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Resumen

En plantas, el primer paso en la biosintesis de los carotenoides es catalizado por la enzima fitoeno sintetasa
(PSY). PSY cataliza la condensacion de dos moléculas de geranil-geranil difosfato para producir fitoeno sintasa, un
carotenoide incoloro. La sobreexpresion de genes PSY bacterianos (CrtB) y vegetales han aumentado el contenido
de carotenoides en varias especies de plantas. En muchos casos, la eleccion del transgén ha demostrado ser crucial
para alcanzar niveles mas altos de carotenoides en plantas transgénicas. En colza, la sobreexpresion de CrtB
aument6 los niveles de carotenoides en semilla 50 veces pero la sobreexpresion de un PSY de origen vegetal no
ha sido reportada. De esta manera, el objetivo de este estudio fue sobreexpresar en semilla uno de los seis genes
PSY enddgenos presentes en este cultivo para lograr un mayor incremento en el contenido de carotenoides. Usando
Agrobacterium tumefaciens, Brassica napus cv. Westar fue transformado con un vector binario que contiene la
region codificante del gen BnaC.PSYa bajo el control del promotor de Lectina de soja (pCambia2300-Lec::BnaC.
PSYa-6XHys). Seis eventos transgénicos fértiles fueron confirmados por analisis de PCR. La expresion del transgen
fue evaluada por RT-PCR convencional y cuantitativa en tiempo real en semillas T3 a 30 y 60 dias post antesis
(dpa). Todos los eventos sobreexpresaron BnaC.PSYa-6XHys y no se detectd silenciamiento de los miembros de
la familia PSY. Sin embargo, la cuantificaciéon por HPLC revel6 una leve modificacion (2X) en el contenido de
carotenoides. Estrategias futuras para maximizar el contenido de carotenoides en semillas de colza son discutidas.
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Abstract

In plants, the first committed step of the carotenoid biosynthetic pathway is catalyzed by the enzyme phytoene
synthase (PSY). PSY catalyzes the condensation of two molecules of geranyl-geranyl diphosphate to produce
phytoene, a colorless carotenoid. Overexpression of bacterial (Cr¢B) and plant PSY genes have increased seed
carotenoid content in several plant species. In many instances, the choice of transgene has proven crucial in
achieving higher carotenoid levels in transgenic plants. In rapeseed, overexpression of CrtB increased seed
carotenoid levels 50 fold but the overexpression of a plant or endogenous PSY has not been reported to date. In
this study, the aim was to further increase seed carotenoid content by over-expressing one of the six endogenous
PSY genes present in this crop. Using an Agrobacterium-mediated transformation, we introduced a binary vector
containing BnaC.PSYa coding region under the control of the soybean lectin promoter (pCambia2300-Lec:: BnaC.
PSYa-6XHys) into Brassica napus cv. Westar. Six fertile transgenic events were recovered and confirmed by PCR
analysis. Transgene expression was followed by conventional and quantitative real time RT-PCR in T3 seeds at 30
and 60 days post anthesis (dpa). All events over-expressed BnaC.PSYa-6XHys and no silencing of the PSY gene
family members was detected. However, seed carotenoid profiling and quantification by HPLC revealed that only
a minimal increase (2X) in carotenoid content was obtained. Future strategies to maximize seed carotenoid content
in rapeseed are discussed.
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Introduccion

Los carotenoides son compuestos isoprenoides
sintetizados por todos los organismos fotosinté-
ticos que presentan numerosas funciones fisiolo-
gicas como precursores de pigmentos esenciales
en la fotosintesis y de moléculas de senalizacion,
como acido abscisico (ABA), en respuesta a estrés
abiotico en plantas superiores (Howitt y Pogson,
2006; Li et al., 2008a; Welsch et al., 2008). Asi-
mismo, ciertos carotenoides son precursores de
la vitamina A, la cual cumple un rol importante
en humanos y animales. Dado que tanto humanos
como animales no pueden sintetizar carotenoides
de novo y deben ingerirlos en su dieta, existe gran
interés en biofortificar cultivos a través de inge-
nieria genética para suplir los requerimientos dia-
rios de vitamina A (Giuliano et al., 2008; Federico
y Schmidt, 2016; Giuliano, 2017).

Fitoeno sintasa (PSY) es la primera enzima de
la ruta de sintesis de carotenoides que cataliza la
condensacion cabeza a cabeza de dos moléculas
de geranil geranil pirofosfato (GGPP) para pro-
ducir fitoeno, un carotenoide incoloro (Dellapen-
na y Pogson, 2006; Cazzonelli y Pogson, 2010).
En Arabidopsis thaliana, PSY es codificada por
un Unico gen (Scolnik y Bartley, 1994), sin em-
bargo, se ha reportado la existencia de familias de
genes PSY en numerosas especies vegetales (Bart-
ley y Scolnik, 1993; Busch et al., 2002; Li et al.,
2008ab; Welsch et al., 2008). Este es el caso de
Brassica napus L. (AACC; n = 19), especie alo-
tetraploide originada por la hibridacion interes-
pecifica de miembros de dos especies diploides,
Brassica rapa L. (AA; n = 10) y Brassica olera-
cea L. (CC; n=29) (U, 1935). Con seis miembros
funcionales, la familia PSY de B. napus es la mas
extensa descrita hasta la fecha (Cardenas et al.,
2012; Lopez-Emparan ef al., 2014).

La actividad de PSY es un factor limitante para
la biosintesis de carotenoides en tejido no fotosin-
tético (Maass et al., 2009). En B. napus, uno de
los cultivos oleaginosos mas importantes a nivel
mundial, esta limitacién fue demostrada a través
de un trabajo pionero donde la sobreexpresion en
semilla de un gen PSY de origen bacteriano (CrtB)
resultd en un incremento de 50 veces los niveles
de B-caroteno y embriones visiblemente naranjas
(Shewmaker et al., 1999). 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 ef al.,
2002). Esto ha sido ilustrado en el “Arroz Dorado-
2” donde la sobreexpresion de un gen PSY de maiz
aumento 23 veces los niveles de carotenoides en el
endosperma de arroz comparado con el gen PSY
de narciso (Paine et al., 2005).

Considerando que se ha demostrado que la ac-
tividad PSY es limitante en la sintesis de carote-
noides en B. napus y que hasta ahora no se han
conducido estudios donde se sobreexprese un gen
PSY de origen vegetal, los objetivos de este es-
tudio fueron: generar plantas transgénicas de B.
napus que sobreexpresen en semillas uno de sus
6 genes PSY (BnaC.PSY.a), evaluar los niveles de
expresion génica del transgen y de sus 6 contra-
partes PSY nativas, y determinar el contenido de
carotenoides en semillas de las lineas transgénicas
obtenidas.

Materiales y métodos

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 cebadores
especificos (BnaC.PSY.a.NotlF y BnaC.PSY.a-
Notl-6xHisTagR) (Tabla 1) a partir de ADN plas-
midico conteniendo la secuencia codificante del
gen BnaC.PSY.a aislado de semilla (Cardenas et
al., 2012). Ambos cebadores contienen la secuen-
cia de corte de la enzima de restriccion Notl y el
cebador BnaC.PSY.a-Notl-6xHisTagR contiene
ademas un 6XHis-tag. Esta etiqueta de polihisti-
dina fue incorporada a fin de discriminar entre los
ADNCc y proteinas codificadas por el transgen de
sus contrapartes endogenas. El fragmento ampli-
ficado fue subclonado en el vector Topo TA (In-
vitrogen, CA, USA), digerido con la enzima Notl
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). El vector generado fue cortado con
las enzimas Sall y BamHI (New England Bio-
Labs, MA, USA) e insertado en el vector pCam-
bia2300 previamente digerido con estas enzimas.
De esta manera, la secuencia codificante del gen
BnaC.PSY.a quedo bajo el control del promotor y
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Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados como cebadores.

Cebador 5" —secuencia-3~

BnaC.PSY.a.NotIF GCGGCCGCATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGG
BnaC.PSY.a-Notl-6xHisTagR GCGGCCGCCTAGTGGTGATGATGAGTTGTTCCTCTTGAAC
KanF CCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTA

KanR TCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGC
BnaC.PSY.aF ATGTCTTCTGTAGCAGTGTTATGG
BnaC.PSY.a-6xHisTagR CTAGTGGTGATGATGAGTTGTTCCTCTTGAAC
SSCP3F AGTGTTTACAACGCTGCCTT

HisTag2R CTAGTGGTGATGGTGATGATG

PSYaSpecF CAAAATTCTCTTCCAAGAGGAGGAGAAAAG
PSYaRev AGCTGTTTGTTAACCAAAGCCGCTTGT
PSYbSpecF AACAAAACAAAAAGTTGAGATTTTTCCATT
BnaPSY.NRb CAGAAGAAGAGGAAGAAGTCCATGTT
PSYcSpecF3 TTGGAGTTCTTCTGTTATGAGACGCCG
PSYcRev CGCCATGGGAGTTATATGTGATGC

PSYdSpecF TCTCTAGTGAGCTGCAGAAGGGGAAGA
PSYdRev CTAACGCCATGGGAGTTATGTGTG
PSYeSpecF2 GAGTTCTTCTTCTTCTGTAATGAGCTTT
PSYeRev2 CCATGGGAGTTATATGTGATGCATTC
PSY{SpecF CTTCTGTAATGAGCTGCAGAAGAAGATTAA
PSYfRev CTTCCCATCTATCTAACGCCATGG

B-tubulin-F GTCTGTGACATTGCACCAAAG

B-tubulin-R GTCCATGCCTTCTCCTGTGT

Bna.ActinF GAACTGGAATGGTGAAGGCTGGGTT
Bna.ActinR TCTCTCAGCTCCGATGGTGATGACT
Bn.PSY.all-F GGAACTTTGCTTATGACACC

Bn.PSY.all-R TGCTTCCCATCTATCTAACG

BnaC.PSY.aRT-F2 CAGGAGAATATTGGACGAGA

terminador del gen Lectina de soja (Figura 1). El
vector generado fue transferido a A. tumefaciens
cepas LBA4404 y GV3101 por electroporacion
usando el equipo ECM600 (BTX, MA, USA) bajo
las siguientes condiciones: 2 kV; 25 uF; 200 Q;
5,0 mseg, para la posterior transformacion de B.
napus cv. Westar.

Hindll@i813)

Promotor Lectina_ _

Hindll(g61y)

BnaC.PSY.a-6xHisTa i
pCambia BnaC.PSY.a

12145 bp

Lectina Term
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—‘aadA, kan
CaMV 3'UTR
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Figura 1. Vector binario pCambia2300-Lec::BnaC.
PSYa-6XHis 1. El vector binario generado posee la se-
cuencia codificante del gen BnaC.PSY.a, con su corres-
pondiente péptido de transito, bajo el control del pro-
motor y terminador del gen Lectina de soja. Se agregd
una etiqueta de seis histidinas (6xHisTag) localizada

en el extremo carboxilo terminal de la proteina trans-
génica para diferenciar el transgen de sus contrapartes
endogenas. RB: borde derecho; LB: borde izquierdo;
RO1: origen de replicacion pBR322; RO2: origen de
replicacion pVS1; STA: region de estabilidad replicon
pVSI.

Transformacion genética de Brassica napus

La transformacion genética se realizoé de acuer-
do al protocolo descrito para especies Brassica
spp. (Lee, 1996) con pequefias modificaciones.
Brevemente, cepas LBA4404 o GV3101 de A.
tumefaciens conteniendo el vector pCambia2300-
Lec::BnaC.PSYa-6XHis fueron crecidas en 10 ml
de medio Luria-Bertani (LB) suplementado con
antibidticos apropiados [LBA4404: kanamicina
25 pg/ml, rifampicina 25 pg/l, estreptomicina 100
pug/ml; GV3101: rifampicina 25 pg/ml, kanamici-
na 25 pg/ml (Hellens et al., 2000)] hasta alcanzar
una DO, entre 1 a 1,8. Para el co-cultivo, se re-
constituyo A. tumefaciens en medio base bacteria-
no [BBM: MSMS 4.4 g, sucrosa 20 g, 2,4-D (1
mg/L) 2 ml, MES 0,5 g/L, pH 5.6, acetosiringona
0,04 g/L, DMSO 10 ml/L]. La transformacion de
B. napus cv. Westar se inici6 con la germinacion
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de semillas por cinco dias (16-h-dia/8-h-noche) a
22 °C a fin de obtener cotiledones con un hipo-
cotilo de 3 mm. Los cotiledones fueron cortados
e incubados con A. tumefaciens por 5 dias a 15
°C. Los cotiledones inoculados fueron pasados a
placas conteniendo medio de regeneracion (RM:
MSMO 4,4 g/L, sacarosa 30 g/L, BAP 4,5mg/L,
fitagel 4 g/L, carbenicilina 50 mg/L y kanamici-
na 25 mg/L, pH 5,8) apropiado para la seleccion
e induccion de callos. Las placas conteniendo los
cotiledones fueron mantenidos en una sala de cre-
cimiento 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 fue-
ron traspasados cada 14 dias a placas con medio
RM (dos veces) y mantenidos bajo una intensi-
dad de luz de 60-100 pumol/s m2. Los cotiledones
fueron traspasados luego a medio inductor de ta-
llos (SEM: MSMO 4,4 g, sacarosa 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 induc-
tor de raiz (RM: MSMS 4,4 g, sucrosa 30 g, NAA
100 pg/L, fitagel 4 g, carbenicilina 50 mg/L y ka-
namicina 25 mg/L, pH 5.8) cada 14 dias hasta que
enraizaran. Las plantas seleccionadas y regenera-
das fueron finalmente traspasadas a invernadero
bajo condiciones controladas en ciclos de 16-h-
dia/8-h-noche. Mediante el uso de cebadores es-
pecificos (Tabla 1), las plantas regeneradas fueron
evaluadas por PCR para determinar la presencia
del transgen nptll que confiere resistencia a kana-
micina (KanF, KanR) y del transgen BnaC.PSYa-
6XHis (Bna.PSY.aF, BnaC.PSY.a6xHistagR). El
proceso de amplificacién para ambas reacciones
se inici6 con un paso de desnaturalizacién a 95
°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 30 seg a
95 °C, 30 seg a 47 °C (Bna.PSY.aF, BnaC.PSY.
abxHistagR) 6 50 °C (KanF, KanR) ) y 30 seg a 72
°C, con una extension final a 72 °C por 5 min. Los
eventos T, conteniendo ambos transgenes fueron
autopolinizados para la obtencion de la proge-
nie T,. Al menos diez plantas T, provenientes de
cada planta T, fueron crecidas y autopolinizadas
para la obtencion de semilla T,. De cada evento
T, se seleccionaron tres plantas (tres réplicas bio-
logicas, n = 3) a partir de las cuales se tomaron
muestras de tejidos que fueron utilizados para el
analisis por RT-PCR cuantitativo en tiempo real y
la determinacion del contenido y composicion de
carotenoides en semillas.

Test de segregacion

Para determinar el estado homocigota/hemi-
cigota de las plantas T, para el transgen BnaC.
PSY.a-6XHis-tag se realiz6 un test de segregacion
final. Se germinaron y crecieron diez semillas T,
en invernadero, bajo condiciones controladas en
ciclos de 16-h-dia/8-h-noche, hasta la etapa de
dos hojas para la posterior cosecha independien-
te de tejido foliar y extraccion de ADN de cada
una de las plantulas. La extraccion de ADN fue
conducida siguiendo el procedimiento CTAB
descripto por Kidwell y Osborn (1992). E1 ADN
extraido fue usado para evaluar la presencia del
transgen BnaC.PSY.a-6XHis-tag mediante PCR
en las lineas transgénicas usando cebadores espe-
cificos transgen (SSCP3F y HisTag2R, Tabla 1).
Las reacciones de PCR se realizaron usando Go-
Taq 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 cebadores especificos (Tabla
1). El proceso de amplificacion para ambas reac-
ciones (transgen y control positivo) se inicié con
un paso de desnaturalizacion a 95 °C por 2 min,
seguido por 40 ciclos de 45 seg a 95 °C, 30 seg a
51 °Cy 1 min a 72 °C, con una extension final a
72 °C por 5 min. Los productos de RT-PCR fue-
ron 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 T; (10 de
10) permiti6 determinar la homocigosis de cada
planta T, autopolinizada. Por el contrario, si en al
menos una de las diez plantulas T, no se detectaba
el transgen, se determind que la planta T, aun se-
gregaba para el transgen. Solo una de las réplicas
biologicas incluidas en este estudio corresponde
a un individuo hemicigoto para el transgen (PSY-
131a3-10).

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

Las plantas transgénicas fueron evaluadas me-
diante la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion reversa (RT-PCR) en cuanto a
la abundancia relativa del transcrito BnaC.PSYa-
6XHis, de su contraparte endogena BnaC.PSY.a'y
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de los otros cinco homologos PSY en semillas T,
de 6 eventos independientes (tres réplicas biologi-
cas por evento, n = 3), en dos estadios de desarro-
llo (30 y 60 dias post antesis, dpa). Con este fin,
se disefiaron cebadores especificos en las regio-
nes menos conservadas de la secuencia de ADNc
de los genes homologos BnaX.PSY (PSYaSpecF
PSYaRev; PSYbSpecF, BnaPSY.NRb; PSYcSpe-
cF3, PSYcRev; PSYdSpecF, PSYdRev; PSYeSpe-
cF2, PSYeRev2; PSYfSpecF, PSYfRev, Tabla 1).
El ARN total de 100 mg de semillas (T;) colec-
tadas a 30 dpa y 60 dpa, fueron extraidos usan-
do el kit Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit
(Agilent Technologies, CA, USA) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La extraccion de
ARN se realiz6 a partir de tres réplicas biologicas
(plantas T,) por evento transgénico. La sintesis de
ADNCc fue realizada usando el kit AffinityScript
QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent Technolo-
gies, CA, USA) desde 2 ug de RNA total, pre-
viamente tratado con DNAsa (RQ1 RNAse free
DNAse, Promega) segin indicaciones del fabri-
cante, en un volumen de reaccion de 20 pl. La
sintesis de ADNc fue evaluada por amplificacion
por PCR del gen p-tubulina de B. napus usando
cebadores especificos (B-tubulin-F y pB-tubulin-R,
Tabla 1). La ausencia de contaminacion por ADN
genomico fue evaluada por amplificacion por PCR
del gen Actina usando un set de cebadores (Bna.
Actin-F y Bna.Actin-R, Tabla 1) que generan un
fragmento de 725-pb en presencia de ADNc y un
fragmento de 900-pb para ADN genémico debi-
do a la presencia de un intron (dato no mostrado).
El ADNc sintetizado y evaluado fue utilizado en
los estudios de RT-PCR convencional y en tiempo
real. Los RT-PCR fueron realizados usando Go-
Taq Flexi DNA Polymerase (Promega, WI, 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 cebado-
res homologo-especificos (Tabla 1) 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.
PSYa,c,df)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.

RT-PCR cuantitativo en tiempo real

El nivel de transcritos del transgen BnaC.PSYa-
6XHis, y los genes endogenos BnaX.PSY fue eva-
luado utilizando cebadores especificos (BnaC.
PSY.aRT-F2, HisTag2R; Bn.PSY.all-F, Bn.PSY.
all-R, Tabla S1) en semillas T, de 6 eventos in-
dependientes, 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, Tabla 1) de B. napus fue usado como
control interno para la normalizacion de los nive-
les de expresion. Para las RT-PCR en tiempo real
se usaron los mismos ADNc utilizados en las RT-
PCR. Dos pl de una diluciéon 1 en 10 v/v de cada
ADNC fue utilizado como templado en cada reac-
cion. La amplificacion fue llevada a cabo usando
el kit Brilliant I SYBR Green QPCR Master Mix
(Stratagene) (volumen total de reaccion 20 pl) en
un equipo Mx3000 qPCR System (Stratagene,
Cedar Creek, TX, USA) con el programa MxPro
QPCR, de la 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 2-4Ct donde Ct es el numero de ciclos de
PCR para la amplificacion de los genes blancos
menos la misma medida para S-tubulina (Welsch
et al., 2010). Los valores estan representados por
el promedio de las tres réplicas biologicas y de
dos réplicas técnicas de RT-PCR. Los resultados
fueron analizados estadisticamente mediante un
analisis de la varianza. La eficiencia de los ceba-
dores fue evaluada mediante RT-PCR en tiempo
real en diluciones seriadas de ADNc. La eficiencia
de los cebadores se calculé mediante la siguiente
ecuacion E = 1(0(Vpendiente) (Ragmussen 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 set.

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

Los 6 eventos transgénicos generados fueron
evaluados en cuanto a composicion y nivel de
carotenoides en semillas T, en dos estadios de
desarrollo, 30 y 60 dpa mediante HPLC con 1 y
3 réplicas bioldgicas respectivamente. Como con-
trol se evaluaron semillas de B. napus cv Westar
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sin transformar (30 y 60 dpa) en 3 réplicas biolo-
gicas. La extraccion de carotenoides se realizd a
partir 100 mg de semilla que fueron molidas con
mortero en 1 ml de acetona (Welsch et al., 2008).
Se llevaron a cabo tres extracciones sucesivas para
remover los carotenoides hasta que no se observo
color remanente en el tejido. El extracto fue cen-
trifugado (14000 rpm x 1 min) y posteriormente se
concentr6 el sobrenadante y se lo sec6 con nitro-
geno gaseoso. Los carotenoides fueron resuspen-
didos en 1 ml de acetona grado-HPLC al 100 % y
se los utilizo6 en una primera etapa para la deter-
minacion de carotenoides totales con un espectro-
fotometro siguiendo las ecuaciones descritas por
Lichtenthaler y Buschmann (2001). Para ello, se
registré la absorbancia a distintas longitudes de
onda: 474 nm (carotenoides), 645/662 nm (cloro-
filas a y b, que es utilizada para determinar su con-
tribucion en la medicion a 474 nm) y 520/750 nm
(turbidez). Los carotenoides de semillas fueron
medidos por espectrofotometria a 474 nm en un
equipo Shimadzu HPLC (LC-10AT) con detector
de arreglo de diodos. Los pigmentos fueron sepa-
rados y cuantificados por HPLC usando una co-
lumna MultoHigh 100 RP 18-5pu (150 x 4,6 mm)
en fase reversa, utilizando una fase movil que con-
sistié 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 duracion de
60 min. Los principales compuestos carotenoides
y clorofilas presentes en las muestras fueron iden-
tificados analizando los cromatogramas obtenidos
a una longitud de onda de 474 nm, la concentra-
cion de pigmentos totales a 474 nm obtenido por
espectrofotometro y segun los tiempos de reten-
cion, espectros de absorcion y grado de pureza de
los picos obtenidos comparando con el manual de
carotenoides (Britton, 1995; Britton et al., 2008).
Todas las actividades fueron realizadas en hielo y
en condiciones de oscuridad para evitar la foto-
degradacion, el cambio estructural y la isomeriza-
cion de los carotenoides.

Analisis estadistico

Los niveles de expresion de los genes PSY y
BnaC.PSY.a-6XHis-tag de semillas 30 y 60 dpa,
y el promedio de la concentracién de carotenoi-
des en semillas 60 dpa obtenido mediante HPLC
de plantas control y transgénicas fueron sujetos a
analisis de varianza de una via 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.

Resultados y discusion
Generacion de eventos transgénicos de B. napus

Se realizaron 10 procesos de transformacion
genética totalizando 4280 hipocétilos infectados,
a partir de los cuales se regeneraron un total de
162 plantas con una cantidad variable de brotes
por planta (367 brotes totales) (Figura 2). De cada
brote se colectd tejido foliar y se extrajo ADN
para determinar por PCR la presencia/ausencia de
transgenes. Este analisis confirmé la generacion
de 7 eventos transgénicos (T,) obtenidos luego
de la transformacion con el vector pCambia2300-
Lec::BnaC.PSYa-6 XHisTag (Figura 3). La eficien-
cia de transformacion total obtenida fue de 0,16
%. De los 7 eventos transgénicos (T,), el evento
BnPSY-107 mostr6 esterilidad por lo que los estu-
dios funcionales se realizaron solo en los 6 even-
tos fértiles.

apus mediada
por Agrobacterium tumefaciens. (A) Selecciéon (B) Re-
generacion (C) Transferencia a condiciones de inver-
nadero.

Lec::BnaC.PSYa-6XHis

L 24 26 25 33 107 131133 W WC C+ L

400 BnaC.PSYa-6XHis

600 Kanamicina

900 Actina

Figura 3. Analisis de amplificacion por PCR de even-
tos transgénicos. Los eventos transgénicos T, fueron
confirmados mediante la amplificacion de los transge-
nes BnaC.PSYa-6XHis y nptil (resistencia a kanamici-
na). La presencia de ADN en las distintas muestras fue
confirmada mediante la amplificacion del gen Actina de
B. napus. L: marcador de peso molecular; W: B. napus
cv. Westar no transformada, WC: control negativo; C+:
control plasmido.

Analisis de la abundancia relativa de transcritos
del transgen BnaC.PSYa-6XHis y los 6 genes
PSY de B. napus en semilla

Se evalu6 por RT-PCR la abundancia relativa de
transcritos de la familia de genes PSY de B. na-
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pus usando cebadores homologo-especificos, del
transgen BnaC.PSYa-6XHis, y conjunta de los ho-
mologos (BnaX.PSY) y el transgen usando un set
de cebadores conservados (Bn.PSY.all-F, Bn.PSY.
all-R, Tabla 1) en semillas T, en dos etapas dife-
rentes del desarrollo (30 y 60 dpa) de los 6 eventos
transgénicos (Figuras 4 y 5). Este analisis se rea-
liz6 con el propoésito de poder comparar el patrén
de expresion de los genes endogenos BnaX.PSY
en las lineas transgénicas respecto a B. napus cv.
Westar sin transformar (Figuras 4 y 5). Como re-
sultado se pudo confirmar que los 6 eventos trans-
génicos presentan transcritos para el transgen en
las tres réplicas bioldgicas en semillas 30 y 60
dpa (Figuras 4 y 5). Ademas, se determiné que la
familia PSY presenta una abundancia relativa de
transcritos similar en los eventos transgénicos y
B. napus sin transformar en semillas 30 y 60 dpa
(Figura 4 y 5). Acorde a lo esperado, la pareja de
cebadores Bn.PSY.all, amplific6 en semillas 30 y
60 dpa tanto en los eventos transgénicos, como en
el control sin transformar (Figuras 4 y 5).

C¢DNA Semillas 30 dpa

Eventos Transgénicos No-T
12Bn ’33.3.1 BoPSY.131.4.3 BnPSY.133.£7 cw
7 8 2 6 1010 11 121 2

BnPSY 25.1.8 BnP!

3 CWT C+WC

. Bnad.Psyd

—— — —— ——— ———

BraC.PSY.e

Figura 4. Andlisis de la abundancia relativa de tran-
scritos para el transgen BnaC.PSYa-6XHis y la familia
PSY en semilla (T;-30 dpa) de los eventos transgénicos
de Brassica napus mediante RT-PCR. La expresion de
genes BnaX.PSY fue determinada usando cebadores es-
pecificos para cada homologo. La expresion del trans-
gen BnaC.PSYa-6XHis fue determinada usando ceba-
dores especificos. BnaX.PSY, control que muestra la
abundancia relativa de transcritos de los 6 genes BnaX.
PSYy el transgen BnaC.PSYa-6XHis mediante el uso de
cebadores conservados. Expresion del gen B-tubulina
de B. napus (control). L: marcador de peso molecular;
CW: control Westar, B. napus sin transformar; CWT:

control Westar transformacion; WC: control de agua;
C+: control plasmido (positivo) homologo-especifico
PSY. RT-PCR (40 ciclos), fue realizada en tres réplicas
biologicas.

cDNA Semillas 60 dpa

Eventos Transgénicos No-T

BnPSY.24.1.7 BnPSY.25.1.8 BnPSY.26.a.12 BnPSY 333.1 BnPSY.131.a.3 BnPSY. 133,07 CW
S 1L 710 2 45 1 7 8 26 1010 11 12 1 2 3 CWICHWC

500 [ BnaC.PSY.e
- -

BnaC.PSY,f
—

500

BUR —  BnaC.PSY.a-6xITisTag

RUR —  BraX.PSY

BN p-tubulina

Figura 5. Analisis de la abundancia relativa de transcri-
tos para el transgen BrnaC.PSYa-6XHis y la familia PSY
en semilla (T5-60 dpa) de los eventos transgénicos de
Brassica napus mediante RT-PCR. La expresion de ge-
nes BnaX.PSY fue determinada usando cebadores espe-
cificos para cada homdlogo. La expresion del transgen
BnaC.PSYa-6XHis fue determinada usando cebadores
especificos. BnaX.PSY, muestra la abundancia relativa
de transcritos de los 6 genes BnaX.PSY y el transgen
BnaC.PSYa-6XHis mediante el uso de cebadores con-
servados. La expresion del gen B-tubulina de B. napus
funciona como control de sintesis de ADNc. L: con-
trol de peso molecular; CW: control Westar, B. napus
sin transformar; CWT: control Westar transformacion;
WC: control de agua; C+: control plasmido (positivo)
homologo-especifico PSY. RT-PCR (40 ciclos), fue rea-
lizada en tres réplicas bioldgicas.

El gen endbégeno BnaC.PSY.a, presentd tran-
scritos en semillas 30 y 60 dpa, sin embargo su
homeologo, BnaA.PSY.b, que presenta un patron
de expresion similar en diversos tejidos (Carde-
nas et al., 2012) practicamente no fue detectado en
cDNAs de semilla a 30 y 60 dpa (Figuras 4 y 5).
Esto ratifica la seleccion del gen BnaC.PSY.a para
ser sobreexpresado en semilla, porque presenta un
patron de expresion temprano y se mantiene hasta
la madurez del desarrollo del grano, lo que seria
indicativo de su importancia en la carotenogéne-
sis en semilla. Es interesante observar que uno de
los eventos transgénicos, BnPSY.131.a.3, presenta
reducida o nula expresion de los genes PSY ho-
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mologos en semilla 30 dpa mientras que presenta
expresion del transgen en las tres réplicas biolo-
gicas y amplificacion de la pareja de cebadores
Bn.PSY.all (Figura 4). Solamente se observaron
transcritos del gen BnaA.PSY.d en dos de las répli-
cas biologicas de este evento (BnPSY.131.a.3.6 y
BnPSY.131.a.3.10) en semilla 30 dpa.

Andalisis del nivel de transcritos del transgen
BnaC.PSYa-6XHis y el nivel de transcritos PSY
totales en semillas de B .napus

Usando cebadores especificos, se evalud por
RT-PCR cuantitativa en tiempo real el nivel de
transcritos para el transgen BnaC.PSYa-6XHis y el
nivel conjunto de todos los transcritos PSY (BnaX.
PSY) (enddgenos y transgen) utilizando un set de
cebadores conservados (Bn.PSY.all-F, Bn.PSY.
all-R, Tabla 1) en semillas T3 en dos etapas dife-
rentes del desarrollo (30 y 60 dpa) de los 6 eventos
transgénicos (Figura 6).

Semillas 30 dpa
4.4

{ - 300
32

0 m ab [L Ll
Westar  BaPSY24.07 DBaPSY2518 BaPSY26412 BoPSY.333.1 BaPSY.131a3 BaPSv.133.07
0 psy B BnaC.PSY.a-6XHis

Expresion relativa PSY
o
™~
E
SIHX9-2'ASd Deug eane[al uoisardxs

Semillas 60 dpa
T

| 4 1400
40 f

| 4 1200

30 1000

800

600

Expresion relativa PSY
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|
S ™

Westar  BaPSY24.1.7 BoPSY.25.1% BuPSY.26a.12 BaPSY.333. BPSY.131a3 BoPSY.133.(7
BnaC.PSY .a-6XHis

SIFIX9-2° A Sd'Drug] eanepar uorsaadxs

200

1]

0O Psy .
Figura 6. Analisis del nivel de transcritos del transgen
BnaC.PSYa-6XHis y los genes PSY endogenos de Bras-
sica napus en semilla T; 30 y 60 dpa 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 cebadores
especificos. PSY, corresponde al nivel de transcritos
conjunto de los 6 genes BnaX.PSYy el transgen BnaC.
PSYa-6XHis mediante el uso de cebadores conserva-
dos. Los transcritos del gen S-tubulina de B. napus fue-
ron 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 biologicas (n
= 3) y dos réplicas técnicas (n = 2). Numero y letras
representan diferencias significativas (P < 0,05) entre
grupos.

Todos los eventos presentaron niveles diferen-
ciales de transcritos del transgen y no hubo expre-
sion alguna en el control sin transformar (Figura
6). A su vez, se observaron diferencias significa-
tivas en los niveles de transcritos del transgen en
ambos estadios de desarrollo. Los eventos BnP-
SY.24.1.7 y BnPSY.33.3.1 mostraron los mayores
niveles de transcritos del transgen BnaC.PSYa-
6XHis en semillas 30 dpa (Figura 6A) mientras
que los mayores niveles de transcritos del transgen
en semillas 60 dpa se observaron en los eventos
BnPSY.33.3.1 y BnPSY.131.a.3 (Figura 6B). Es
interesante destacar que el nivel de transcritos PSY
totales presentd diferencias significativas s6lo en
el evento BnPSY.33.3.1 en cDNA de semillas 30 y
60 dpa (Figura 6).

El contenido de carotenoides de los eventos
transgénicos resulta levemente modificado

Con el propoésito de incrementar los niveles de
carotenoides en semilla de B. napus se utilizaron
diversas estrategias (Shewmaker et al., 1999; Ra-
vanello et al., 2003; Fujisawa et al., 2009). En este
estudio, mediante el uso de un promotor tejido es-
pecifico con direccion a semilla, se logro sobre-
expresar uno de los 6 genes PSY presentes en el
genoma de B. napus, determinandose que el trans-
gen esta siendo expresado en todas las lineas ge-
neradas. Los resultados obtenidos durante la iden-
tificacion y cuantificacion de pigmentos mediante
HPLC son congruentes con el color observado en
semillas (Figura 7). Solo dos eventos transgénicos
(BnPSY.131.a.3 y BnPSY.133.f.7) presentaron
aumentos significativos (2X) en los niveles de ca-
rotenoides en semilla 60 dpa respecto del control
(Figura 7H). El aumento correspondio principal-
mente a la duplicacion de la luteina presente en
estos eventos (Figura 7). En 4. thaliana, la so-
breexpresion del gen A¢PSY bajo el control de un
promotor semilla-especifico, también incrementd
los niveles de luteina pero conjuntamente con un
incremento en los niveles de B-caroteno; disminu-
yendo la proporcion de luteina de un 61 % a un
40 % en el extracto de carotenoides totales (Lind-
gren et al., 2003). En contraste, en este estudio se
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encontraron niveles bajos o nulos de B-caroteno
manteniendo o incrementandose el porcentaje de
luteina presente en semillas 60 dpa respecto del
control sin transformar (Figura 7). Estos resulta-
dos son congruentes con el hecho que las semillas
transgénicas no muestran claras diferencias visua-
les en cuanto al color que evidencien la acumula-
cion de B-caroteno respecto a semillas de las plan-
tas control (Figura 71). Caracteristica que ha sido
evidente en otros estudios, y en nuestro laborato-
rio, 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). Esto puede ser el resultado de va-
rios factores. Uno de ellos esta asociado al hecho
que al extremo 3’ de la secuencia codificante del
gen endogeno PSY, se le insertd una secuencia que
codifica para una etiqueta 6XHis con el objeto de
diferenciar el transgen del gen BnaC.PSY.a endo-
geno. Desafortunadamente, la etiqueta 6XHis en
el extremo carboxilo podria estar afectando sitios
de interaccion proteina-proteina (Cunningham,
2002; Cunningham y Gantt, 1998) segun lo ob-
servado al modelar las proteinas PSY con o sin la
etiqueta 6XHisTag (datos no mostrados).
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Figura 7. Contenido y composicion de carotenoides
de los seis eventos transgénicos en semillas 60 dpa.
El contenido y composicion de carotenoides y otros
pigmentos fueron analizados por HPLC. (A-G) Por-
centaje de pigmentos en semillas Westar 60 dpa (con-
trol) y eventos transgénicos T, 60 dpa. (H) Contenido

(ng/gPF) y composicion de pigmentos en semillas de
los eventos transgénicos. (A) B. napus cv. Westar sin
transformar; (B) BnPSY.24.1.7; (C) BnPSY.25.1.8; (D)
BnPSY.26.a.12; (E) BnPSY.33.3.1; (F) BnPSY.131.a.3;
(G) BnPSY.133.£.7. Las letras en las barras del grafico
representan diferencias significativas (P < 0,05) entre
grupos con tres réplicas biologicas (n = 3) por grupo.
(I) Semillas 60 dpa transgénicas y control.

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 xantéfilas con la prevencion de
enfermedades. Por ejemplo, la prevencion de la
degeneraciéon macular relacionada con la edad,
enfermedades cardiovasculares, arteriosclerosis,
cataratas, retinopatia diabética, cancer y otras en-
fermedades (Alves-Rodrigues y Shao, 2004; Jan-
sen 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 de oxi-
geno (Hartmann et al., 2004; Santana et al., 2017).
Es debido a esto y su aplicacién como fotoprotec-
tor y fuente de pigmentos naturales en la industria,
que el tamano de su mercado sigue en expansion
(Madaan et al., 2017).

Conclusiones

Este trabajo se realizd bajo la hipdtesis que la
sobreexpresion de un gen PSY enddgeno podria
producir un incremento en la acumulacion de ca-
rotenoides en B. napus mayor al incremento que se
produce con un gen bacteriano. El bajo incremen-
to observado en los niveles de carotenoides en los
eventos transgénicos y la baja o nula produccion
de B-caroteno podria deberse a esta modificacion.
En este caso, la condensacion de dos moléculas
de GGPP por la enzima PSY se mantendria como
un cuello de botella (Cazonelli y Pogson, 2010).
Es importante aclarar también que la presencia de
la proteina transgénica no pudo ser confirmada
de manera concluyente (datos no mostrados). Si
bien esto puede deberse a problemas técnicos y a
la seleccion de etiqueta (6xHis) utilizada, también
podria ser otra razon detras del bajo incremento de
carotenoides observado.

Este trabajo es un paso inicial en el uso de un
gen PSY enddgeno en ingenieria metabolica del
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contenido de carotenoides en colza. Surge de
nuestra investigacion que el promotor Lectina de
soja ha demostrado ser eficiente en la expresion de
un transgen y dirige un patron de expresion con-
gruente con el necesario para modificar la carote-
nogenesis en semillas de B. napus. Con respecto
a la eleccion de otros posibles transgenes, la ba-
teria de genes PSY funcionales descripta en colza
(Lopez-Emparan et al., 2014) permite la seleccion
de por ejemplo (i) un transgen preferentemente
expresado en pétalos que no requeriria etiqueta-
do (BnaC.PSY.e) o (ii) un transgen que se expresa
fuertemente en semilla en las distintas etapas de
desarrollo y que present6 la mayor actividad en un
sistema de complementacion heterdlogo (BnaA.
PSY.d).

Agradecimientos

Los autores desean agradecer a Jimena Carril,
Fernando Westermeyer y Orlando Acevedo por
su asistencia técnica y al Dr. Wayne Parrott de la
Universidad de Georgia (EEUU) por facilitar ac-
ceso a los vectores pUCAPS4 y pPCAMBIA2300.
Esta investigacion fue financiada por CONICYT
FONDECYT 1090726 y CONICYT REGIONAL
/ GORE LA ARAUCANIA / CGNA/R10C1001.

Referencias bibliograficas

Alves-Rodrigues A., Shao A. (2004). The science be-
hind lutein. Toxicology Letters 150: 57-83.

Bartley G., Scolnik P. (1993). cDNA cloning, expres-
sion during development, and genome mapping of
PSY2, a second tomato gene encoding phytoene syn-
thase. Journal of Biological Chemistry 268: 25718-
25721.

Britton G. (1995). Structure and properties of carot-
enoids in relation to function. The Faseb Journal 9:
1551-1558.

Britton G. (2008). Functions of intact carotenoids.
En: Carotenoids: natural functions. Britton G., Li-
aaen-Jensen S., Pfander H. (Eds.). Birkhaiiser Verlag.
Suiza. Pp. 189-212.

Busch M., Seuter A., Hain R. (2002). Functional anal-
ysis of the early steps of carotenoid biosynthesis in
tobacco. Plant Physiology 128: 439-453.

Cardenas P.D., Gajardo H.A., Huebert T., Parkin .A.,
Iniguez-Luy F.L., Federico M.L. (2012). Retention of
triplicated phytoene synthase (PSY) genes in Bras-
sica napus L. and its diploid progenitors during the
evolution of the Brassiceae. Theoretical and Applied
Genetics 124 (7): 1215-1228.

Cazzonelli C., Pogson B.J. (2010). Source to sink: reg-

ulation of carotenoid biosynthesis in plants. Trends in
Plant Science 15 (5): 266-274.

Cunningham F., Gantt E. (1998). Genes and enzymes
of carotenoid biosynthesis in plants. Annual Review
of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 49:
557-583.

Cunningham F. (2002). Regulation of carotenoid syn-
thesis and accumulation in plants. Pure and Applied
Chemistry 74: 1409-1417.

DellaPenna D., Pogson B.J. (2006). Vitamin synthesis
in plants: Tocopherols and carotenoids. Annual Re-
view of Plant Biology 57: 711-738.

Federico M.L., Schmidt M.A. (2016). Modern Breed-
ing and Biotechnological Approaches to Enhance Ca-
rotenoid Accumulation in Seeds. En: Carotenoids in
Nature. Subcellular Biochemistry 79. Stange C. (Ed).
Springer Internatinal Publishing, Suiza Pp. 345-358.

Giuliano G., Tavazza R., Diretto G., Beyer P., Taylor
M. (2008). Metabolic engineering of carotenoid bio-
synthesis in plants. Trends in Biotechnology 26 (3):
139-145.

Giuliano G. (2017). Provitamin A biofortification of
crop plants: a gold rush with many miners. Current
Opinion in Biotechnology 44: 169-180.

Hartmann D., Thiirmann P.A., Spitzer V., Schalch W.,
Manner B., Cohn W. (2004). Plasma kinetics of zea-
xanthin and 3’-dehydro-lutein after multiple oral dos-
es of synthetic zeaxanthin. The American Journal of
Clinical Nutrition 79: 410-417.

Hellens R., Mullineaux Ph., Klee H. (2000). Technical
Focus: A guide to Agrobacterium binary Ti vectors.
Trends in Plant Science 5 (10): 446-451.

Howitt C.A., Pogson B.J. (2006). Carotenoid accumu-
lation and function in seeds and non-green tissues.
Plant, Cell and Environment 29: 435-445.

Jansen R.J., Robinson D.P., Stolzenberg-Solomon R.Z.,
Bamlet W.R., de Andrade M., Oberg A.L., Rabe K.G.,
Anderson K.E., Olson J.E., Sinha R., Petersen G.M.
(2013). Nutrients from fruit and vegetable consump-
tion reduce the risk of pancreatic cancer. Journal of
Gastrointestinal. Cancer 44: 152-161.

Kidwell K.K., Osborn T.C. (1992). Simple plant DNA
isolation procedure. En: Plant genomes: methods for
genetic and physical mapping. Beckman J., Osborn
T.C. (Eds.). Kluwer, Paises Bajos. Pp. 1-13.

Lee S. (1996). Speedy Transformation Method: Agro-
bacterium mediated Cotyledonary Petiole Transfor-
mation of Brassica spp. Using Kanamycin Selection.
Tesis doctoral, University of Saskatchewan, Sas-
katchewan, Canada. En: http://hdl.handle.net/10388/
etd-10212004-000633 (20/10/2010), consulta: no-
viembre 2017.

LiF., Vallabhaneni R., Wurtzel E. (2008a). PSY3, a new
member of the phytoene synthase gene family con-
served in the Poaceae and regulator of abiotic stress
induced root carotenogenesis. Plant Physiology 146
(3): 1333-1345.



Rev. Agron. Noroeste Argent. (2017) 37 (2): 133-143

ISSN 0080-2069 (impresa)

ISSN 2314-369X (en linea) 143

Li F., Vallabhaneni R., Yu J., Rocheford T., Wurtzel E.
(2008b). The maize phytoene synthase gene family:
overlapping roles for carotenogenesis in endosperm,
photomorphogenesis, and thermal stress tolerance.
Plant Physiology 147: 1334-1346.

Lichtenthaler H.K., Buschmann C. (2001). Chloro-
phylls and carotenoids: measurement and character-
ization by UV-VIS spectroscopy. En: Current proto-
cols in food analytical chemistry. Wiley, EE.UU. Pp.
F4.3.1-F4.3.8

Lindgren O., Stalberg K., Hoglund A. (2003). Seed-spe-
cific overexpression of an endogenous Arabidopsis
phytoene synthase gene results in delayed germina-
tion and increased levels of carotenoids, chlorophyll,
and abscisic acid. Plant Physiology 132: 779-785.

Lopez-Emparan A., Quezada-Martinez D., Zuiiiga-Bus-
tos M., Cifuentes V., Iniguez-Luy F., Federico M.L.
(2014). Functional analysis of the Brassica napus L.
phytoene synthase (PSY) gene family. PLoS One 9
(12): e114878. doi: 10.1371/journal.pone.0114878.

Ma L., Dou H.L., Wu Y.Q., Huang Y.M., Huang Y.B.,
XuX.R.,ZouZ.Y., Lin X.M. (2012). Lutein and zea-
xanthin intake and the risk of age-related macular
degeneration: a systematic review and meta-analysis.
British Journal of Nutrition 107: 350-359.

Maass D., Arango J., Wiist F., Beyer P.,, Welsch R.
(2009). Carotenoid crystal formation in Arabidop-
sis and carrot roots caused by increased phytoene
synthase protein levels. PLoS ONE 4: e6373.

Madaan T., Choudhary A.N., Gyenwalee S., Thomas
S.H, Mishra H., Tariq M., Vohora D., Talegaonkar
S. (2017). Lutein, a versatile phyto-nutraceutical:
An insight on pharmacology, therapeutic indications,
challenges and recent advances in drug delivery.
PharmaNutrition 5 (2): 64-75.

Olmedilla B., Granado F., Blanco I., Vaquero M. (2003).
Lutein, but not a-tocopherol, supplementation im-
proves visual function in patients with age-related
cataracts: a 2-y double-blind, placebo-controlled pi-
lot study. Nutrition 19: 21-24.

Paine J.A., Shipton C.A., Chaggar S., Howells R.M.,
Kennedy M.J., Vernon J., Wright S.Y., Hinchliffe E.,
Adams J.L., Silverstone A.L., Drake L. (2005). Im-
proving the nutritional value of Golden Rice through
increased pro-vitamin A content. Nature Biotechnol-
ogy 23: 482-487.

Rasmussen R. (2001). Quantification on the Light-
Cycler instrument. En: Rapid cycle real-time PCR:
methods and applications. Meurer S., Wittwer C.,
Nakagawara K. (Eds.). Springer-Verlag Press, Ale-
mania. Pp. 21-34.

Ravanello M., Ke D., Alvarez J., Huang B., Shew-
maker C. (2003). Coordinate expression of multiple
bacterial carotenoid genes in canola leading to alte-
red carotenoid production. Metabolic Engineering 5
(4): 255-263.

Santana Brum A.A., Pereira dos Santos P., Marques Da
Silva M., Paese K., Stanisguaski Guterres S., Haas
Costa T.M., Raffin Pohlmann A., Jablonski A., Hi-
ckmann Flores S., de Oliveira Rios A. (2017). Lu-
tein-loaded lipid-core nanocapsules: Physicochemi-
cal characterization and stability evaluation. Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering
Aspects 522 (5): 477-484.

Shewmaker C., Sheehy J., Daley M., Colburn S., Ke D.
(1999). Seed overexpression of phytoene synthase:
increase in carotenoids and other metabolic effects.
The Plant Journal 20 (4): 401-412.

Scolnik P., Bartley G. (1994). Nucleotide sequence of
an Arabidopsis cDNA for phytoene synthase. Plant
Physiology 104: 1471-1472.

U N (1935) Genome-analysis in Brassica with special
reference to the experimental formation of B. napus
and peculiar mode of fertilization. Japanese Journal
of Botany 7: 389-452.

Vodkin L., Rhodes P., Goldberg R. (1983). A lectin
gene insertion has the structural features of a trans-
posable element. Cell 34 (3): 1023-1031.

Welsch R., Wiist F., Bar C., Al-Babili S., Beyer P.
(2008). A third phytoene synthase is devoted to abi-
otic stress-induced abscisic acid formation in rice and
defines functional diversification of phytoene syn-
thase genes. Plant Physiology 147: 367-380.

Welsch R., Arango J., Bar C., Salazar B., Al-Babili S.,
Beltran J., Chavarriaga P., Ceballos H., Tohme J.,
Beyer P. (2010). Provitamin A accumulation in cas-
sava (Manihot esculenta) roots driven by a single nu-
cleotide polymorphism in a phytoene synthase gene.
The Plant Cell 22: 3348-3356.

Zou Z., Xu X., Huang Y., Xiao X., Ma L., Sun T., Dong
P., Wang X., Lin X. (2011). High serum level of lu-
tein may be protective against early atherosclerosis:
the Beijing atherosclerosis study. Atherosclerosis
219: 789-793.



