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RESUMEN
La luz afecta el desarrollo y la sintesis de carotenoides en plantas. En la literatura, se
ha demostrado que variar las condiciones de luz posee un efecto sobre el crecimiento
de algunas especies vegetales y sobre la acumulacion de carotenoides. Para ello, se
ha implementado el uso de luces LED (Light-Emitting Diode) debido a las ventajas
que estas implican en cuanto al control de dos componentes: la calidad y la intensidad
de la luz. La primera corresponde a las longitudes de onda (medida en nm) que
componen el espectro, mientras que intensidad indica la cantidad de luz (medida
como la densidad de flujo de fotones, umol m2s?). Una de las principales fuentes de
carotenoides para el consumo humano corresponde a la zanahoria (Daucus carota),
en la cual se ha observado que diferentes condiciones de iluminacion LED, generan
diferencias en la elongacién del tallo y raiz. Bajo este antecedente, se propone
evaluar el efecto de dos luces LED distintas sobre el desarrollo fenotipico de la raiz
de reserva, la acumulacién de carotenoides y los niveles de expresion relativa de
genes clave involucrados en la sintesis de carotenoides. Para ello, cultivamos
zanahorias bajo tres condiciones de luz diferentes: la condicién control; luz
fluorescente, F que presenta una intensidad de 54.5 pmol m?2s™y 5.65 de proporcién
luz roja/luz roja lejana (R/RL), LED1 (86.6 pmol m2s?y 5.04 R/RL) y LED2 (165,2
umol m2s?y 3,92 R/RL). Al determinar los efectos de las luces LED sobre la raiz de
zanahoria, se observé que a las 8 semanas post-germinacion, las luces LED1y LED2
promueven el desarrollo secundario de la raiz de reserva de zanahoria e inducen la
expresion de genes clave en la ruta de biosintesis de carotenoides (DcPSY1 y
DcPSY2) respecto al control. Sin embargo, no se hallaron diferencias en el contenido
de carotenoides en las raices. Ademas de estudiar los efectos de la luz en la raiz, se
propuso determinar el contenido de pigmento en las hojas. Se observo que el nivel
de clorofila fue menor en las hojas de plantas crecidas en LED2, las que también

acumularon antocianinas, lo cual no es caracteristico de hojas de zanahoria y podria
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sugerir un nivel de estrés en la planta. Por lo tanto, se concluye que las condiciones
luminicas suministradas por LED1 son las mejores para el crecimiento de zanahoria,
ya que induce tempranamente el desarrollo secundario de la raiz de zanahoria,
mantiene un contenido 6ptimo de carotenoides en la raiz y las hojas de las plantas
que crecen bajo esta condicidn presentan niveles de pigmentos acorde a las
caracteristicas fenotipicas de D. carota. Estos resultados nos permiten proponer que
D. carota, una especie de importancia nutricional, puede ser cultivada en sistemas
de agricultura vertical bajo condiciones de iluminacion LED1, donde se podrian

producir raices maduras antes de 3 meses.



ABSTRACT
Light affects the growth and development of plant organisms. In the literature, it has
been shown that varying light conditions has an effect on the growth of some plant
species and on the accumulation of carotenoids. For that, the use of LED (Light-
Emitting Diode) lights has been implemented due to the advantages they offer in term
of controlling two light components: quality and intensity. The former refers to the
wavelengths (measure as nm) that compose the spectrum, while the latter refers to
the quantity of light (measure as photon flux density, PFD). One of the main sources
of carotenoids for human diet is carrot (Daucus carota), which stem and root
elongation is affected under certain LED lighting conditions. Therefore, in this work it
is proposed to evaluate the effect of two different LED lights on the phenotypic
development of the reserve root, the accumulation of carotenoids and the relative
expression levels of key genes involved in the synthesis of carotenoids. For this
purpose, we grew carrots under three different light conditions: the control condition
that corresponds to fluorescent light (F) that presents an intensity of 54.5 umol m2s?
and a 5.65 red/far red ratio (R/FR), LED1 (86.6 pmol m2s? and 5.04 R/FR) and
LED2 (165.2 pmol m?2s?t and 3.92 R/FR). In assessing the effects of lights on carrot
root, it was observed that at 8 weeks post-germination, LED1 and LED2 promote
carrot storage root development and induce gene expression of key genes in the
carotenoid biosynthesis pathway (DcPSY1 and DcPSY2). However, no differences
were observed in the content of carotenoids in the roots compared to the control. In
addition to studying the effects of light on the root, it was proposed to determine the
pigment content in the leaves, the level of chlorophyll was lower in the leaves of plants
grown in LED2, which also accumulated anthocyanins, which is not characteristic of
carrot leaves and could suggest a level of stress in the plant. Therefore, we concluded
that LED1 is the best condition for carrot growth, since it induces the secondary

development of carrot root, maintains an optimal content of carotenoids in the root



and the leaves of the plants grown under this condition present pigment levels
according to the phenotypic characteristics of D. carota. These results let us to
propose that D. carota, a species of nutritional importance, can be grown in vertical
agriculture under LED1 lighting conditions, where mature roots could be produced

before 3 months.
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1. Introduccién

1.1 Estudio de laluzy su efecto sobre organismos vegetales

La fotobiologia estudia la percepcion de la luz por parte de las plantas. Esta
corresponde a una sefial ambiental clave, debido a su participacién en procesos
como la fotomorfogénesis y la fotosintesis, impactando sobre el crecimiento y
desarrollo de la planta (Martinez-Garcia & Monte, 2020; Spalding & Folta, 2005).

En los dltimos 20 afios, con el objetivo de estudiar el efecto de la luz sobre las plantas,
se ha masificado el uso de luces LED (Light-Emitting Diode) en condiciones luminicas
artificiales. A diferencia de otros tipos de luces como aquellas incandescentes o
fluorescentes, los LEDs cuentan con caracteristicas que hacen interesante su uso en
investigacion ya que permiten comprender los efectos espectrales de la luz en plantas
(Cope & Bugbee, 2013), tanto a nivel molecular como morfolégico. Este tipo de
tecnologia de iluminacion permite generar espectros de luz especificos para
potenciar y estudiar caracteristicas de interés como es el crecimiento vegetativo, la
floracion, la acumulacién de metabolitos secundarios, inducir resistencia sistémica a
hongos patdégenos o acelerar los programas de crecimiento de cultivos (“speed
breeding”) (Al Murad et al., 2021; Hasan et al., 2017; SharathKumar et al., 2020).
Dichas investigaciones han conducido al uso de luces LED para fines productivos en
ciertas especies, dando paso a la masificacién de sistemas de cultivos verticales en
condiciones de luces LED. Estos se destacan por su eficiencia, ya que corresponden
a sistemas de iluminacion de menor consumo energético, que a su vez, permiten
mejorar la produccion y calidad de los cultivos mediante la regulacion de las
condiciones luminicas de acuerdo con los requerimientos especificos de la especie
en cultivo (Kusuma et al., 2020; Rahman et al., 2021). Sin embargo, para explotar

dicho potencial se requiere abarcar el estudio en mas especies, ya que actualmente



estos sistemas son aplicados principalmente para la produccion vegetales de hojas
comestibles (Zha & Liu, 2018).

Para llevar a cabo dichas investigaciones, el uso de luces LED permite el control
preciso de la calidad e intensidad de la luz aplicada (Pattison et al., 2018; Kusuma et
al., 2020). La calidad corresponde a las longitudes de onda (nm) que compone el
espectro, mientras que la intensidad corresponde a la cantidad de luz pudiendo ser
cuantificada como la densidad de flujo de fotones (PFD: photon flux density, umol m
2s1) (Swan & Bugbee, 2018). El control y conocimiento de éstas, es una herramienta
para entender el efecto de ambas componentes en plantas (Cope & Bugbee, 2013).
En 1962, se logré el desarrollo de LEDs rojos, y luego en 1994, de LEDs azules.
Ambos espectros eran interesantes debido a que los fotones emitidos con una
longitud de onda perteneciente al rango del rojo y el azul corresponden con el
espectro de absorcién de la clorofila (Johnson, 2016), y por tanto, tienen un impacto
positivo sobre la fotosintesis. Sin embargo, es la generacion de LEDs blancos a partir
de LEDs azules lo que constituye un precedente para la tecnologia, haciendo
merecedores del Nobel de Fisica del 2014 a sus inventores (Heber, 2014). Los LEDs
blancos, ademas de ser energéticamente mas eficientes y econémicamente mas
accesibles, describen un espectro de luz enriquecido en fotones con una longitud de
onda en el rango de los 400 y 700 nm, lo cual es conocido como radiacion
fotosintéticamente activa (PAR: Photosyntetic Active Radiation). A su vez permiten
una mejor percepcion al ojo humano y asemejan las condiciones de luz natural

(Kusuma et al., 2020).

A la fecha se ha descrito el efecto sobre tejido fotosintético de fotones emitidos por
luces LED. Se ha reportado que los fotones provenientes de la radiacion ultravioleta
(400-100 nm) pueden ser dafiinos, sin embargo, pueden presentar un efecto positivo

en el aumento de metabolitos secundarios (Kusuma et al., 2020). El aumento de la



fraccion de luz azul (400-500 nm) ha demostrado inhibir la division y expansion
celular, teniendo por consecuencia una reduccién en el area foliar, en la captura de
fotones y en el crecimiento de la planta, sin embargo, se ha demostrado que la
presencia de una pequefia fraccion de luz azul permite mejorar el rendimiento
fotosintético de las plantas (Dougher & Bugbee, 2004). Los fotones con una longitud
de onda en el rango conocido como luz verde (500-600 nm) permiten una mejor
percepcién del color por parte del ojo humano, debido a que son menos absorbidos
por los fotopigmentos. Sin embargo, cierta fraccién de luz verde (no absorbida por la
clorofila de capas superiores del tejido) podria penetrar el tejido y excitar fotosistemas
en capas celulares mas profundas (Kusuma et al., 2020; Liu & lersel, 2021). Los
fotones con una longitud de onda en el rango conocido como luz roja (600-700 nm)
han demostrado ser fotosintéticamente eficientes, mientras que los fotones de una
longitud de onda en el rango conocido como luz rojo lejano (700-800 nm), tiene un
efecto positivo sobre el crecimiento y alargamiento del tallo de la planta, promoviendo
la expansion del area foliar, por €j. en lechuga (Meng et al., 2019), y la elongacion de
tallo en plantas de tomate (Zhang et al., 2019). A pesar de ello, Bugbee (2016) indica
que no es posible aseverar que se replique el mismo efecto sobre todas las especies
vegetales en condiciones de multiples longitudes de onda, por lo que es necesario el
estudio especie especifico en comunidades de plantas.

Al respecto, Cope et al., (2014), estudié el efecto de variaciones en el porcentaje de
luz azul (LEDs) sobre el crecimiento y desarrollo de rabano. Determiné que al
aumentar el porcentaje de luz azul, se produjo una reduccion en la elongacion del
tallo y de la raiz de almacenamiento. Por otro lado, un aumento en el porcentaje de
luz azul, acompafiado de un aumento en la cantidad de fotones con una longitud de
onda en el rango de los 400 y 700 nm (conocidos como fotones fotosintéticamente

activos), producia un aumento en la concentracion relativa de clorofila y del peso



seco de hojas mas tallo. Sin embargo, un porcentaje de luz azul mayor al 30%
producia una disminucién de la concentracion de la clorofila y del peso seco.

Ademas de los efectos registrados a nivel del crecimiento de las plantas, se ha
reportado el efecto a nivel molecular de la calidad de la luz. En el caso de plantas de
tomate, Bao-xing et al., (2019), observé que al suplementar con LED azul (430 nm)
o LED rojo (660 nm) en periodo de antesis, los frutos desarrollados aumentaban su
contenido de B-caroteno, carotenoide de color anaranjado. A su vez, la expresion
relativa de PSY1 (gen que codifica para la enzima de fitoeno sintasa y que, que
corresponde uno de los genes clave para la biosintesis de carotenoides) se vié
inducida ante ambos tratamientos respecto al tratamiento control (luz natural). Esto
constituye un antecedente de cémo la calidad de la luz afecta positivamente la
expresion génica de un gen asociado a la ruta carotenogénica y la acumulacién de

un metabolito secundario perteneciente al grupo de los carotenoides.

1.2 Funcién de los carotenoides

Los carotenoides corresponden a pigmentos isoprenoides de naturaleza liposoluble.
En la naturaleza son sintetizados por algunas bacterias, hongos, algas y plantas
terrestres (Lopez et al., 2021; Sandmann, 2022; Takaichi, 2011). Sin embargo, una
de las fuentes principales de carotenoides en la naturaleza son las plantas, las cuales
sintetizan y acumulan dichos pigmentos en los plastidios: cloroplastos y cromoplastos
(Rosas-Saavedra & Stange, 2016). Los carotenoides poseen un rol funcional en la
planta. A nivel de tejido fotosintético, estos se acumulan en los cloroplastos y
participan de la fotosintesis mediante su accion en el complejo antena. Esto permite
gue los carotenoides actien como pigmentos accesorios, ya que amplian el rango de
absorcion de luz. Ademas, les otorga un rol fotoprotector frente al dafio oxidativo,

debido a que disipan el exceso de energia luminica y participan en la eliminacion de



especies reactivas de oxigeno (Rosas-Saavedra & Stange, 2016). Por otro lado, los
carotenoides son precursores de fitohormonas tal como el acido abscisico (ABA)
(Sah et al., 2016) y estrigolactonas (Ruyter-Spira et al., 2013), las cuales participan
en la respuesta a estimulos de estrés (ej. osmotico) y en la regulacion del desarrollo
de ramificaciones y de la raiz (Kapulnik et al., 2011), respectivamente. Por otro lado,
en tejido no fotosintético, los carotenoides son sintetizados y acumulados en
cromoplastos (plastidios especializados en acumular pigmentos), lo cual le confiere
un color caracteristico a 6rganos como frutos y flores. Entre ellos es posible identificar
distintos tipos de carotenoides, tal como la luteina que confiere el color amarillo; el
licopeno el color rojo; el B-caroteno el color anaranjado; entre otros. Por
consecuencia, la diversidad de colores que le otorgan a los 6rganos posee un rol
como atrayente de insectos en la polinizacién (Yuan et al., 2015).

Actualmente, se conocen los genes que codifican para las enzimas que participan en
la ruta de biosintesis de carotenoides. Uno de los genes claves de la ruta es PSY,
este codifica para la enzima fitoeno sintasa, la cual cataliza la primera reaccion
especifica de la ruta de biosintesis de carotenoides donde se produce el fitoeno. Este
intermediario sufre una serie de reacciones de deshidrogenaciones e
isomerizaciones dado por las enzimas codificadas por los genes ZDS, PDS, CRTISO
y Z-1S0, sintetizando el trans- licopeno. Luego participan las enzimas LCYB y LCYE,
las cuales utilizan como sustrato al licopeno para la sintesis del a-caroteno y f3-
caroteno. Cabe mencionar, que los genes carotenogénicos que conforman la via de
sintesis se encuentran altamente regulados por sefiales de desarrollo y del entorno,
tal como la luz (Rosas-Saavedra & Stange, 2016).

1.3 Regulacion por luz de la sintesis de carotenoides en D. carota.

En la literatura es posible encontrar que uno de los factores externos esenciales para

gue ocurra la sintesis de carotenoides en plantas modelos como Arabidopsis



thaliana, Nicotiana tabacum (tabaco) y Solanum lycopersicum (tomate), es la
presencia de luz blanca, cuya composicibn abarca longitudes de onda
correspondiente a los rangos de luz azul, verde, roja y roja lejano. Ademas, se
caracteriza por una alta proporcion de luz roja respecto a luz rojo lejano (R/RL)
(Quian-Ulloa & Stange, 2021). Esta luz blanca corresponde a un estimulo que posee
un efecto positivo sobre la sintesis de carotenoides en érganos como frutos y hojas
(Llorente et al., 2017; Quian-Ulloa & Stange, 2021). Sin embargo, antagénicamente,
una de las principales fuentes de carotenoides de la naturaleza, la zanahoria (Daucus
carota), presenta un efecto negativo de la luz sobre la sintesis de carotenoides en la
raiz de reserva que crece bajo suelo. Los resultados de Fuentes et al., (2012),
demuestran que la porcién de raiz que crece expuesta a la luz blanca (R/L) presenta
una menor expresion relativa de genes carotenogénicos (PSY1y PSY2) y un menor
contenido de carotenoides a las 4, 8 y 12 semanas de desarrollo. Por otro lado, la
porcién de raiz que crece en oscuridad bajo tierra (R/O) describe un aumento en los
niveles de expresion relativa de los genes implicados en la ruta de biosintesis de
carotenoides y un aumento en el contenido de carotenoides. Estos resultados
demuestran que la Iluz blanca regula transcripcionalmente a los genes
carotenogénicos y ademas posee un efecto sobre el contenido de carotenoides en la
raiz de reserva de D. carota.

Por otro lado, Arias et al., (2020) mediante un andlisis del transcriptoma de las
regiones R/L y R/O, identificd genes regulados por luz que se expresan en mayor
medida en R/O que en R/L. Entre estos se encuentra DcPHYA y DcPHYB,
corresponden a genes que codifican para los fitocromos A y B, respectivamente
encargados de sensar variaciones de proporcion R/RL; siendo PHYA activo en baja
proporcion R/RL y PHYB en alta R/RL (Quian-Ulloa & Stange, 2021). DcPAR1,
codifica para el co-factor transcripcional PHYTOCHROME REGULATED 1, el cual se

une e interactia con los factores transcripcionales PIFs (PHYTOCHROME-



INTERACTING FACTORS) (Zhou et al., 2014), que son conocidos represores de la
fotomorfogénesis. Por otro lado, también identificd una mayor expresién en la regién
R/O de los genes DcARF6 y DcARCG6. El gen ARF6, codifica para un factor de
transcripcion que regula la expresion de genes de respuesta auxina (Li et al., 2016),
mientras que ARC6 se asocia a la divisidén y replicacion del cloroplasto (Ma & Li,
2018). Los resultados permitieron sugerir que estos genes podrian tener un rol
regulatorio sobre los procesos de desarrollo y/o sintesis de carotenoides en la raiz

de zanahoria (Arias et al., 2020).

1.4 Efecto de laluz sobre la elongacidn del tejido aéreo y raiz de D. carota

Considerando lo expuesto anteriormente, en nuestro grupo de investigacién nos
preguntamos si plantas de zanahoria verian afectado su crecimiento en diferentes
condiciones luminicas. Es asi como Gonzalez-Calquin (2021, datos sin publicar),
observé el crecimiento de plantas de zanahoria a las 4, 8 y 12 semanas post-
germinacion en dos espectros de luces LED distintos: condiciones AP67 (llamada
desde ahora LED1) y NS12 (llamada desde ahora LED?2) y las comparé con luces
fluorescentes (F), que corresponden a las luces de uso habitual en las condiciones
de invernadero del grupo de investigacion. Los espectros de LED1 y LED2 fueron
disefiados por el fabricante (Valoya, Finlandia) para fines de investigacién y son
utilizados por rigurosas instituciones de investigacion como Max Planck (Kéhl et al.,
2017; Mérai et al., 2019). LED1 posee un espectro de caracteristicas de LED blanco
de uso general para el crecimiento de los cultivos, mientras que las luces LED2
potencian el cultivo de tejidos y el crecimiento vegetativo. Los tiempos de crecimiento
seleccionados corresponden a etapas claves para el desarrollo de la raiz, siendo las
4 semanas una etapa inicial donde la raiz posee un fenotipo delgado y palido, luego

a las 8 semanas se comienza a evidenciar el engrosamiento y la acumulacion de



carotenoides en la raiz y a las 12 semanas es donde se alcanza la madurez de la
raiz de reserva (Fuentes et al., 2012; Simpson et al., 2016). Se observo que a las 4
y 8 semanas aquellas plantas crecidas bajo la condicion LED2 poseen una mayor
elongacion de la parte aérea (Figura S1) respecto a los grupos que crecieron bajo la
condicién F y LEDL. Por otro lado, a las 8 semanas de crecimiento, la raiz de las
zanahorias crecidas bajo condicién LED1 y LED2 poseen una mayor elongacion que
la raiz de las plantas crecidas bajo la condicién F (Figura S2). Estos antecedentes
indican que las plantas de zanahoria presentan diferencias en la elongacion de la
parte aérea y en la raiz de reserva como respuesta a las condiciones luminicas
suministradas. Considerando estos resultados preliminares surge la pregunta de si
las diferencias en la elongacién de la planta de zanahoria estarian también
acompafadas por un cambio en el desarrollo, en los niveles de expresion génica
relativa de genes clave en la raiz de reserva y en el contenido de pigmentos

carotenoides.



1.5 Objetivo general y especificos

Objetivo general

Evaluar el efecto de dos condiciones de luz LED distintas sobre el desarrollo
fenotipico de la raiz, los niveles de expresion relativa de genes clave en la raiz de

reserva de zanahoria, y la acumulacién de carotenoides.

Objetivos especificos

OEL: Determinar la intensidad y calidad de luz que otorga la luz fluorescente (F),

LED1y LED2.

OEZ2: Determinar el efecto de las luces F, LED1 y LED2 sobre los niveles de expresion
relativa de genes clave en la sintesis de carotenoides, sefalizaciéon por luz y

desarrollo en raices de zanahoria en distintas etapas de desarrollo.

OE3: Analizar el efecto de las luces F, LED1 y LED2 sobre el fenotipo de raiz y el
contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas y en la raiz de reserva de zanahoria

en distintas etapas de desarrollo.



1.6 Disefio experimental

Germinaciéon de semillas de zanahoria en condicién de luz fluorescente
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Figura 1. Disefio experimental. Se contempld la germinacion de semillas de zanahoria en tres
bandejas bajo la condicién de luz fluorescente (F). Una vez alcanzada la germinacion, se mantuvo
una bandeja en la condicidon F, mientras que una segunda y tercera bandeja se trasladaron a las
condiciones LED1 y LED2. Las actividades contempladas corresponden a la determinacion de
intensidad y calidad luz; cuantificacion del contenido de pigmentos en tejido aéreo y radicular;
medicion de parametros fenotipicos y la determinacién de expresion relativa de una seleccion de

genes de interés.

El disefio experimental (Figura 1) contempla el crecimiento de plantas de zanahoria

bajo tres condiciones de luz: fluorescente (F), LED1 y LED2, durante 4, 8 y 12

semanas post-germinacion. La condiciébn F corresponde a la situacién control,

mientras que LED1 y LED2 corresponden a condiciones experimentales. A cada

condicion de luz se le determind la intensidad y calidad. Una vez cumplidas las 4, 8

y 12 semanas post-germinacion, se realizé la recoleccion del material vegetal para la

determinacion del contenido de pigmentos en tejido aéreo y radicular, ademas de la

determinacion del peso y didmetro de las raiz. Por Gltimo se realiz6 un analisis de

expresion relativa de genes asociados a la sintesis de carotenoides, sefializacion por

luz y desarrollo en raiz de reserva.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Material vegetal

Se sembraron semillas de zanahoria de la variedad Nantesa en tres bandejas de 50
cavidades bajo condicién de luz fluorescente (F), fotoperiodo de 16 horas luz y 8
horas oscuridad, utilizando como sustrato una mezcla 2:1 de tierra de hoja y
vermiculita. Una vez germinadas las semillas, se procedio a trasladar una bandeja a
las condiciones luminicas LED1, otra bandeja a la condicién luminica LED2 y una
tercera bandeja se mantuvo bajo la condicidn control F (las tres condiciones bajo
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad). Las plantas fueron regadas dos
veces por semanas utilizando medio hidropdnico. Se realiz6 recoleccion del material

vegetal a las 4, 8 y 12 semanas post germinacion.

2.2 Caracteristicas de las condiciones de luz

La condicion control corresponde a luces fluorescentes utilizadas como condicion
estandar en el invernadero del grupo de investigaciébn. Las condiciones
experimentales corresponden a luces LED de marca Valoya Serie PLGL-L de 28 W.
Esta serie cuenta con la ventaja de poder instalarse en sistemas de luces
fluorescentes, ademas, estan disefiada para poder ser utilizadas en cadmaras de
cultivo, fitotrones y agricultura vertical. Especificamente los modelos utilizados
corresponden a aquellos identificados por el espectro NS12 y AP67. Ambos
disefiados y ofrecidos por el fabricante para su uso en investigacion. De acuerdo con
éste, NS12 se identifica por ser un espectro neutro que asemeja condiciones de
iluminacion natural, sin efectos potenciadores especificos, recomendando su uso
para propoésitos generales en cualquier etapa de crecimiento de la planta. En cambio,

APG67 corresponde a un espectro que esta diseflado para promover el crecimiento
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vegetativo, cultivo de tejidos y la floracion. Para el presente trabajo los espectros
denominados por el fabricante como NS12 y AP67 corresponden con las condiciones

denominadas LED1 y LED2, respectivamente.

2.3 Determinaciéon de las condiciones de luz

Se utilizé un espectrometro (LI-180, LICOR) para determinar la densidad del flujo de
fotones (PFD) en el rango de los 380 y 780 nm (capacidad limite del equipo) en cada
una de las condiciones de luz. La medicion se realizé posicionando el sensor éptico
del equipo a la altura de crecimiento de la parte aérea de las plantas de zanahoria
haciendo uso del modo “variables” y la herramienta “captura”. Para la visualizacion y
acceso a los datos se conecté el equipo al computador y se utilizé el software del
fabricante (LI-180 Spectrofotometer Software). El archivo desplegado contiene la
data correspondiente al perfil del espectro, PFD por rango de longitud de onda, PFD
totales. Estos datos fueron tabulados y graficados mediante GraphPAD 8 Prism. Se
utilizaron los datos de una Unica medicion. Para calcular la proporcion R/RL
(proporcién luz roja respecto luz rojo lejano), se obtuvo el cuociente entre los fotones
provenientes del rojo (600-700 nm) y el rojo lejano (700-780 nm) (Kusuma & Bugbee,

2021).

2.4 Analisis fenotipico

Para la determinacion del diametro de las raices de zanahoria se realiz6 un corte
transversal de raiz de 10 individuos por condicion de luz. Para ello, se utiliz6 como
criterio el corte de la region mas gruesa de cada raiz seleccionada. El diametro
calculado por disco de raiz corresponde al promedio de cuatro mediciones. Para

determinar el peso de las raices, se seleccionaron 10 raices de zanahorias de cada
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condicion luminica y se registro el peso fresco en una balanza analitica (error +/-
0,003 g; WTB 200, Radwag). Se utilizé un set de estudio fotogréfico portatil para el

registro fotografico y se realizé la determinacion del didmetro mediante ImageJ.

2.5 Cuantificaciéon de la concentracion de pigmentos.

2.5.1 Extraccién de carotenoides y clorofilas

Se masaron entre 50-100 mg de tejido de hojas y de raices, el cual fue congelado
con nitrégeno liquido para proceder con la molienda haciendo uso de un mortero. Se
agregaron 2 mL de solucién 2:1:1 de hexano:acetona:etanol. Se traspasé el volumen
a un tubo de 15 mL y se procedi6 a agitar vigorosamente mediante vortex. Se
incubaron en hielo las muestras en condiciones de oscuridad durante 2 min. Luego,
se centrifugd a 14.000 x g durante 10 min a 4°C. Se recuperd la fase superior en
tubos de 15 mL y se secé el contenido sumergiendo el tubo en nitrégeno liquido

durante 2 min. Finalmente, se liofilizaron las muestras.

2.5.2 Cuantificacién del contenido total de carotenoides y clorofila

Se resuspendio el extracto obtenido agregando 1 mL de acetona y se procedio a
medir el contenido de pigmentos mediante espectrofotometria (JENWAY 6300). Para
ello, en una cubeta de cuarzo se diluy6 cuatro veces la muestra de carotenoides en
acetona. La absorbancia fue medida a las siguientes longitudes de onda: 474 nm
(absorcion de carotenoides), 645 nm (absorcion de clorofila a), 662 nm (absorcion
clorofila b) y 750 nm (medicién de turbidez). Para el calculo de la concentracion de
cada pigmento se utilizaron las ecuaciones descritas por Lichtenthaler y Buschmann,

(2001):
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Donde Ca, Cb y Ct corresponden a la concentracion expresada en ug/mL de clorofila
a, clorofila b y carotenoides totales, respectivamente. Para informar el contenido de
carotenoides segun el peso de la muestra, el valor Ct (ug/mL) fue multiplicado por el
factor de dilucion (40) y el volumen de resuspension (1 mL) y dividido por el peso
fresco. Finalmente, el contenido de pigmento es expresado en ug/g de peso seco,
para ello se dividié por un factor de conversion, ya sea 0.285 o 0.098, para hojas o
raiz, respectivamente. Estos fueron calculados a partir del peso después y antes de
someter a deshidratacion muestras de tejido (Rosas C., 2014).

Para la determinacion de fotopigmentos, tanto para raiz como para hojas y para cada
uno de los tiempos de estudio (4, 8 y 12 semanas) se utilizaron 4 réplicas biol6gicas
por condicién luminica (en el caso de las réplicas bioldgicas de 4 semanas, cada una
fue obtenida a partir de un pool de 3-4 plantas) y 2 réplicas técnicas, las cuales fueron

promediadas.

2.6 Métodos de Biologia Molecular

2.6.1 Extraccion de ADN gendémico desde hoja de zanahoria

Se llevé a cabo el protocolo descrito por Doyle & Doyle, (1987). Se masaron 120 mg

de hoja de zanahoria (por triplicado), el tejido fue congelado y homogenizado en

presencia de nitrégeno liquido con 600 uL de buffer de extraccion (CTAB 2%, EDTA
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23 mM, NaCl 2M, Tris-HCI 100 mM,), 4 uL de B-mercaptoetanol y PVP 1%,
previamente calentado a 65°C. El homogenizado fue transferido a tubos de 1,5 mL y
se dejo incubar a 60°C por minutos en agitacién (1000 rpm). Luego, se agregaron
400 uL de de solucién 24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico, se vortexed y centrifugd
a 13.000 rpm por 10 min. Se procedié a recuperar la fase acuosa en un nuevo tubo,
se agregd un volumen de isopropanol y se dejo precipitar por 10 min a -80°C. Se
continud centrifugando a 13.000 rpm por 10 min y se lavo el pellet con etanol 75%.
Se continud con una centrifugacion a 13.000 rpm por 10 min y luego se elimind el
etanol. Finalmente, se resuspendi6 el ADN en 50 uL de agua libre de nucleasas. Para
verificar la susceptibilidad del ADN génomico (ADNg) extraido a PCR, se les realiz6
a las muestras un PCR convencional de actina4 (Programa en Tabla I, seccion
Anexo). El ADNg fue utilizado como control positivo para PCR convencional de

actina4.

2.6.2 Extraccién ARN desde raiz de zanahoria.

Se masaron entre 100-200 mg de tejido de raiz, el cual fue congelado y
homogenizado en mortero en presencia de nitrégeno liquido con 1 mL de buffer de
extraccion (CTAB 2%, PVP40 2%, EDTA 23 mM, NaCl 2M, Tris-HCI 100 mM,
trihidroclorato de espermidina 0,05% y B-mercaptoetanol 2%) previamentado
calentado a 65°C. Luego, se traspaso el contenido a tubos de 2 mL, se vortexed y se
incub6 a 65°C durante 20 min a 1000 rpm. Se procedi6 a afiadir 1 mL de solucion
24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico, luego se vortexe6 y centrifugd a 12.000 x g
durante 15 min a 4°C. Se rescat0 el sobrenadante y se repitio el procedimiento con
cloroformo: alcohol isoamilico. Se rescat6 el sobrenadante y se afiadié un volumen
de LiCl 10M, se invirti6 cuidadosamente y se dejo precipitando a -20°C durante la

noche. Al dia siguiente se centrifugd a 12.000 x g por 20 min a 4°C. Se eliminé el
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sobrenadante por inversion y se afiadié 1 mL de etanol 70% DEPC. Luego, se
centrifugd a 16.000 x g a 4°C. Se elimind el etanol y se resuspendi6 el precipitado en
30 uL de buffer TE DEPC (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM). Finalmente, utilizando 1 uL
se realizo la cuantificacion del ARN mediante nano espectrofotometria (NanoVue,
Healthcare Bio-Sciences) y se verifico la integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% durante 40 min a 80 V.

La extraccion de ARN consider6 3-4 réplicas biolégicas por condicién luminica (en el

caso de 4 semanas, cada replica se obtuvo a partir de pool de 3-4 raices).

2.6.3 Tratamiento DNAsa |l y sintesis de ADNc

Para eliminar trazas de ADN remanente se trato el ARN extraido con DNAsa |. Para
ello se utilizo, por reaccion,1 uL de inhibidor de ARNasa Ribolock (ThermoFisher), 1
uL de DNAsa | (ThermoFisher), y 2 uL de buffer de DNAsa I. Se afiadi6 el volumen
necesario de ARN de forma tal de agregar 3 mg del &cido nucleico y el agua necesaria
para completar 20 uL de reaccion. Se incubaron las muestras a 37°C por 40 min,
luego, para detener la reaccion se agregé 1 uL de EDTA 50 mM y se dejé incubar a
65°C por 10 min. Para la sintesis de la hebra complementaria, en un tubo de 0,2 mL
se agregaron 1,5 uL de oligo AP (5 CGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT
TTTTTTTTTT3) 10uMy 9 uL de ARN tratado con DNAsa |. Se incub6 a 70°C por
5 min, luego, se trasladaron los tubos a hielo y se agregaron, por reaccion, 0,5 uL de
Ribolock, 1 uL de dNTPs 10 mM, 1 uL de agua, 3 uL de MgClI2 50 mM, 4 uL de buffer
RT 5X (Improm) y 1 uL de la enzima RT (Improm). Luego, se continué con el

programa sefialado en la Tabla I, seccion Anexo.
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2.6.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para comprobar la ausencia de ADN gendmico post tratamiento con DNAsa | y la
integridad de la molécula de ADNc, se realizé un PCR del gen de actina 4. Para ello
se utilizé 6,5 uL de enzima Safiro 2X (Takara), 0,2 uL de cada partidor 10 uM
(Actina4.F y Actina4.R, Tabla | seccidon Anexo), 5,1 uL de aguay 1 uL de ARN tratado
con DNAsal o 1 uL de una dilucién 1:10 de ADNc. Se utilizé el programa de PCR
sefalado en la Tabla I, seccién Anexo. Como control positivo se utilizé ADN genémico

extraido de hoja de zanahoria.

2.6.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para las muestras de ARN, los geles fueron preparados al 2% de agarosa en solucion
TAE 1X DEPC. Por muestra se cargaron 7 ulL totales (1 uL de ARN, 2 uL de buffer
de carga Orange 6X, 5 uL de agua tratada con DEPC). La electroforesis se realiz6 a
80V durante 30 min. Para las muestras de ADNCc, los geles fueron preparados al 1%
de agarosa en solucion TAE 1X, por muestra se cargaron 7 uL (1 uL de una dilucién
1:10 de ADNc, 2 uL de buffer de carga Orange 6X, 5 uL de agua). La electroforesis
se realizé a 90V durante 40 min. En ambos casos se afiadié6 bromuro de etidio (1
ug/mL) y se utilizé un marcador molecular para acidos nucleicos de 1 Kb (GeneRuler
1 Kb, ThermoFischer). Finalmente, cada gel fue visualizado en un transiluminador

(MultiGenius, Syngene) mediante el software GeneSnap.
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2.6.6 Determinacion de la expresiéon relativa de genes mediante PCR en

tiempo real (RT-gPCR)

Por reaccion se utilizaron 6,5 uL de master mix 2X Evagreen Forget-Me-Not (Biotium)
+ ROX, 0,4 uL de cada set de partidores 10 uM (Tabla Ill, seccion Anexo), 2,1 uL de
agua y 4 uL de templado (10 ng de cDNA). Se utilizé el programa sefialado en la
Tabla IV utilizando el software MxPro y el equipo MxPro 3000P (Agilent
Technologies). Para el andlisis de cada gen se realizaron cuatro replicas biol6gicas
por condicion de luz (Cada réplica bioldgica fue obtenida a partir de la extraccion de
ARN de un pool, considerando un pool la cantidad de tejido necesaria para alcanzar
entre 100 y 200 mg) y dos réplicas técnicas. La cuantificacion de la expresion relativa
se realiz6 mediante el método propuesto por Pfaffl (2001), utilizando como condicion
calibradora el tratamiento F y como gen de referencia a actina4 (4 y 12 semanas) o

ubiquitina (8 semanas).

2.7 Anélisis estadistico

Los datos de expresion génica relativa, contenido de fotopigmentos y parametros
fenotipicos fueron graficados y analizados utilizando el software GraphPAD 8 Prism.
Para estos se utilizaron gréaficos de barra, en los cuales se representa la media y
desviacion estandar de los datos. Se utilizd la prueba t de Student (p<0,05) con
correccion de Welch para calcular las diferencias de los resultados entre las tres
condiciones de luz para cada semana estudiada (4, 8 y 12 semanas). Para la
comparacion de los resultados de una misma condicion de luz a las 4, 8 y 12 semanas
se utilizé la prueba ANOVA de una via (p<0,05) con correccion de Brown-Forsythe y
Welch para comparaciones mdltiples. En los casos donde se eliminaron datos

atipicos se utilizé el método de ROUT con una sensibilidad equivalente a Q=1%.
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3. Resultados

3.1 Determinar la intensidad y calidad de luz otorgada por la luz fluorescente

(F), LED1y LEDZ2 sobre las plantas en crecimiento.

Para evaluar la calidad e intensidad de la luz se estudian por lo general dos
parametros: la calidad de la luz (medido en nm) y la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD: Photosynthetic Photon Flux Density; haciendo referencia a los
fotones con una longitud de onda en el rango de la radiacion fotosintéticamente
activa) (Cope et al., 2014; Swan & Bugbee, 2018). La calidad se refiere a las
longitudes de onda (nm) que comprenden el espectro de luz: luz UV (100-400 nm);
azul (400-500 nm); verde (500-600 nm); rojo (600-700 nm); rojo lejano (700-800 nm),
teniendo este parametro un efecto sobre el fenotipo y el rendimiento de plantas
(Kusuma et al., 2020). La intensidad da cuenta de la cantidad de fotones en una
superficie por unidad de tiempo en un determinado rango de longitud de onda. Cabe
sefialar que, antiguamente sélo se consideraba los fotones con una longitud de onda
en el rango de los 400 y 700 nm (Radiacion fotosintéticamente activa), ya que se
consideraban estos fotones como los Unicos que promovian la fotosintesis y que
tenian un efecto sobre el desarrollo de la planta. Sin embargo, autores han
demostrado el efecto de los fotones de la luz rojo lejano (700-800 nm) sobre el
desarrollo de la planta y postulan que estos deben ser considerados en trabajos
donde se estudie el efecto de la luz (Kong & Nemali, 2021; Zhen et al., 2021; Zhen &
Bugbee, 2020). De la misma forma ocurre con la contribucion de los fotones con
longitudes de onda en el rango UV (100-400 nm) (Van Gelderen et al., 2018). Por lo
anterior, en este trabajo se cuantifico la densidad de flujo de fotones (PFD: Photon

flux density, medido en pmol m2 s?) entre los 380 y 780 nm, considerando la
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contribucion de fotones con una longitud de onda correspondiente al rango de luz UV

y rojo lejano, y la capacidad limite del espectrometro utilizado (LI-180, LICOR).

En este trabajo, para conocer la calidad de luz proporcionada por las condiciones F,
LED1 y LED2, se cuantificaron los fotones con una longitud de onda en el rango
correspondiente a luz UV, azul, verde, roja y del rojo lejano. Para luego, determinar
el porcentaje de composicidn de cada tipo de luz en cada condicion luminica (Tabla
). En términos de intensidad de luz, se cuantificé la densidad de flujo de fotones
(PFD), obteniendo valores de 54.5, 86.6 y 165.2 umol m? s de fotones en las

condiciones F, LED1 y LED2 (Tabla I), respectivamente.

Tabla |. Caracteristicas espectrales de las condiciones F, LED1 y LED2. Calidad de luz expresada
en porcentaje de composicion?, proporcion R/RL e intensidad de luz medida en densidad de flujo de
fotones (umol m2 s') entre 380 y 780 nm.

Porcentaje de composicion (%)

Proporcion PFD totales

Tratamiento uv Azul Verde Rojo Rojo lejano R/RL (umol m2 s1)
F 0,9 29,0 45,9 20,6 3,6 5.65 54,5
LED 1 0,4 18,3 35,3 38,4 7,6 5.04 86,6
LED 2 0,1 11,6 18,9 55,3 14,1 3.92 165,2

a UV (380-400 nm); azul (400-500 nm); verde (500-600 nm); rojo (600-700 nm); rojo lejano (700-780
nm).
bLa proporcién es calculada como el cociente entre los fotones del rojo (R; 600-700 nm) y del rojo lejano

(RL; 700-780 nm).

Para una mejor apreciacion de la composicioén de cada espectro, la calidad de luz fue
graficada en la figura 2. Si se compara el porcentaje de composicion de las tres
condiciones: F, LED1 y LED2, se observa que la composicion en el rango de luz azul
(400-500 nm) y verde (500-600 nm) se presenta en el siguiente orden decreciente

F>LED1>LED2, mientras que la composicion del rojo (600-700 nm) y rojo lejano (700-
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780 nm) presenta el siguiente orden creciente F<LED1<LED2. En cuanto a la luz UV
(380-400 nm), en las tres condiciones luminicas no se alcanza un 1% de
composicion. Frente a los porcentajes alcanzados por los otros tipos de luz, la luz UV
presente es minima, por lo que para efectos de este trabajo no se considerara su
incidencia. Considerando los valores de la Tabla I, es que la condicién F se compone
mayoritariamente de luz azul y verde; la condicion LED1 de luz rojay verde; y LED2
de luz roja. Esta ultima condicion, ademas, posee un 14% de luz rojo lejano, lo que

corresponde al doble y quintuple respecto a F y LED1, respectivamente.

uv

Azul

Verde

Rojo

Rojo lejano

F LED1 LED2

Figura 2. Esquema de la composicidn de longitud de onda de las luces F, LED1 y LED2 (basado
en los porcentajes de la Tabla I).

Al analizar por si solo la componente intensidad luminica (PFD, Tabla I), ésta sugiere
que las condiciones otorgadas por LED1 y LED2 son mejores condiciones de
crecimiento para zanahoria, debido a que ambas condiciones experimentales
tendrian 1.6 y 3 veces mas fotones, respecto a la condicion F, lo cual promoveria la
fotosintesis y desarrollo de la planta. Precisamente, Gonzalez-Calquin (2021, datos
sin publicar) determin6 que bajo estas condiciones a las 8 semanas se inducia una
mayor elongacion de tallo y raiz (Figura S1y S2).

Ademas, se determind la proporcion R/R, la cual corresponde a la proporcién de luz
del rango del rojo (600-700 nm) respecto a la luz del rango del rojo lejano (700-780)
(Tabla I). Esta proporcion es calculada ya que una alta proporcion R/RL promueve

una mayor tasa de fotosintesis, mientras que una baja proporcion R/RL simularia
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condiciones de sombra, y por tanto, menos fotosintesis. En las condiciones
luminicas, se observa que la proporcion R/RL se presenta en el siguiente orden

F>LED1>LED?2.

Considerando estos resultados, es que se da cuenta del grado de heterogeneidad,
en relacion a la calidad e intensidad de luz, entre las condiciones luminicas F, LED1

y LED2.

3.2 Determinar el efecto de las luces F, LED1 y LED2 sobre los niveles de
expresion relativa de genes clave en sintesis de carotenoides, sefalizaciéon
por luzy desarrollo en raices de reserva de zanahoria en distintas etapas de

desarrollo.

Uno de los objetivos de este trabajo corresponde a conocer si existe un efecto de las
distintas condiciones de luz sobre la abundancia relativa de un set de genes de
interés seleccionados, por lo que se debe determinar la expresion relativa de estos
genes mediante RT-gPCR. Para ello, se debe realizar la extracciéon de ARN a partir
del material vegetal de interés, en este caso corresponde a tejido de raiz de zanahoria
de 4, 8 y 12 semanas de crecimiento post-germinacion crecidas en las condiciones
luminicas F, LED1 y LED2. Contando con el ARN, se debe realizar la sintesis de
ADNC, el cual corresponde al templado de la reaccion de qPCR.

Por lo tanto, para cada condicion luminica, se realiz6 la extraccion de ARN a partir
de 4 réplicas bioldgicas (debido a la disponibilidad de material a las 4 semanas cada
réplica correspondia a un pool de 3-4 raices), posteriormente, se determiné mediante
espectrofotometria la pureza de la extraccion y la concentracién de ARN obtenida.
Los criterios utilizados para determinar la pureza fueron los siguientes valores de

absorbancia: A260/280 y A260/230 cercano a 2 y dentro del rango 2.0-2.2,

22



respectivamente (Matlock, 2015); y una concentracion minima de ARN de 300 ng/uL.
Cumplidos estos criterios, se procedié a analizar la integridad del ARN extraido
mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 3), esto con el fin de determinar
gue no se haya degradado el ARN durante la extraccion. En la figura 3, se observan
las bandas correspondientes al ARN extraido de raices de 4, 8 y 12 semanas post-
germinacion. En cada carril correspondiente a muestra es posible observar la
presencia de dos bandas nitidas correspondientes a las subunidades menor y mayor
de ARN ribosomal, 18S y 28S, respectivamente. Esto Ultimo indica una correcta
extraccion del ARN y que la molécula se encuentra Gptima para continuar con el

siguiente paso del protocolo de sintesis de ADNc a partir de ARN.

F LED1 LED2
A) 1kb 1 2 3 4 5 6 7 s 9 10 11

«— 185
285

F e = IEDL LED2

B)

«— 185
+—28S

Figura 3. Integridad de muestras de ARN. Se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% la integridadel ARN extraido a partir de raiz de zanahoria a las A) 4 post-germinacion (spg) en las
condiciones F (carril 1-4), LED1 (carril 5-7) y LED2 (carril 8-11); B) 8 spg en las condiciones F (carril 1-
4), LED1 (carril 5-12) y LED2 (carril 13-16); C) 12 spg en las condiciones F (carril 1-4), LED1 (carril 5-8)
y LED2 (carril 9-12). Para cada muestra, se observa en el carril la presencia de dos bandas nitidas
correspondientes al ARN ribosomal 18S y 28S, esto indica el estado 6ptimo del ARN. En A, By C, 1kb
corresponde al marcador de peso molecular utilizado. Las muestras acompafiadas de un “*” no fueron
utilizadas por mostrar baja cantidad de ARN o degradacién. PG: postgerminacion.

23



A continuacion, se procedié con la eliminacion de trazas de ADN genomico que
pudiesen interferir con la amplificacién de los genes durante el PCR en tiempo real
(RT-gPCR). Para ello, a las muestras de ARN se les realiz6 un tratamiento con
DNAsa | y luego se llevd a cabo un PCR de Dcactina4. En la figura 4 es posible
observar los geles de agarosa que exhiben el resultado del PCR realizado. En este
se observa para el control positivo ¢ (+), la presencia de un amplicén de 900 pb, el
cual corresponde a la amplificacion del gen Dcactina4 a partir de ADNg. En cambio,
para cada carril correspondiente a las muestras de ARN extraidas y tratadas con
DNAsal, no se obtienen bandas de amplificacion. Esto significa que en estas
muestras no hay presencia de ADNg remanente que sirva como sustrato para la
enzima polimerasa durante el PCR. De esta forma, la ausencia de un amplicon de
900 pb en las muestras demuestra la ausencia de trazas ADNg en las muestras de

ARN y permite proceder con el protocolo de sintesis de ADNc.

F LED1 LED2

A) 1kbcf+)cf) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
—b
.
900pb — = T S
F LED1 LED2
B) 1kbc(+) ) 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14
900 pb —
F LED1 LED2
1kb c(+)c(-) 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12
—
C) =

900 pb —» -

Figura 4. PCR de Dcactina4 post-tratamiento DNAsa I. Se verificd la ausencia de trazas de ADN
gendmico en las muestras de ARN tratadas con DNAsa |. Se determiné mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% el resultado del PCR de actina4 de las muestras de ARN extraido a partir de raiz de
zanahoria a las A) 4 semanas post-germinacion (spg) en las condiciones F (carril 1-4), LED1 (carril 5-7)
y LED2 (carril 8-11); B) 8 spg en las condiciones F (carril 1-5), LED1 (carril 6-10) y LED2 (carril 11-14);
C) 12 spg en las condiciones F (carril 1-4), LED1 (carril 5-8) y LED2 (carril 9-12). En A, By C, 1kb
corresponde al marcador de peso molecular utilizado; (C+) corresponde al control positivo, se utilizo
ADN genomico de hojas de zanahoria y (C-) corresponde al control negativo, se afiadieron todos los
componentes de la reaccién en ausencia de ARN. El fragmento de aproximadamente 900 pb
corresponde a la amplificacion del gen de actina4.
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Con la evidencia de que el ARN no se encontraba degradado y la ausencia de ADNg,
se procedi6é con el protocolo de sintesis de ADNc, y luego, se realiz6 un PCR de
Dcactina4 a las muestras y se observd su resultado mediante electroforesis en gel
de agarosa (Figura 5). En la figura 5, se observa que para cada una de las muestras
correspondientes a 4, 8 y 12 semanas post-germinacion, se obtuvo un amplicon de
aproximadamente 695 pb, este corresponde a la amplificacion del gen de Dcactina4
a partir de ADNc. La diferencia de pares de bases respecto al control positivo c(+)
(900 pb) es debido a que la muestra control corresponde a ADNg, por lo que el largo
del fragmento de actina4 amplificado a partir de este templado considera la presencia
de intrones. Por lo tanto, la diferencia de pares de bases de los fragmentos
amplificados (Figura 5) permite verificar la correcta sintesis del ADNc para ser
utilizado para llevar a cabo la reaccion de RT-qPCR para los genes de interés

seleccionados.

F LED1 LED2
1kbc#) ) 1 2 3 4 s 6 7 "8 9 10 11
A)
900 pb —s
695 pb — =g
F LED1 LED2
1kbc(+)c-) 1 2 3 4 5% 67 g 9 10 11 12 13 14
B)
900 pb —»
695 pb —
F LED1 LED2
1kbcf+) ¢) 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12
C)
900 pb
695 pb

Figura 5. PCR de Dcactina4 a post-sintesis de ADNc. Se determiné mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% el resultado del PCR de actina4 al ADNc de muestras correspondientes a A) 4 post-
germinacion (spg) en las condiciones F (carril 1-4), LED1 (carril 5-7) y LED2 (carril 8-11); B) 8 spg en
las condiciones F (carril 1-5), LED1 (carril 6-10) y LED2 (carril 11-14); C) 12 spg en las condiciones F
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(carril 1-4), LED1 (carril 5-8) y LED2 (carril 9-12). En A, By C, 1kb corresponde al marcador de peso
molecular utilizado; (C+) corresponde al control positivo, se utilizé ADN gendmico de hojas de zanahoria
y (C-) corresponde al control negativo, se afiadieron todos los componentes de la reaccién en ausencia
de ADNCc. El fragmento de aproximadamente 900 y 695 pb corresponde a la amplificacion del gen
actina4 a partir de ADNg y ADNc, respectivamente. Las muestras acompafadas de un “*” no fueron
utilizadas. PG: postgerminacién.PG: postgerminacion.

Para determinar si las distintas condiciones luminicas estarian produciendo
diferencias a nivel de expresion génica, se determind mediante qRT-PCR la
abundancia relativa de transcritos correspondientes a siete genes en raices de
zanahoria de 4, 8 y 12 semanas post-germinacion.

La seleccion de los genes de interés se basa en su funcionalidad y los resultados
reportados por trabajos previos del grupo de investigacion (Arias 2019; Arias et al.,
2020). Los primeros dos genes a analizar corresponden a DcPSY1 y DcPSY2, su
seleccién se basa en que corresponden a genes clave en la ruta de biosintesis de
carotenoides (Fuentes et al., 2012). Por otro lado, la seleccién de los otros cinco
genes a analizar se basa en un trabajo previo (Arias, 2019; Arias et al., 2020), en el
cual se identificé que a las 8 semanas de crecimiento de la planta de zanahoria, estos
cinco genes mostraban una mayor expresion relativa en la raiz de reserva que creci6
en oscuridad (R/O), respecto a la regién que crecio expuesta a luz (R/L; la cual se ve
afectada por la luz directa y no se desarrolla como raiz de reserva). Tres de estos
genes se clasifican bajo la categoria de participacién en vias de la sefializacion por
luz: DcPHYA y DcPHYB, corresponden a genes que codifican para los fitocromos A
y B (Quian-Ulloa & Stange, 2021); y DcPARL1, el cual codifica para el factor
transcripcional PHYTOCHROME REGULATED 1 (Zhou et al., 2014). Los otros dos
genes se seleccionaron y se clasifican bajo la categoria de asociados al desarrollo,
estos corresponden a DcARF6 y DcARCSG6. El gen ARF6, codifica para un factor de
transcripcion que regula la expresion de genes de respuesta a la hormona auxina (Li
et al., 2016), mientras que ARC6 se asocia a la division y replicacion del cloroplasto

(Ma & Li, 2018).
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De esta forma, considerando los criterios descritos anteriormente es que los
resultados (Figura 6, 7 y 8) exhiben el nivel de expresion relativa en la raiz de
zanahoria de tres categorias de genes: genes asociados a la sintesis de carotenoides
(DcPSY1y DcPSY2), genes involucrados en vias de sefializacion por luz (DcPHYA,
DcPHYB y DcPAR1) y genes involucrados en desarrollo (DcCARF6 y DCARCS6) a las
4, 8 y 12 semanas post-germinacion.

Es necesario sefialar que en el caso de las 4 y 12 semanas se utiliz6 como gen de
referencia actina4, mientras que a las 8 semanas se utilizé el de ubiquitina. Cabe
mencionar que para cada una de las semanas de estudio se realiz6 el RT-qPCR para
ambos genes y se escogid para la normalizacién aquel gen que su expresion en las
tres condiciones tuviera un valor mas cercano a 1. Por lo que en el caso de las 8
semanas, se utilizé ubiquitina ya que era el gen de referencia con la expresion relativa

mas homogénea (~1) en las raices crecidas entre las condiciones luminicas.

En el caso de las 4 semanas post-germinacion (Figura 6), el andlisis estadistico
realizado indica que no existen diferencias significativas en la expresion de ninguno
de los siete genes analizados, indicando asi que a las 4 semanas ninguna de las tres
condiciones luminicas induciria una mayor expresion relativa de alguno de estos
genes.

En cuanto a los resultados correspondientes a las 8 semanas post-germinacion
(Figura 7), se observa que para la categoria de genes involucrados en la sintesis de
carotenoides, la condicion LED1 induce una mayor expresion relativa de los genes
PSY1yPSY2, respecto a F. A su vez, la condicién LED2 induce una mayor expresion
relativa solo de DcPSY2 respecto a F. A pesar de que la expresion relativa de PSY1
bajo la condicion LED2 sea numéricamente mayor que la inducida bajo LED1, el
andlisis estadistico indica que no es significativo. Esto Ultimo puede deberse a la

desviacién estandar obtenida. Por otro lado, en la categoria de genes involucrados
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en sefializacion por luz se observa que la condicion LED2 induce una mayor
expresion relativa de PHYA, PHYB y PAR1 respecto a F. Particularmente, en el caso
de PHYA la expresion relativa es también mayor respecto a LED1, pudiendo estar
relacionado con la presencia del 14% de luz rojo lejano en la condicién LED2. En la
Ultima categoria, correspondiente a genes de desarrollo, se observa que LED2
induce una mayor expresion relativa de ARC6 frente a las condiciones Fy LED1. Por
su parte, el gen ARF6 no presenta diferencias significativas.

Finalmente, a las 12 semanas post-germinacion (Figura 8), se observa que para
todos los genes de las categorias analizadas, no existen diferencias significativas en
el nivel de expresion génica relativa entre las raices desarrolladas bajo las
condiciones luminicas. Por lo que al igual que a las 4 semanas post-germinacion,
ninguna de las tres condiciones luminicas induciria una mayor expresion relativa de
alguno de estos genes.

De esta forma, resulta interesante que las diferencias en la expresion relativa ocurren
a las 8 semanas, el cual ha sido descrito en la literatura como un tiempo clave para
el desarrollo de la raiz de reserva de D. carota, ya que bajo condiciones de luces F
es cuando se comienzan a observar caracteristicas del desarrollo secundario de la
raiz (Fuentes., 2012). En el caso de este trabajo, para este tiempo de crecimiento las
condiciones experimentales LED1 y LED2 inducen la expresion de los genes de
interés descritos con precision anteriormente. Es particularmente interesante que
aquellos genes carotenogénicos (DcPSY1y DcPSY?2) se encuentran inducidos bajos

las condiciones LED.
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Figura 6. Niveles de expresion relativa de genes de interés en raiz de zanahoria de 4 semanas.
Para el andlisis se consider6 como tratamiento control la condicién F. La normalizacion se realizé
respecto al gen actina4. No se hallaron diferencias significativas entre las condiciones mediante la
prueba t de Student (p<0,05) con correccion de Welch (n=4).
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Figura 7. Niveles de expresion relativa de genes de interés en raiz de zanahoria de 8 semanas.
Para el analisis se consider6 como tratamiento control la condicion F. La normalizacion se realizé
respecto al gen ubiquitina. Las diferencias fueron calculadas mediante la prueba t de Student (p<0,05)
con correccion de Welch, respectivamente (n=4) **** p<0.0001, *** p<0.001, **p<0.01, * p<0.1
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Figura 8. Niveles de expresién relativa de genes de interés en raiz de zanahoria de 12 semanas.
Para el analisis se consider6 como tratamiento control la condicién F. La normalizacion se realiz6
respecto al gen actina4. No se hallaron diferencias significativas entre las condiciones mediante la
prueba t de Student (p<0,05) con correccion de Welch (n=4).
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3.3 Analizar el efecto de las luces F, LED1 y LED2 sobre el fenotipo y nivel de
pigmentos fotosintéticos en hojas y raiz de reserva de zanahoria en

distintas etapas de desarrollo.

Para cumplir con este altimo objetivo, se procedié a recolectar datos para dilucidar
los efectos que podrian llegar a tener las luces sobre el fenotipo de la raiz y el
contenido de pigmentos en hoja y raiz. Una vez alcanzadas las 4, 8 y 12 semanas
de crecimiento post-germinacion en las condiciones luminicas F, LED1 y LED2, se
realizo la recoleccion de tejido aéreo y de raiz de las plantas para cuantificar el
contenido de carotenoides totales y de clorofila (considerado como la suma entre la
clorofila ay b). Se consider6 conocer el contenido de fotopigmentos en hojas, ya que
estos pueden entregar informacién respecto al efecto de las luces sobre la salud de
la planta (Carter & Spiering, 2002) y bajo la observacion era apreciable que las hojas
de las plantas que crecian bajo LED2 perdian una mayor cantidad de hojas.

Por otro lado, para el entendimiento de los resultados de este objetivo, hay que
considerar que para una mejor comprension del analisis estadistico de los gréaficos
(Figura 9-13), en estos se presentan dos analisis estadisticos. Para el primer analisis
estadistico (prueba ANOVA), las diferencias se denotan por letras, estas comparan
una Unica condicion luminica a las 4, 8 y 12 semanas. En cambio, el segundo andlisis
(prueba T de student) se denota por “*, asteriscos” y compara las tres condiciones
luminicas (F, LED1 y LED2) a un determinado nimero de semanas post-germinacion.
Es importante sefalar que en caso de no presentar “*, asteriscos” es debido a la

ausencia de diferencias significativas.

Respecto al contenido de carotenoides en la raiz de zanahoria, se observa que a

través de las semanas bajo la condicion F, la raiz posee un aumento gradual del

contenido de pigmento, mientras que en las condiciones experimentales LED1 y
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LED2 el contenido de carotenoides aumenta al doble entre las 8 y 12 semanas
(Figura 9) de crecimiento post-germinacion. Por otro lado, si se compara el contenido
de carotenoides de la raiz entre las tres condiciones para cada una de las semanas
analizadas, no se observan diferencias significativas (Figura 9). Por lo tanto, ninguna
de las condiciones experimentales estaria induciendo una mayor acumulacién de

carotenoides en la raiz.
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Figura 9. Contenido de carotenoides totales en raiz de zanahoria crecidas bajo las condiciones
F, LED 1y LED 2 a las 4, 8 y 12 semanas post germinacién. Las letras denotan diferencias
significativas para una condicién a través del tiempo y los asteriscos denotan diferencias significativas
entre las condiciones a un determinado numero de semanas. Las diferencias fueron calculadas
mediante ANOVA de una via (p<0,05) con correccién de Brown-Forsythe y Welch y mediante la
prueba t de Student (p<0,05) con correccion de Welch, respectivamente (n=4) **** p<0.0001, ***
p<0.001, **p<0.01, * p<0.1.

Por otro lado a nivel de tejido fotosintético, se cuantificé el contenido de carotenoides
en las hojas de las plantas de zanahorias crecidas en las tres condiciones de luz
estudiadas (Figura 10). Durante el desarrollo se observa que las plantas crecidas en
las condiciones F y LED1 poseen un contenido de carotenoides sin diferencias
significativas en el tiempo, esto coincide con lo observado por Fuentes et al., (2012).
Por el contrario, en las hojas de las plantas crecidas en LED2 demuestran un
contenido de carotenoides que varia en el tiempo. Ademas, en estas se observa un

contenido de carotenoides menor a las 4 semanas respecto a las hojas de plantas
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crecidas en Fy LED1, pudiendo relacionarse con la observacién de pérdida de hojas.
Cabe mencionar que las hojas de las plantas que crecieron bajo LED2, presentaron
su mayor contenido de carotenoides a las 8 semanas, el cual no presenta diferencias
con el contenido de pigmentos presente en las hojas de las plantas crecidas en F y

LED1 (Figura 10).
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Figura 10. Contenido de carotenoides totales en hojas de zanahoria crecidas bajo las
condiciones F, LED 1y LED 2 a las 4, 8 y 12 semanas post germinacion. Las letras denotan
diferencias significativas para una condicion a través del tiempo y los asteriscos denotan diferencias
significativas entre las condiciones a un determinado nimero de semanas. Las diferencias fueron
calculadas mediante ANOVA de una via (p<0,05) con correccion de Brown-Forsythe y Welch y
mediante la prueba t de Student (p<0,05) con correccién de Welch, respectivamente (n=4) ****
p<0.0001, *** p<0.001, **p<0.01, * p<0.1.

Ademas de carotenoides, se determiné el contenido de clorofila en hojas mediante la
misma medicion de cuantificacion de carotenoides, especificamente se informa el
contenido de clorofila, entendiéndose como la suma entre la clorofila a y clorofila b
en las hojas (Figura 11). En las plantas crecidas en la condicién LED2 se observo
que a las 4 y 12 semanas de crecimiento el contenido de clorofila fue
significativamente menor respecto a las plantas crecidas en condiciones F y LED1
(Figura 11). A su vez, a las 8 semanas el contenido de las hojas crecidas bajo LED2
es menor respecto a las hojas crecidas en la condicién F. Cabe mencionar que a las
8 semanas la condicion F es la que presenta una mayor acumulacién de clorofilas

respecto a LED1 y LED2.

34



Considerando la acumulacién de carotenoides y clorofila en hojas de zanahoria
(Figura 10 y 11), es apreciable una tendencia en donde la condicion LED2 produce
una menor acumulacién de ambos fotopigmentos en hojas. Cabe mencionar, que las
hojas de las plantas que crecian bajo LED2 presentaron la adquisicion de tonalidades

moradas (Figura S3, B).
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Figura 11. Contenido de clorofilaay b en hojas de zanahoria crecidas bajo las condiciones F,
LED 1y LED 2 a las 4, 8 y 12 semanas post germinacion. Las letras denotan diferencias
significativas para una condicién a través del tiempo y los asteriscos denotan diferencias significativas
entre las condiciones a un determinado niumero de semanas. Las diferencias fueron calculadas
mediante ANOVA de una via (p<0,05) con correccion de Brown-Forsythe y Welch y mediante la
prueba t de Student (p<0,05) con correccidon de Welch, respectivamente (n=4) **** p<0.0001, ***
p<0.001, **p<0.01, * p<0.1.

Para continuar con las actividades relativas al objetivo, se procedi6 a evaluar el efecto
que tendrian las luces sobre el fenotipo de las raices de las plantas en estudio, para
las cuales se determind el peso fresco (Figura 12) y diametro (Figura 13).

Se determing, de forma individual, el peso fresco de 10 raices por cada condicion de
luz. Se observd que el peso fresco de las raices aumentaba significativamente a
través del tiempo independiente de las condiciones de crecimiento de las plantas
(Figura 12). Sin embargo, las raices desarrolladas bajo la condicion F presentan un
menor peso fresco respecto a las raices de las plantas crecidas bajo LED1 y LED2

para cada una de las semanas analizadas (4, 8 y 12 semanas). Dicha diferencia
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significativa es exacerbada a las 12 semanas, en donde cuantitativamente las raices
que crecieron bajo las condiciones LED1y LED2 presentan 3.7 y 2.2 veces mas masa
que las raices crecidas en la condicién F, respectivamente. Entre las condiciones
experimentales, se observa que solo hay diferencias significativas a las 4 semanas,
donde las raices de las plantas crecidas en LED2 alcanzan una mayor masa que las
raices crecidas en LED1, sin embargo, a las 8 y 12 semanas no hay diferencias
significativas en el peso de fresco las raices que crecieron bajo condiciones de luz
LED. De esta forma, a las 4, 8 y 12 semanas, ambas condiciones experimentales
inducen el crecimiento de raices con un mayor peso fresco respecto a las raices de

la condicion control.
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Figura 12. Peso fresco de raices de zanahoria crecidas bajo las condiciones F,LED 1y LED 2 a
las 4, 8 y 12 semanas post germinacion. Las letras denotan diferencias significativas para una
condicion a través del tiempo y los asteriscos denotan diferencias significativas entre las condiciones a
un determinado nimero de semanas. Las diferencias fueron calculadas mediante ANOVA de una via
(p<0,05) con correccion de Brown-Forsythe y Welch y mediante la prueba t de Student (p<0,05) con
correccion de Welch, respectivamente (n=10) **** p<0.0001, *** p<0.001, **p<0.01, * p<0.1. Eliminacién
de datos atipicos mediante el método de ROUT (Q=1%).

Otro de los pardmetros fenotipicos analizados corresponde al diametro de la raiz a
las 8 y 12 semanas (Figura 13). Para ello, se realiz6 un corte transversal en la seccion

mas gruesa de cada raiz, teniendo en total 10 cortes transversales por condicion

36



luminica, representando asi el didmetro de 10 raices distintas por condicion de luz.
Cabe mencionar que no se cuantificé el diametro alcanzado por las raices a las 4
semanas, ya que las raices de las plantas crecidas en las tres condiciones no
alcanzaban un estado de desarrollo apropiado (ausencia de desarrollo secundario)
para la medicion mediante el software utilizado (ImageJ). En el grafico (Figura 13, A),
se observa que tanto a las 8, como a las 12 semanas, aquellas raices crecidas en
las condiciones experimentales LED1 y LED2 presentan un diametro
significativamente mayor respecto a las raices crecidas en la condicion F. Entre las
condiciones experimentales, se observa que a las 8 semanas existe una diferencia
entre los diametros de las raices crecidas en LED1 y LED2, donde la condicién LED1
induce el crecimiento de raices con un mayor didmetro. Sin embargo, a las 12
semanas no hay diferencias estadisticas entre los didmetros de las raices crecidas

en las condiciones experimentales (Figura 13).
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Figura 13. Diametro de raices de zanahoria bajo las condiciones F, LED 1y LED 2 alas 4,8y 12
semanas post germinacion. (A) Los asteriscos denotan diferencias significativas entre las
condiciones a un determinado nimero de semanas. Las diferencias fueron calculadas mediante la
prueba t de Student (p<0,05) con correccion de Welch, respectivamente (n=10) **** p<0.0001, ***
p<0.001, **p<0.01, * p<0.1; (B) y (C) La barra de escala representa 1 cm. En cada condicién luminica
se crecieron 10 plantas de zanahoria. Cada disco corresponde a la zona central de una raiz individual.

Respecto al mismo parametro fenotipico, los paneles B y C de la Figura 13
corresponden a las imadgenes mediante las cuales se obtuvieron las mediciones de
diametro de las raices y con las cuales se construyo el grafico del panel A de la misma
figura. Estas imagenes dan cuenta de las diferencias en el estado de desarrollo

secundario de las raices. En términos generales, el desarrollo de la raiz se puede
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dividir en dos: desarrollo primario y desarrollo secundario. El primero se caracteriza
por la elongacion de la raiz, mientras que el segundo se evidencia mediante el
engrosamiento radial de éste 6rgano (Strock & Lynch, 2020), desencadenando la
formacion de la raiz de reserva, y que en el caso de la zanahoria le permite acumular
carotenoides (Rosas-Saavedra & Stange, 2016). En este trabajo, mediante el
aumento del didmetro de la raiz es observable que las raices que crecieron bajo la
condicibn LED1 y LED2 (Figura 13, B) han alcanzado un estado avanzado de
desarrollo secundario de la raiz de zanahoria, produciendo raices maduras antes de
las 12 semanas post-germinacion. A diferencia de aquellas raices correspondientes
a la condicion control F, en donde a las 8 semanas no se observa un engrosamiento
notable de la raiz, indicando que no han alcanzado un estado significativo de
desarrollo secundario de este 6rgano. Recién a las 12 semanas, se observa el
engrosamiento del disco central de las raices que crecieron bajo la condicion F
(Figura 13, C), este evento coincide con lo reportado en la literatura (Fuentes et al.,
2012).

Con el objetivo de apreciar las diferencias fenotipicas de la raiz completa desarrollada
bajo las tres condiciones luminicas se construyé la figura 14. En ésta se observan 4
raices por condicion luminica a las 8 y 12 semanas (Figura 14, A y B,
respectivamente) escogidas de forma aleatoria. A las 8 semanas, se da cuenta del
estado de desarrollo secundario alcanzado por las raices que crecieron bajo las
condiciones LED1 y LED2, donde presentan un engrosamiento de la raiz y se
observa una evidente coloracién anaranjada dado la acumulacién de carotenoides
en la raiz de reserva (Figura 14, A). De esta forma, las raices que crecen bajo las
condiciones LED alcanzan un estado de madurez a las 8 semanas. Sin embargo, las
raices desarrolladas bajo la condicién F presentan un fenotipo delgado respecto a
las desarrolladas bajo las condiciones LED (Figura 14, A), coincidiendo con las

imagenes de diametro (Figura 13, By C).
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Figura 14. Comparacion fenotipica entre raices de zanahoria de 8 (A) y 12 (B) semanas en la
condicion F, LED1 y LED2. La barra de escala representa 1 cm. En cada condicién luminica se
observan 4 raices de zanahoria.

A diferencia de lo descrito anteriormente para las 8 semanas, se observa que a las a
las 12 semanas (Figura 14, B) las diferencias fenotipicas disminuyen. Esto se
fundamente en que, se observa que existe una diferencia en el tamafio de las raices,
donde las cuatro raices de la condicién control F presentan un menor tamafio, sin
embargo, las 12 raices (4 de la condiciéon F, 4 de la condicion LED1 y 4 de la condicién
LED2) han alcanzado un estado avanzado de desarrollo secundario. De esta forma,
las raices que crecieron bajo la condicion luminica F alcanzan la madurez recién a
las 12 semanas, coincidiendo con lo reportado en la literatura (Fuentes., 2012).

Considerando el peso fresco (Figura 12) y el diametro de las raices (Figura 13), es
notable que las condiciones experimentales (LED1 y LED2) inducen el desarrollo
secundario de la raiz, siendo éste observable a las 8 semanas (Figura 14, A). A
diferencia de las raices que crecieron bajo la condicion F, en las cuales se alcanza

un estado de desarrollo equiparable recién a las 12 semanas (Figura 14, B).
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4. Discusion

Los resultados expuestos conducen a preguntarse ¢ Coémo las raices de D. carota -
que no estadn en contacto directo con la condicién luminica suministrada- pueden
percibir la luz para luego modificar su morfologia y su maquinaria molecular? Si la luz
es percibida directamente en las hojas (que corresponde al tejido fotosintético de la
planta), ¢Cémo ello se traduce en un mayor tamafio radicular, pero no asi en un
mayor contenido de carotenoides?

Para el presente trabajo es necesario considerar que las condiciones de luz utilizadas
difieren en los dos componentes cuantificados: intensidad y calidad, por lo que para
establecer una relacion del efecto de las luces sobre el desarrollo de D. carota es
necesario considerar el conjunto de las componentes de cada condicién de luz. En
Kusuma et al,. (2020) se hace mencion de que para estudiar el efecto de la calidad
del espectro de luz sobre las plantas, hay que considerar la sinergia entre las
longitudes de onda que conforman el espectro, la intensidad luminica y que este

efecto varia entre las especies.

4.1 Efecto de las condiciones luminicas sobre el tejido aéreo

Gonzalez-Calquin (2021, datos sin publicar) observé que la condicion luminica LED2
induce una mayor elongacion del tallo respecto de las plantas crecidas en la
condicion control F a las 4 y 8 semanas (Figura S1). Dicha observacion es coherente
con las caracteristicas del espectro que describe LED2 (AP67, Valoya), el cual es
ofrecido en el mercado para potenciar el crecimiento vegetativo, y el cual posee el
mayor nivel de PFD (165,2 umol m2st), mayor porcentaje de luz roja (55%) y menor

R/RL (3.92) de las condiciones (Tabla I).
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Ante estos antecedentes, surge la pregunta ¢Qué podria estar induciendo la
elongacion de la parte aérea a las 8 semanas? Para ello hay que considerar las
caracteristicas espectrales de LED2, la cual posee un mayor porcentaje de rojo lejano
(RL) (14%) y un menor porcentaje de luz azul (A) (11%), ambos factores podrian
estar propiciando la mayor elongacién de la parte aérea (Figura S1), debido a su
participacion en la respuesta al sindrome de huida de la sombra (SAS) (Wang et al.,
2020) y la inhibicibn de la expansién celular (Dougher & Bugbee, 2004),
respectivamente. El SAS corresponde al conjunto de respuestas que posee la planta
frente a condiciones de sombra, la cual se caracteriza por una baja proporcién de luz
roja respecto a rojo lejano (bajo R/RL). Esta condicién de sombra puede ser
configurada en invernaderos mediante la variacion de la luz roja y rojo lejano, sin
embargo, en la naturaleza suele encontrarse en condiciones de alta densidad
vegetativa, dado que la clorofila presente en el tejido fotosintético absorbe la luz roja
y azul eficientemente, transmitiendo selectivamente la luz rojo-lejana (Wang et al.,
2020; Quian-Ulloa & Stange, 2021). Como respuesta a las condiciones de sombra,
la planta busca la luz para superar la condicion de sombra, lo cual conlleva
respuestas como la elongacién de tallo, adelantamiento de la floracion, el aumento
de la superficie foliar, entre otras (Sng et al., 2020; Tan et al., 2022). En el caso de la
condicion LED2, esta describe una razén R/RL (3.92) menor a F (5.65) y LED1 (5.04)
(Tabla 1), siendo estos ultimos similares entre si. Cabe mencionar que, la elongacion
de la parte aérea de las plantas que crecieron bajo las condiciones F y LED1 no
presentaron diferencias (Figura S1), lo cual lo podriamos asociar a que poseen una
proporcion R/RL similar. Dicho esto es que cobra valor sugerir que la induccién en la
elongacion del tallo guarde relacion con la presencia de la luz rojo lejano en la
condicion LED2 (14%, Tabla I). Los valores de sombra simulada reportada en la
literatura corresponden a R/RL: 0.2-0.7 (Sng et al., 2020; Wang et al., 2020), por lo

gue no podriamos determinar que LED2 se encuentra en condiciones de sombra, sin
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embargo, si presenta un mayor contenido de RL respecto a las condiciones LED1 y
F. Se ha reportado que en respuesta a la baja proporcion R/RL, o bien, el aumento
de luz rojo lejano se produce una elongacion del tallo (Cao et al., 2018; 1zzo et al.,
2020; Tan et al., 2022; Warnasooriya & Montgomery, 2011; Zhang et al., 2019).
Especificamente, en S. Lycopersicum, se ha observado que la suplementacion con
luces LED que emiten fotones en el rango de la luz rojo lejano propicia la elongacion
del tallo, mientras que la luz azul antagbnicamente, propicia la disminucion del
tamafio de la planta (Izzo et al., 2020; Zhang et al., 2019). Otro de los resultados que
podrian sugerir el efecto de la luz RL en la condicién LED2, corresponde al menor
contenido de carotenoides en hojas a las 4 semanas (Figura 10) y un menor
contenido de clorofila en las hojas a las 4, 8 y 12 semanas (Figura 11), caracteristicas
que se asemejan a condicion de sombra (Casierra-Posada et al., 2012). Cabe
mencionar que los bajos niveles de clorofila se mantienen en las hojas de las plantas
crecidas en LED2 a las 4, 8 y 12 semanas, pudiendo demostrar que las plantas
expuestas a una condicién luminica determinada demuestran adaptarse a ésta
(Casierra-Posada et al., 2012). En el caso de otras plantas como lechuga, se ha
reportado que uno de los efectos de la luz RL sobre tejido fotosintético corresponde
a la disminucion de los fitoquimicos: clorofila, carotenoides y antocianinas (Li &
Kubota, 2009), sin embargo, en este trabajo se presentaria un aumento en el
contenido de antocianinas en las hojas de las plantas que crecieron bajo la condicion
LED2 (Figura S3), por lo que con los resultados no es posible atribuir la disminucion
en el contenido de los fotopigmentos y la elongacion del tallo a una condicion de
sombra simulada, sin embargo, si es posible sugerir que existe una componente de
luz RL robusta que induce la elongacion del tallo a las 4 y 8 semanas. Por lo tanto,
considerando los antecedentes descritos respecto a la luz rojo lejano, es que en este

trabajo se atribuye la mayor elongacion del tallo a las 4 y 8 semanas, y la disminucion
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de fotopigmentos a la presencia de la componente luz RL, la cual se ve reflejada en
una razon R/RL de 3.86.

Otro aspecto a evaluar en torno a los fotopigmentos en tejido fotosintético, es que el
contenido de clorofila y carotenoides guarda relacion con la salud de la planta (Carter
& Spiering, 2002). Coincidentemente las plantas de zanahoria crecidas bajo LED2,
ademas de un menor contenido de carotenoides (4 semanas, Figura 10) y clorofila
(4, 8y 12 semanas, Figura 11) en hojas, también adquirieron un tono morado debido
a la acumulacién de antocianinas (Figura S3). Cabe mencionar que las hojas de las
plantas de zanahoria no se caracterizan por tener hojas con tonalidades moradas, ni
acumular antocianinas en éstas. Esto Ultimo podria llegar a indicar que hay cierto
nivel de estrés en la planta, ya que se ha reportado que las plantas acumulan
antocianinas en respuesta a estrés (Kovinich et al., 2015) y que estos pigmentos
tendrian un rol clave protegiendo a la planta de mediante su capacidad antioxidante
(Al Murad et al., 2021; Cartea et al., 2011). Esto conduce a preguntarse si realmente
la condicion luminica LED2 es la adecuada para la salud de la planta de zanahoria,
pudiendo estar la planta regulando la sintesis de estos compuestos fenélicos para
evitar dafios producidos por estrés oxidativo (Roeber et al., 2021). A su vez este
posible estrés, podria estar repercutiendo en las variaciones de clorofila y
carotenoides observadas en las hojas de plantas crecidas bajo la condicion LED2
(Figura 10 y 11), pudiendo relacionarse con la eliminacién y adquisicion de nuevas
hojas producto del estrés (Figura S3, B).

Bajo los antecedentes descritos, es sugerible que la condicion luminica LED2 podria
llegar a representar un factor de estrés para D. carota, lo que se traduce en la
acumulacién de antocianinas y un menor contenido de fotopigmentos respecto lo
observado en las otras condiciones. Sin embargo, para aseverar que LED2 induce

estrés en las plantas, se podria complementar la cuantificacion de antocianinas
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(Figura S3) con la medicion de la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa

(SOD), la cual participa en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno.

En cuanto a las otras condiciones luminicas y su efecto sobre el tejido aéreo, la
condicién LED1 emite una intensidad luminica de 86.6 umol m2s, (esto es casi dos
veces mayor que la condicion F, pero menor que LED2) posee una proporcién R/RL
de 5.04, la cual es similar a la descrita por la condiciéon F (R/RL: 5.65) (Tabla I). A su
vez, el contenido de fotopigmentos es similar entre las condiciones LED1 y F. Esto
ocurre a las 4, 8 y 12 semanas de desarrollo en el caso de los carotenoides (Figura
10) vy clorofila (Figura 11) (a excepcién de las 8 semanas donde las plantas que
crecen en la condiciébn F poseen en sus hojas un contenido mayor de clorofila
estadisticamente significativo respecto a ambas condiciones experimentales).
Ademas, no existen diferencias estadisticas en las mediciones de la elongacion del
tallo entre las plantas que crecieron bajo F y LED1 (Figura S1). Por lo tanto, a nivel
de tejido aéreo no existen diferencias robustas en el efecto producido por las
condiciones LED1 y F (control) sobre las plantas. Esto se veria relacionado con que,
segun lo informado por el fabricante, el espectro que describe LED1 (NS12, Valoya)
corresponde a uno de luz LED blanca, las cuales corresponden a condiciones que
propician positivamente el crecimiento de organismos vegetales debido a su similitud
con las condiciones de iluminacién natural y la abundancia de fotones en el rango
PAR (Kusuma et al., 2020; Pattison et al., 2018). Por lo tanto, para el caso de la
condicion experimental LED1, se sugiere que en este caso es el factor de mayor
intensidad luminica, sumado a las caracteristicas espectrales de la condicion LED1
(en términos de PAR), propician las condiciones necesarias para el crecimiento
adecuado de D. carota, sin hojas que presenten niveles significativos de antocianinas
(Figura S3, A). Cabe recordar, que D. carota es una especie que no se caracteriza

por la adquisicion de tonalidades moradas (contenido de antocianinas) en sus hojas.
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4.2 Efecto de las condiciones luminicas sobre la raiz de D. carota.

4.2.1 Efecto anivel del fenotipo de laraiz de reserva.

Los tratamientos experimentales inducen el crecimiento de raices de reserva de
mayor peso fresco y diametro (Figura 12 y 13). Ante esto surge la pregunta ¢,Por qué
se estarian produciendo raices de mayor tamafo si la luz se percibe en las hojas?
Uno de los eventos que puede explicar dicho fendmeno guarda relacién con la
fotosintesis que ocurre en el tejido fotosintético aéreo y uno de los productos
fotosintéticos, la sacarosa. La fotosintesis depende de varios elementos entre los
cuales se encuentra la intensidad luminica y la calidad de la luz (Cope et al., 2014).
Se ha descrito que la tasa fotosintética (medida como la incorporacién de moléculas
de CO; por unidad de superficie en el tiempo) aumenta a medida que la intensidad
luminica aumenta hasta alcanzar el punto de saturacion de luz, el cual esta sujeto al
limite propio de la especie vegetal y a la cantidad presente de los elementos descritos
anteriormente (Pokhrel et al., 2017; Wareing et al., 1968; Figura S4). Por otro lado,
la calidad de la luz guarda relacién con la longitud de onda a la cual la clorofila
absorbe energia, siendo en este caso fotones con una longitud de onda en los rangos
comprendidos en el espectro de luz roja (R) (600-700 nm) y luz azul (A) (400-500 nm)
(Figura Sb5). Los fotones provenientes de estos rangos de longitud de onda permiten
la excitacion de la clorofila, en donde los electrones suben a un estado de mayor
energia, y luego, son cedidos para formar parte de la cadena de electrones
fotosintética (Reol, 2014). En el caso de LED2 y LED1, ambas condiciones presentan
una mayor intensidad de luz respecto al control (165.2, 86.6 y 54.4 umol m2s?,
respectivamente, Tabla I); y presentan espectros enriquecidos en luz roja respecto al
control (55%, 38% y 20%, respectivamente, Tabla I). Los elementos descritos serian

favorables para la fotosintesis y propiciarian una mayor tasa fotosintética, siendo uno
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de los productos la sacarosa. La evidencia demuestra que ésta molécula puede
actuar a nivel radicular como una molécula de sefializacion derivada de las hojas,
desencadenando asi la morfogénesis y desarrollo del sistema radical en A. thaliana
(Kircher & Schopfer, 2012; Kutschera & Briggs, 2019; Van Gelderen et al., 2018). Se
ha determinado que la comunicacion parte aérea de la planta y raiz, es uno de los
determinantes para la formacién y desarrollo de raices especializadas en la
acumulacién de nutrientes. Especificamente, el nivel de sacarosa transportada desde
la parte aérea de la planta a la raiz a través del floema puede determinar la elongacion
y desarrollo secundario de las raices (Kuznetsova et al., 2020). En el caso de los
antecedentes determinados por Gonzalez-Calquin (2021, datos sin publicar), se
observa que a las 8 semanas la mayor elongacion de raiz es alcanzada por las
plantas que crecen bajo las condiciones LED1 y LED2 (Figura S1). Ademas, LED1y
LEDZ2 inducen el crecimiento de raices con un mayor peso fresco y diametro a las 8
y 12 semanas (Figura 12y 13). Dado que una mayor biomasa suele estar relacionada
a una mayor capacidad fotosintética (Ma et al., 2010; Zha & Liu, 2018) vy las
condiciones experimentales LED1 y LED2 sugieren tener una intensidad y calidad de
luz (Tabla I) que en su sinergia promoverian una tasa fotosintética mayor respecto
de F, es que los fenotipos de raiz obtenidos bajo las condiciones LED1 y LED2
(Figura 14) podrian ser el resultado de una mayor generacion de azucares (sacarosa)
que son transportados a la raiz desde el tejido fotosintético a través del floema. Esto
también ha sido propuesto en especies como el rabano, donde la mayor biomasa de
raiz de almacenamiento alcanzada se relaciona con el efecto de la intensidad de la
luz sobre la fotosintesis (Zha & Liu, 2018). Sin embargo, en este trabajo para
comprobar dicho argumento seria necesario medir la tasa fotosintética en las

condiciones ensayadas y el contenido de sacarosa.
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En relacién con el fenotipo de raiz observado, es interesante observar que las
condiciones de luz tienen un efecto mas drastico sobre la raiz de la planta que en su
tejido aéreo (Figura S1), especialmente a las 8 semanas (Figura 14, A), en donde se
evidencian efectos en la elongacion, peso fresco y didmetro (Figura S2, 12, 13). Esto
podria ser similar a lo observado por Zha & Liu (2018), en donde un aumento en la
intensidad de luz produce un aumento en la biomasa de tejido aéreo y de la raiz de
almacenamiento en rabano, sin embargo, la raiz se ve notablemente méas afectada
(positivamente) que el tejido aéreo. Cabe mencionar que en el trabajo de este autor,
se mantenian las caracteristicas de la calidad de la luz iguales entre las condiciones.
Por otro lado, en el caso de este trabajo, los antecedentes que dan cuenta del efecto
sobre la raiz corresponden a las diferencias en el diametro y peso fresco de este
6rgano a las 8 y 12 semanas de desarrollo (Figura 12 y 13), en cambio, la elongacion
de las raices presenta un promedio similar entre las condiciones a las 12 semanas
(Figura S2). Por lo tanto, la mayor masa alcanzada en las raices de las plantas
crecidas bajo las condiciones LED1 y LED2 se atribuiria al mayor engrosamiento
(diametro, Figura 13) y no a la elongacién de este 6rgano. Esto es coincidente con
los resultados reportados por Hall (1990) en rabano, donde el aumento en la masa

de la raiz se debia al aumento en el diametro de ésta.

Otra de las razones por las cuales se podria estar viendo afectado positivamente el
desarrollo de la raiz es debido a la composicién del espectro de las condiciones LED1
y LED2 (Tabla I). En rabano se observo un efecto positivo en el desarrollo de la raiz
(en términos de los parametros diametro, volumen y peso fresco) dependiente de la
calidad de luz, especificamente de las proporciones de luz roja (R) respecto a luz
azul (A), donde una proporcion 2R:1A propiciaba el desarrollo de la raiz respecto a
1R:1A (Zha & Liu, 2018). Cabe mencionar que para comparar dichas proporciones,

el autor mantuvo la misma intensidad de luz. En el caso de este trabajo diferian las

48



intensidades, aun asi la composicién en el rango del rojo y del azul en las condiciones
luminicas poseen los siguientes porcentajes: F posee un 20% Ry 29% A, LED1
posee un 38% R y 18% A, mientras que LED2 posee un 55% R y 11% A. Esto
determina para F, LED1y LED2 proporciones R:A de 2:3, 2:1y 5:1, respectivamente.
Coincidentemente con lo reportado en rdbano, en este trabajo cuando existe una
mayor proporcion de rojo respecto a azul en las condiciones experimentales,
aumentan los parametros diametro y peso fresco (Figura 12 y 13) de la raiz en D.
carota. Sin embargo, esto no quiere decir qgue mientras mas luz roja mas se
potenciara el efecto. Esto se ve reflejado en qué no existen diferencias significativas
entre el peso fresco y diametro alcanzado por las raices que crecieron bajo LED1 y
LED2 a las 12 semanas. Sin embargo, a las 8 semanas, se observa que las raices
desarrolladas bajo la condicion LED1 (R:A de 2:1) poseen mayor diametro respecto
a LED2 (R:A de 5:1). Por lo que considerando los antecedentes reportados en rabano
y los resultados obtenidos en este trabajo, mantener la proporcion R:A de 2:1
(descrita por LED1), seria un elemento que favoreceria un mayor desarrollo de la raiz

de D. carota.

Los resultados descritos permiten sugerir que el fenotipo de raices observados bajo
las condiciones LED1 y LED2 se debe a un efecto propiciado por la sinergia de una
calidad espectral adecuada (enriquecida principalmente en luz R) y una intensidad

de luz mayor a la proporcionada por la luz control fluorescente.

4.2.2 Genes involucrados en vias de sefalizacion por luz

Existe evidencia de que la luz percibida en hojas es capaz de generar efectos en las

raices. Durante la fotomorfogénesis, proceso que corresponde al conjunto de eventos

morfologicos y de desarrollo de las plantas inducidos por la luz, (Lee et al., 2017), se
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observa también el desarrollo del sistema radical. En cambio, en ausencia de luz, las
plantas (etioladas) presentan un fenotipo alargado, blanquecino y con un sistema
radicular no desarrollado (H. J. Lee et al., 2017; Quian-Ulloa & Stange, 2021). De tal
forma, la percepcion de luz en el tejido aéreo es esencial para que exista un
desarrollo apropiado de la raiz bajo tierra. Diversos trabajos exponen evidencia
respecto a que las raices también sufren un proceso fotomorfogénico ya sea por
incidencia directa o indirecta de la luz, dando lugar al concepto de fotomorfogénesis
radicular (Kutschera & Briggs, 2019; Lee et al., 2017; Yokawa et al., 2013). Para
explicar como las raices perciben la luz se barajan tres hipotesis: 1) Mediante el
movimiento de moléculas de sefializacion (factores de transcripciébn, hormonas)
desde el tejido aéreo a la raiz (Chen et al., 2016; Ha et al., 2018; Tanimoto, 2005;
Zhang et al., 2019). 2) A partir de la luz percibida en hojas, una fraccién enriquecida
en luz RL, se transmitiria a través del tallo, llegaria a las raices y seria sensada por
los fotorreceptores presentes en raices (Lee et al., 2016; Sun et al., 2005). 3) Existiria
un porcentaje de luz que puede penetrar el sustrato en el que se cultiva la planta de
forma tal que las raices podrian percibir de forma directa la luz sin que sea transmitida
a través del tallo (Mo et al., 2015).

Independiente de cémo se esté mediando la respuesta en la raiz (en relacién a las
tres hipétesis descritas con anterioridad), es necesaria la participacion de los
fotorreceptores que sensan la luz. Entre ellos se encuentran los fitocromos (PHYS),
los cuales son capaces de absorber luz en el rango del rojo (R) y del rojo lejano (RL),
lo cual desencadena la activacion o desactivacion de la proteina permitiendo regular
procesos como la fotomorfogénesis, el desarrollo de cloroplastos y la sintesis de
fotopigmentos en respuesta a la calidad de la luz (Quian-Ulloa & Stange, 2021). En
A. thaliana existe evidencia del rol de PHYA y PHYB sobre el desarrollo de la raiz.
Se ha observado una disminucién en la elongaciéon de la raiz en mutantes phyA 'y

phyB (Correll & Kiss, 2005; Salisbury et al., 2007; Silva-Navas et al., 2015). Por otro
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lado, el grupo de Lee et al., (2016) proponen que la llegada de luz RL a la raiz
activaria a PHYB, promoviendo la acumulacion de HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL
5), el cual corresponde a un factor de transcripcion clave en la fotomorfogénesis que
al estabilizarse promueve el crecimiento de la raiz en respuesta a luz. A nivel génico,
ambos genes, PHYA y PHYB son genes fotoregulados (Cantén & Quail, 1999). Al
analizar la regulacion de la expresion de genes PHY en A. thaliana en funcion de la
calidad de la luz (LED), se determiné que existe una fuerte induccion en las lineas
pPHYA-LUC y pPHYB-LUC bajo luz rojo lejano (RL) sujeto a la accién de otro
fitocromo, PHYE (Shapulatov et al., 2021). Por otro lado, Arias., et al (2020) sugirio
la participacion de ambos genes (DcPHYA y DcPHYB) en el desarrollo de la raiz de
reserva de zanahoria, en base a que estos se expresaban en mayor medida en la
raiz que lograba alcanzar el desarrollo secundario.

En las condiciones luminicas estudiadas, a las 8 semanas post-germinacion
(momento en que comienza el desarrollo y sintesis de carotenoides en la raiz), la
expresion relativa de PHYA (Figura 7) es significativamente mayor en la condicion
LED1 y LED2 respecto a F. Y la expresién de PHYB en la raiz se ve inducida en
LED2 respecto a LED1 y F. Considerando que la transcripcién de los genes PHY es
uno de los determinantes del pool de proteina PHY disponible (Shapulatov et al.,
2021), ademas del rol positivo de PHYA y PHYB sobre el desarrollo de la raiz, es
posible sugerir que en este trabajo la induccién de ambos genes se veria relacionado
con la induccién del desarrollo de raiz de reserva (Figura 12-14; Figura S2) en las
plantas de zanahoria que crecen bajo las condiciones luminicas LED1 y LED2, las
cuales poseen mayor componente RL (Tabla I). Sin embargo, para ello habria que
contemplar la abundancia a nivel de proteina. Bajo la suposicion de que existe una
fraccion de luz RL que llega a la raiz (Lee et al., 2016), es posible que las diferencias
en la expresion de PHYA y PHYB en las distintas condiciones luz viene dada por las

variaciones de R y RL. A pesar de ello, recientemente se determind que el
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silenciamiento del gen DcPHYA en zanahoria muestra que es necesario para
acumulacién de carotenoides y expresion del gen PSY1 en la raiz de reserva, aunque

no afecta significativamente el desarrollo de ésta (Quian 2022, datos sin publicar).

Otro de los genes analizados en la categoria de sefializacion por luz es PAR1. Este
corresponde a un cofactor transcripcional, que posee un rol clave en el SAS en A.
thaliana (Zhou et al., 2014). Arias et al., (2022), le atribuydé un rol clave en la
regulacién del desarrollo y la sintesis de carotenoides en la raiz de reserva D. carota,
en donde plantas a las que se les silencié el gen PAR1 no desarrollaron la raiz de
reserva caracteristica de la zanahoria, permaneciendo significativamente una raiz
mas delgada y palida en comparacion a la planta control wild type (WT). En este
trabajo se determind que a las 8 semanas de desarrollo en las condiciones de
crecimiento LED2 se induce una mayor expresion de PARL1 en las raices (Figura 7).
Esta correlacion podria apoyar el rol de PARL1 en el desarrollo de la raiz, ya que
fenotipicamente (Figura 14) se observa una raiz en un estado de desarrollo
secundario avanzado a las 8 semanas en las condiciones LED2. Sin embargo, las
raices que crecieron bajo LED1 poseen un estado de desarrollo equiparable a

aquellas que crecieron bajo LED2, y no presentan una induccion del gen DcPARL.

4.2.3 Genes asociados a desarrollo

ARC6 (accumulation and replication of chloroplast-6) participa en el proceso de
divisién del cloroplasto, lo cual determina el niumero de cloroplastos en la célula y
posee un rol en la expansion y division celular (Ma & Li, 2018). Se ha determinado
gue la maquinaria utilizada por los cloroplastos para su division puede también ser

utilizada por los cromoplastos para su division, especificamente, el elemento ARC3.
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(accumulation and replication of chloroplast-3) (Sun et al., 2020, 2022). ARF6 (Auxin
response factor 6), corresponde a un factor de transcripcion que regula la expresion
de genes de respuesta auxina (Li et al., 2016). Este es expresado en raices de A.
thaliana y se le ha asignado un rol positivo en la formacion de raices adventicias. Se
ha observado que es regulado positivamente por luz blanca y por luces
monocrométicas azules, rojas y rojo lejano (Gutierrez et al., 2009). Por otro lado, para
ambos genes, Arias et al., (2020) determiné que se encuentran mas expresados en
raiz crecida en oscuridad (R/O) que en raiz crecida en luz (R/L) a las 8 semanas de
desarrollo, sugiriendo su patrticipacion en el desarrollo de la raiz de D. carota. En este
trabajo, de estos genes solo ARC6 presenta una mayor expresion a las 8 semanas
bajo la condicion LED2 (Figura 7) coincidiendo con el mayor tamafio de la raiz en
dicho estadio (Figura 14, A). Al mismo tiempo, el tamafio de la raiz en LED2 es
equiparable a la raiz en LED1, sin embargo, ésta ultima condicién no induce la
expresion de ARCS6, por lo tanto en este trabajo no podemos sugerir su rol en la
induccién del desarrollo secundario de la raiz de reserva de D. carota. Respecto a
ARF6, a pesar de que ya que se ha reportado que la luz RL puede regular
positivamente la expresion de un gen reportero, comandado por el promotor de ARF6
(Gutierrez et al., 2009), en este trabajo ninguna de las condiciones LED (con un
mayor porcentaje de luz RL respecto al control, Tabla I) induce significativamente la
expresion de este gen en las raices (Figura 7). Por lo que tampoco es posible sugerir
el rol de ARF6 en el desarrollo de la raiz de reserva bajo las condiciones

experimentales utilizadas en este trabajo.
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4.2.4 Adelantamiento del desarrollo secundario de la raiz de reserva de D.

carota

Bao-xing et al., (2019), suplement6 con luces LED azules y rojas (por separado)
plantas de tomate en periodo de antesis, para luego analizar los frutos de tomate.
Este buscaba establecer si existia un aceleramiento en el desarrollo del fruto
producto de las luces LED, y determiné que los frutos que crecian bajo luces LEDs
alcanzaban el “breaker stage” (etapa en la cual el fruto comienza a adquirir
tonalidades de la gama del amarillo-rojo, debido a la acumulacién de carotenoides) y
la madurez antes que aquellos frutos bajo condicién control (luz natural). Esto
representa un antecedente de que las condiciones luminicas proporcionadas por
luces LED son capaces de adelantar la madurez, en este caso de un fruto.

Para fundamentar lo observado en zanahoria es necesario considerar que el
desarrollo secundario en raiz corresponde a un proceso en el cual los meristemas
secundarios laterales (cAmbium vascular y fel6geno) se encuentran en constante
divisién y diferenciacion celular, logrando la produccion de tejido vascular secundario
(xilema secundario y floema secundario) y la peridermis, lo que desencadena el
aumento en el diametro de la raiz (Strock & Lynch, 2020; Vanderschuren & Agusti,
2022), y por tanto, la formacion de la raiz de reserva de D. carota. Esta corresponde
a un Grgano vegetativo especializado en el almacenamiento de nutrientes, y en el
caso especifico de zanahoria, es la expansion del floema secundario el que permite
el almacenamiento de los carotenoides (Kuznetsova et al., 2020). Ademas, tal como
se ha mencionado en otras secciones, la sacarosa también corresponde a un
elemento que determina la formacion de la raiz de reserva. En esta especie se ha
reportado que, bajo las condiciones proporcionadas por la condicion de luz
fluorescente, al mes de crecimiento la raiz presenta un fenotipo delgado y

blanquecino. Sin embargo, debido al comienzo del desarrollo secundario, a las 8
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semanas se hace visible un pequefio aumento en el grosor de la raiz y el comienzo
de la adquisicién del tono anaranjado debido a acumulacion de carotenoides,
alcanzado un estado de madurez recién a las 12 semanas (Arias, 2019; Arias et al.,
2021; Fuentes et al., 2012; Simpson et al., 2016).

Resulta interesante observar que, es a las 8 semanas donde se aprecia las
diferencias mas notorias entre la condicién control (F) y las experimentales (LED1 y
LED?2) a nivel fenotipico (Figura 14, A) y de expresion relativa de genes (Figura 7). A
las 8 semanas, las caracteristicas fenotipicas de las raices permiten dar cuenta de la
induccién del desarrollo secundario de este 6rgano en aquellas plantas que crecieron
bajo LED1 y LED2. En este caso el engrosamiento de la raiz de reserva se ve
reflejado en el mayor diametro de raiz (Figura 13), lo cual se sustenta por la formacion
del tejido vascular secundario (floema) (Kuznetsova et al., 2020). A su vez, cuando
se observan mayores diferencias fenotipicas, en términos del estado de desarrollo
secundario alcanzado por las raices, se observan diferencias en la expresion relativa
de los genes de interés (Figura 7). Especificamente, en la categoria de genes
asociados a la ruta de sintesis de carotenoides, PSY1 se encuentra inducido por
LED1, y PSY2 inducido por LED1 y LED2. En la categoria de genes involucrados en
sefializacion por luz, PHYA, PHYB y PAR1 son inducidos por LED2; y LED1 induce
la expresion de sélo PHYA. Y en la categoria de genes asociados a desarrollo, ARC6
se ve inducido por LED1. Por lo tanto las condiciones LED1 y LED2 inducen la
expresion de los genes descritos anteriormente, y a su vez (8 semanas post-
germinacion) ambas condiciones luminicas inducen drasticamente el desarrollo
secundario de la raiz de zanahoria, lo cual es evidenciado por el engrosamiento de
la raiz. De esta forma, se producen raices maduras antes de las 12 semanas post-
germinacion, y al cumplir las 12 semanas ya han alcanzado un tamafio superior

respecto a las raices que crecieron bajo la condicion F (Figura 11-14), las cuales
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recién alcanzaron un estado de desarrollo secundario notable a las 12 semanas post-

germinacion.

4.2.5 Disociacion del desarrollo de la raiz y la acumulacion de carotenoides

en laraiz de reserva.

A pesar de la induccién del desarrollo secundario de la raiz de reserva de D. carota
y la mayor expresion relativa de DcPSY1 y DcPSY2 a las 8 semanas (Figura 7), los
tratamientos LED1 y LED2 no inducen una mayor acumulacién de carotenoides en
la raiz de reserva (Figura 8).
En la literatura se ha reportado que el silenciamiento de los genes PAR1 y LCYB1
(gen de sintesis de b-caroteno) en zanahorias conduce a la obtencion de raices
palidas con un menor grado de desarrollo y una menor acumulacién de carotenoides
(Arias et al., 2022; Moreno et al., 2013), demostrando una correlacion entre desarrollo
de la raiz y el contenido de carotenoides. De esta forma, es que ambos fenémenos
demuestran ocurrir de forma paralela. A pesar de ello, en este trabajo se observa una
induccién en el desarrollo secundario de la raiz de reserva a las 8 semanas, no asi
una induccion en el contenido de carotenoides, presentandose una disociacion en la
ocurrencia de ambos fenémenos. Esto conduce a la pregunta ¢Qué podria estar
desencadenando la disociacion de ambos fenémenos? ¢Por qué no existiria un
aumento en el contenido de carotenoides? Para ello hay conocer los elementos que
participan y determinan el contenido de carotenoides en la raiz de zanahoria. Los
genes PSY1y PSY2 codifican para las enzimas fitoeno sintasa, que son claves en la
ruta de sintesis de carotenoides, ya que catalizan la primera reaccion especifica de
la ruta (Rosas-Saavedra & Stange, 2016). En D. carota se ha reportado que PSY1
se expresa en mayor medida en hojas proponiendo un rol en la sintesis de

carotenoides en cloroplastos, mientras que PSY2 se induce mayormente en raiz de
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reserva donde existe mayor sintesis de carotenoides en los cromoplastos presentes
en la raiz de reserva (Fuentes et al., 2012). En los antecedentes reportados con
anterioridad, siempre se ha observado una correlacion entre la abundancia relativa
del transcrito de ambos genes y el contenido total de carotenoides (Arias et al., 2022;
Flores-Ortiz et al., 2020; Moreno et al., 2013). Por ejemplo, al sobreexpresar un gen
enddgeno de sintesis de B-caroteno (LCYB1), en donde un aumento en la expresion
de genes carotenogénicos, se encuentra en concordancia con un aumento en los
niveles de carotenoides en la raiz de D. carota (Moreno et al., 2013). No obstante, en
el presente trabajo un aumento en la expresion relativa de ambos genes (DcPSY1y
DcPSY?2) en las raices de las plantas crecidas en LED1 y LED2 (8 semanas) no se
traduce en el aumento del contenido de carotenoides respecto a las raices de las
plantas crecidas en la condiciéon F (Figura 8). La ausencia de la inducciéon en el
contenido de carotenoides puede explicarse si consideramos que la sintesis y
acumulacion de carotenoides depende de tres eventos: 1) la expresion de los genes
carotenogénicos, 2) la estabilidad y actividad de las enzimas que participan en la ruta
de biosintesis y 3) el desarrollo de estructuras plastidiales para el almacenaje de los
carotenoides (Llorente et al., 2017). Con los datos obtenidos es posible aseverar que
se cumple el evento 1). Respecto a los eventos 2) y 3). Llorente et al., (2017)
menciona que “la ultraestructura de los plastos no s6lo afecta al perfil de carotenoides
y a la capacidad de almacenamiento, sino que también puede influir en la capacidad
biosintética modulando la actividad de la enzima PSY”. De esta forma, el estado de
los eventos 2) y 3) pueden llegar a ser elementos determinantes que al no acompafiar
a la induccién de la expresion de los genes carotenogénicos, no se produciria un
aumento del contenido de carotenoides. Se hipotetiza que LED1 y LED2 no relinen
las condiciones necesarias para que exista una induccién en el desarrollo de
cromoplastos y/o una induccién en la actividad de PSY. Por consecuencia, no se

evidenciaria un aumento del contenido de carotenoides totales. En este sentido,
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podrian existir otros factores necesarios para aumentar el contenido de carotenoides
gque no son activados por las condiciones luminicas LEDs. Un ejemplo de estos
factores podria ser la chaperona OR (Orange), la cual actla a nivel postraduccional
y se ha descrito que estabiliza a PSY en A. thaliana (Zhou et al., 2015; Sun et al.,

2018).

4.2.6 Proyecciones

En términos de investigacion, dado que uno de los principales hallazgos de este
trabajo corresponde a la induccion del desarrollo secundario de la raiz de reserva de
D. carota, es que para la continuidad de esta investigacion se debe considerar
estudiar rasgos asociados a este fenbmeno y preguntarse ¢Qué elementos estarian
implicados en el desarrollo secundario de la raiz de reserva de D. carota? Entre las
actividades se debe contemplar la observacion bajo microscopia del tejido vascular
secundario mediante cortes histolégicos de la seccion transversal de la raiz de
reserva, para asi identificar y comparar el cambium y el floema secundario formado
en las raices de plantas que crecen bajo LED1, LED2 y F. Por otro lado, en direccion
de conocer los elementos que se ven inducidos durante la formacion de la raiz de
reserva se propone la realizacién de un RNA-seq, lo que permitiria comparar el
transcriptoma de las raices que crecieron bajo luces LED respecto a las que crecieron
bajo luz fluorescente. Especificamente, seria relevante estudiar elementos
moleculares asociados a la diferenciacion de las células meristemales del cambium
y la formacion del floema secundario, tal como el factor de transcripcién APL (Altered
floem development), el cual regula la diferenciacion del floema a nivel de raices

(Kuznetsova et al., 2020; Martin Bonke et al., 2003).
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Un aspecto importante por considerar en futuros estudios del efecto de la luz
corresponde a disminuir practicas que pudiesen estar generando grandes
desviaciones estandar. La desviacién estandar corresponde a un indicador del grado
de dispersion de los datos individuales en torno a la media (Streiner, 1996), mientras
mayor sea la desviacion, mayor es la dispersion de datos. Este parametro, junto con
el n de muestras, contribuyen a determinar si existen diferencias significativas entre
las condiciones ensayadas, mediante la realizacion de pruebas estadisticas (t-
student y ANOVA). De tal forma, en investigacion, éstas estiman la probabilidad de
gue los resultados puedan haber surgido por azar, o bien, si existe una relacién
significativa entre una variable y el resultado obtenido (Carley & Lecky, 2003). En el
caso de este trabajo, en alguno de los resultados existe una alta dispersion de los
datos (barras de desviacion estandar en los gréaficos). Ejemplo de ello es en la Figura
7, particularmente en la expresion relativa de los genes PSY1 y ARF6. En ambos
casos se observa una clara tendencia a que la condicion LED2 podria estar
induciendo una diferencia significativa respecto a la condicién control F, ya que la
condicion LED1, aun presentando una menor expresion relativa de este gen respecto
a F, presenta diferencia significativa. Por otro lado, experimentalmente, cada bandeja
contaba con un n de pocillos en donde se sembraron 4-5 semillas de zanahoria (por
lo general germinaron 3-4), lo que puede estar produciendo efectos negativos no
homogéneos sobre el tamafio de la raiz debido a una menor disponibilidad de
espacio, y por ende, una mayor dispersion de los resultados. De hecho, en la Figura
14, a pesar de que se observa una tendencia notoria al mayor tamafio de raiz en las
condiciones experimentales, se aprecian diferencias entre los fenotipos de raiz en
una misma condicion luminica. Por su parte, esto da valor a la determinacion de mas
de un parametro fenotipico realizada en este trabajo. Se debiese considerar sembrar

a lo méas dos semillas por pocillo para descartar la dispersion de datos que se podria
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dar producto de un efecto negativo sobre el crecimiento de la raiz de zanahoria en

respuesta a menor disponibilidad de espacio.

Por otro lado, se propone que en un futuro estudio del efecto de las condiciones
luminicas se considere la variacion de solo una de las componentes de la luz, de
forma tal que las condiciones luminicas posean al menos una componente
homogénea entre si. Esto permitiria establecer una relacién mas especifica entre una
componente y el efecto desencadenado en la raiz. Ejemplo de ello seria equiparar la
intensidad de luz (PFD, umol m-2s?) entre las condiciones para descartar la
contribucién de esta componente, y observar, mediante distintos porcentajes, el
efecto propio de la contribucion de fotones con una longitud de onda dentro de un
rango de interés, o viceversa, manteniendo proporciones de calidad de luz

homogéneas entre las condiciones luminicas y variando la intensidad de luz.

En términos de proyeccion hacia la industria, cabe mencionar que entre los vegetales
mas consumidos a nivel mundial se encuentra la zanahoria. La FAO estima una
produccién mundial de 44,76 toneladas de zanahoria, lo que la posiciona como el
sexto vegetal con mayor produccion en el mundo (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2019). El alto nivel de produccion esté ligado a la relevancia
de D. carota en la dieta, ya que corresponde a una importante fuente de provitamina
A debido a su alto contenido de carotenoides, principalmente de a-caroteno y -
caroteno, constituyendo el 95% del total del contenido de carotenoides (Baranska et
al., 2006). Dicho esto, es que es importante poder encontrar soluciones al cultivo
eficiente de zanahoria, en términos de tiempo y volumen productivo. En el presente
trabajo se demostro el aceleramiento del desarrollo de la raiz de reserva de D. carota
mediante la implementacion de luces LEDs, por lo que seria posible producir una

mayor biomasa de raiz comestible de zanahoria en menores tiempos.
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Actualmente en las ciudades se ha masificado la agricultura vertical en condiciones
de luz artificial (LEDs), ésta corresponde a un sistema de produccion de plantas en
interior en el que factores como luz, humedad, nutrientes son controlados con
precision con el fin de producir en gran cantidad y calidad durante todo el afio
(SharathKumar et al., 2020), pudiendo ser desarrollada como cultivo hidropénico o
en sustrato. La importancia de estos sistemas de cultivo radica en desligarse de la
necesidad de explotar extensas areas de suelo, posibilitar el traslado local de la
agricultura a ciudades y el potencial productivo que presentan dado la posibilidad de
configurar condiciones de luz especificas para potenciar el crecimiento de las
especies cultivadas (Jones, 2018). Sin embargo, esto es aplicado comUnmente para
el crecimiento de hojas verdes comestibles como lechuga, acelga, albahaca y no es
posible encontrar la produccién de vegetales de raiz comestible en la agricultura
vertical. Los resultados de este trabajo permiten proyectar a D. carota como una
especie de importancia nutricional que puede introducirse a este sistema de cultivo
vertical bajo iluminacibn LED con grandes ventajas en términos del grado de
desarrollo que logran las raices en un menor tiempo (desarrollo secundario
alcanzado a los 2 meses en vez de 3), ademas de la mantencion de la calidad
nutricional. Esto cobra relevancia cuando se ha demostrado que el contenido
nutricional de la zanahoria se ve afectado negativamente por la temporada de cultivo
(Perrin et al., 2016). Sin embargo, dado que este trabajo es de los primeros en
evaluar el efecto de LEDs sobre zanahoria, es apropiado continuar los esfuerzos para
optimizar las condiciones luminicas en relacion con los requerimientos especificos de
D. carota, y asi promover su proyeccion biotecnoldgica dentro de la agricultura

vertical.
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5. Conclusiones

Las condiciones luminicas difieren en las componentes de intensidad y calidad de la
luz, siendo de esta forma heterogéneas entre si, por lo que se considera la sinergia
de ambos parametros para evaluar el efecto de las luces sobre la raiz de D. carota.
Las condiciones LED1 y LED2 generan un mayor desarrollo secundario de la raiz y
aumentan la expresion de genes carotenogénicos (DcPSY1 y DcPSY2) a las 8
semanas de crecimiento, sin embargo no se acompafia de un aumento en el
contenido de carotenoides respecto a lo observado en F. Por efecto, queda en
evidencia una disociacion entre el desarrollo secundario y la acumulacion de
carotenoides en la raiz de D. carota. En este contexto, un mayor contenido de luz R
y una mayor intensidad luminica serian las caracteristicas que favorecerian un mayor
desarrollo secundario de la raiz de D. carota. Esto generaria una fotosintesis mas
eficiente en hojas, lo que propiciaria un mayor flujo de sacarosa a la raiz, induciendo
de esta forma el desarrollo secundario de la raiz de reserva de D. carota, y por tanto,
la produccion de raices maduras antes de los 3 meses de crecimiento.

Se concluye que la sinergia de las componentes intensidad y calidad de la luz, hacen
a LED1 la mejor condicién luminica para crecer a D. carota en ambientes de
iluminacion controlada, debido a que induce el desarrollo secundario de la raiz de
reserva a las 8 semanas de crecimiento, mantiene los niveles de carotenoides en
ésta, y que las hojas de las plantas que crecen bajo esta condicion presentan niveles

de pigmentos acorde a las caracteristicas fenotipicas de D. carota.
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Figura S1. Elongacién de la parte aérea. Las letras denotan diferencias significativas a lo largo del
tiempo (F 4 semanas vs 8 semanas, etc) y los asteriscos denotan las diferencias significativas entre los
tratamientos en un tiempo determinado (4 semanas F vs B vs B+R). Las diferencias fueron calculadas
mediante ANOVA de una via con correccién de Brown-Forsythe y Welch para comparaciones multiples.
**+% n < 0.0001, * p < 0.001, **p <0.01, * p<0.1. (Gonzalez-Calquin 2021, datos sin publicar).

Largo de laraiz (cm)

Figura S2. Elongacion de la raiz de reserva. Las letras denotan diferencias significativas a lo largo del
tiempo (F 4 semanas vs 8 semanas, etc) y los asteriscos denotan las diferencias significativas entre los
tratamientos en un tiempo determinado (4 semanas F vs B vs B+R). Las diferencias fueron calculadas
mediante ANOVA de una via con correccion de Brown-Forsythe y Welch para comparaciones multiples.
***k n < 0.0001, *** p <0.001, **p <0.01, * p<0.1. (Gonzalez-Calquin 2021, datos sin publicar)
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Figura S3. Acumulacion de antocianinas en hojas de zanahoria en la condicién F, LED1y LED2. A)
Contenido total de antocianina monomérica expresado en unidades de cianin-3-glucosa equivalentes
(mg/mL) en hojas de zanahorias de 12 semanas. La cuantificacion fue realizada mediante
espectrofotometria utilizando el método de pH diferencial descrito por Lee et al., (2005) (2 réplicas
bioldgicas) B) Registro fotografico de zanahorias de 8 semanas en condicién LED2. Se observa en las
hojas la coloracion morada correspondiente a la acumulacién de antocianinas. (Registro fotogréafico
realizado por Gonzalez-Calquin (2021). Bajo estos resultados y registro fotografico, se observa que la
condicién LED2 induce la acumulacién de antocianinas en hojas de zanahoria. Los asteriscos denotan las
diferencias significativas calculadas mediante la prueba t de Student (p<0,05) con correccién de Welch
(n=2) **** p<0.0001, *** p<0.001, **p<0.01, * p<0.1.
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Figura S4. Tasa fotosintética neta a diferentes niveles de luz. Las letras IN, C, L, W denotan los
diferentes tratamientos de fertirrigacion. Se observa que la tasa de fotosintesis aumenta a medida que la
intensidad de la luz aumenta. Sin embargo, dicho incremento sélo ocurre hasta cierto punto (punto de
saturacion de luz), a partir del cual la tasa fotosintética se mantiene constante, debido a algun factor
limitante [Figura extraida de Pokhrel et al., (2017)].
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Figura S5. Espectros de absorcion basicos clorofila y carotenoides. Las clorofilas absorben la
energia de la luz en la parte roja y azul del espectro visible, mientras que los carotenoides s6lo absorben
la luz en el azul/verde [Figura y descripcion extraida de Johnson, (2016)].
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Figura S6. Espectro de luz de las condiciones F, LED1 y LED2. Cada espectro corresponde a los datos
de una Unica medicién. Esta fue determinada mediante el uso de un espectrémetro (LI-COR 180) y
visualizado mediante LI-180 Spectrofotometer Software.
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Tabla Il. Programa PCR para actina4.

Programa termociclador
N° ciclos Etapa T® Tiempo
1x Denaturacion inicial 94°C 1 min
Denaturacion por ciclo 98°c 5s
35x Annealing 52°c 7s
Extension por ciclo 72°C 10s
Extensién final 72°C 30s
1x
Hold 10°C ©
Tabla llll. Programa sintesis ADNc
Programa termociclador
T® Tiempo
70°C 5 min
25°c 5 min
60°c 15s
42°C 90 min
70°C 15 min
12°C o
Tabla lll. Partidores utilizados para PCR convencional y gqRT-PCRP.
Partidor Secuencia (5" - 3) Uso
Actina4.F CAC ACT TTC TAC AAT GAG CT Utilizado  para
determinar la
integridad  del
Actina4.R GCA GTG ATC TCT TTG CTC AT ADNG
sintetizado.
DcgActina.F GTA TGT TGC TAT CCA GGC TGT GCT Utilizado como
gen
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DcgActina.R

CCG AAG AAT TGC ATG TGG AAG TGC AT

normalizador en
los ensayos de
RTgPCR

DcqUbi.F

GCT CGA GGA CGG CAG AAC

DcqUbi.R

CTT GGG CTT GGT GTAGGTCTTC

Utilizado como
gen
normalizador en
los ensayos de
RTgPCR

DcgPsyl.F

ATC GGT GTG GCG AAG TTT GT

DcgPsyl1.R

CAA GAG CCTTGG GCG TGA TA

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcPSY1

DcqPsy2.F

TGG CTC AAG CAG GGC TTTCT

DcgPsy2.R

ATG CCC ATACCG GCC ATCTA

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcPSY2

DcgPhyA.F

GCA GTT ACA AGT GAG ATG GTC AGG C

DcgPhyA.R

ATG GCT TTA TCC ACA GGA AGA CCG

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcPHYA

DcgPhyB.F

TTG AGT CAC CCA CGT ACT GCT GTT

DcqPhyB.R

CGC AGC GAATTT AGG ATT GTCTGCC

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcPHYB

DcgParl.F

AAT GCC AAG CCC TTG AGC CAC

DcgParl.R

ATC CTC ATC CTC ATC AGC TCC AGT

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcPAR1

DcgArf6.F

TCA TGA GCT GCG TAG TGAACTTGC

DcgArf6.R

AGC TGC CAG CCT GAT CTT AAA GGA

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcARF6

DcqArc6.F

CCG AGG TGT TAG ATG GCC AGATG

DcgArc6.R

TAA GTG AGT AGT CCC AGG ACC AACC

Utilizados para
la medicién de
los niveles de
expresion  del
gen DcARCG6

b Partidores disefiados y publicados por Arias D., (2019)
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Tabla IV. Programa RT-qPCR

Programa termociclador

N° ciclos

Etapa T® Tiempo

1x Denaturacion inicial 95°C 10 min
Denaturacion por ciclo 90°c 15s
45x Annealing 60°c 15s
Extension por ciclo 72°C 15s

Tabla V. Densidad de flujo de fotones (PFD) por rango de longitud de onda? y densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (PPFD) de las condiciones F, LED1 y LED2.

PFD (umol m2 s1) PPED (umol
PFD totales
m2 s1)
Tratamiento | UV Azul Verde Rojo Rojo lejano | (umol m? s?)
F 049 | 1581 | 2502 | 11,20 1,98 54,5 52,03
LED 1 0,33 15,75 30,45 33,14 6,57 86,6 86,24
LED 2 0,20 19,22 31,15 91,32 23,29 165,2 141,74

nm).
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a UV (380-400 nm); azul (400-500 nm); verde (500-600 nm); rojo (600-700 nm); rojo lejano (700-780




