGTCCAAAGCAACGACAGAGAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCTCTCGGTATAGCCAA 860
CCGTCGGATTGATGAGCGTTCCGGTTATGGGAATCGATCCTAAGTCGAAAGCAACAACCGAARAGTGTTTACAACGCTGCCTTGGCCCTTGGTATAGCCAA 869

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

[ [ e e e I I I |
TCAGCTTACCAACATACTCAGAGACGTTGGCGAAGATGCARGAAGAGGAAGAGTTTATCTGCCCCAAGATGAGTTAGCTCAAGCTGGTCTCTCAGATGAA 975
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BnaA.
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BnaC.
BnaA.
BnaA.
BnaA.
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AtPSY

BnaC.
BnaA.
BnaA.
BnaA.
BnaC.
BnacC.
AtPSY

BnaC.
BnaA.
BnaA.
BnaA.
BnacC.
BnaC.
AtPSY

PSY.
PSY.
pPSsy.
PSY.
PSY.

PSY.
PSY.
pPSsy.
pPsy.
PSY.
pPsy.

PSY.
pPsy.
pPsy.

PSY

PSY.
pPsy.

PSY.
PSY.
PSY.
PSY.
PSY.
PSY.

MO QOD

MO QOO

HO QO o

TCAGCTTACCAACATACTCAGAGACGTTGGCGAAGATGCGAGAAGAGGAAGAGTTTATCTACCGCAAGATGAGTTAGCTCAAGCTGGTCTCTCAGATGAA 972
TCAGCTTACCAACATACTCAGAGACGTTGGTGAAGATGCAAGAAGAGGAAGAGTTTATCTACCACAAGATGAGTTAGCTCAAGCTGGTCTCTCAGATGAA 960
TCAGCTTACCAACATACTCAGAGACGTTGGCGAAGATGCGAGAAGAGGAAGGGTTTATCTGCCCCAAGATGAACTAGCTCAGGCTGGTCTCTCAGATGAA 966
TCAGCTTACCAACATACTCAGGGACGTTGGTGAAGATGCAAGAAGAGGAAGAGTTTATCTACCACAAGATGAGTTAGTTCAGGCTGGTCTCTCCGATGAA 981
TCAGCTTACCAACATACTCAGAGACGTTGGCGAAGATGCGAGAAGAGGAAGGGTTTATCTGCCACAAGATGAGCTAGCTCAGGCTGGTCTCTCAGATGAA 960
TCAGCTTACTAACATACTCAGAGACGTAGGCGAAGATGCGAGAAGAGGAAGGGTTTATCTGCCTCAGGATGAATTGGCTCAGGCTGGTCTTTCAGATGAA 969

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

IEERY B EERRE EERRY PR PRPR PEER PRPEY PR PR PERES EREE] PRERY PERR PP DR PR PR PR R

GACATATTCGCGGGAAAAGTCACTGATAAATGGAGGAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAGCGAGCAAGAATGTTCTTTGACGAAGCTGAGAAAGGCATTA 1075
GACATCTTCGCGGGAAAAGTCACTGACAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAGCGAGCAAGAATGTTCTTTGACGAAGCTGAGAAAGGTGTTA 1072
GATATATTTGCTGGAAAAGTCACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAGAATGCAGCTTAAGAGAGCAAGAATGTTCTTTGACGAAGCTGAGAAAGGTGTCA 1060
GACATATTCGCTGGAAAAGTCACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAGCGAGCAAGAATGTTCTTTGATGAAGCTGAGARAGGTGTTA 1066
GACATATTCGCTGGAAAAGTCACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAGACTGCAGCTTAAGAGAGCAAGAATGTTCTTCGACGAAGCTGAGAAAGGTGTCA 1081
GACATATTCGCTGGAAAAGTCACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAGCGAGCAAGAATGTTCTTTGATGAAGCTGAGAARAGGTGTTA 1060
GACATATTCGCCGGAAAAGTAACTGATAAATGGAGAAACTTCATGAAAATGCAGCTTAAACGAGCAAGAATGTTCTTCGACGAAGCTGAGAARAGGCGTCA 1069

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

IEERY BEEE FEREE EERRY PR BRER PREERY PRERY PR PR PEERY PRPEY PR PERER PEEEN DR R PR PP R

CTGAGCTGGACGCTGCTAGCAGATGGCCGGTATGGGCGTCGCTCCTATTGTACAGGAGAATATTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAACTTTAC 1175
CAGAGCTCGACGCTGCTAGCAGATGGCCGGTGTGGGCATCTCTCCTATTGTACAGGAGAATATTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAACTTTAC 1172
CCGAGCTTGACGCTGCTAGCAGATGGCCAGTATGGGCATCGCTCCTATTATACAGGAGAATATTAGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAACTTTAC 1160
CTGAGCTAGACGCAGCTAGCAGATGGCCGGTATGGGCATCGCTCCTATTGTACAGGAGGATATTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAACTTTAC 1166
CCGAGCTTGACGCTGCTAGCAGATGGCCAGTATGGGCATCGCTACTATTGTATAGGAGAATATTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAACTTTAC 1181
CTGAGCTTGACGCAGCTAGCAGATGGCCGGTATGGGCATCGCTCCTATTGTACAGGAGGATATTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTGCAACAACTTTAC 1160
CCGAGCTCAGTGCCGCTAGCAGATGGCCTGTATGGGCTTCATTGCTATTGTACAGGAGAATACTGGACGAGATTGAAGCGAATGATTACAACAATTTTAC 1169

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
EEERY PR FREEY PERRY PERE PR ERRE PR PR FRREY PERES ERRE] PR R PR PR PR PR R DR
GAAGAGAGCTTATGTGGGGAARGCCAAGAAAATTGCAGCTCTGCCATTGGCTTATGCTAAATCAGTACTARAGACTCCAAGT TCAAGAGGAACAACTTAA 1275
GAAGAGAGCTTATGTTGGGARAGCCAAGAARATTGCAGCTCTGCCATTGGCTTATGCTAAATCAGTACTAAAGACTCCAAGTTCAAGAGGAACAACTTAA 1272

ARAGAGAGCTTATGTTGGGAAAGTGAAGAAAATTGCAGCTCTTCCATTAGCTTATGCTAAATCAGTACTAAAGGTTTCAAGTTAA 1245
ARAGAGAGCTTATGTTGGGAAAGCCAAGAAGATTGCAGCTCTGCCATTAGCTTATGCTAAATCAATACTAAAGGCTTCAAGTTCAAGATGA 1257
CAAGAGAGCTTATGTTGGGAAAGTTAAGAAAATTGCAGCTCTTCCATTAGCTTATGCTAAATCAGTAGTARAGGTTTCAAGTTAA 1266
GAAGAGAGCTTATGTTGGGAAAGCGAAGAAGATTGCAGCTCTCCCATTAGCTTATGCTAAATCAATACTAAAGGCTTCAAGTTCAAGATGA 1251

TAAGAGAGCTTATGTGGGGAAAGTCAAGAAAATTGCAGCTTTGCCATTGGCTTATGCTAAATCAGTACTAAAGACTTCAAGTTCAAGACTATCGATATGA 1269

Figura S1. Alineamiento multiple secuencias nucleotidicas BnaX.PSY

Tabla S2. Ka/Ks

Nodo N°

Ka/Ks Ka/Ks
Ka Branchl Ks Ramal
Ramal Rama2

Ka Rama2 Ks Rama2

o B~ W N B

0,1640 0,0083 0,0506 0,2182 0,0101 0,0461
0,1655 0,0123 0,0744 0,1214 0,0099 0,0813
0,2863 0,0249 0,0869 0,2230 0,0122 0,0548
0,0091 0,0005 0,0538 0,0773 0,0044 0,0574
0,1842 0,0131 0,0710 0,1925 0,0125 0,0650
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BnaC.PSY.a

BnaA.PSY.b
BnaC.PSY.a
20 dpa

Hoja
BnaA.PSY.b
20 dpa

BnaC.PSY.f
Hoja

BnaA.PSY.c
BnaA.PSY.d
BnaC.PSY.e
gDNA

WC

L

1000

BnaC.PSY.a 500

1000

BnaA.PSY.b 500

1000

BnaA.PSY.c 500

1000

BnaA.PSY.d 500

1000

BnaC.PSY.e 500

1000

BnaC.PSY.f 500

BnaC.PSY.a BnaA.PSY.b

Figura S2. Reacciones de PCR control Homologo especifico. (A) La especificidad de los

partidores fue evaluada por PCR usando plasmidos conteniendo cada uno de los seis genes PSY de
B. napus. Los partidores BnaC.PSY.a y BnaA.PSY.b no pudieron ser probados contra
BnaA.PSY.d y BnaC.PSY.f (clones no incluyen las regiones 5’ UTRs) (B) Analisis de SSCP de la
reaccion de RT-PCR de BnaC.PSY.a muestra que solo dos hebras muestran el mismo patrén que el
plasmido conteniendo BnaC.PSY.a, confirmando la especificidad de la pareja de partidores (C)
Anadlisis de SSCP de la reaccion de RT-PCR de BnaA.PSY.b muestra que s6lo dos hebras muestran
el mismo patron que el pldsmido conteniendo BnaC.PSY.b, confirmando la especificidad de la
pareja de partidores. L: 100 bp ladder; BnaX.PSY.a-f: Controles ADN plasmido; gDNA: control
ADN genomico de B. napus; WC: control agua; ND. No determinado; 20 dpa: cDNA de semilla
20 dias post antesis; Hoja: cDNA de hoja.
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131a3 - 1 131a3 -2

wopp 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1oop
131a3 -3 131a3 -5
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131a3 -6 131a3 - 10

100ib ] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 100ib
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oopp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 100pb
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6 7 8 9 10 T0-33P W H,O 100pb

Figura S3. Test de segregacion por PCR. Evaluacion de la segregacion por PCR de la
generacion T3 de los seis eventos transgénicos obtenidos de la transformacién con el vector
pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis (A) BnPSY.24.1.7 (B) BnPSY.25.1.8 (C)
BnPSY.26al12 (D) BnPSY.33.3.1 (E) BnPSY.131a3-11 (F) BnPSY.133f7. TO (24, 25, 26, 33,
131, 133): gDNA de cada evento transgénico (TO) usada como control positivo; P: plasmido,
pCambia2300-Lec::BnaC.PSYa-6XHis, control positivo; W: gDNA de B. napus cv. Westar,

control negativo; H,O: control negativo.
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Putative protein-protein
__interaction site

Figura S4. Prediccion de la estructura tridimensional de BnaC.PSY.a enddgena y
transgénica (A) Estructura modelada de la proteina BnaC.PSY.a mostrando el sitio activo y el
putativo sitio de interaccion proteina-proteina (B) Estructura modelada de la proteina
BnaC.PSY.a-6XHis mostrando el sitio activo y el putativo sitio de interaccién proteina-
proteina y el 6XHis. En celeste se destaca el putativo sitio de interaccion proteina-proteina.

Destacado en morado 6XHis tag. Putativo sitio activo (DXXXD) en amarillo.
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2. LISTA DE ABREVIACIONES

ANOVA

At

Bna

Anélisis de Varianza
Arabidopsis thaliana

Brassica napus

BnaX.PSY Homologos PSY de B. napus

Bol

Bra
cDNA
CTAB
DEPC
DNA
DNAsal
dpa

EDTA

gDNA

GSP

HPLC
LB
mg
MTM

Min

Brassica oleracea

Brassica rapa

Acido Desoxirribonucleico complementario
Bromuro de Cetiltrimetilammonio
Dietilpirocarbonato

Acido Desoxirribonucleico

Acido Desoxirribonucleasa |

dias post antesis

Acido Etilendiaminotetraacético

gramo

DNA gendmico

partidor gen-especifico (gene specific primer)
hora

cromatografia liquida de alto rendimiento
Luria-Bertani

miligramo

millones de toneladas métricas

minuto
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mL
mm
mM
NaCl
NCBI
nm

oD
Oligo (dT)
pb
PCR
PF

PS
PSY
p/v
RACE
RNA
RNAsa
rpm
RT-PCR
SDS
SSCP

TAE

UTR

mililitro

milimetro

milimolar

cloruro de sodio

Centro Nacional de Bioinformatica (National Center of Bioinformatics)
nanoémetro

densidad dptica (optical density)

oligo desoxitimina

pares de bases (base pairs)

reaccion en cadena de la polimerasa

peso fresco

peso seco

Fitoeno Sintasa

peso/volumen

Amplificacion Réapida de Extremos de cDNA
Acido Ribonucleico

Acido Ribonucleasa

revoluciones por minuto

Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa
sodio dodecil sulfato

Single-Strand Conformation Polymorphism
Tris-acido acético-EDTA

unidad

region no traducida

volts
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viv

pm

volumen/volumen
micrémetro
microgramo
micromolar
microlitro

grados Celsius
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