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RESÚMEN 

La fotomorfogénesis se refiere a procesos fisiológicos que se desencadenan en 

presencia de luz y que permiten el desarrollo normal de una planta luego de 

germinar, lo que se acompaña con un aumento en la síntesis de pigmentos, como 

carotenoides y clorofilas, requeridos para la fotosíntesis. Mientras que la 

escotomorfogénesis es cuando una planta germina y crece en oscuridad 

presentando un fenotipo etiolado, caracterizado por un hipocótilo largo y escasa 

síntesis de pigmentos. A nivel molecular, cuando las plantas crecen en oscuridad 

los fitocromos (PHYs) están inactivos en el citoplasma, mientras, que, en el 

núcleo, miembros de la familia de factores de interacción del fitocromo (PIF) se 

unen a elementos de respuesta a luz (LRE), situados en los promotores de genes 

asociados a la síntesis de carotenoides, reprimiendo su expresión. Por otro lado, 

cuando las plantas perciben la luz blanca (LB) (proceso de de-etiolación), los PHY 

se activan y traslocan al núcleo de la célula, donde fosforilan a los PIF, lo que 

conduce a su degradación. Esto último posibilita que a los LRE se unan factores 

de transcripción del tipo Long Hypocotyl 5 (HY5), que contribuyen a aumentar la 

expresión de genes relacionados con la síntesis de carotenoides como PSY. 

Procesos similares ocurren durante la maduración de frutos que aumentan el 

contenido de carotenoides bajo un crecimiento en LB. Por el contrario, en la 

zanahoria (Daucus carota) que es la 7° hortaliza con mayor superficie de 

plantación a nivel nacional (ODEPA, 2020), se sintetizan y acumulan grandes 

cantidades de carotenoides en su raíz crecida bajo tierra, en donde tal como en 

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), podría llegar una proporción baja de luz roja 

versus luz roja lejana (LR/LRL). A esto se suma el hecho que bajo LB la raíz de 

reserva de zanahoria no se desarrolla normalmente, presentando escaso 

crecimiento secundario, bajo contenido de carotenoides y disminuida expresión 

de genes carotenogénicos. Mediante un análisis de RNA-seq en nuestro grupo 

de investigación se comparó los perfiles de expresión génica entre una porción 
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de raíz de reserva crecida en LB versus una porción de la raíz de reserva crecida 

bajo tierra. Se encontraron genes asociados a la señalización mediada por luz 

más expresados en la porción de raíz crecida bajo tierra que la expuesta a LB, 

tales como DcPHYA, DcPAR1, DcCOP1, DcCOP9, DcPIF3, DcPHYB-like.  

En Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), fitocromo A (PHYA) participa en la 

fotomorfogénesis en sombra al activarse en baja proporción de LR/LRL, donde 

producto de su acción reprime la excesiva elongación del hipocotilo y favorece la 

síntesis de carotenoides. En frutos, PHYA activa la síntesis de clorofila y 

carotenoides. Además, tanto en Arabidopsis, como en frutos de tomate, regula 

positivamente la expresión de PSY. Tomando en cuenta los antecedentes 

anteriormente expuestos se estudió funcionalmente el gen DcPHYA de zanahoria 

y se determinó su rol en la síntesis de carotenoides. 

A partir de los resultados obtenidos se determinó que DcPHYA comparte un 

73,19% de similitud de secuencia aminoacídica con AtPHYA, lo que nos indica 

que fitocromo A de zanahoria podría ser una proteína funcional. Como primera 

aproximación para estudiar funcionalmente el gen DcPHYA, lo expresamos de 

manera estable en tabaco. Seleccionamos las líneas expresoras de DcPHYA 

EL4, EL6 y EL7 y éstas fueron sometidas a tratamientos con LRL. Demostramos 

que DcPHYA en LRL actúa inhibiendo la elongación del hipocotilo por lo tanto, 

promoviendo la fotomorfogenesis. Además, regula negativamente la expresión 

relativa de los genes NtPEPCK y NtPar1-like. Aunque en este tratamiento, 

DcPHYA no regula positivamente el contenido de pigmentos como carotenoides 

y clorofilas ni la expresión relativa de los genes carotenogenicos NtPSY1 y 

NtPSY2. Como segunda aproximación para estudiar funcionalmente a DcPHYA, 

silenciamos el gen en plantas de zanahoria y analizamos su efecto en la raíz de 

reserva crecida bajo tierra. Obtuvimos 7 líneas de zanahoria transformantes para 

DcPHYA de las cuales seleccionamos la línea ASL2, ASL5, ASL9 y ASL11, que 

tienen un 86%, 54%, 40% y 27% de silenciamiento del gen, respectivamente. En 

las 4 líneas analizadas se encontró una menor expresión relativa de DcPSY1, lo 
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que se correlacionó con el menor contenido de carotenoides totales. Mientras 

que en las líneas ASL2, ASL9 y ASL11 tuvieron menor expresión relativa de 

DcPSY2. Por otro lado, la expresión relativa de los genes DcLCYB1, DcLCYB2 y 

DcPAR1 no se vio afectada por el silenciamiento del gen DcPHYA. Basados en 

los antecedentes anteriormente expuestos, sugerimos que DcPHYA es activo en 

LRL, regulando el largo del hipocotilo y la expresión relativa de genes de manera 

positiva o negativa. Además, DcPHYA en la raíz de reserva de zanahoria crecida 

bajo tierra regula la síntesis de carotenoides a través del aumento en la expresión 

de PSY1. 
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Abstract 

Photomorphogenesis refers to physiological processes that are triggered in the 

presence of light and that allow the normal development of a plant after 

germination, which is accompanied by an increase in the synthesis of pigments, 

such as carotenoids and chlorophylls, necessary for photosynthesis. On the other 

hand, scotomorphogenesis is when a plant germinates and grows in the dark, 

presenting an etiolated phenotype, characterized by a long hypocotyl and poor 

pigment synthesis. At the molecular level, when plants grow in the dark, 

Phytochromes (PHYs) are inactive in the cytoplasm, while, in the nucleus, 

members of the Phytochrome Interacting Factor (PIF) family bind to Light 

Response Elements. (LRE) located in the promoters of genes associated with the 

synthesis of carotenoids, repressing their expression. On the other hand, when 

plants perceive White Light (WL) (deethiolation process), PHYs are activated and 

translocate to the cell nucleus, where they phosphorylate PIFs, leading to their 

degradation. This allowed that under LREs can bind transcription factors how 

Long Hypocotyl 5 (HY5), which increased the expression of genes related to the 

synthesis of carotenoids, such as PSY. Similar processes occur during fruit 

ripening were increased carotenoid content under WL growth. On the contrary, in 

the carrot (Daucus carota), which is the 7th vegetable with the largest plantation 

area at the national level (ODEPA, 2020), carotenoids are both synthesized and 

accumulate in its traproot grown underground. In Arabidopsis (Arabidopsis 

thaliana), a low ratio of Red Light versus Far Red light (R/FR) could arrive. While, 

in WL traproot of carrot does not develop normally, presenting little secondary 

growth, both low content of carotenoids and decreased expression of 

carotenogenic genes. Through an RNA-seq analysis in our research group, the 

gene expression profiles were compared between a portion of the reserve root 

grown in WL versus a portion of the reserve traproot grown underground. Genes 

associated with light signaling were found more expresed in the root portion grown 
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underground that exposed to WL, such as DcPHYA, DcPAR1, DcCOP1, 

DcCOP9, DcPIF3, DcPHYB-like. 

In Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), Phytochrome A (PHYA) participates in 

shadow photomorphogenesis by being activated in a low proportion of R/FR, 

where as a product of its action it represses the excessive elongation of the 

hypocotyl and favors the synthesis of carotenoids. In fruits, PHYA activates the 

synthesis of chlorophyll and carotenoids. In addition, both in Arabidopsis and in 

tomato fruits, it positively regulates the expression of PSY. Taking into account 

the above background, the carrot DcPHYA gene was functionally switched off and 

its role in carotenoid synthesis was prolonged. 

We found that DcPHYA shares a 73.19% similarity of amino acid sequence with 

AtPHYA, which indicates that carrot phytochrome A could be a functional protein. 

As a first approach to functionally study the DcPHYA gene, we expressed this 

gene in tobacco. We selected EL4, EL6 and EL7 lines and these were subjected 

to FR treatments. We show that DcPHYA in LRL acts by inhibiting hypocotyl 

elongation, thus promoting photomorphogenesis. Furthermore, it negatively 

regulates the relative expression of the NtPEPCK and NtPAR1-like genes. 

Although in this treatment, DcPHYA does not positively regulate the content of 

pigments, such as both carotenoids and chlorophylls and the relative expression 

of the carotenogenic genes NtPSY1 and NtPSY2. As a second approach to 

functionally study DcPHYA, we silenced the gene in carrot plants and analyzed 

its effect on traproot ground-grown. We obtained seven transgenic carrot lines. 

We selected the ASL2, ASL5, ASL9 and ASL11 lines, which have 86%, 54%, 40% 

and 27% gene silencing, respectively. In the 4 lines analyzed, a lower relative 

expression of DcPSY1 and DcPSY2 was found, which correlated with the lower 

content of total carotenoids. Three lines had les relative expression of DcLCYB1 

in compared with Wt line. On the other hand, the relative expression of DcLCYB2 

and DcPAR1 genes was not affected by DcPHYA gene silencing. Based on the 

background set forth above, we suggest that DcPHYA is active at FR, regulating 
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hypocotyl length and relative gene expression in a positive or negative manner. 

In addition, DcPHYA in traproot carrot grown underground regulates carotenoid 

synthesis through increased expression of DcPSY1 and DcPSY2. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Los fitocromos son fotoreceptores que participan en la 

fotomorfogénesis  

Los fitocromos (PHYs) pertenecen a una familia de fotoreceptores que en plantas 

captan distintos tipos de luz para mediar respuestas fisiológicas. Los PHYs están 

formados por dos dímeros con un peso molecular de 250 kDa y tienen unido un 

cromóforo que detecta diferentes longitudes de onda de la luz. Esta proteína está 

bajo la interconversión fotoquímica entre dos isoformas dependiendo de la señal 

lumínica que detecte. Una isoforma inactiva (Pr) en Luz Roja Lejana (LRL) (700-

800) que se encuentra en el citoplasma y una activa (Pfr) en luz roja (LR) (600-

700mn) que es traslocada al núcleo (Quail, 1991). Los PHYs activos regulan la 

expresión de genes, de forma positiva o negativa (Wang, et al., 2002; Tepperman, 

et al., 2006; Chen, et al., 2014) lo que desencadena el normal crecimiento y 

desarrollo de las plántulas, aumentando la síntesis de pigmentos, tales como 

clorofila y carotenoides, que se conoce con el nombre de fotomorfogénesis 

(Franklin y Quail, 2009). 

En Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) se encuentra una familia de cinco genes 

que codifican fitocromos, el PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE. Los dominios 

funcionales de estas proteínas, desde el N-terminal hasta el C-terminal son: un 

dominio Per/Arnt/Sim (PAS), un dominio ampliamente distribuido en la 

naturaleza, asociado a la detección y transducción de señales derivadas de 

estímulos físicos y químicos. Estos dominios entre sí comparten solo un 20% de 

identidad de secuencia aminoacidica. Pero, comparten una forma de estructura 

secundaria canónica que consiste en una cadena central β-plegada con cinco 

hebras Aβ, Bβ, Gβ, Hβ y Iβ y algunas α-helices denotadas como Cα, Dα, Eα and 

Fα, flanqueando la cadena (Möglich, et al., 2009). Otro dominio, es el cGMP 

fosfodiesterasa/adenilil ciclasa/FnLA (GAF), que tiene actividad bilin liasa, 
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necesaria para el ensamblaje de un cromóforo tetrapirrol (fitocromobilin) que va 

a permitir la absorción de LR o LRL. Además, este dominio permite la interacción 

proteína-proteína (Cornilescu, et al., 2008). Otro dominio, es el fitocromo 

especifico (PHY), cumple la función de estabilizar el estado fotoactivado Pfr del 

fitocromo (Böhm, et al., 2021). Dos dominios relacionados al dominio PAS (PAS-

A y PAS-B) y un dominio relacionado histidina quinasa (HKRD), que posee 

actividad histidina quinasa (Shin, et al., 2016). Los tres primeros dominios de la 

región N-terminal están asociados a la percepción de la señal luminosa y los 

últimos tres, de la región C-terminal asociados a la transducción de la señal 

luminosa (Lars-Oliver, et al., 2008; Hoang, et al., 2019). 

De acuerdo con su estabilidad en la LR los fitocromos son clasificados en dos 

grupos: PHYA, es del grupo I por ser el más lábil en LR, por el contrario, del 

PHYB al PHYE, pertenecen al grupo II, por ser los más estables en LR. Los PHYs 

más estudiados son PHYA y PHYB. El PHYA es el más abundante en plántulas 

crecidas en oscuridad, aunque en esta condición esta inactivo, mientras que el 

más abundante en plántulas crecidas en LB es PHYB (Li, et al., 2011). En tejido 

fotosintético, la abundancia de transcrito de PHYB no se modifica por efecto de 

la luz (Clack, et al., 1994), mientras que la abundancia de transcrito de PHYA es 

más alto en el tejido que crece en oscuridad (Cantón y Quail, 1999). Por otro lado, 

en la raíz de Arabidopsis la abundancia de transcrito de PHYA es la misma en la 

raíz crecida bajo LB u oscuridad, lo que da cuenta que la expresión de PHYA no 

se regula a nivel transcripcional por el tipo de luz en la raíz de esta planta (Cantón 

y Quail, 1999).  

PHYA, además de activarse con poca cantidad de LR (0,1 μmol/m2), lo hace con 

alta cantidad de LRL (> 1000 μmol/m2), lo que le confiere la capacidad de percibir 

la diferencia entre la oscuridad total y las condiciones donde la luz no es suficiente 

para estimular otros fotoreceptores, como por ejemplo la exposición transitoria a 

la LB. Por otro lado, la capacidad de percibir grandes cantidades de LRL, le 

permite percibir la sombra (proporción de LR/LRL baja) originada por hojarasca 
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o doseles densos (Oka, et al., 2012; Cassal, et al., 2013). En esta última condición 

de luz se genera el síndrome de huida a la sombra (SAS por sus siglas en inglés) 

que son respuestas de la planta frente a la alerta de posibles competidores o la 

falta de LR. Entre las respuestas desencadenadas por el SAS destaca el 

alargamiento del hipocótilo, para así evadir crecer bajo otras plantas y alcanzar 

zonas con suficiente LR (Casal, 2013; Sheerin y Hiltbrunner, 2017). 

1.2 La síntesis de los carotenoides es positivamente regulada por luz en 

tejido fotosintético y en frutos 

Los carotenoides son pigmentos liposolubles ampliamente distribuidos en la 

naturaleza, encontrándose aproximadamente 700 diferentes tipos (Ruiz-Sola y 

Rodríguez-Concepción, 2012). Estructuralmente, están formados por cadenas de 

carbono de longitud variable, que pueden contener insaturaciones, lo que le 

confiere su poder antioxidante y cromóforo (Stahl y Sies, 2003; Fiedor y Burda, 

2014). Son sintetizados por todos los organismos fotosintéticos, tales como 

plantas, algas y por algunos no fotosintéticos, como bacterias y hongos (Nisar, et 

al., 2015). En plantas, los carotenoides son los encargados de entregarle el color 

amarillo, rojo y naranjo característico de flores, frutos y algunas raíces. 

Particularmente, en órganos fotosintéticos, como las hojas, participan en la 

fotosíntesis como pigmentos captadores de luz y en la fotoprotección frente al 

daño fotooxidativo (Hashimoto, et al., 2016). Además, son precursores de 

hormonas, tales como el ácido abscísico y las estrigolactonas (Nisar, et al., 2015). 

Se sintetizan y acumulan en los plastidios, como por ejemplo en los cloroplastos 

en las hojas o en los cromoplastos de los frutos, siendo los cromoplastos los 

plastidios que más acumulan carotenoides (Sun, et al., 2018). Por otro lado, en 

los animales, los carotenoides actúan como precursores de la vitamina A y 

gracias a su poder antioxidante disminuyen el riesgo de enfermedades crónicas 

y diferentes tipos de cáncer (Nishino, et al., 2000).  
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La síntesis de carotenoides ocurre en los plastidios de las plantas y comienza 

con la producción de fitoeno a partir de Geranil Geranil Pirofosfato (GGPP), 

producido en la ruta del Metil Eritrol Fosfato (MEP, por sus siglas en inglés). El 

GGPP es el sustrato de la enzima fitoeno sintasa (PSY). El fitoeno, luego de 

cuatro reacciones de isomerizaciones y desaturaciones, forma el licopeno, que 

es de color rojo. A continuación, la enzima Licopeno β-ciclasa (LCYB) cicla los 

carbonos terminales del licopeno y lo transforma en β-caroteno. Por otro lado, 

para formar α-caroteno, se requiere que por un lado de la cadena se cicle por la 

acción de LCYB y por el otro por la acción de la enzima Licopeno ε-ciclasa (LCYε) 

(Lang y Ghassemian, 2003) (Figura 1). 

 

Figura 1. Vía de síntesis de carotenoides simplificada. Metil eritrol fosfato (MEP), conduce a 
la producción de Geranilgeranil Pirofosfato (GGPP), el principal precursor de carotenoides y 
clorofila. Son mostradas las principales enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides como: 
Fitoeno sintasa (PSY), ζ-carotene desaturase (ZDS) phytoene desaturase (PDS) ζ-carotene 
isomerase (Z-ISO) (CRTiso) lycopene ε-cyclase (LCYE) lycopene β-cyclase (LCYB). (Modificado 
de Quian-Ulloa y Stange, 2021). 

La regulación en la síntesis de carotenoides está dada tanto por estímulos 

internos de la planta, dependiendo del órgano de la planta donde se producen, 

como por estímulos externos, como la temperatura y la luz (Bramley, 1997; Sun, 
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et al., 2018; Stanley y Yao-Wu, 2019). Estudios de cómo la luz regula la síntesis 

de carotenoides se ha enfocado principalmente en cómo se ve afectada la 

regulación de la expresión del gen PSY y la diferenciación de plastidios hacia 

aquellos que acumulan mayor cantidad de carotenoides, como cloroplastos y 

cromoplastos. Esto último facilitado por proteínas chaperonas como Orange 

(OR), que actúan estabilizando a PSY (Lu, et al., 2006; Mass, et al., 2009; Sun, 

et al., 2018; Waters, et al., 2018). 

En tejido fotosintético, la síntesis de carotenoides se inicia durante la de-

etiolación que ocurre luego de que las plantas perciben la LB después de 

germinar en oscuridad (Figura 2). Este proceso es mediado por diferentes 

fotoreceptores, tales como: PHY, criptocromos (CRY) y fototropinas. En una 

condición de oscuridad, los PHYs y CRYs, están inactivos en el citoplasma de la 

célula, mientras que, en el núcleo, miembros de la familia de factores de 

interacción del fitocromo 1 (PIF1) se unen a Elementos de Respuesta a Luz 

(ERL), ubicados en los promotores de algunos genes que codifican enzimas 

claves de la biosíntesis de carotenoides, tal como PSY, reprimiendo su expresión 

(Rodriguez-Villalón, et al., 2009) (Figura 2 a). Sumado a lo anterior, factores de 

transcripción que se pueden unir a los ERL y regular de manera positiva la 

expresión de PSY, como el factor de transcripción Elongated Hypocotyl 5 (HY5) 

de la familia Basic leucine zipper (bZIP) (Toledo-Ortiz, et al., 2010), es degradado 

por la acción de Constitutive Photomorphogenic 1 (COP1), que es una proteína 

con actividad Ubiquitin ligasa E3. Una vez que COP1 ubiquitina a HY5, lo 

conduce a su degradación por el proteosoma 26S (Osterlund, et al., 2000; Kumar, 

et al., 2015). A nivel fenotípico, las plantas presentan un hipocótilo alargado y 

acumulan escasos carotenoides (Stange y Flores, 2012). Por otro lado, cuando 

las plantas crecen bajo LB, la forma activa de los PHYs es traslocada al núcleo, 

donde fosforilan a PIF1, lo que conduce a su degradación (Smirnova, et al., 

2012). Sumado a lo anterior, los PHYs interaccionan con COP1, lo que disminuye 

su actividad Ubiquitin ligasa E3 (Lu, et al., 2015). Por lo tanto, se estabilizan 
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factores de transcripción como HY5, que se unen a los ERL para promover la 

expresión de genes que codifican enzimas claves en la biosíntesis de 

carotenoides, como PSY (Oyama, et al., 1997). A nivel fenotípico, las plantas 

presentan un hipocótilo acortado y acumulan grandes cantidades de 

carotenoides en comparación a la condición de crecimiento en oscuridad (Stange 

y Flores, 2012) (Figura 2 c). Una tercera condición de crecimiento, es cuando las 

plantas crecen bajo sombra. Por un lado, Phytochrome Rapidly Regulated1 

(PAR1) actúa uniéndose a PIF1 e impidiendo su unión a los ERL y con ello 

promoviendo la expresión de genes que codifican enzimas claves en la 

biosíntesis de carotenoides, como PSY (Bou-torrent, et al., 2015). PAR1 (y PAR2) 

pertenecen a la familia HLH de factores de transcripción que han perdido el 

dominio básico requerido para la unión al ADN, por lo tanto, pueden regular la 

expresión de genes indirectamente, a través de su interacción con factores de 

transcripción, como PIFs, e impidiendo la unión de este último al ADN (Roig-

Villanova, et al., 2007; Hao, et al., 2012; Zhou, et al., 2014; Bou-Torrent, et al., 

2015; Liu, et al., 2019). Paralelamente, PHYA se transloca al núcleo de la célula 

(Kim, et al., 2000; Kirchenbauer, et al., 2016) e interacciona con COP1, lo que 

conduce a la disminución de su actividad Ubiquitin ligasa E3 (Saijo, et al., 2008; 

Sheerin et al., 2015), además, fosforila a PIF1, lo que produce su degradación 

(Shin, et al., 2016). Sumado a lo anterior, a partir de estudios funcionales de 

PHYA, se ha determinado que en LRL, a través de un factor de transcripción, se 

une al promotor de PSY y lo regula positivamente; es decir, PSY es un blanco 

indirecto de PHYA en LRL (Linting, et al., 1997; Chen, et al., 2014). A nivel 

fenotípico el largo del hipocótilo y la concentración de carotenoides en sombra es 

intermedia entre oscuridad y el crecimiento en LB (Halliday, et al., 1997; Robson, 

et al., 2000; Sng, et al., 2020) (Figura 2 c). 

PHYA y PHYB poseen funciones antagónicas en sombra. Mientras PHYA se 

encuentra activo favoreciendo el acortamiento del hipocótilo y la mantención de 

la fotomorfogénesis, PHYB favorece el alargamiento del hipocótilo, acentuando 
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la respuesta SAS en búsqueda de LR (Johnson, et al., 1994; Martinez-Garcia, et 

al., 2014; Sng, et al., 2020;). Los PHYs regulan la expresión de genes (a través 

de su interacción con factores de transcripción), la estabilización de ciertas 

proteínas (inhibiendo su degradación) y la fosforilación de proteínas 

(conduciendo a su degradación) (Cassal, et al., 2003; Shin, et al., 2016; Hoang, 

et al., 2019; Yang, et al., 2018; Zhao, et al., 2022). De manera interesante, Chen, 

et al., (2014) reportó que en Arabidopsis en LRL, PHYA regulada negativamente 

la expresión de AtPAR1 y a Phosphoenolpyruvate Carboxykinase [ATP]-like 

(AtPEPCK), mientras que induce la expresión de Phytoene synthase (AtPSY), 

light-harvesting chlorophyll-a/b proteins (AtLCHB) y Geranylgeranyl 

Pyrophosphate Synthase (AtGGPS) 

En frutos, la síntesis de carotenoides se produce durante su maduración, donde 

la luz, al igual que en el tejido fotosintético, actúa regulando este proceso (Alba, 

et al., 2000). A medida que el fruto del tomate madura bajo LB, aumenta el 

contenido de carotenoides y existe un aumento en la expresión relativa de SlPSY, 

con la concomitante diferenciación de cloroplastos hacia cromoplastos en todo el 

fruto (Ronen, et al., 2000). Además, se observa un aumento en la expresión 

relativa de genes que codifican para fitocromos, como SlPHYA, SlPHYB1, 

SlPHYB2, SlPHYE y SlPHYF, siendo la expresión de SlPHYA, acentuada en el 

interior del fruto (Bianchetti, et al., 2017). Particularmente, en la etapa de 

desarrollo del fruto de Verde Maduro (MG por sus siglas en inglés), en donde el 

fruto ha alcanzado su crecimiento final y hay una alta acumulación de 

cloroplastos, en el centro del fruto llega una baja proporción de LR/LRL (sombra), 

que proviene de la LB del exterior (Alba, et al., 2000; Llorente, et al., 2016). 

Estudios funcionales de PHYs usando un promotor fruto específico para silenciar 

los genes SlPHYB y SlPHYA, resultó en una menor acumulación de carotenoides 

en el fruto, lo que además se correlacionó con una menor expresión relativa de 

SlPSY. A esto se suma el hecho de que en los frutos encontraron una disminución 

en la expresión relativa de genes que codifican reguladores negativos de la 
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fotomorfogenesis, como SlPIF3, SlCOP1 (Bianchetti, et al., 2018). Por otro lado, 

frutos que expresan una versión mutada en Tyr252-a-His del dominio GAF de 

PHYB2, que produce un dominio constitutivamente activo, incrementan la 

abundancia de transcrito de genes asociados el desarrollo de plastidios y tienen 

mayor contenido de carotenoides (Alves, et al., 2019). Sumado a lo anterior, 

plantas con genes silenciados de reguladores negativos de la fotomorfogénesis, 

tales como SlDET y LeCOP1-like, presentan un aumento en el contenido de 

carotenoides totales en el fruto, mientras que plantas silenciadas para 

reguladores positivos de la fotomorfogénesis, como LeHY5, presentan una 

disminución del contenido de carotenoides totales en el fruto (Cruz, et al., 2018; 

Liu, et al., 2004). Por lo tanto, las moléculas de señalización por luz están 

participando en la regulación de la síntesis de carotenoides en los frutos de 

tomate, al igual que en tejido fotosintético. 

El estudio de las plantas modelos anteriormente mencionadas, indica que la luz, 

a través de la transducción de señales mediadas por PHYs juega un rol clave en 

la síntesis de carotenoides tanto en tejido vegetativo, como en frutos de la planta. 

Sin embargo, existen pocos antecedentes respecto de la regulación de síntesis 

de carotenoides en otros órganos de la planta, como las raíces, y en particular 

las raíces de reserva acumuladoras de pigmentos que crecen bajo tierra, como 

es el caso de la raíz de reserva de la zanahoria. 
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Figura 2. La luz media la activación de la transducción de señales involucradas en la 
fotomorfogénesis en plantas. Transición entre la condición de oscuridad (a) a la condición de 
luz blanca (b) o Sombra (c), que permite la activación del metabolismo fotosintético gracias al 
desarrollo de cloroplastos. PHY: fitocromo; HY5: factor de transcripción Long Hypocotyl 5; COP1: 
constitutive photomorphogenic 1; PIF1: factor de transcripción Phytochrome interacting factor 1; 
LRE: elementos de respuesta a luz; PAR1: Phytochrome Rapidly Regulated 1; PHYA: fitocromo 
A (Modificado de Stange y Flores, 2012). 
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1.3 La zanahoria (Daucus carota) como modelo de estudio de plantas 

acumuladoras de carotenoides en la raíz de reserva  

Zanahoria (Daucus carota) (2n = 2x = 18) es una planta bianual originaria de Asia. 

A nivel mundial se cultivan 1,2 millones de hectáreas al año (FAOSTAT, 2016), 

mientras que, en Chile, es la 7° hortaliza con mayor superficie de plantación 

(ODEPA, 2020). La zanahoria acumula grandes cantidades de carotenoides en 

su raíz crecida bajo tierra, alcanzando hasta 1,5 mg/g de peso seco, siendo los 

carotenoides acumulados preferentemente α y β caroteno (Stange, et al., 2008).  

Hasta el momento, no se sabe con certeza si la raíz de reserva de zanahoria que 

crece bajo tierra lo hace en oscuridad absoluta o si lo hace bajo algún contexto 

de luz. Estudios realizados por Sun, et al., (2003 y 2005) en más de 30 diferentes 

especies de plantas y por Lee et al., (2016) en Arabidopsis, aportan conocimiento 

a favor de la segunda hipótesis, ya que demostraron que la luz atraviesa los 

haces vasculares de las plantas, transportándose a través de ella. La LB 

proveniente del exterior, que tiene una alta proporción de LR/LRL, se va 

modificando a medida que se transporta a través de la planta, ya que la LR se va 

absorbiendo por pigmentos como la clorofila (Llorente, et al., 2016), lo que 

finalmente genera que hasta las raíces llegue una baja proporción de LR/LRL 

(sombra), que fue capaz de activar al fotoreceptor PHYB (Lee, et al., 2016). Por 

lo tanto, basados en estos antecedentes, podríamos hipotetizar que la raíz de 

zanahoria que crece bajo tierra, lo hace en un contexto de baja proporción de 

LR/LRL y no de oscuridad absoluta. 

En la raíz de reserva de zanahoria que crece bajo tierra hay una alta abundancia 

de transcritos de genes carotenogénicos como DcPSY1 y DcPSY2 y una alta 

diferenciación de sus plastidios hacia cromoplastos (Ben-Shaul, et al., 1965; 

Fuentes, et al., 2012), mientras que la LB sobre la raíz de reserva de zanahoria 

tiene un efecto negativo, tanto en la expresión relativa de genes carotenogénicos, 

como DcPSY1 y DcPSY2, como en la acumulación de carotenoides (Stange, et 
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al., 2008; Fuentes, et al., 2012). Esto último es diferente a lo que ocurre en tejido 

fotosintéticos y frutos (Quian-Ulloa y Stange, 2021). Dado que se desconocen los 

mecanismos moleculares por los cuales se regula este proceso, en nuestro grupo 

de investigación se realizó un análisis de ARNseq para identificar genes 

inducidos en la raíz de reserva crecida bajo tierra y reprimidos por LB. El análisis 

de RNAseq arrojó que genes como DcCOP1, DcCOP9, DcPIF3, DcPAR1 y el 

fotoreceptor DcPHYA, que participan en la fotomorfogenesis, se encontraban 

mayormente expresados en la condición de la raíz crecida bajo tierra (Arias et al., 

2020). Estos genes se están caracterizando en nuestro grupo de investigación. 

Avances realizados en la caracterización funcional de DcPAR1 muestran que 

líneas de zanahoria knock-down para este gen disminuyeron drásticamente el 

desarrollo, la acumulación de carotenoides totales y expresión relativa de genes 

carotenogénicos como DcPSY1 y DcPSY2 en su raíz de reserva crecida bajo 

tierra (Arias, 2019). Por lo tanto, los genes encontrados luego del análisis de 

RNA-seq, podrían ser requeridos en la raíz de reserva de zanahoria para la 

síntesis de carotenoides y/o el desarrollo secundario. Otro gen interesante de 

estudiar es DcPHYA, por su rol en la fotomorfogénesis anteriormente 

mencionado y además porque la expresión de DcPHYA en la raíz de reserva de 

zanahoria es fuertemente inhibida por la LB, a diferencia de lo observado en 

Arabidopsis. Por lo tanto, en esta tesis doctoral se estudió la función de DcPHYA 

y su rol en la síntesis de carotenoides en la raíz de reserva de zanahoria crecida 

bajo tierra. 
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1.4 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

Hipótesis científica 

El gen fitocromo A de zanahoria (DcPHYA) codifica una proteína funcional que 

promueve la síntesis de carotenoides en la raíz de reserva de zanahoria (Daucus 

carota) crecida bajo tierra 

Hipótesis tecnológica 

El gen fitocromo A de zanahoria (DcPHYA) es un buen candidato para promover 

la acumulación de carotenoides en órganos de plantas que crecen bajo tierra 

mediante ingeniería genética 

Objetivo general 

Evaluar funcionalmente el gen DcPHYA y su participación en la síntesis de 

carotenoides en la raíz de reserva de zanahoria (Daucus carota) crecida bajo 

tierra 

Objetivos específicos  

a) Caracterizar funcionalmente la respuesta del DcPHYA a luz roja lejana (LRL) 

b) Determinar el rol de DcPHYA en la síntesis de carotenoides en la raíz de 

reserva de zanahoria (Daucus carota) crecida bajo tierra 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Medios de cultivo y materiales de biología molecular 

Buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8), Buffer CTAB (Bromuro 

de cetil trimetilamonio (CTAB) 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM y Tris 100 mM pH 

8). Murashige and Skoog Basal Medium with vitamins (PhytoTechnology 

Laboratories® (MS) liquido (1X, 2% Sacarosa) y solido (MS líquido, 

suplementado con agar-agar al 0,7%), Medio Luria Bertani (LB) liquido (Triptona 

2% p/v, NaCl 0,8% p/v, Extracto de levadura 0,5% p/v) y solido (LB líquido, 

suplementado con agar-agar 1,6%), enzimas tales como, Taq ADN polimerasa 

Invitrogen®, PFUltra II Agilent®, Shappire Takara bio®, antibioticos, tales como, 

Kanamicina, Gentamicina, Higromicina B, Timentin, Rifampicina y 

Espectinomicina (PhytoTechnology Laboratories®) y solventes tales como, 

hexano, acetona, etanol, buffer de carga 6X (0,25% azul de bromofenol, 0,25% 

xilencianol, 15% glicerol). 

2.2 Materiales Biológicos 

Material vegetal: Plantas silvestre de zanahoria var Nantesa (Daucus carota) y 

tabaco (Nicotiana tabacum Xanthi NN). 

Material microbiológico: Echerichia coli cepa TOP10 (InvitogenTM) y 

Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101. 

2.3 Métodos de cultivo y transformación génica de bacterias y plantas 

2.3.1 Producción de células quimiocompetentes de E. coli cepa Top10 

Se realizó un precultivo bacteriano inoculando 5 mL de medio LB líquido con 10 

µL de E. coli cepa Top 10. Se incubó el precultivo a 37°C en agitación constante 

durante toda la noche. Luego, se inocularon 100 mL de medio LB líquido con 1 
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mL del precultivo y se incubó a 37°C en agitación constante hasta obtener una 

densidad óptica (DO) de 0,4-0,6 (12 h., aproximadamente). Una vez alcanzada 

la DO, las bacterias se incubaron en hielo durante 10 min. Posteriormente, el 

cultivo se centrifugó a 4000 g a 4°C por 10 min, el precipitado, conteniendo las 

bacterias, se resuspendió en 25 mL de MgCl2 0,1M frío y se dejaron en hielo 

durante 5 min. Luego, se centrifugaron a 4000 g a 4°C durante 10 mi. El precitado, 

conteniendo las bacterias quimiocompetentes, se resuspendió cuidadosamente 

en 2 mL de CaCl2 0,1M 85% y glicerol 15% el que fue alicuotado en 100 µL en 

tubos Eppendorf de 1,5 mL. Las alícuotas de bacterias fueron aclimatadas a -

20°C durante 20 min. y luego almacenadas a -80°C hasta su uso. 

2.3.2 Transformación de E. coli cepa Top10 quimiocompetentes 

Para la transformación de las bacterias E. coli cepa Top10 se le agregaron 6 µL 

de plásmido pCR8-DcPHYAas, pCR8-DcPHYA, pPhyAas y pPhyA:GFP y 

pGWB5 (vector sin inserto, VSI) (Sección 2.5.5) a una alícuota de 100 µL de E. 

coli cepa TOP 10 quimiocompetentes (Sección 2.3.1) o 6 µL de agua libre de 

nucleasas, como control negativo. Luego, las bacterias fueron incubadas durante 

22 min. en hielo. Posterior a la incubación, se realizó un shock térmico a 42°C 

durante 30 s. y se transfirieron a hielo. Después se le agregaron 250 µL de medio 

LB líquido y se incubaron a 37°C en agitación constante durante 1 h. A 

continuación, se tomaron 100 µL del cultivo bacteriano y se sembró en en placas 

con medio LB sólido. Unas de las placas usadas estaban suplementadas con un 

agente de selección, el antibiótico espectinomicina y otras con kanamicina, para 

seleccionar las colonias positivas de los vectores pCR8-DcPHYAas, pCR8-

DcPHYA y pPhyAas, pPhyA:GFP, respectivamente (Anexo Tabla I). Estas placas 

también fueron usadas como control negativo de crecimiento bacteriano, ya que 

fueron sembradas las bacterias transformadas con agua libre de nucleasas. 

Otras de las placas usadas no estaban suplementadas con agente de selección 

y fueron usadas como control positivo de crecimiento bacteriano. Todas las 

placas fueron incubadas en una estufa a 37°C durante 16 h., tiempo en el cual 
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las colonias bacterias proliferaron. Se seleccionaron 10 colonias a las que se les 

realizó una PCR para determinar la presencia del transgén (Sección 2.5.4). Las 

colonias positivas para el PCR fueron inoculadas en medio LB líquido 

suplementado con antibiótico espectinomicina o kanamicina, dependiendo del 

plásmido con el cual fueron transformadas, e incubadas a 37°C en agitación 

constante durante toda la noche. Se tomó una alícuota de las bacterias, que 

fueron mezcladas con glicerol 15% y almacenadas a -80°C hasta su uso. 

2.3.3 Producción de células quimiocompetentes de A. tumefaciens cepa 

GV3101 

Se siguió el protocolo de Holsters et al., (1978). Brevemente, se realizó un 

precultivo bacteriano inoculando 5 mL de medio LB líquido con 10 µL de A. 

tumefaciens cepa GV3101 suplementado con antibiótico rifampicina (10mg/L) y 

gentamicina (50mg/L), que permiten la selección de ADN cromosómico y ADN 

del plásmido Ti, respectivamente. Se incubó el precultivo a 28°C en agitación 

constante durante toda la noche. Luego, se inocularon 50 mL de medio LB líquido 

con 500 µL del precultivo y se dejó creciendo a 28°C en agitación constante 

durante toda la noche. Al día siguiente, el cultivo se dejó en hielo durante 30 min. 

A continuación, se centrifugó a 4000 g a 4°C durante 10 min. El precipitado se 

resuspendió cuidadosamente en 5 mL de CaCL2 20 mM y se centrifugó a 4000 g 

a 4°C durante 5 min. El precipitado se resuspendió en 1 mL de CaCL2 20 mM y 

fue alicuotado en 200 µL y almacenado a -80°C hasta su uso. 

2.3.4 Transformación de células quimiocompetentes de A. tumefaciens 

cepa GV3101 

Se siguió el protocolo de Holsters et al., (1978). Brevemente, a un tubo 

conteniendo 200 µL de células quimiocompetentes de A. tumefaciens cepa 

GV3101 (Sección 2.3.3) se le añadieron 500 ng de ADN de los plásmidos 

pPhyAas y pPhyA:GFP y pGWB5 (VSI), mientras que a otro tubo se le agregó 

agua libre de nucleasas, como control negativo de transformación. Los tubos se 
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mantuvieron en hielo durante 30 min. Luego, fueron congelados en nitrógeno 

líquido durante 5 min. Después se realizó un shock térmico a 37°C por 5 min. y 

se incubaron en hielo durante 5 min. Finalizado el tiempo de incubación, a los 

tubos se le añadió 1 mL de medio LB líquido y se incubaron a 28°C durante 3 h. 

Posteriormente, con una alícuota de 200 µL de las bacterias se realizó una 

siembra en césped en placas conteniendo medio LB sólido. Unas de las placas 

estaban suplementadas con antibiótico rifampicina (10mg/L), gentamicina 

(50mg/L) y con kanamicina (100 mg/L) usado como agente de selección para los 

vectores pPhyAas y pPhyA:GFP (Anexo Tabla I). Estas placas también fueron 

usadas como control negativo de crecimiento bacteriano, ya que fueron 

sembradas las bacterias transformadas con agua libre de nucleasas. Otras de las 

placas usadas solo contenían los antibióticos rifampicina (10mg/L), gentamicina 

(50mg/L), no así kanamicina, ya que estas placas fueron usadas control positivo 

de crecimiento bacteriano. Todas las placas fueron incubadas en una estufa a 

28°C durante 48 h., tiempo en el cual las colonias bacterias proliferaron. Se 

seleccionaron 10 colonias a las que se les realizó una PCR para determinar la 

presencia del transgén (Sección 2.5.4). Las colonias positivas para el PCR fueron 

inoculadas en medio LB líquido suplementado con antibiótico rifampicina 

(10mg/L), gentamicina (50mg/L) y kanamicina (100 mg/L) e incubadas a 28°C en 

agitación constante durante toda la noche. Se tomó una alícuota de las bacterias, 

que fueron mezcladas con glicerol 15% y almacenadas a -80°C hasta su uso. 

2.3.5 Preparación del cultivo bacteriano de A. tumefaciens cepa GV3101 

para la transformación de plantas  

Se dejó creciendo un precultivo de A. tumefaciens GV3101 transformada 

previamente con el vector pPhyAas y pPhyA:GFP en 5 mL de LB líquido 

suplementado con Rifampicina (10 mg/L), gentamicina (50 mg/L) y Kanamicina 

(100 mg/L) (Sección 2.3.4) a 28°C en agitación constante durante 12 h. Luego, 

se tomaron 200 µL del precultivo para inocular 30 mL de medio LB líquido 

suplementado con los antibióticos rifampicina (10 mg/L), gentamicina (50 mg/L) 
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y Kanamicina (100 mg/L). El cultivo se dejó creciendo a 28°C en agitación 

constante durante 12 h. o hasta alcanzar una D.O.600 de 0,3-0,6. Luego, el 

cultivo se centrifugó a 4000 g durante 10 min. y el precipitado se resuspendió en 

30 mL de medio MS líquido suplementado con acetosiringona a 200 μM. 

2.3.6 Transformación estable de zanahoria 

Se transformaron explantes de zanahoria siguiendo el protocolo de Gonzalez-

Calquín y Stange (2020). Bajo una cámara de flujo laminar, para mantener la 

esterilidad, semillas de zanahoria variedad Nantesa fueron esterilizadas 

sumergiéndolas en una solución al 2% (p/v) del fungicida captan, en agitación 

constante, durante 20 min. Luego, las semillas fueron enjuagadas 3 veces con 

agua destilada estéril. Después, se sumergieron en hipoclorito de sodio (2,6%), 

en agitación constante, durante 60 min. Terminado el tiempo de agitación, las 

semillas fueron enjuagadas 3 veces con agua destilada estéril. Las semillas 

estériles, fueron secadas sobre papel absorbente estéril y sembradas en frascos 

conteniendo medio MS 1X sólido. Los frascos se dejaron en fotoperiodo de 16 

horas luz y 8 de oscuridad, por un mes, hasta que las plantas llegaron a una 

altura de 8 cm. aproximadamente. La transformación de los explantes de 

zanahoria se llevó a cabo cortando trozos de tallo (epicotilos) de 1 cm 

aproximadamente e incubándolos durante 25 min. en una suspensión de A. 

tumefaciens cepa GV3101 previamente transformada con el vector pPhyAas 

(Sección 2.3.5) para el silenciamiento del gen DcPHYA y con pGWB5 (VSI) como 

control negativo. En este punto, también se dejaron explantes Wt en placas Petri 

con medio MS, pero sin incubar con la bacteria, como control negativo de la 

transformación. Terminado el periodo de incubación, los explantes transformados 

se secaron con papel absorbente y fueron depositados en placas con medio MS 

1X sólido, que más tarde se incubaron en oscuridad durante 2 días, para que la 

bacteria lograra infectar las células de la planta. A continuación, los explantes 

fueron lavados con agua destilada estéril suplementado con timentin (300mg/) y 

secados con papel absorbente estéril, para ser depositados en una placa de 
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MS1X sólido, suplementado con el agente de selección higromicina (2 mg/L) y la 

hormona, ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1mg/L) (Anexo Tabla II) para 

inducir la producción del tejido pre-embrionario en oscuridad. Los explantes 

permanecieron en este medio durante 1 mes, aproximadamente. Una vez 

formado el tejido pre-embrionario, los explantes fueron depositados en un nuevo 

medio MS 1X solido suplementado con higromicina (4 mg/L) y la hormona, ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 0,5 mg/L) (Anexo Tabla II), para inducir la 

producción de embriones inmaduros (globulares). En este medio los explantes 

estuvieron entre 1 a 2 meses, refrescado el medio cada 1 mes, 

aproximadamente. Los embriones inmaduros producidos se traspasaron a placas 

con MS sólido, suplementado solo con el agente de selección higromicina (6 

mg/L) (Anexo Tabla II), para inducir la maduración y diferenciación a plántulas. 

Los embriones permanecieron en este medio durante 3 meses 

aproximadamente, refrescado el medio cada 1 mes, aproximadamente hasta la 

diferenciación de las plántulas. Las plántulas formadas fueron transferidas a 

frascos con medio MS1X para su elongación. Al alcanzar 5 cm aproximadamente, 

fueron trasplantadas a maceteros conteniendo una mezcla de vermiculita: tierra 

de hoja (ANASAC) (1:1) y se aclimataron a las condiciones de humedad del 

invernadero durante cuatro semanas, aproximadamente. Las plantas, ya 

aclimatadas en el invernadero, fueron regadas con agua 2 veces por semana y 

fueron mantenidas hasta los 4-5 meses de edad, hasta realizar los ensayos 

moleculares y funcionales. 

2.3.7 Transformación estable de tabaco 

Para la transformación de tabaco se siguió el protocolo descrito en (Horsh, et al., 

1985; Moreno, et al., 2013). Bajo una cámara de flujo laminar, para mantener la 

esterilidad, fueron esterilizadas semillas de tabaco con hipoclorito de sodio 

(2,6%), más 3 gotas de Tween 20 en agitación constante durante 10 min. Luego, 

las semillas se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en 

frascos con medio MS 1X sólido. Los frascos luego fueron dejados bajo 
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fotoperiodo 16 hrs. luz y 8 hrs. oscuridad, durante un mes aproximadamente, 

hasta que aparecieron las primeras hojas verdaderas. Se cortaron las hojas de 

las plantas y estas fueron incubadas durante 10 min. con una suspensión de A. 

tumefaciens cepa GV3101 previamente transformada con el vector pPhyA:GFP 

y el VSI (Sección 2.3.5). Luego, las hojas fueron secadas con papel absorbente 

estéril y se depositaron en placas de MS sólido, que fueron incubadas en 

oscuridad durante 2 días, para que la bacteria lograra infectar las células de la 

planta. Después, las hojas fueron lavadas con agua destilada estéril 

suplementada con Timentin (300mg/) y secadas con papel absorbente estéril, 

para ser depositados en una placa conteniendo medio MS 1X sólido, 

suplementado con las hormonas Ácido indolbutírico (IBA) a una concentración de 

5 mg/L, 6-Benzylaminopurine (BAP), a una concentración de 1 mg/L y el agente 

de selección higromicina (Anexo Tabla II). Cuando en las hojas aparecieron 

pequeñas plántulas, estas fueron cambiadas a otra placa conteniendo medio MS 

sólido suplementado con el agente de selección higromicina (Anexo Tabla II), 

donde las plántulas comenzaron a desarrollarse. Para permitir el crecimiento y 

enraizamiento de las plántulas, éstas fueron cambiadas a frascos conteniendo 

medio MS solido suplementado con agente de selección higromicina (Anexo 

Tabla II). Cuando las plántulas transformantes alcanzaron una altura de 5 cm, 

fueron transferidas a maceteros conteniendo una mezcla de vermiculita: tierra de 

hoja (ANASAC) (1:1) y se aclimataron a las condiciones de humedad del 

invernadero durante 3 semanas, aproximadamente. Las plantas ya aclimatadas 

en el invernadero fueron regadas con agua 2 veces por semana y las semillas T1 

fueron recuperadas para realizar los ensayos funcionales del gen DcPHYA. 

2.4 Ensayos de funcionalidad en LRL de líneas expresoras de DcPHYA de 

tabaco 

Semillas estériles de tres líneas expresoras de gen DcPHYA de zanahoria en 

tabaco T1 (Sección 2.3.7) y una línea VSI fueron sembradas en placas Petri con 

MS sólido. A continuación, las semillas se estratificaron en oscuridad a 4°C 
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durante 5 días para romper la dormancia de las semillas y promover la 

germinación homogénea. Luego, se realizó un pulso de luz blanca durante 10 

min. para promover la germinación. Para el ensayo con LRL, se dejaron germinar 

y crecer in vitro las semillas durante 7 días en LRL en carpas de interior 

acondicionadas con luces LED LRL (20 µm/ms2). Como control negativo, las 

semillas se dejaron en las mismas condiciones, pero en oscuridad, para lo cual 

las placas fueron tapadas con papel alusa de aluminio y mantenidas dentro de la 

misma carpa de interior que las tratadas con LRL. Finalizado el tratamiento, se 

realizaron mediciones a nivel fenotípico y se recolectó tejido en nitrógeno líquido 

para realizar ensayos moleculares y de concentración de carotenoides en planta 

completa. Se sembraron 10 placas Petri con semillas de cada línea analizada, 

incluyendo a la línea VSI. 

2.5 Métodos de biología molecular 

2.5.1 Extracción de ácido Desoxirribonucleico (ADN) 

La extracción se realizó de acuerdo con el protocolo de Doyle y Doyle, (1990). 

Brevemente, se molieron con nitrógeno líquido en un mortero estéril 200 mg de 

hoja de líneas transformantes de zanahoria, transformadas con el vector 

pPhyAas para el silenciamiento del gen, una línea Wt, de líneas transformantes 

de tabaco transformadas con el vector pPhyA:GFP para la expresión del gen 

DcPHYA y líneas transformadas con el pGWB5 (VSI). Luego, se agregaron 600 

µL de buffer CTAB (Sección 2.1) suplementado con 2% de p-mercaptoetanol, 

previamente calentado a 60°C. La mezcla se transfirió a un tubo de 2 mL para 

incubarlo durante 20 min. a 60°C. Posteriormente, se adicionaron 400 µL de 

solución de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 13.000 g por 

10 min. Al sobrenadante se le añadió 1 volumen de Isopropanol frio y se dejó 

precipitando durante 1 hora a -20°C. Se centrifugó la muestra a 13.000 g durante 

10 min. El precipitado se lavó con Etanol frio al 75% (preparado con agua libre 

de nucleasas) y se secó por inmersión del tubo durante 20 min. El precipitado se 
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re-suspendió en 40 µL de agua libre de nucleasas. La concentración del ADN se 

determinó en un espectrofotómetro Nanodrop (Nanovue marcaTM) a 260 nm. 

También se determinaron las razones. de 260/280 y 260/230, que indican 

presencia de proteínas y de contaminantes en la muestra, respectivamente. Los 

valores debían estar lo más cerca posible de 2 para considerar las muestras 

adecuadas para seguir trabajando con ellas. Las muestras fueron guardadas a -

20°C hasta su uso. 

2.5.2 Extracción de ácido ribonucleico (ARN) 

La extracción de ARN se realizó según Fuentes, et al., (2012), se molió con 

nitrógeno líquido, en un mortero previamente esterilizado, entre 50 - 100 mg de 

tejido tanto de raíz de zanahoria transgénica silenciada para el gen DcPHYA y la 

línea silvestre y entre 100 - 200 mg de plántulas completas de tabaco expresoras 

de DcPHYA y la línea VSI. Luego, se agregó 1 mL de buffer CTAB suplementado 

con 2% de p-mercaptoetanol y las muestras fueron incubadas a 65°C durante 15 

min. Después, se agregó 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se 

centrifugó a 13000 g a 4°C durante 20 min. El sobrenadante fue recuperado. Este 

paso se repitió dos veces. Posteriormente, se agregó un 1/3 del volumen de LiCl 

10 M y se dejó precipitando a 4°C toda la noche. Transcurrido el tiempo de 

precipitación, la muestra se centrifugó a 13.000 g a 4°C por 15 min. Al precipitado 

se le agregó 1 mL de etanol 70% (preparado en agua con DEPC) y se centrifugó 

a 13.000 g a 4°C por 10 min. El sobrenadante fue eliminado, mientras que el 

precipitado conteniendo el ARN se dejó secar por inversión durante 20 min, 

aproximadamente. A continuación, el precipitado fue re-suspendido en 20 µL de 

agua libre de nucleasas. La concentración de ARN se determinó en un 

espectrofotómetro Nanodrop (Nanovue marca) a 260 nm. También se 

determinaron las relaciones de 260/280 y 260/230, que indican presencia de 

proteínas y de contaminantes en la muestra, respectivamente. Los valores 

debían estar lo más cerca posible de 2 para considerar las muestras adecuadas 

para seguir trabajando con ellas. Luego, la integridad del ARN se verificó en una 



28 
 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5% teñido con Gel Red® (Biotium) que fue 

realizada a 85 Voltios durante 30 min. Las bandas en el gel se visualizaron en luz 

UV en el transiluminador DarkRoom Multigenius Syngene®. Las muestras fueron 

guardadas a -80°C hasta su uso. 

2.5.3 Síntesis de ADN complementario 

A partir de ARN mensajero se sintetizó la hebra complementaria de ADN (ADNc). 

En primer lugar, se realizó el tratamiento de DNAsa I para eliminar el ADN 

genómico de las muestras. Para ello, a 3 μg de ARN total se le agregó 1 μL de la 

enzima DNasa I (Fermentas), 1 μL de Inhibidor de RNAsa (Ribolock, Fermentas) 

y 2 μL de tampón de la DNAsaI (Fermentas), y agua libre de nucleasas hasta 

completar un volumen de 20 μL. Se incubó durante 40 min, a 37°C. Para detener 

la actividad de la enzima DNAsa I, se agregó 1 μL de EDTA pH 8.0 50 mM e 

incubando a 65°C, durante 10 min.  

Para la síntesis de cDNA, se tomaron 9 μL del ARN tratado con DNAsa I, los que 

se mezclaron con 1,5 μL de oligo AP 10 μM (5’-

CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT -3’) y se incubó a 70ºC 

durante 5 min. Luego, se le agregaton 0,5 μL de Inhibidor de RNasa (Ribolock, 

Fermentas), 1 μL de dNTPs 10 mM (Fermentas), 2,8 μL de MgCl2 25 mM, y 4 μL 

de tampón 5x de la transcriptasa reversa (RT) Improm II (Promega) y 1,2 μL de 

RT Improm II (Promega) e incubado, durante 60 min a 42°C para la extensión. 

Después, la muestra fue incubada a 70°C durante 15 min, para inactivar la 

enzima RT. 

2.5.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se usaron 3 diferentes enzimas para las amplificaciones de ADN:1) Taq 

polimerasa (Invitrogen) que corresponde a una ADN polimerasa termoestable 

aislada de Thermus aquaticus, con actividad polimerasa 5′-3′, 2) PFU ultra II 

(Agilent), que corresponde a una ADN polimerasa de alta fidelidad, con actividad 
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polimerasa 5′-3 y actividad exonucleasa 3’-5’ y 3) Shappire (Takara bio Inc.) una 

ADN polimerasa altamente procesiva, pero con baja fidelidad. 

Para las reacciones de amplificación de un fragmento conservado de 516 pb del 

gen DcPHYA para producir el silenciamiento y la genotipificación de las líneas 

transgénicas de zanahoria y tabaco se realizó con 2,5 µL de Buffer 10X, 0,5 µL 

de cada uno de los partidores (10 µM), 0,5 µL de dNTPS (10 µM), 0,25 µL de Taq 

polimerasa, 30 ng de ADN y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen 

final de 25 µL. Para amplificar el marco de lectura abierto del gen DcPHYA se 

usó 0,5 µL de la enzima PFU ultra II, 2,5 µL de Buffer 10X, 0,5 µL del partidor 

tanto del partidor derecho (10 µM), como el reverso (10 µM), 0,625 µL dNTPs (10 

mM), 30 ng de cDNA y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final 

de 25 µL. Los partidores fueron diseñados basados en la secuencia codificante 

del gen DcPHYA de zanahoria, recuperado de la secuencia DCAR_001880 de 

Phytozome V2 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Para los PCR de 

colonia se utilizó la enzima Shappire, en reacciones que contenían 12,5 µL de 

Máster mix 2X (que contiene la enzima y buffer), 0,5 µL tanto del partidor derecho 

(10 µM), como el reverso (10 µM), 1 µL de ADN templado y agua libre de 

nucleasas hasta completar un volumen final de 25 µL. 

Las condiciones térmicas de amplificación de cada una de las enzimas se 

especifican en la Tabla IV (Anexo Tabla IV). Además, se incluye la lista de 

partidores usados y se especifica en qué condiciones se usó cada uno (Anexo 

Tabla III). Se usaron los cálculos de la temperatura de disociación (Tm) teórica 

para ser usados. Todos los productos de PCR fueron visualizados en 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5% resueltos a 85 V por 30 min. y teñidos 

con bromuro de etidio. Las bandas en el gel se visualizaron en luz UV en el 

transiluminador DarkRoom Multigenius Syngene®. 

 

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html


30 
 

2.5.5 Generación de los vectores binarios 

Para clonar un fragmento de 516 pb y el marco de lectura abierto de 3387 pb del 

gen DcPHYA para el silenciamiento a través de ARN antisentido y la expresión 

del gen, respectivamente, se usó el vector de entrada pCR8/GW/TOPO® 

(Invitrogen) que es un vector linearizado con proyecciones simples de 3’-Timina 

(T), para TA Cloning®, al que se encuentra unida covalentemente la enzima 

topoisomerasa I. La clonación se realizó siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Las amplificaciones (Sección 2.5.4), tanto del fragmento del gen de 

516 pb a partir de ADNg, como del marco de lectura abierto del gen DcPHYA a 

partir de ADNc (Sección 2.5.3), se purificaron con el kit Wizard® SV Gel, 

siguiendo las especificaciones del fabricante y se ligaron al vector de entrada 

pCR8/GW/TOPO® que posee los sitios de recombinación attR1 y attR2. Después, 

se transformaron bacterias quimiocompetentes de E. coli cepa TOP 10 (Sección 

2.3.2). A las colonias que crecieron se les realizó un PCR de colonia para 

comprobar la presencia del inserto (Sección 2.5.4). Luego, las colonias que 

fueron PCR positivas se les extrajo el ADN plasmidial (ADNp) con el kit E.Z.N.A. 

® Plasmid DNA Mini Kit I (OMEGA bio-tek), siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. A continuación, para comprobar la direccionalidad del inserto, los 

plásmidos purificados fueron digeridos con enzimas de restricción. El plásmido 

conteniendo el fragmento de 516 pb del gen DcPHYA, fue digerido con las 

enzimas BsaI (Biolabs) y BstYI (Biolabs), para ello 1 µg del ADNp se incubó con 

10 U de cada una de las enzimas BsaI y BstYI, el tampón CutSmart® y agua libre 

de nucleasas hasta completar un volumen de 25 µL. La reacción se incubó 

primero con la enzima BsaI a 37°C durante 1 hora y luego con la enzima BstYI a 

60°C durante 1 hora. Cuando el inserto se encontraba en sentido se generaban 

productos de 1508 pb, 1416 pb 397, pb, 11 pb, mientras que si el inserto se 

encontraba en antisentido se esperaban productos de 1754 pb, 1170 pb, 397 pb, 

11 pb. El inserto en antisentido es el necesario para posteriormente realizar el 

silenciamiento a través de ARN antisentido. Por otro lado, para el plásmido que 
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contenía el marco de lectura abierto de 3387 pb del gen DcPHYA, el ADNp fue 

digerido con la enzima VspI, para lo cual 1 µg del ADNp se incubó con 10 U de 

la enzima VspI, tampón O y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen 

de 25 µL. La reacción se incubó a 37°C durante 1 hora. Cuando el inserto se 

encontraba en sentido se generaban productos de 3210 pb y 2935 pb y 59 pb, 

mientras que, si se encontraba en antisentido, se esperaban productos de 5056 

pb, 1089 pb y 59 pb. Las bacterias que contenían los plasmidos con el inserto en 

sentido fueron usadas para la expresión del gen DcPHYA en tabaco. Tres 

colonias de los plasmidos pPhyAas y pPhyA:GFP con el patrón que se buscaba, 

se secuenciaron en Macrogen, USA (www.macrogenusa.com) y la secuencia se 

comparó con la secuencia publicada en Phytozome, para verificar que no hubiera 

mutaciones. De esta manera se obtuvieron los vectores pCR8-PHYAas y pCR8-

PHYA. 

Para la obtención de los vectores binarios de expresión en plantas, se utilizó la 

tecnología Gateway, que está basada en recombinación homóloga, donde los 

vectores de entrada poseen sitios de recombinación attR1 y attR2, mientras que 

los vectores de expresión sitios attL1 y attL2. Los vectores de expresión en 

plantas usados fueron pGWB2 y pGWB5, ambos poseen un promotor del Virus 

del Mosaico del Tabaco (CaMV 35S) y el terminador NOS. Sumado a lo anterior, 

el vector pGWB5 cuenta con una secuencia que codifica para el gen reportero 

Green Fluorescent Protein (GFP) en el extremo C-terminal. La recombinación se 

realizó entre el vector pCR8_PHYAas y vector pGWB2 y pCR8_PHYA con el 

vector pGWB5 con el Kit GatewayTM LR ClonaseTM II Enzyme mix (Thermo 

Fisher scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, con el 

producto de la recombinación se transformaron bacterias quimiocompetentes de 

E. coli cepa TOP 10 (Sección 2.3.2). Después, se purificó el ADNp y se 

transformaron bacterias quimiocompetentes de A. tumefaciens cepa GV3101 

(Sección 2.3.4), la que fue usada para transformar establemente explantes de 

zanahoria y tabaco (Sección 2.3.6 y 2.3.7). Los vectores fueron nombrados como 

http://www.macrogenusa.com/
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pPhyAas para el silenciamiento de DcPHYA en zanahoria y pPhyA:GFP para la 

expresión del gen DcPHYA en tabaco. 

2.5.6 Determinación de la expresión relativa de genes  

Para realizar el PCR cuantitativo a partir de ADNc (Sección 2.5.4) (qRT-PCR), se 

utilizó el Kit Forget-Me-Not EvaGreen qPCR Master Mix 2X. Brevemente, se 

mezclaron entre 10-40 ng de cDNA junto con 0,2 μl, tanto del partidor Derecho 

(10 mM), como del Reverso (10 mM), 6,5 μl del Master mix EvaGreen 

(previamente mezclado con la sonda ROX (3 μL/mL)) y 2,1 μl de agua libre de 

nucleasas. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Mx300PTM 

(Stratagene) siguiendo las condiciones térmicas específicas para la enzima 

(Anexo Tabla IV). la cuantificación de la expresión de los genes se llevó a cabo 

con tres replicas biológicas. En el caso de las líneas de zanahoria silenciadas 

para el gen de DcPHYA, se realizaron tres extracciones de RNA independientes 

a partir de diferentes zonas de una misma raíz de reserva de la planta. Para el 

caso de las líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA de zanahoria, se 

tomaron tres a cuatro plantas, de cada una de las tres líneas, para formar un pool 

de plantas, y fueron analizados 3 pool de plantas. Cada replica biológica se 

analizó por duplicado. 

Para el cálculo de la eficiencia de los partidores y la expresión relativa de los 

genes estudiados se utilizaron las ecuaciones descritas por PfaffI, et al., (2001). 

El cálculo de la eficiencia se realizó con una dilución seriada de ADNc, la que fue 

amplificada mediante qRT-PCR usando partidores diseñados para amplificar un 

tamaño entre 100 pb a 200 pb del gen a la que se le quería medir la expresión 

relativa (gen blanco) usando partidores específicos para cada gen (Anexo Tabla 

III). A continuación, se graficaron los ciclos de amplificación (Ct) de la reacción 

versus la dilución de ADNc usada. Los puntos se unieron con una línea de 

tendencia lineal y se calculó la pendiente del gráfico, la que fue usada en la 

siguiente formula, donde E significa eficiencia del partidor: 
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E= 10 (-1/pendiente) 

Por otro lado, para el cálculo de los niveles de expresión relativa se usó la 

ecuación de PfaffI, et al., (2001). Donde E significa expresión, Ct son los ciclos 

de amplificación; gen blanco es el gen evaluado; gen normalizador (o 

housekeeping), es el gen cuya expresión es constante independiente del 

tratamiento realizado y la condición calibradora, es aquella que se usa de 

referencia. 

Expresión relativa = (𝐸gen blanco)ΔCt (𝐶𝑡 𝑔𝑒𝑛 blanco−𝐶𝑡 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟) 

                                           (𝐸𝑔𝑒𝑛 𝑛ormalizador)ΔCt (𝐶𝑡 gen 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑟−𝐶𝑡𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟) 

 

Para analizar la expresión de los genes en las líneas transgénicas de zanahoria 

silenciadas para el gen DcPHYA se usó como gen normalizador Ubiquitina (UBI) 

y como condición calibradora, la expresión en la línea silvestre (Wt). En cambio, 

para los genes de las líneas expresoras de DcPHYA de tabaco, para medir la 

expresión del transgén DcPHYA, y la expresión de los genes luego del 

tratamiento con LRL (Sección 2.4) se usó como gen normalizador Actina y el 

Factor de elongación 1 (ELF1), respectivamente. Mientras que la condición 

calibradora, fue la expresión del VSI y la expresión en LRL en la línea VSI, 

respectivamente. 

2.6 Extracción y cuantificación de carotenoides totales 

2.6.1 Extracción de carotenoides 

La extracción de carotenoides se realizó de acuerdo con el protocolo de Moreno, 

et al., (2013). Brevemente, en un mortero previamente esterilizado se molieron 

con nitrógeno líquido 100 mg de tejido, tanto de raíz de reserva de zanahoria 

transgénica silenciada para el gen DcPHYA y la línea silvestre, como de plántulas 

completas de tabaco T1 expresoras de DcPHYA. Las extracciones de 

carotenoides se llevaron a cabo con tres replicas biológicas. En el caso de las 
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líneas silenciadas de zanahoria para el gen de DcPHYA, se realizaron tres 

extracciones de carotenoides independientes a partir de diferentes zonas de una 

misma raíz de reserva de la planta. Para las líneas de tabaco expresoras del gen 

DcPHYA de zanahoria, se utilizaron 3 pools de plántulas T1 formadas cada uno 

por tres a cuatro plantas. Luego, se agregaron 4 mL de una solución de 

hexano/acetona/etanol (2:1:1 v/v) y se agitó en vortex durante 2 min, 

manteniendo la muestra en hielo y oscuridad. Después, los tubos fueron 

incubados en hielo durante dos min. y se centrifugaron a 10.000 g a 4°C durante 

10 min. El precipitado tenía un color blanco, que indicaba que todos los pigmentos 

habían sido extraídos. Luego, se recuperó toda la fase superior (donde estaban 

disueltos los carotenoides), fue congelada con nitrógeno líquido y secada en un 

liofilizador durante 4 horas aproximadamente.  

2.6.2 Cuantificación de carotenoides  

La cuantificación de los carotenoides totales se realizó mediante 

espectofotómetro (JENWAY 6300) usando cubeta de cuarzo. Brevemente, los 

carotenoides previamente extraídos y secados (Sección 2.6.1) se re-

suspendieron en 1 mL de acetona y se midió la absorbancia a 474 nm (absorción 

de carotenoides), 645/662 nm (absorción de las clorofilas a y b) y 520/750 nm 

(para determinar la turbidez de la muestra). Los datos de absorbancia se debían 

encontrar entre el rango lineal de 0,3 a 0,85, si no, se tenía que probar otra 

dilución de la muestra. La concentración de carotenoides totales se determinó 

utilizando las ecuaciones de Lichtenthaler y Buschmann (2001), donde Ca, 

significa clorofila a, Cb, clorofila B y Ct, carotenoides totales, A662, absorbancia a 

662, A645, absorbancia a 645 nm y A470, absorbancia a 474 nm. La concentración 

de cada uno de los pigmentos fue expresado en mg/g de peso seco, utilizando 

un factor de conversión entre peso fresco y peso seco que para la raíz de 

zanahoria es de 0,098 y para hoja de tabaco de 0.11 

Ca(µg/mL) = 11,24 x A662 – 2,04 x A645                                             Ecuación 1 
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Cb(µg/mL) = 20,13 x A645 – 4,19 x A662                                                          Ecuación 2 

Ct(µg/mL) = (1000 x A470 – 1,9 x Ca – 63,14 x Cb)/ 214                   Ecuación 3 
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3. RESULTADOS 

3.1 Análisis bioinformático y estudio funcional de DcPHYA en LRL en 

Nicotiana tabacum (tabaco)  

Para estudiar bioinformaticamente y funcionalmente el gen DcPHYA en tabaco, 

se amplificó la secuencia del marco de lectura abierto (CDS) sin codón de término 

de 3387 pb, del gen DcPHYA a partir de ADNc (Sección 2.5.3 y 2.5.4) y se realizó 

un análisis bioinformático comparativo entre la secuencia aminoacídica de 

AtPHYA (Gene ID: 108202696) DcPHYA (Gene ID: 108202696). 

Luego, considerando que PHYA es activado en LRL y en esa condición promueve 

la fotomorfogénesis, expresamos el gen DcPHYA de manera heteróloga en la 

planta modelo de tabaco para determinar si es funcional in vivo en LRL. 

3.1.1 Análisis in silico del gen fitocromo A de Daucus carota 

La secuencia codificante del marco de lectura abierto (CDS) del gen DcPHYA sin 

codón de término de 3387 pb, (Sección 2.5.3 y 2.5.4) se clonó en sentido en el 

vector de entrada pCR8/GW/TOPO para producir el vector pCR8-PHYA (Sección 

2.5.5). Se digirieron los plásmidos extraídos de 3 colonias, para comprobar la 

direccionalidad del inserto (Sección 2.5.5) (Figura 3). El plásmido de la colonia 2 

que se encontró en la dirección sentido se envió a secuenciar y se comprobó que 

no tuviera mutaciones. Se realizó una recombinación con el vector pGWB5 

(Sección 2.5.5) y se procedió a trasformaron A. tumefaciens con el ADN 

plasmidial de esa colonia (Figura 4). 

Luego se comparó la secuencia con la secuencia codificante del gen DcPHYA de 

zanahoria, que fue recuperada desde la base de datos de Phytozome V2 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), siendo su número de acceso el 

DCAR_001880. Luego, se tradujo la secuencia de nucleótidos a aminoácidos 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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(https://web.expasy.org/translate/).  Basado en la secuencia de aminoácidos se 

determinaron los dominios funcionales de la proteína en la base de datos Interpro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Se realizó un alineamiento múltiple realizado en 

la plataforma Clustaw Omega entre las secuencias aminoacídicas de AtPHYA, 

DcPHYA y la secuencia clonada de DcPHYA (este trabajo). Las secuencias 

AtPHYA y DcPHYA comparten un 73,19% de identidad aminoacídica, al igual que 

las secuencias de AtPHYA y DcPHYA clonado, mientras que, la secuencia 

DcPHYA clonado con un el DcPHYA de la base de datos, comparten un 99,91%. 

Por lo tanto, la secuencia de DcPHYA clonada podría codificar para un PHYA. 

Sumado a lo anterior, en la Figura 5, destacan en colores los dominios 

funcionales PAS, GAF, PHY, PAS-A y PAS-B y HKRD (Sección 1.1). En blanco 

se destacan aminoácidos claves en cada uno de los dominios funcionales. Para 

los dominios PAS, PAS-A y PAS-B los aminoácidos destacados son claves para 

generar la estructura secundaria de acuerdo con lo reportado por Taylor y Zhulin, 

(1999) y Oka, et al., (2008). Para el dominio GAF, PHY y HKRD, se resaltan los 

aminoácidos conservados de acuerdo a Karniol, et al., (2005), Yeh y Lagaruas, 

(1998), respectivamente. En la parte N-terminal se destacan en color cerezo unas 

serinas, a los que se le ha atribuido la labilidad de PHYA a LR (Kneissl, et al., 

2008). En el dominio GAF aparece marcada de color rojo una cisteína. Este 

aminoácido es conservado y es en el cual se une el cromóforo. Además, solo en 

este dominio se encontró un polimorfismo de nucleótido simple (SNP), fue en la 

posición nucleotídica 733 que cambia una Guanina (G) en la secuencia de 

DcPHYA de la base de datos, por una Adenina (A) en el DcPHYA clonado. Esto 

cambia el codón de lectura de la secuencia, lo que genera en un cambio de 

aminoácido en la posición D245N (Figura 5). El SNP cambia un aminoácido 

cargado, que podría ser ácido aspártico (secuencia DcPHYA base de datos de 

zanahoria) o ácido glutámico (secuencia AtPHYA de Arabidopsis), a uno sin 

carga, como lo es la asparagina (secuencia DcPHYA clonada), aunque de 

estructura similar. Sin embargo, esta mutación no debería afectar la función de 

https://web.expasy.org/translate/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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la proteína ya que no es uno de los aminoácidos conservados del dominio GAF 

reportados por Karniol, et al., (2005). 

Figura 3. Ensayo de digestión del plásmido pCR8-PhyA. Los plásmidos extraídos de 3 
colonias de E. coli (C1, C2 y C3) fueron digeridos con la enzima VspI. Los asteriscos indican una 
banda de 3210 pb, 2935 pb, que muestran el patrón de digestión cuando el inserto está en 
sentido. Este fue el usado para la recombinación con el vector pGBW5. Las bandas de 5056 pb 
y 1089 pb muestran un patrón de digestión en antisentido. 

 

Figura 4. PCR de colonia de A. tumefaciens transformadas con el vector pPhyA:GFP. CC: 
control de crecimiento bacteriano, C+: vector pPhyA:GFP, C-; agua libre de nucleasas, C1-3: 
colonias analizadas, MP. Marcador de peso molecular de 1 Kb.  
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DcPHYA Clonado                      MSSSRPANSSSNAGRANQNSRV-VLTTIDAKIHADFEESGSSFDYSSSVRVTSAVGENLS 59 

DcPHYA (ID:108202696)               MSSSRPANSSSNAGRANQNSRV-VLTTIDAKIHADFEESGSSFDYSSSVRVTSAVGENLS 59 

AtPHYA (ID: 837483)                 MSGSRPTQSSEGSRRSRHSARIIAQTTVDAKLHADFEESGSSFDYSTSVRVTGPVVENQP 60 

                                    **.***::**..: *:.:.:*: . **:***:**************:*****. * **   

                                                     β1’       β1       β2     α1 

DcPHYA Clonado                      IQSNKLTNTYLHHIQKGKLIQPVGCLLAVDEKSFKIMAYSENAPEMLTMVTHAVPSVGEH 119 

DcPHYA (ID:108202696)               IQSNKLTNTYLHHIQKGKLIQPVGCLLAVDEKSFKIMAYSENAPEMLTMVTHAVPSVGEH 119 

AtPHYA (ID: 837483)                 PRSDKVTTTYLHHIQKGKLIQPFGCLLALDEKTFKVIAYSENASELLTMASHAVPSVGEH 120 

                                     :*:*:*.**************.*****:***:**::****** *:***.:********* 

                                             α2        α3              β3          β4         β5         

DcPHYA Clonado                      SVLGIGTDVRTIFTAPSAAALQKAVGFADINLLNPILVHCKSSGKPYYAIAHRVTGSLII 179 

DcPHYA (ID:108202696)               SVLGIGTDVRTIFTAPSAAALQKAVGFADINLLNPILVHCKSSGKPYYAIAHRVTGSLII 179 

AtPHYA (ID: 837483)                 PVLGIGTDIRSLFTAPSASALQKALGFGDVSLLNPILVHCRTSAKPFYAIIHRVTGSIII 180 

                                     *******:*::******:*****:**.*:.*********::*.**:*** ******:** 

                                     β5 

DcPHYA Clonado                      DFEPVKPYEVPMTAAGALQSYKLASKAVNRLQALPGGSMERLCDTMVQEVFELTGYDRVM 239 

DcPHYA (ID:108202696)               DFEPVKPYEVPMTAAGALQSYKLASKAVNRLQALPGGSMERLCDTMVQEVFELTGYDRVM 239 

AtPHYA (ID: 837483)                 DFEPVKPYEVPMTAAGALQSYKLAAKAITRLQSLPSGSMERLCDTMVQEVFELTGYDRVM 240 

                                    ************************:**:.***:**.************************ 

 

DcPHYA Clonado                      AYKFHNDDHGEVIAEVTKPDMEPYLGLHYPATDVPQAARFLFLKNKVRMICDCRAKHVPV 299 

DcPHYA (ID:108202696)               AYKFHDDDHGEVIAEVTKPDMEPYLGLHYPATDVPQAARFLFLKNKVRMICDCRAKHVPV 299 

AtPHYA (ID: 837483)                 AYKFHEDDHGEVVSEVTKPGLEPYLGLHYPATDIPQAARFLFMKNKVRMIVDCNAKHARV 300 

                                    *****:******::*****.:************:********:******* **.***. * 

 

DcPHYA Clonado                      LQDEKLPFELTLCGSTLRAPHSCHLQYMENMNSIASLVMAVVINDSEEMVESS--DRNSV 357 

DcPHYA (ID:108202696)               LQDEKLPFELTLCGSTLRAPHSCHLQYMENMNSIASLVMAVVINDSEEMVESS--DRNSV 357 

AtPHYA (ID: 837483)                 LQDEKLSFDLTLCGSTLRAPHSCHLQYMANMDSIASLVMAVVVNEEDGEGDAPDATTQPQ 360 

                                    ****** *:******************* **:**********:*:.:   ::     :   

 

DcPHYA Clonado                      KSKKLWGLVVCHNTSPRFVPFPLRYACEFLAQVFAIHVSKELELENQIVEKNILRTQTLL 417 

DcPHYA (ID:108202696)               KSKKLWGLVVCHNTSPRFVPFPLRYACEFLAQVFAIHVSKELELENQIVEKNILRTQTLL 417 

AtPHYA (ID: 837483)                 KRKRLWGLVVCHNTTPRFVPFPLRYACEFLAQVFAIHVNKEVELDNQMVEKNILRTQTLL 420 

                                    * *:**********:***********************.**:**:**:************ 

 

DcPHYA Clonado                      CDLLMRDAPLGIISQTPNMMDLVKCEGAALLYKNKVYRLGATPSDYQLRDIVSWLTEYHT 477 

DcPHYA (ID:108202696)               CDLLMRDAPLGIISQTPNMMDLVKCEGAALLYKNKVYRLGATPSDYQLRDIVSWLTEYHT 477 

AtPHYA (ID: 837483)                 CDMLMRDAPLGIVSQSPNIMDLVKCDGAALLYKDKIWKLGTTPSEFHLQEIASWLCEYHM 480 

                                    **:*********:**:**:******:*******:*:::**:***:::*::*.*** ***  

 

DcPHYA Clonado                      DSTGLSTDSLYDAGFPGALALGDVVCGMAVVKITSQDMLFWFRSHAACHIRWGGAKHEPE 537 

DcPHYA (ID:108202696)               DSTGLSTDSLYDAGFPGALALGDVVCGMAVVKITSQDMLFWFRSHAACHIRWGGAKHEPE 537 

AtPHYA (ID: 837483)                 DSTGLSTDSLHDAGFPRALSLGDSVCGMAAVRISSKDMIFWFRSHTAGEVRWGGAKHDPD 540 

                                    **********:***** **:*** *****.*:*:*:**:******:* .:*******:*: 

 

DcPHYA Clonado                      EKDDGRKMHPRSSFKAFLEVVKTRSATWKDFEMDAIHSLQLILRKALSDEKAVVPKGDDF 597 

DcPHYA (ID:108202696)               EKDDGRKMHPRSSFKAFLEVVKTRSATWKDFEMDAIHSLQLILRKALSDEKAVVPKGDDF 597 

AtPHYA (ID: 837483)                 DRDDARRMHPRSSFKAFLEVVKTRSLPWKDYEMDAIHSLQLILRNAFKDSET-------T 593 

                                    ::**.*:******************  ***:*************:*:.*.::         

 

                                                                           Aβ       Bβ  Cα 

DcPHYA Clonado                      RSNTDVIHTKLNDLNIDGIQELEAVTSEMVRLIETATVPIFAVDADKIVNGWNTKIAELT 657 

DcPHYA (ID:108202696)               RSNTDVIHTKLNDLNIDGIQELEAVTSEMVRLIETATVPIFAVDADKIVNGWNTKIAELT 657 

AtPHYA (ID: 837483)                 DVNTKVIYSKLNDLKIDGIQELEAVTSEMVRLIETATVPILAVDSDGLVNGWNTKIAELT 653 

                                      **.**::*****:*************************:***:* :************ 

                                       Dα       Eα             Fα               Gβ           Hβ 

DcPHYA Clonado                      GLPVDKAMGKHLITLVEDSSVDTVEKMLAFALQGKEEQGIQFEFKTHGSRDGSVPITLVV 717 

DcPHYA (ID:108202696)               GLPVDKAMGKHLITLVEDSSVDTVEKMLAFALQGKEEQGIQFEFKTHGSRDGSVPITLVV 717 

AtPHYA (ID: 837483)                 GLSVDEAIGKHFLTLVEDSSVEIVKRMLENALEGTEEQNVQFEIKTHLSRADAGPISLVV 713 

                                    ** **:*:***::********: *::**  **:*.***.:***:*** ** .: **:*** 

                                     Hβ       Iβ                                        Aβ     Bβ 

DcPHYA Clonado                      NACASRGIHDNVVGVCFVAQDVTSQKTIMDKFTRIQGDYKAIVQNPNPLIPPIFGTDEFG 777 

DcPHYA (ID:108202696)               NACASRGIHDNVVGVCFVAQDVTSQKTIMDKFTRIQGDYKAIVQNPNPLIPPIFGTDEFG 777 

AtPHYA (ID: 837483)                 NACASRDLHENVVGVCFVAHDLTGQKTVMDKFTRIEGDYKAIIQNPNPLIPPIFGTDEFG 773 

                                    ******.:*:*********:*:*.***:*******:******:***************** 

                                         Cα               Dα       Eα                 Fα              

DcPHYA Clonado                      WCSEWNQAMTELSGWHREDVMNKMLLGEIFGIQASCCHLKNREAFINLGVVLNNALTGQT 837 

DcPHYA (ID:108202696)               WCSEWNQAMTELSGWHREDVMNKMLLGEIFGIQASCCHLKNREAFINLGVVLNNALTGQT 837 

AtPHYA (ID: 837483)                 WCTEWNPAMSKLTGLKREEVIDKMLLGEVFGTQKSCCRLKNQEAFVNLGIVLNNAVTSQD 833 

                                    **:*** **::*:* :**:*::******:** * ***:***:***:***:*****:*.*  

                                        Gβ        Hβ                  Iβ 

DcPHYA Clonado                      SEKIPFSFFSRDGKYVECLLCASKKLDAEGTVTGIFCFLQLASQELQQALHIQRLTEQTA 897 

DcPHYA (ID:108202696)               SEKIPFSFFSRDGKYVECLLCASKKLDAEGTVTGIFCFLQLASQELQQALHIQRLTEQTA 897 

AtPHYA (ID: 837483)                 PEKVSFAFFTRGGKYVECLLCVSKKLDREGVVTGVFCFLQLASHELQQALHVQRLAERTA 893 

                                     **: *:**:*.*********.***** **.***:********:*******:***:*:** 

 

DcPHYA Clonado                      VKRLKTLAYLRRQAKNPLCGINFIREKLEETGLGEEQTGLLRTSVHCQRQLNRILDDTDL 957 

DcPHYA (ID:108202696)               VKRLKTLAYLRRQAKNPLCGINFIREKLEETGLGEEQTGLLRTSVHCQRQLNRILDDTDL 957 

AtPHYA (ID: 837483)                 VKRLKALAYIKRQIRNPLSGIMFTRKMIEGTELGPEQRRILQTSALCQKQLSKILDDSDL 953 

                                    *****:***::** :***.** * *: :* * ** **  :*:**. **:**.:****:** 

 

DcPHYA Clonado                      DSIIDGYLDLEMSEFRLHDVYVASRSQVLMRSSGKAIQVVDNFSEEMMSETLYGDGLRLQ 1017 

DcPHYA (ID:108202696)               DSIIDGYLDLEMSEFRLHDVYVASRSQVLMRSSGKAIQVVDNFSEEMMSETLYGDGLRLQ 1017 

AtPHYA (ID: 837483)                 ESIIEGCLDLEMKEFTLNEVLTASTSQVMMKSNGKSVRITNETGEEVMSDTLYGDSIRLQ 1013 

                                    :***:* *****.** *::* .** ***:*:*.**::::.:: .**:**:*****.:*** 

 

DcPHYA Clonado                      QVLADFMSICVNLTPVGGHLGISVTLTKDNLGKSVQLVHLEIRITHAGAGVPEDLLSQMF 1077 

DcPHYA (ID:108202696)               QVLADFMSICVNLTPVGGHLGISVTLTKDNLGKSVQLVHLEIRITHAGAGVPEDLLSQMF 1077 

AtPHYA (ID: 837483)                 QVLADFMLMAVNFTPSGGQLTVSASLRKDQLGRSVHLANLEIRLTHTGAGIPEFLLNQMF 1073 

                                    ******* :.**:** **:* :*.:* **:**:**:*.:****:**:***:** **.*** 

 

DcPHYA Clonado                      GGNSETSEEGISLLISRKLVKLMNGDVHYLREAGKSTFIITVELAAASKHES 1129 

DcPHYA (ID:108202696)               GGNSETSEEGISLLISRKLVKLMNGDVHYLREAGKSTFIITVELAAASKHES 1129 

AtPHYA (ID: 837483)                 GTEEDVSEEGLSLMVSRKLVKLMNGDVQYLRQAGKSSFIITAELAAANK--- 1122 

                                    * :.:.****:**::************:***:****:****.*****.*    

 



40 
 

Figura 5. Análisis de la secuencia aminoacídica de la proteína DcPHYA. En la figura se 
muestra el alineamiento múltiple realizado en Clustal O, entre la secuencia aminoacídica de 
AtPHYA (Gene ID: 837483), DcPHYA (Gene ID: 108202696) extraído de la base de datos, y el 
DcPHYA clonado. Los colores indican los diferentes dominios de las proteínas: en amarillo 
dominio PAS, en verde dominio GAF, en celeste dominio PHY, en morado dominio PAS-A, en 
azul Dominio PAS-B y en rojo dominio relacionado Histidina Quinasa, en color cereza son 
mostradas serinas del N-terminal de la proteína. Las letras blancas indican los aminoácidos 
conservados en cada uno de los dominios, mientras que la letra roja en el dominio GAF índica 
una cisteína. Se marcan con letras negras, arriba del alineamiento la estructura secundaria de α-
hélice y β-plegada de los dominios PAS, PAS-A y PAS-B. En el recuadro rojo se muestra un SNP 
en el DcPHYA clonado con respecto al DcPHYA de base datos, que produce un cambio de ácido 
aspártico (D) por asparagina (N).  

3.1.2 Generación de un vector binario para la expresión de DcPHYA en 

plantas de tabaco 

Mediante la tecnología Gateway, se recombinó el vector pCR8PHYA con el 

vector de expresión pGWB5, para producir el vector pPhyA:GFP con el cual se 

transformó A. tumefaciens cepa GV3101 (Sección 2.3.4). En la Figura 5 se 

muestra un PCR donde se amplifica la secuencia clonada del gen DcPHYA 

(Sección 2.5.4) de tres colonias de A. tumefaciens, transformadas con el vector 

pPhyA:GFP mostrando el tamaño esperado de 3387 pb, que es el tamaño de la 

secuencia CDS sin codón de término del gen completo. 

3.1.3 Transformación y obtención de plantas de tabaco expresoras del gen 

DcPHYA  

Se transformaron de manera estable explantes de hojas estériles de N.tabacum 

var Xanthi NN (tabaco) mediante A. tumefaciens previamente transformada con 

la construcción pPhyA:GFP (Figura 6, sección 2.3.7). Los explantes infectados 

se cultivaron in vitro hasta la obtención de líneas transformantes T0 mediante 

organogénesis somática directa que posteriormente fueron trasplantadas a tierra 

y aclimatadas a las condiciones de invernadero (Sección 2.3.7, Figura 6). Las 

líneas transformantes se auto polinizaron y se cosecharon las semillas T1. Todo 

este proceso se llevó a cabo en 9 meses aproximadamente. Se obtuvieron 12 

líneas transformantes T1 con el vector pPhyA:GFP y 3 con pVSI:GFP, las que 

fueron genotipificadas (Sección 2.5.4).  
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Figura 6. Proceso de cultivo in vitro y aclimatación en suelo de plantas de tabaco 
transformadas establemente con el vector pPhyA:GFP. El proceso y obtención de las líneas 
T0 se completó en 5 meses aproximadamente. a-e: líneas transformantes de pPhyA:GFP . f-J: 
líneas transformantes transformadas con el vector pVSI:GFP. 

Durante la genotipificación las plantas de tabaco silvestre (Wt) amplificaron el gen 

de resistencia a kanamicina (HptII) (datos no mostrados), lo que fue totalmente 

inesperado e indicaría un origen transgénico de las plantas usadas para la 

transformación. Se comprobó que las líneas transformantes y las líneas Wt 

amplifican un producto de PCR de 507 pb entre el ccdB y eGFP del vector, lo que 

estaría indicando que las plantas fueron transformadas en un fondo de plantas 

vector sin inserto (VSI) (Figura 7). Considerando que el VSI no debería producir 

un efecto en la planta y que demora casi 9 meses en la obtención de plantas 

transgénicas de tabaco en T1, se tomó la decisión de considerar estas plantas 

como fondo VSI en vez de Wt y seguir usándolas para responder este objetivo. 

Para la genotipificación de las líneas transformantes, se amplificó un fragmento 

de 134 pb de DcPHYA en las líneas que tenían suficiente tejido para realizar una 

extracción de ADN. La línea EL1, EL4, EL6, EL7, EL8, EL9, EL10 y EL12 fueron 

positivas a este PCR y, por lo tanto, transgénicas (datos no mostrados). 

Posteriormente, fueron seleccionadas las líneas transgénicas EL3, EL4, EL6, 
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EL7, ya que tuvieron suficiente tejido para realizar primero una extracción de RNA 

con tres réplicas de distintas plántulas y luego poder realizar un análisis de qPCR 

(Sección 2.5.6) para realizar una extracción de ARN (Sección 2.5.2), y determinar 

la expresión relativa del transgen DcPHYA (Sección 2.5.6). De las 4 líneas 

analizadas, se seleccionaron las líneas EL4, EL6 y EL7 porque presentaron una 

expresión relativa similar entre ellas (Figura 8).  

 

Figura 7. Amplificación del ccDB a eGFP del VSI en las plantas transgénicas de tabaco para 
pDcPHYA:GFP. El amplicón corresponde a una banda de 507 pb, que va desde el ccdB hasta 
eGFP. EL1, EL4, EL6, EL7, EL8, EL 9, EL10, EL12: corresponden a las líneas transformadas con 
el vector pDcPHYA:GFP para la expresión del gen DcPHYA de zanahoria. Wt1-2: plantas Wild 
type, VSI: plantas transformadas con el vector pPhyA:GFP, sin inserto. c-: agua libre de 
nucleasas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Nivel de expresión relativa de DcPHYA en líneas T1 de tabaco transformadas con 
pDcPHYA:GFP. Se usaron tres plantas en generación T1 para cada una de las líneas analizadas. 
Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas basadas en una prueba t-
student entre la línea transgénica y la línea VSI, p< 0,05. Los experimentos fueron hechos en 
triplicado biológico. La expresión fue normalizada de acuerdo con el gen actina. 

3.1.4 Funcionalidad de DcPHYA en líneas de tabaco  

PHYA es activo, estable y presenta localización nuclear en LRL (Oka et al., 2012), 

donde puede regular la expresión de genes de manera indirecta, los que 
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producen cambios a nivel fenotípico (Chen et al., 2014), siendo la inhibición de la 

elongación del hipocótilo una de las respuestas fenotípicas más evidentes 

(Halliday et al., 1997). Considerando lo anteriormente expuesto, se germinaron y 

dejaron crecer durante 7 días en LRL, semillas de la generación T1 de las líneas 

EL4, EL6 y EL7. Fue usado un tratamiento en oscuridad con idénticas a la 

condiciones de crecimiento a las líneas que crecieron en LRL, como control 

negativo (donde PHYA está inactivo en el citoplasma de la célula (Oka et al., 

2012) (Sección 2.4). Al finalizar el tratamiento se midió el largo del hipocótilo. En 

la condición de LRL, las tres líneas expresoras de DcPHYA evaluadas (EL4, EL6, 

EL7), tuvieron un menor largo del hipocótilo al compararlas con la línea VSI, lo 

que indica que las plantas fueron más sensibles a LRL (Figura 9 a). Mientras que, 

en la condición de oscuridad (control negativo) no existen diferencias 

estadísticamente significativas entre el VSI y las líneas expresoras de DcPHYA 

(Figura 9 b). Este resultado sugiere que DcPHYA es funcional en LRL, ya que 

produce un aumento de la sensibilidad de las plantas a esta condición de luz, lo 

que a nivel fenotípico se traduce en una disminución del largo del hipocótilo.  
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Figura 9. Largo del hipocótilo en líneas de tabaco expresoras de DcPHYA sometidas a LRL. 
a) Plántulas transgénicas de 7 días de crecimiento en LRL, b) Plántulas transgénicas de 7 días 
de crecimiento en oscuridad. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
entre la línea transgénica y la línea VSI derivados de un análisis estadístico T-student, p< 0,05. 
En cada experimento se utilizaron 10 plántulas de cada línea en generación T1. Bajo los gráficos 
se muestran imágenes representativas de las líneas analizadas. Las flechas rojas indican el 
comienzo y el final del hipocótilo. 

3.1.5 Perfil de expresión de genes regulados por PHYA en líneas de tabaco 

que expresan DcPHYA, crecidas en LRL  

En LRL, PHYA se encuentra en el núcleo de la célula donde regula la expresión 

de genes de manera positiva o negativa, a través de su interacción con factores 

de transcripción (Tepperman, et al., 2006; Chen, et al., 2014). Al respecto, Chen, 

et al., (2014) determinó que PHYA en LRL regula la expresión de los genes 

GGPS, LCHB de manera positiva y los genes PEPCK1 y PAR1 de Arabidopsis 

de manera negativa. Sumado a lo anterior, se ha reportado que PHYA regula de 

manera negativa en sombra a PAR1, un gen que codifica para un cofactor 

transcripcional que participa en la señalización por luz (Roig-Villanova, et al., 

2006). Es por ello que decidimos evaluar la expresión de genes regulados por 
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PHYA en LRL en las líneas expresoras del gen DcPHYA de zanahoria en tabaco 

sometidas al tratamiento con LRL (Sección 2.4). 

Primero, se buscaron los genes ortólogos de GGPS1, LCHB, PEPCK y PAR1 en 

tabaco (Figura 1, 2, 3, 4, Anexo). Luego, se determinó la expresión relativa de los 

genes NtGGPS1, NtLCHB, NtPEPCK-like y NtPAR1-like en las líneas de tabaco 

expresoras del gen DcPHYA de zanahoria sometidas al tratamiento con LRL. El 

gen NtGGPS1, en la línea EL4 y EL6, no hay diferencias en la expresión en 

comparación con la línea VSI, en cambio, en la EL7 baja la expresión relativa del 

gen en comparación a la línea VSI (Figura 10 a). Para el gen NtLCHB la EL6 y 

EL7 no tienen diferencias en su expresión relativa con respecto a la línea VSI, 

mientras que para la EL4 su expresión relativa baja en comparación a la línea 

VSI (Figura 10 b). Por otro lado, el gen NtPEPCK-like, tiene una menor expresión 

relativa en todas las líneas expresoras evaluadas sometidas al tratamiento con 

LRL en comparación a la línea VSI (Figura 10 c). Para el caso del gen NtPAR1-

like también se observa una disminución de la expresión relativa en todas las 

líneas expresoras de DcPHYA en comparación al VSI (Figura 10 d). Por lo tanto, 

de este ensayo podemos concluir que DcPHYA no regula la expresión de 

NtGGPS1, ni de NtLCHB. Por el contrario, DcPHYA puede regular de forma 

negativa la expresión de NtPEPCK-like y NtPAR1-like en LRL, tal como fue 

reportado previamente en Arabidopsis por Chen, et al., (2014).  
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Figura 10. Expresión relativa de genes regulados por PHYA en plantas de tabaco 
expresoras de DcPHYA sometidas a tratamiento de LRL a) expresión relativa de NtGGPS1, 
b) NtLCHB, c) NtPEPCK y d) NtPAR1-like. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas basadas en una prueba t-student entre la línea transgénica y la línea VSI, p< 0,05. 
La expresión se realizó en triplicado en pool de 3 - 4 plantas cada uno. La expresión fue 
normalizada respecto a la expresión del gen NtFE1a. 

3.1.6 Perfil de expresión de genes carotenogénicos en líneas de tabaco que 

expresan el gen DcPHYA, crecidas en LRL 

Líneas mutantes de phya de Arabidopsis tratadas con LRL tienen menor 

abundancia de transcrito de PSY en comparación a la línea Col-0 (von Lintig, et 

al., 1997). Además, de acuerdo con análisis cruzados de RNA-seq y ChIP-seq en 

líneas de Arabidopsis mutantes para phya, col-0 y sobreexpresoras de AtPHYA 

sometidas a tratamientos con LRL, se determinó que PSY es un gen blanco de 

PHYA, es decir, PHYA regula la expresión de PSY de forma positiva y puede 
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unirse a su promotor a través de la interacción con un factor de transcripción 

(Chen, et al., 2014). Por lo tanto, en LRL, AtPHYA de Arabidopsis regula 

positivamente a AtPSY a nivel transcripcional. Basados en estos antecedentes, 

la primera aproximación para dilucidar el rol de DcPHYA en la síntesis de 

carotenoides fue determinar la expresión relativa de genes carotenogénicos 

(NtPSY1 y NtPSY2) en las líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA de 

zanahoria tratadas con LRL. La expresión relativa de NtPSY1, como de NtPSY2, 

bajan en comparación a al a la expresión en el VSI (Figura 11). Por lo tanto, se 

puede sugerir que DcPHYA regula de manera negativa la expresión relativa del 

gen NtPSY1 y NtPSY2 en 7 días de tratamiento con LRL continua. 

Figura 11. Expresión relativa de genes carotenogénicos en líneas de tabaco expresoras de 
DcPHYA sometidas a tratamiento de LRL a) expresión relativa de NtPSY1 y b) NtPSY2. Los 
asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas basadas en una prueba t-student 
entre la línea transgénica y la línea VSI, p< 0,05. Los experimentos fueron hechos en triplicado 
en pool de 3 - 4 plantas. La expresión fue normalizada de acuerdo con la expresión del gen 
NtFE1a. 

3.1.7 Cuantificación de carotenoides y clorofila a y b en líneas de tabaco 

expresoras del gen DcPHYA, crecidas en LRL 

Los fitocromos regulan la fotomorfogenesis, proceso que incluye la síntesis de 

pigmentos como carotenoides y clorofila, en tejido fotosintético (Quian-Ulloa, 

Stange, 2021). Particularmente, líneas mutantes para el gen PHYA de 

Arabidopsis acumulan menor contenido de carotenoides cuando son mantenidas 

en un tratamiento de sombra (alta proporción de LRL/LR) durante 7 días, lo que 
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no sucede en la línea Wt. Por lo tanto, PHYA puede regular el contenido de 

carotenoides en sombra (Sng, et al., 2020). Por otro lado, líneas mutantes de 

AtPHYA de Arabidopsis que fueron tratadas con LRL por 24 h. no cambia el 

contenido de carotenoides al compararlas con la línea Wt (von Lintig, et al., 1997). 

Por lo tanto, PHYA no regula el contenido de carotenoides en tratamiento de 24 

horas de LRL. Basándonos en estos antecedentes, determinamos el contenido 

de carotenoides totales en las líneas de tabaco expresoras de DcPHYA, tratadas 

7 días con LRL. En la condición de LRL (Figura 12 a), las líneas acumularon cerca 

de 200 ug/gpDW de carotenoides. La línea EL4 acumuló menor contenido de 

carotenoides en comparación a la línea VSI mientras que las líneas EL6 y EL7 

no tuvieron diferencias estadísticamente significativas con la línea VSI. Por otro 

lado, en la condición de oscuridad se acumularon cerca de 40 ug/g peso seco de 

tejido, y la línea EL6, presenta menor contenido de carotenoides con respecto al 

VSI (Figura 12 a). Por lo tanto, DcPHYA no regula el contenido de carotenoides 

luego de 7 días de tratamiento con LRL.  

Sumado a la determinación de los carotenoides totales, determinamos el 

contenido de clorofila a y b. En la condición de LRL (Figura 12), se acumuló cerca 

de 4000 ug/g de peso seco de clorofila a y no se observan diferencias 

estadísticamente significativas entre las líneas expresoras de DcPHYA y la línea 

VSI. Por otro lado, en la condición de oscuridad, se acumularon cerca de 20 ug/g 

de peso seco y tampoco se observan diferencias estadísticamente significativas 

entre las líneas expresoras de DcPHYA y la línea VSI. Respecto a clorofila b en 

la condición de LRL, se acumularon cerca de 300 ug/gps y no se observan 

diferencias estadísticamente significativas entre las líneas expresoras de 

DcPHYA y la línea VSI (Figura 12 c). En la condición de oscuridad no se acumuló 

clorofila b, por eso no se incluye. En conclusión, DcPHYA no regularía el 

contenido de clorofilas en LRL luego de 7 días de tratamiento con LRL. 
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Figura 12. Contenido de carotenoides totales y clorofila a y b en líneas de tabaco 
expresoras de DcPHYA sometidas a tratamiento de LRL y oscuridad a) carotenoides totales, 
b) contenido de clorofila a, c) contenido de clorofila b. Los asteriscos indican diferencias 
estadísticamente significativas basadas en una prueba t-student entre la línea transgénica y la 
línea VSI, p< 0,05. Los experimentos fueron realizados en triplicado en pool de 3 - 4 plantas cada 
uno.  

Tabla I. Resumen que incluye los principales resultados del objetivo 1 y las conclusiones 
derivadas de estos resultados 

Principales resultados  Conclusión 

Las secuencias AtPHYA y DcPHYA clonado comparten un 

73,19% de identidad aminoacídica 

La secuencia DcPHYA 

clonada podría codificar para 

un PHYA funcional 

En la condición de LRL, las líneas de tabaco expresoras de 

DcPHYA, tuvieron un menor largo del hipocótilo al 

compararlas con la línea VSI 

Se sugiere que DcPHYA es 

funcional en LRL 

En dos de las líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA 

no cambia la expresión relativa del gen NtGGPS1 ni del gen 

NtLCHB en comparación al VSI 

Se sugiere que DcPHYA no 

regula la expresión de 

NtGGPS1, ni de NtLCHB 

Las tres líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA 

analizadas tienen menor expresión relativa de los genes 

NtPEPCK-like y NtPAR1-like en comparación al VSI 

Se sugiere que DcPHYA 

regula de forma negativa la 
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expresión de NtPEPCK-like y 

NtPAR1-like en LRL 

Las tres líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA 

analizadas tienen menor expresión relativa de los genes 

NtPSY1 y NtPSY2 en comparación al VSI 

Se sugiere que DcPHYA 

regula de manera negativa la 

expresión de los genes 

NtPSY1 y NtPSY2 en 7 días 

de tratamiento con LRL 

En dos de las líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA 

no tienen diferencias estadísticamente significativas en el 

contenido de carotenoides totales en comparación al VSI 

Se sugiere que DcPHYA no 

regula el contenido de 

carotenoides luego de 7 días 

de tratamiento con LRL 

Las tres líneas de tabaco expresoras del gen DcPHYA no 

tienen diferencias estadísticamente significativas en el 

contenido de clorofila a y b en comparación al VSI. 

Se sugiere que DcPHYA no 

regula el contenido de clorofila 

a y b en LRL luego de 7 días 

de tratamiento con LRL 

 

3.2 Caracterización del rol de DcPHYA en la síntesis de carotenoides 

mediante silenciamiento génico en D. carota. 

Para determinar si el gen DcPHYA es funcional y si posee un rol en síntesis de 

carotenoides en zanahoria, se silenció en plantas de zanahoria. En las líneas 

producidas se evaluó la expresión relativa de genes carotenogénicos y el 

contenido de carotenoides totales en la raíz de reserva de zanahoria crecida bajo 

tierra. 

3.2.1 Generación de un vector binario para el silenciamiento de DcPHYA. 

Para estudiar funcionalmente el gen DcPHYA en la raíz de zanahoria crecida bajo 

el suelo, se amplificó un fragmento de 516 pb una secuencia conservada dentro 

del segundo exón del gen DcPHYA a partir de ADN genómico (Sección 2.5.1). 

Luego, se clonó en antisentido el producto de PCR en el vector de entrada 

pCR8/GW/TOPO para producir el vector pCR8-PHYAas (Sección 2.5.5). Para 

comprobar la direccionalidad del inserto, se digirieron los plásmidos extraídos de 
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diferentes colonias evidenciando que la colonia C2 presentaba la dirección 

antisentido (Figura 13), por lo que esta colonia se envió a secuenciar 

comprobando la ausencia de mutaciones. Luego, se generó el vector pPhyAas 

(Sección 2.5.5), con el cual se transformó A. tumefaciens cepa GV3101 (Sección 

2.3.4). En la Figura 14, se muestra un PCR donde se amplificó satisfactoriamente 

el fragmento de 516 pb de DcPHYA clonado (Sección 2.5.4) de siete colonias de 

A. tumefaciens, transformadas con el vector pPhyAas. 

Figura 13. Digestión del plásmido pCR8-PhyAas. Se aislaron plásmidos de 4 colonias de E. 
coli (C1, C2, C3 y 4) y fueron digeridos con las enzimas BsaI y BstYI. a) gel de agarosa los 
plásmidos digeridos que fueron previamente extraídos de 4 colonias en un gel de agarosa. Los 
asteriscos celestes indican bandas de 1508 pb, 1416 pb y 397, pb, que muestran un patrón en 
sentido del inserto dentro del plásmido. Los plásmidos de las colonias C2 y C3 no muestran un 
patrón de digestión esperado, por lo que se digirieron más tiempo. b) gel de agarosa de la 
digestión de los plásmidos de las colonias C2 y C3. Los asteriscos rojos en el plásmido de la C2 
indican bandas 1754 pb, 1170 pb y 397 pb, que muestran un patrón en antisentido, fue el usado 
para la recombinación con el vector pGBW2. El plásmido C3 dio un patrón de digestión 
inesperado. 

 

Figura 14. PCR de colonia de Agrobacterium tumefaciens transformadas con el vector 
pDcPhyAas C-; agua libre de nucleasas, C+: vector pDcPhyaAs., C1-7: colonias analizadas, MP. 
Marcador de peso molecular de 100 pb. 

3.2.2 Transformación y obtención de zanahoria (Daucus carota) silenciadas 

para el gen DcPHYA  

Se transformaron de manera estable explantes de epicotilos de plántulas de 

zanahoria estériles que fueron infectados por A. tumefaciens previamente 

transformada con la construcción pPhyAas y con pVSI. Además, se regeneraron 
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líneas Wt sin transformar (Sección 2.3.6). Los explantes infectados se cultivaron 

in vitro hasta la obtención de líneas transformantes mediante embriogénesis 

somática. Las líneas transformantes fueron trasplantadas a tierra y aclimatadas 

a las condiciones de invernadero (Sección 2.3.6). Este proceso se llevó a cabo 

en 9 meses aproximadamente. Se obtuvieron 13 líneas transformantes T0 con el 

vector pDcPhyAas y 1 con línea Wt, las que fueron genotipificadas. Las líneas 

pVSI no sobrevivieron, por lo que fue usada una línea Wt como control negativo 

de la función del gen. 

Para genotipificar las líneas transformantes se realizó un PCR del gen HptII 

cuando éstas tuvieron entre 4 a 5 meses de edad, aproximadamente (Sección 

2.5.4). Las líneas ASL2, ASL4, ASL5, ASL8, ASL9, ASL11, ASL13 fueron 

positivas para el PCR y por lo tanto, transgénicas (Figura 15). Al analizar el 

fenotipo de las líneas obtenidas, se observa que las líneas ASL4, ASL5, ASL8, 

ASL9, ASL11, ASL13, presentan una coloración más tenue en su raíz de reserva 

en comparación a la línea Wt (Figura 16), lo que nos podría sugerir que presentan 

un menor contenido de carotenoides totales. A las líneas transgénicas 

seleccionadas se le determinó la expresión relativa de DcPHYA en su raíz crecida 

bajo el suelo, para cuantificar el grado de silenciamiento del gen. Las líneas 

presentaron entre un 27% hasta un 86% de silenciamiento del gen DcPHYA en 

su raíz de reserva crecida bajo el suelo, sin embargo, la L4 y L13 no mostraron 

diferencias significativas en la expresión relativa del gen DcPHYA en 

comparación a la línea Wt (Figura 17). Por tanto, para los siguientes análisis se 

seleccionaron las líneas ASL2, ASL5, ASL9 y ASL11, que tienen un 86%, 54%, 

40% y 27% de silenciamiento de DcPHYA, respectivamente. La línea ASL8 se 

descartó por presentar un fenotipo demasiado drástico, con una raíz muy delgada 

y blanca en comparación a las demás líneas seleccionadas.  
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Figura 15. Amplificación del gen NptII en líneas transformantes de zanahoria. Los asteriscos 
rojos indican la amplificación del fragmento esperado de 665 pb. Control +: ADN plasmidial del 
vector pDcPhyAas Control -: agua libre de nucleasas. 

 

Figura 16. Líneas de zanahoria transgénicas transformadas con el vector pDcPHYAas para 
el silenciamiento del gen DcPHYA. Las líneas ASL2, ASL4, ASL5, ASL8, ASL9, ASL11, ASL13 
resultaron positivas para el PCR de HptII. Las líneas tienen entre 4-5 meses de edad. El tejido 
fue recolectado de ASL2, ASL5, ASL9 y ASL11 para los posteriores análisis. Las imágenes de 
las raíces son solo referenciales, no están a escala. 
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Figura 17. Expresión relativa del gen DcPHYA en raíces de reserva de líneas transformadas 
con el vector pDcPHYA.A.S. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas 
basadas en una prueba t-student entre la línea transgénica y la linea Wt, p< 0,05. Los 
experimentos fueron hechos en triplicado. La expresión fue normalizada de acuerdo con el gen 
Ubiquitina. 

3.2.3 Perfil de expresión relativa del gen DcPAR1 en líneas de zanahoria 

silenciadas para el gen DcPHYA 

Tal como se indicó en la Sección 3.1.5, DcPHYA regula de forma negativa la 

expresión de NtPAR1. Además, este gen es funcional en la raíz de zanahoria, 

regulando la síntesis de carotenoides (Arias et al., 2022). Por lo anteriormente 

expuesto, se determinó la expresión relativa de DcPAR1 en la raíz de reserva 

crecida bajo el suelo de las líneas silenciadas para el gen DcPHYA de zanahoria. 

Las líneas ASL5 y ASL9 tienen una mayor expresión relativa de DcPAR1 en 

comparación con la línea Wt, mientras que las líneas ASL2 y ASL11, una menor 

expresión relativa con respecto a la planta Wt (Figura 18). Dado estos resultados 

tan contradictorios, no podemos asegurar que DcPHYA esté regulando la 

expresión de DcPAR1. 
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Figura 18. Expresión relativa de DcPAR1 en raíces de reserva de líneas de zanahoria 
silenciadas para el gen DcPHYA. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 
significativas basadas en una prueba t-student entre la línea transgénica y la linea Wt,  p< 0,05. 
Los experimentos fueron hechos en triplicado. La expresión fue normalizada de acuerdo con el 
gen Ubiquitina. 

3.2.4 Perfil de expresión relativa de genes carotenogenicos y cuantificación 

de carotenoides totales en líneas de zanahoria silenciadas para el gen 

DcPHYA 

Posteriormente, determinamos la expresión relativa de genes de síntesis de 

carotenoides y el contenido de carotenoides como actividades claves para 

responder la hipótesis científica planteada. Los genes DcPSY1 y DcPSY2 

presenta una disminución en su expresión relativa en todas las líneas analizadas 

en comparación a la línea Wt (Figura 19 a y b). También se determinó la 

expresión relativa de los genes DcLCYB1, DcLCYB2, que codifican para una 

enzima que participa en la síntesis del β-caroteno y α-caroteno (Figura 1). El gen 

DcLCYB1 disminuye en su expresión relativa en las líneas ASL2, ASL5 y ASL9, 

en comparación con la línea Wt y la ASL11 tiene tendencia a tener mayor 

expresión relativa, pero la dispersión de los datos es muy alta (Figura 19 c). Por 

otro lado, para el gen DcLCYB2, en las líneas ASL5 y ASL11 y se observa una 

disminución en su expresión relativa, por el contrario, en las líneas ASL2 y ASL9 

se observa un aumento en su expresión relativa (Figura 19 d). Considerando 

estos resultados, DcPHYA en la raíz de zanahoria regula positivamente la 

expresión de DcPsy1, DcPSY2 y DcLCYB1, pero no la de DcLCYB2. 
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Finalmente, se determinó la concentración de carotenoides totales en la raíz de 

reserva de líneas silenciadas para el gen DcPHYA de zanahoria. Esto con el fin 

de determinar si la reducción de la expresión relativa de los genes 

carotenogénicos afectó la producción de carotenoides. Las líneas ASL5, ASL9 y 

ASL11, tienen entre 1,4 y a 2,6 veces menos contenido de carotenoides totales 

en su raíz de reserva crecida bajo el suelo en comparación con la línea Wt. Por 

otro lado, la línea ASL2 tiene una tendencia a acumular menor contenido de 

carotenoides, aunque no es estadísticamente significativo. Por lo tanto, DcPHYA 

es necesario para la síntesis de carotenoides en la raíz de reserva zanahoria 

crecida bajo el suelo.  

Figura 19. Expresión relativa de genes carotenogenicos en raíces de reserva de líneas de 
zanahoria silenciadas para el gen DcPHYA. a) expresión relativa de DcPSY1, b) expresión 
relativa de DcPSY2, c) expresión relativa de DcLCYB1, d) expresión relativa de DcLCYB2. Los 
asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas basadas en una prueba t-student 
entre la línea transgénica y la línea Wt, p< 0,05. Los experimentos fueron hechos en triplicado 
biológico de cada T0 en plantas de x meses de edad. La expresión fue normalizada de acuerdo 
con el gen Ubiquitina 
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Figura 20. Carotenoides totales en líneas transgénicas de zanahoria silenciadas para el 
gen DcPHYA. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas basadas en una 
prueba t-student entre la línea transgénica y la linea Wt, p< 0,05. Los experimentos fueron 
realizados en triplicado. 
 

Tabla II. Resumen que incluye los principales resultados del objetivo 2 y las conclusiones 
derivadas de estos resultados 

Principales resultados  Conclusión 

La raíz de reserva de dos líneas de zanahoria silenciadas del 

gen DcPHYA tienen menor expresión relativa del gen DcPAR1 

en comparación a la línea Wt y dos líneas tienen mayor 

expresión relativa en comparación a la línea Wt. 

Resultado contradictorio a lo 

reportado previamente en la 

literatura para Arabidopsis y 

tabaco (este trabajo) 

La raíz de reserva de cuatro líneas de zanahoria silenciadas 

para el gen DcPHYA tienen menor expresión relativa de los 

genes DcPSY1 y DcPSY2 en comparación a la línea Wt. 

Mientras que tres líneas tienen menor expresión relativa del 

gen DcLCYB1 en comparación a la línea Wt. Además, dos 

líneas tienen mayor expresión relativa del gen DcLCYB2 y dos 

líneas menor expresión en comparación a la línea Wt. 

Se sugiere que en la raíz de 

reserva de zanahoria 

DcPHYA regula de forma 

positiva la expresión de 

DcPSY1, DcPSY2 y 

DcLCYB1, pero no la de 

DcLCYB2 

La raíz de reserva de tres líneas de zanahoria silenciadas para 

el gen DcPHYA tienen significativamente menor contenido de 

carotenoides totales en comparación a la línea Wt.  

Se sugiere que en la raíz de 

reserva de zanahoria 

DcPHYA regula de forma 

positiva el contenido de 

carotenoides totales 
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4 DISCUSIÓN 

4.1 El analisis in silico sugiere que DcPHYA de zanahoria podría codificar 

para una proteína funcional  

Con el fin de aportar evidencias al mecanismo de cómo la zanahoria produce 

carotenoides creciendo bajo tierra, se hizo un análisis de RNA seq entre la raíz 

de reserva crecida bajo tierra y la raíz crecida bajo LB, encontrando varios genes 

regulados por luz, entre los cuales DcPHYA presentó 1135 más veces de cambio 

en la raíz crecida bajo tierra respecto a la raíz crecida en luz (Arias, et al., 2020). 

Esto último es opuesto a lo que sucede en Arabidopsis, donde la expresión de 

PHYA en la raíz es independiente de si esta crece bajo LB o en oscuridad (Canton 

y Quail, 1999). Además, sabiendo que PHYA promueve la fotomorfogénesis y la 

síntesis de pigmentos como los carotenoides cuando la planta esta en sombra 

(baja proporción de LR/LRL) (Martinez-Garcia, et al., 2014; Sng et al., 2020), nos 

pareció interesante determinar su rol en la síntesis de carotenoides en la raíz de 

reserva de zanahoria crecida bajo tierra. 

Al analizar in silico la secuencia aminoacídica de DcPHYA de zanahoria con 

AtPHYA de Arabidopsis, advertimos el alto porcentaje (73,19%) de identidad de 

secuencia aminoacídica, similar a lo reportado entre secuencias aminoacídicas 

de PHYA de distintas especies (Hauser, et al., 1995; Trakulnaleamsai, et al., 

2005). Los dominios mínimos canónicos PAS, GAF y PHY de PHYA, son 

compartidos entre procariotas y eurariotas (Björling, et al., 2016) e indispensables 

para que PHYA cumpla su función y que están presentes en DcPHYA (Figura 3). 

Estos antecedentes nos sugirieron que DcPHYA podía ser funcional. 

Un SNP, fue encontrado en la posición nucleotídica 733 que cambia una Guanina 

(G) en la secuencia de DcPHYA de la base de datos, por una Adenina (A) en el 

DcPHYA clonado. El SNP se traduce en un cambio de aminoácido en la posición 

D245N, pero que no es conservado en el dominio, por lo tanto, no debería afectar 
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la función del dominio ni de la proteína (Figura 3). Este SNP puede ser explicado 

por la alta heterogeneidad entre las variedades cultivadas de zanahoria, 

encontrándose una alta cantidad de SNP entre ellas (Iorizzo, et al., 2011; Rong 

et al., 2014; Stelmach, et al., 2021). Además, considerando que la variedad 

Nantesa usada para este trabajo no es la misma variedad Nantes-type carrot 

(DH1) que fue usada para secuenciar el genoma publicado por Iorizzo, et al., 

(2016), era esperable encontrar algún polimorfismo. 

4.2 DcPHYA codifica para un PHYA funcional que responde a la LRL, 

inhibiendo la elongación del hipocótilo y regulando la expresión génica de 

los genes NtPEPCK y NtPAR1-like 

Se ha estudiado la función de PHYA en LRL de distintas especies usando 

modelos heterólogos como Arabidopsis y tabaco (Rodson, et al., 1996; Halliday, 

et al., 1997). PHYA promueve la fotomorfogenesis en LRL, esto incluye la 

inhibición del crecimiento del hipocótilo y la síntesis de pigmentos, como 

carotenoides y clorofila (Martinez-Garcia, et al., 2014; Sng, et al., 2020). En este 

trabajo se realizó una caracterización funcional de DcPHYA en 3 líneas 

expresoras en tabaco, en la generación T1 (Sección 3.1.5). La generación T1 en 

tabaco es utilizada ampliamente para estudiar funcionalmente genes, como en el 

caso de los trabajos de Zhang, et al., (2001), quienes estudiaron la función del 

gen NTHK2, que codifica para un receptor de etileno y Petruccelli, et al., (2001), 

quienes estudiaron el factor de transcripción RF2a y sus interacciones 

funcionales con el promotor del gen rice tungro bacilliform badnavirus (RTBV). 

Las líneas EL4, EL6, EL7 de tabaco expresoras de DcPHYA presentaron una 

abundancia de transcrito del transgén similar entre ellas, lo que produjo fenotipos 

más homogéneos en su respuesta ante LRL, lo que se correlaciona con lo 

reportado por Keller, et al., (1989) que caracterizó líneas de tabaco expresoras 

de PHYA con distintos niveles de expresión del transgén. Las líneas que tuvieron 

mayor expresión tuvieron un comportamiento mucho más dramático en 

comparación a las de expresión similar. Las líneas sometidas a tratamientos con 
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LRL tuvieron una inhibición en la elongación del hipocótilo en comparación a la 

línea VSI, pero no en la condición de oscuridad (Sección 3.1.4), tal como ha sido 

reportado para PHYA en tabaco y Arabidopsis (Rodson, et al., 1996; Halliday, et 

al., 1997). Este resultado sugiere fuertemente que DcPHYA es funcional en LRL 

y actúa promoviendo el acortamiento del hipocótilo. 

De forma paralela, PHYA activo es capaz de regular la expresión de genes de 

manera positiva o negativa, a través de su unión a factores de transcripción 

(Wang, et al., 2002; Tepperman, et al., 2006; Chen, et al., 2014). De manera 

interesante Chen, et al., (2014) reportó que el gen AtGGPS y AtLCHB es regulado 

positivamente por PHYA en LRL, mientras que los genes AtPEPCK y AtPAR1 

son regulados de manera negativa en LRL. El gen GGPS codifica una enzima 

que cataliza la biosíntesis de GGPP precursor de la biosíntesis de isoprenoides, 

los cuales son metabolitos precursores de los carotenoides (Okada, et al., 2000). 

Determinamos que 2 de las líneas de tabaco expresoras de DcPHYA tratadas 

con LRL no cambian la expresión relativa de NtGGPS en comparación a la línea 

VSI, mientras que la línea EL7 baja su expresión (Sección 3.1.6). Esto es 

contrario a lo reportado por Chen, et al., (2014). Además, es contrario al hecho 

de que PHYA podría estar regulando de forma positiva varios genes de la ruta 

MEP, tal como 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) (Meier, 

et al., 2011; Pu, et al., 2021). Para el gen LCHB, que codifica una proteína que 

se encuentra en el complejo de antena de luz del fotosistema II (Jansson, 1994, 

y Jansson, 1999), determinamos que 2 de las líneas de tabaco expresoras de 

DcPHYA tratadas con LRL no cambian su expresión relativa en comparación a 

la línea VSI, mientras que la línea EL4 baja su expresión. Esto tampoco 

concuerda a lo reportado por Chen, et al., 2014. Posiblemente la diferencia radica 

en que Chen, et al., 2014, cuantificó la expresión relativa luego de 3 horas de 

radiación con LRL, mientras que nosotros realizamos el análisis luego de 7 días 

en LRL. Por tanto, es posible que estos genes se regulen de manera positiva por 

acción de DcPHYA en un periodo corto de exposición a LRL pero a tiempos más 
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largos este efecto se pierda. Además, el gen LCHB se expresa dependiendo del 

reloj circadiano (Piechulla, et al., 1998; Christensen y Silverthorne, 2001), lo que 

sugiere que este gen necesita un contexto génico para expresarse y que, 

posiblemente, PHYA por sí solo no es capaz de regular su expresión. Por lo tanto, 

se podría analizar la expresión de NtGGPS y NtLCHB en periodos de tiempo más 

cortos tratando las plantas con LRL o incluir fotoperiodo el tratamiento. Para el 

gen PEPCK que codifica una quinasa que cataliza el primer paso de la 

gluconeogénesis (Huag, et al., 2015), observamos que las líneas expresoras de 

DcPHYA de tabaco tratadas con LRL, tienen una menor expresión relativa de 

este gen en comparación a la línea VSI en oscuridad, lo cual coincide con lo 

reportado por Chen, et al., (2014). Además, esto es apoyado por Carlson, et al., 

(2019) quienes determinaron en tejido vegetativo de líneas de tomate mutantes 

para el gen SlPHYA que hay una mayor expresión relativa de SlPEPCK en 

comparación a la línea Wt. Del mismo modo, Bianchetti, et al., (2018), quienes 

analizaron frutos de tomates con un silenciamiento fruto específico para el gen 

SlPHYA y determinaron que PHYA estaría regulando de manera negativa la 

biosíntesis de almidón y, por lo tanto, favoreciendo la glicolisis. Para el gen PAR1, 

que es un gen que codifica para un cofactor transcripcional que participa en la 

señalización por luz, promoviendo la fotomorfogénesis en sombra (Roig-

Villanova, et al., 2006; Bou-Torrent, et al., 2015). Determinamos que las líneas 

expresoras de DcPHYA de tabaco tratadas con LRL, tienen una menor expresión 

relativa de este gen en comparación a la línea VSI, lo cual coincide con lo 

reportado por Chen, et al., (2014) a las 3 h. de luz LRL. En este mismo sentido, 

la expresión de AtPAR1 es regulada de manera negativa en líneas de Arabidopsis 

sobreexpresoras de AtPHYA al comparadas con líneas Wt sometidas a 

tratamientos con sombra simulada (Roig-Villanova, et al., 2006). Además, en 

líneas de Arabidopsis mutantes para el gen AtPHYA tratadas con LB, aumenta la 

expresión relativa de AtPAR1 en comparación a la línea Wt (Swain, et al., 2017). 

Por lo tanto, PHYA regula de forma negativa la expresión de PAR1 en LB, en 

sombra simulada y LRL (este trabajo). Es así como podemos concluir que 
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DcPHYA regula la expresión de genes endógenos claves en metabolismo de 

azúcares, como NtPEPCK y fotomorfogénesis, como NtPAR1-like. 

4.3 Líneas de tabaco expresoras de DcPHYA sometidas a tratamientos con 

LRL continua presentan una reducción en la expresión de NtPSY1 y 

NtPSY2, sin afectar el contenido de carotenoides totales ni el de clorofila a 

y b 

PSY es regulado de forma positiva por PHYA en tratamientos con LRL (von 

Lingtin, et al., 1997; Chen, et al., 2014). Además, PHYA promueve un aumento 

del contenido de pigmentos, como carotenoides, a través de la expresión de PSY 

en líneas de Arabidopsis tratadas con sombra simulada, y de clorofilas (Zhao, et 

al., 2013; Sng, et al., 2020). Sin embargo, nuestros resultados muestran que tanto 

la expresión de NtPSY1 y NtPSY2 es reducida por acción de DcPHYA en 

tratamientos con LRL (Sección 3.1.6) aunque esto no afectó el contenido de 

carotenoides totales ni de clorofila a y b en las líneas tratadas durante 7 días con 

LRL, salvo que la línea EL4 tuvo un menor contenido de carotenoides totales en 

comparación a la línea Wt. Esto es contrario a lo que ocurre en modelos como la 

raíz de reserva de zanahoria y frutos de tomate (Ronen, et al., 1999; Fuentes, et 

al., 2012) donde se correlaciona el nivel de expresión de PSY, con el contenido 

de carotenoides. Aunque, en tejido fotosintético, en el trabajo de von Lingtin, et 

al., (1997) no encontraron diferencias en el contenido de carotenoides luego de 

24 horas de irradiar plantas con LRL al comparar una línea mutante para PHYA 

con la línea Wt, a pesar de que sí se observó una disminución en la expresión de 

PSY. Por lo tanto, tal como lo encontramos en nuestro trabajo, en tejido 

vegetativo no siempre se correlaciona directamente el contenido carotenoides 

con la expresión de PSY.  

Con nuestro resultado sugerimos que DcPHYA regularía negativamente la 

expresión de los genes NtPSY1 y NtPSY2 en plantas de 7 días en LRL. Pero, 

sería interesante determinar el efecto que tiene DcPHYA en otro tipo de 
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tratamiento de luz, como, por ejemplo, sombra. Esto se apoya en que la 

acumulación de carotenoides está determinada por un equilibrio entre la 

producción (aumento en la expresión de genes carotenogénicos) (Maass, et al., 

2009; Stanley, et al., 2019), acumulación (desarrollo y producción de plastidios 

que acumulan mayor contenido de carotenoides) (Sun, et al., 2018; Choi, et al., 

2021; Llorente, et al., 2020) y degradación (Ohmiya, et al., 2016), lo que pudo 

verse afectado por la presión del tratamiento en LRL continua, que imposibilita la 

expresión de genes asociados al ritmo circadiano, por ejemplo (Venkat y Muneer, 

2022). 

Por otra parte, un fenómeno que nos llamó la atención fue que se acumulara 

clorofila a en la condición de oscuridad. Esto puede deberse al pulso de 10 min. 

en LB para inducir la germinación de las semillas, ya que Thorne, et al., (1971) 

reportan que desde los 10 min. de exposición de las plantas a LB se puede 

cuantificar el contenido de clorofila. 

4.4. DcPHYA regula de manera positiva la expresión relativa de DcPSY1 y 

DcPSY2 y el contenido de carotenoides totales en la raíz de reserva de 

zanahoria crecida bajo tierra 

En zanahoria se han caracterizado ampliamente los genes que codifican para las 

enzimas claves de la ruta de síntesis de carotenoides como PSY1, PSY2, LCYB1, 

LCYB2, ZDS1, ZDS2 (Stange, et al., 2008, Clotault, et al., 2008; Fuentes, et al., 

2012; Moreno, et al., 2016; Moreno, et al., 2022). Sin embargo, se ha estudiado 

poco los factores ambientales que regulan su síntesis, contrario a modelos como 

Arabidopsis o tomate, donde es conocido que factores, como la temperatura y la 

luz regulan la síntesis de carotenoides (Stanley, et al., 2019). Algunos avances 

en el entendimiento sobre factores ambientales en la regulación de la síntesis de 

carotenoides en la raíz de reserva de zanahoria indican que el estrés por sal 

aumenta la expresión de DcPSY1 y DcPSY2, lo que podría aumentar el contenido 

de carotenoides (Simpson, et al., 2018). Además, como se mencionó 
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anteriormente, la LB inhibe la expresión de genes carotenogénicos y reduce el 

contenido de carotenoides en raíz reserva de zanahoria (Fuentes, et al., 2012). 

Profundizando en esta última idea, en nuestro grupo de investigación se ha 

hipotetizado que moléculas de señalización por luz podrían estar regulando la 

síntesis o acumulación de carotenoides en la raíz de reserva de zanahoria crecida 

bajo tierra. Estas moléculas incluyen a DcPAR1 y DcPHYA. Estudios funcionales 

de DcPAR1 mediante la generación de zanahorias silenciadas para DcPAR1 

mostraron que este gen es necesario para la síntesis de carotenoides en la raíz 

de reserva de zanahoria (Arias, et al., 2020; Arias, et al., 2022).  

En modelos vegetales como Arabidopsis y tomate, PHYA estaría regulando el 

número de raíces laterales (Salisbury, et al., 2007), la densidad de raíces en 

plantas sometidas a tratamientos de sombra simulada (van Gelderen, et al., 

2018), desarrollo de pelos radiculares en LRL (de Simone, et al., 2000) y el 

desarrollo de cloroplastos, en raíces que son expuestas a LB (Koyasaki, et al., 

2012). Con respecto al contenido de pigmentos en raíces, no se sabe el rol que 

juega PHYA, considerando que las raíces creciendo bajo tierra no son 

pigmentadas. Estos antecedentes apoyaron la idea de estudiar funcionalmente a 

DcPHYA en zanahoria. 

En este trabajo obtuvimos 7 líneas transgénicas que amplificaron el gen de 

resistencia a kanamicina (Sección 3.2.2), aunque solo 5 presentaron 

silenciamiento de DcPHYA. Esto, posiblemente, debido al contexto genómico 

donde se insertó el transgén (Sanford, 2000; El-Sappah et al., 2021). Así como 

en las líneas de tabaco que expresan el gen DcPHYA, cuantificamos la expresión 

relativa de DcPAR1 en las líneas silenciadas para el gen DcPHYA de zanahoria. 

Esto lo realizamos, además, porque ya se había determinado que DcPAR1 es 

requerido para la síntesis de carotenoides en la raíz de zanahoria crecida bajo 

tierra (Arias, et al., 2022). Nuestros resultados no mostraron una tendencia clara, 

ya que dos líneas muestran una mayor expresión relativa mientras las otras dos, 

muestran menos expresión relativa en comparación a la línea Wt. Esto se puede 
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explicar ya que la expresión de PAR1 es regulada por FAR-RED ELONGATED 

HYPOCOTYL3 (FHY3) y FAR-RED-IMPAIRED RESPONSE1 (FAR1), dos 

moléculas que participan en la vía de señalización por PHYA (Liu, et al., 2019), 

que puede verse afectada en líneas con una menor expresión de PHYA. Para 

poder explicarlo más claramente habría que determinar la abundancia de 

transcritos de FHY3 y FAR1 en las líneas silenciadas. Además, quizás el órgano 

de la planta en el cual estamos estudiando PAR1, presente una regulación 

diferente al tejido fotosintético. 

Con respecto a los genes carotenogénicos, la expresión relativa de los genes 

DcPSY1, DcPSY2 se vio dramáticamente disminuida en comparación a la línea 

Wt (Sección 3.2.4), lo que concuerda con los antecedentes reportados en frutos 

de tomate silenciados para SlPHYA y para el tejido vegetativo en Arabidopsis 

Bianchetti, et al., (2018) y von Lingtin, et al., (1997). Respecto a los genes 

DcLCYB1 y DcLCYB2 que están río debajo de PSY, solo DcLCYB1 presentó una 

reducción en la expresión relativa. Esto es contrario a lo que ocurrió en Arias, et 

al., (2022) con el silenciamiento DcPAR1 en líneas de zanahoria, donde la 

expresión relativa de DcLCYB2, disminuye significativamente en todas las líneas 

analizadas. Sin embargo, el contenido de carotenoides totales en las líneas de 

zanahoria silenciadas para el gen DcPHYA fue significativamente menor (Figura 

20). Por tanto, concluimos que se DcPHYA es necesario para la síntesis de 

carotenoides, posiblemente a través del aumento en la expresión relativa de 

DcPSY1 y DcPSY2. Además, mostramos el primer antecedente del rol de un 

fotoreceptor en la raíz de reserva de zanahoria.  
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Figura 21. Propuesta de modelo por el cual en la raíz de reserva de zanahoria crecida bajo 
tierra estaría acumulando carotenoides. El modelo incluye resultados de Fuentes et al., (2012) 
Arias, et al., (2020), Arias, et al., (2022), Durán, 2019 y este trabajo. De acuerdo a Fuentes et al., 
(2012), cuando la raíz de reserva de zanahoria crece bajo LB, desarrolla cloroplastos y acumula 
carotenoides, como luteína. Por el contrario, cuando crece bajo tierra, desarrolla cromoplastos y 
alta cantidad de carotenoides, como α y β-caroteno. A nivel molecular hemos determinado que 
DcPHYA regula de manera positiva la expresión de DcPSY1 y DcPSY2, esto pensamos lo hace 
a través de un factor de transcripción (este trabajo). Además, DcPAR1, regula de manera positiva 
en contenido de carotenoides e interacciona con DcPIF3, posiblemente impidiendo su unión a los 
promotores de genes carotenogénicos (Arias, et al., 2020, Arias, et al., 2022, Durán, 2019). 
Flecha indica regulación positiva. Flecha achurada indica falta de información. Flecha sin punta, 
indica regulación negativa  
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5 CONCLUSIONES 

Considerando que: 

- El gen DcPHYA de zanahoria, cuyos niveles expresión son regulados 

positivamente en la porción de raíz de zanahoria crecida bajo tierra y 

negativamente en la porción de raíz crecida bajo LB, codificaría una proteína con 

73,19% de similitud de secuencia aminoacídica con AtPHYA de Arabidopsis. 

 

- DcPHYA es activo en LRL ya que inhibe la elongación del hipocótilo y regula la 

expresión de genes de manera negativa (NtPEPCK y NtPAR1-like) en plantas de 

tabaco. 

 

- DcPHYA en LRL induce una disminución de la expresión de NtPSY1 y NtPSY2 

sin un cambio en el contenido de carotenoides totales y de clorofilas en plantas 

de tabaco. 

 

- Líneas de zanahoria silenciadas para el gen DcPHYA, presentan una disminución 

dramática en la expresión relativa de genes carotenogénicos, como DcPSY1, 

DcPSY2 y DcLCYB1 en su raíz de reserva crecida bajo tierra y una reducción 

significativa del contenido de carotenoides totales.  

 

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman la hipótesis científica, y nos 

permiten concluir que DcPHYA codifica un PHYA funcional en LRL y que en 

zanahoria induce la expresión de DcPSY1 y DcPSY2 promoviendo la síntesis de 

carotenoides en la raíz de reserva de esta planta crecida bajo tierra. 

 

Asi mismo se confirma la hipótesis tecnológgica, donde la expresión de PHYA 

podría aumentar el conetenido de carotenoides al ser expresado en un órgan que 

crece bajo tierra. 
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6. Proyecciones de la tesis 

6.1 Científicas 

 

Proponemos algunos experimentos para decifrar el mecanismo por el cual 

DcPHYA estaría actuando en tejido fotosintético y en la raíz de reserva de 

zanahoria.  

 

Como primera aproximación, en tabaco, proponemos hacer un nuevo tratamiento 

de luz en las líneas expresoras de DcPHYA para determinar si este fotoreceptor 

pudiese estar regulando la síntesis de carotenoides en tejido fotosintético. El 

tratamiento propuesto será basándonos en los reportado por Sng, et al., (2021), 

quienes demostraron que en sombra (baja proporción de LR/LRL) PHYA estaría 

regulando la síntesis de carotenoides. Además, ellos utilizaron plantas de 

aproximadamente un mes de edad y con fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas 

oscuridad. Pensamos que es posible que los tres componentes anteriormente 

mencionados ayuden a determinar el real efecto de DcPHYA en la síntesis de 

carotenoides en tejido fotosintético. En este ensayo proponemos medir la 

abundancia de distintas proteínas, como PHYA, para saber la cantidad de 

proteína que tiene las líneas analizadas. De HY5, que es un factor de 

transcripción candidato que regula de manera positiva la expresión de PSY en 

Arabidopsis y que debería estar más estable en las líneas expresoras de 

DcPHYA en comparación a la línea VSI. De PIF, que se ha descrito como 

regulador negativo de la expresión de PSY y además es regulada de manera 

negativa por PHYA, por lo tanto, debería haber menos en las líneas expresoras 

de DcPHYA en comparación a la línea VSI. 

 

Para zanahoria, a pesar de que establecimos las condiciones para realizar un 

Western blot para PHYA, PSY y actina, tuvimos problemas realizando la técnica 
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en las raíces de las líneas silenciadas para el gen DcPHYA. Esto, posiblemente, 

debido a que estas líneas tenían más de un año de edad cuando fue recolectado 

el tejido y quizás la muestra de la raíz tenía muchos metabolitos como 

carotenoides y azúcares, que afectaron el reconocimiento de la proteína por parte 

de los anticuerpos. Es por esto por lo que pensamos que los Western blot en esta 

planta se deberían hacer en estadios de desarrollo más tempranos, como lo hizo 

Maass et al., (2009) y Flores-Ortiz et al., (2020). Basados en los límites que 

tenemos por la muestra utilizada, proponemos profundizar en la relación que 

tiene DcPHYA y DcPAR1 en la raíz de reserva de las líneas silenciadas para el 

gen DcPHYA. En Arabidopsis las moléculas FHY3 y FAR1 participan en la 

señalización por luz y además regulan la expresión de PAR1. Por ello, 

determinaremos la expresión relativa de FHY3 y FAR1 en la raíz de reserva de 

las líneas silenciadas para el gen DcPHYA de zanahoria, por lo que deberemos 

buscar los genes ortólogos en zanahoria.  

 

6.2 Biotecnológicas  

 

Al igual que en zanahoria, plantas como papa dulce (Ipomoea batatas) y Cassava 

(Manihot esculenta), acumulan carotenoides en un órgano crecido bajo tierra 

mientras que los niveles en la papa (Solanum tuberosum) son muy bajos. Los 

cultivos de papa dulce y cassava son importantes en América Latina, África y 

Asia, cuya producción llega a ser de 85 y 270 millones de toneladas anuales, 

respectivamente (FAOSTAT, 2018). Por lo tanto, entender cómo se regula la 

síntesis de carotenoides en un órgano crecido bajo tierra, tomando como modelo 

zanahoria, nos aportaría en conocimiento de cómo se podría regular la síntesis 

de carotenoides en órganos crecidos en estas condiciones. Este conocimiento 

podría aplicarse para biofortificar cultivos que son normalmente consumidos por 

población de riesgo en déficit de vitamina A. 

Considerando que la deficiencia de vitamina A afecta principalmente a personas 

en África y Asia oriental, según datos de la OMS (Organización Mundial de la 
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Salud), ha motivado el desarrollo de alimentos biofortificados en carotenoides, tal 

como arroz, tomate, yuca y papa (Alos, et al., 2016; Quiroz-Iturra, et al., 2017). 

En la mayoría de las aproximaciones para aumentar los carotenoides en plantas, 

se han expresado genes que codifican para enzimas claves en la ruta de síntesis 

de carotenoides, como PSY (Maass, et al., 2009; Welsh, et al., 2010; Alos, et at., 

2016). Además, se ha determinado que la modificación en la acumulación de 

carotenoides está acompañada por una modificación en la expresión de genes 

de señalización por luz (Liu, et al., 2004; Giliberto, et al., 2005; Alos, et at., 2016; 

Cruz, et al., 2018). Considerando nuestros resultados, proponemos expresar a 

DcPHYA bajo un promotor raíz o tubérculo específico (Failla, et al., 2012) para 

promover la síntesis de carotenoides en plantas de interés comercial, como papa 

dulce y cassava. 
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8. ANEXO 

Tabla I. Plásmidos usados y su antibiótico de resistencia en E. coli y A. 
tumefaciens 

Nombre vector Vector comercial 

usado 

Antibiótico de 

resistencia en E. 

coli 

Antibiótico de 

resistencia en A. 

tumefaciens 

pCR8-Phya pCR8/GW/TOPO Espectinomicina 

(100 mg/L) 
- 

pCR8-Phyaas pCR8/GW/TOPO Espectinomicina 

(100 mg/L) 
- 

pPhyA:GFP pGWB5 
- 

Kanaminica (100 

mg/L) 

pPhyA-as pGWB2 
- 

Kanaminica (100 

mg/L) 

 

Tabla II. Composición de antibióticos y hormonas de los medios de cultivo en 
zanahoria y tabaco 

Medio 

Antibióticos Hormonas 

Higromicina 

(mg/L) 

Timentin 

(mg/L) 

* 2,4-D  

(mg/L) 

** IBA 

(mg/L) 

*** BAP 

(mg/L) 

Zanahoria MI 2  300  1  - - 

Zanahoria MII 4  300 0,5  - - 

Zanahoria MIII 6  300 - - - 

Tabaco MI 10  300  - 5  1  
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Tabaco MII 15  300  - - - 

Tabaco MIII 15  300  - - - 

* Ácido 2,4-diclorofenoxiacético, **IBA: Ácido indolbutírico, ***BAP: 6-Benzylaminopurine 

Tabla III. Lista de partidores usados en esta tesis 

Nombre del 

partidor 
Secuencia Uso 

Kana.F 

Kana.R 

5'- TGACTGGGCACAACAGACAATC -3' 

5'- AAAGCACGAGGAAGCGGTC -3' 

Amplifica 665 pb del gen de 

resistencia a kanamicina, 

usado en la genotipificación 

de plantas de tabaco 

DcPHYA  

DcPHYA.F 

DcPHYA.R 

5‘- ATGTCATCTTCACGACCTGC -3’ 

5'- AGATTCGTGCTTACTTGCTGC -3' 

Amplifica el marco de 

lectura abierto del gen 

DcPHYA de 3387 pb usado 

para el clonamiento del gen 

y la expresión en tabaco 

DcPHYA.F2 

DcPHYAq.R 

 5’- TGGAGCTCTTGCTCTAGGGG -3’ 

5’- ATGGCTTTATCCACAGGAAGACCG -3’ 

Amplifican un fragmento de 

516 pb del gen DcPHYA 

usado para el 

silenciamiento en 

zanahoria  

DcPHYAq.F 

DcPHYAq.R 

5'- GCAGTTACAAGTGAGATGGTCAGGC -3' 

5'- ATGGCTTTATCCACAGGAAGA 

CCG -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcPHYA en 

líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA y líneas de tabaco 

expresoras del gen 

DcPHYA  
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DcPSY1q.F 

DcPSY1q.R 

 

5'- ATCGGTGTGGCGAAGTTTGT -3' 

5'- CAAGAGCCTTGGGCGTGATA -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcPSY1 en 

líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

DcPSY2q.F 

DcPSY2q.R 

5'- TGGCTCAAGCAGGGCTTTCT -3' 

5'- ATGCCCATACCGGCCATCTA -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcPSY2 en 

líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

DcLCYB1q.F 

DcLCYB1q.R 

5'- TTGACCTTCCTTTGTATGACCCGTC -3' 

5'- TTCTGCCTCAGAAACTTGTTGTGC-3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcLCYB1 

en líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

DcLCYB2q.F 

DcLCYB2q.R 

5'- GCTTGCGATGCTTAGCTTGTCACT -3' 

5'- CAATACCACCATTCACCAACTCCC -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcLCYB2 

en líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

DcPAR1q.F 

DcPAR1q.R 

5'- AATGCCAAGCCCTTGAGCCAC -3' 

5'- ATCCTCATCCTCATCAGCTCCAGT -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen DcPAR1 en 

líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

DcUbiq.F 5'- GCTCGAGGACGGCAGAAC -3' Utilizado como gen 

normalizador durante la  
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DcUbiq.R 5'- CTTGGGCTTGGTGTAGGTCTTC -3' cuantificación de los niveles 

de expresión relativa de los 

distintos genes evaluados 

en las líneas de zanahorias 

silenciadas para el gen 

DcPHYA. 

NtPAR1-

likeq.F 

NtPAR1-

likeq.R 

5'- CCAGGAGGAGAATCACTTGGTGT-3' 

5'- ACCGATCGAACTGTCCCTCT-3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen NtPAR1-

like en líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA, 

tratadas con LRL u 

oscuridad. 

NtPEPCKq.F 

NtPEPCKq.R 

5'- CGAGGGTGTACCTTCCGAGAT-3' 

5'- CTTCATTTAGAAATTTGGACCGGCA-3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen NtPEPCK 

en líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA, 

tratadas con LRL u 

oscuridad. 

NtGGPSq.F 

NtGGPSq.R 

5'- 

GTATTGGGTTGTTGTTTCAAGTTGTGGAT-

3' 

5'- 

GCAATCAATGGAGCTGCTTTGTCTGGATC -

3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen NtGGPS en 

líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA, 

tratadas con LRL u 

oscuridad. 

NtPSY1.F 

NtPSY1.R 

5'- GGAACCAAGCTAATGACCCCAGAGAGA 

-3' 

5'- GGCCGCCCACTGAAAATATCTTCC -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen NtPSY1 en 

líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA, 
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tratadas con LRL u 

oscuridad 

NtPSY2.F 

NtPSY2.R 

5'- TCAGACATGTTGGAGAAGATGC -3' 

5'- GCTTCAATCTCGTCCAATATCTTG  -3' 

Utilizados para cuantificar 

los niveles de expresión 

relativa del gen NtPSY2 en 

líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA, 

tratadas con LRL u 

oscuridad 

NtActinaq.F 

NtActinaq.R 

 

5'- GTATGTTGCTATCCAGGCTGTGCT -3' 

5'- CCGAAGAATTGCATGTGGAAGTGCAT -3' 

Utilizado como gen 

normalizador durante la 

cuantificación de los niveles 

de expresión del gen 

DcPHYA en las líneas de 

tabaco expresoras de 

DcPHYA. 

NtFE1q.F 

NtFE1q.R 

5'- TGAGATGCACCACGAAGCTC -3' 

5'- CCAACATTGTCACCAGGAAGTG -3' 

Utilizado como gen 

normalizador durante la 

cuantificación de los niveles 

de expresión relativa de los 

distintos genes evaluados 

en las líneas de tabaco 

expresoras de DcPHYA 

tratadas con LRL u 

oscuridad. 
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Tabla IV. Condiciones térmicas usadas con las distintas ADN polimerasas  

  Shappire 
Taq 

Invitrogen 
PFU ultra II Evagren 

Paso Temperatura 
Tiempo 

(minutos) 

Tiempo 

(minutos) 

Tiempo 

(minutos) 

Tiempo 

(minutos) 

Denaturación 

inicial 
95°C 01:00 05:00 01:00 10:00 

Denaturación 95°C 00:05 00:30 00:20 00:15 

Alineamiento 
Dependiendo de 

los partidores 
00:05 00:30 00:45 00:15 

Elongación 72°C 00:10 02:30 01:45 00:15 

Elongación 

final 
72°C 01:00 05:00 03:00 10:00 
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ID:829943         MSAGNGNATNGDGGFSFP--KGPVMPKITTGAAKRGSGVCHDDSGPTVNATTIDELHSLQ 58 

ID:107805694      ------MASNGNGEFSFDSKRRSGLPKIQTQKTDDDNVVCHDDSATPVKAQTLDELHSLQ 54 

                         *:**:* ***   :   :*** *  :. .. ******.  *:* *:******* 

 

ID:829943         KKRSAPTTPINQNAAAAFAAVSEEERQKIQLQSISASLASLTRESGPKVVRGDPAEKKTD 118 

ID:107805694      KKKSAPTTPIKSPHAFG-VAVSEEERQKQQLQSISASLASLTRETGPKVVKGDPARQAET 113 

                  **:*******:.  * . .********* ***************:*****:****.:    

 

ID:829943         GSTTPAYAHGQHHSIFSPATGAVSDSSLKFTHVLYNLSPAELYEQAIKYEKGSFITSNGA 178 

ID:107805694      PKVAQSHAT--H--HHHAPTLNISDSALKFTHILYNLSPAELYEQAIKYEKGSFITSSGA 169 

                   ..: ::*   *   .   *  :***:*****:************************.** 

 

ID:829943         LATLSGAKTGRAPRDKRVVRDATTEDELWWGKGSPNIEMDEHTFMVNRERAVDYLNSLEK 238 

ID:107805694      LATLSGAKTGRSPRDKRVVRDETTEKDLWWGKGSPNIEMDEQTFLINRERAVDYLCSLEK 229 

                  ***********:********* ***.:**************:**::********* **** 

 

ID:829943         VFVNDQYLNWDPENRIKVRIVSARAYHSLFMHNMCIRPTQEELESFGTPDFTIYNAGQFP 298 

ID:107805694      VYVNDQFLNWDPNNRIKVRIVSARAYHSLFMHNMCIRPTAEELEEFGTPDFTIYNAGQFP 289 

                  *:****:*****:************************** ****.*************** 

 

ID:829943         CNRYTHYMTSSTSVDLNLARREMVILGTQYAGEMKKGLFSVMHYLMPKRRILSLHSGCNM 358 

ID:107805694      CNRYTHYMTSSTSIDVNLARKEMVILGTQYAGEMKKGLFSLMHYLMPMRQILSLHSGCNM 349 

                  *************:*:****:*******************:****** *:********** 

 

ID:829943         GKDGDVALFFGLSGTGKTTLSTDHNRYLIGDDEHCWTETGVSNIEGGCYAKCVDLSREKE 418 

ID:107805694      GKGGDVALFFGLSGTGKTTLSTDHNRYLIGDDEHCWSDHGVSNIEGGCYAKCIDLSREKE 409 

                  **.*********************************:: *************:******* 

 

ID:829943         PDIWNAIKFGTVLENVVFDEHTREVDYSDKSVTENTRAAYPIEFIPNAKIPCVGPHPTNV 478 

ID:107805694      PDIWNAIKFGTVLENVVFEEHTREVDYADKSVTENTRAAYPIEYIPNAKIPCVGPHPKNV 469 

                  ******************:********:***************:*************.** 

 

ID:829943         ILLACDAFGVLPPVSKLNLAQTMYHFISGYTALVAGTEDGIKEPTATFSACFGAAFIMLH 538 

ID:107805694      ILLACDAFGVLPPVSKLNLAQTMYHFISGYTALVAGTEDGIKEPTATFSACFGAAFIMLH 529 

                  ************************************************************ 

 

ID:829943         PTKYAAMLAEKMKSQGATGWLVNTGWSGGSYGVGNRIKLAYTRKIIDAIHSGSLLKANYK 598 

ID:107805694      PTKYAAMLAEKMKKHGATGWLVNTGWSGGSYGSGRRIKLAYTRKIIDAIHSGALLNANYK 589 

                  *************.:***************** *.*****************:**:**** 

 

ID:829943         KTEIFGFEIPTEIEGIPSEILDPVNSWSDKKAHKDTLVKLGGLFKKNFEVFANHKIGVDG 658 

ID:107805694      KTEVFGLEIPTELEGVPSEILDPMNTWPDKKAHKDTLLKLGGLFRKNFEVFTNYKIGTDN 649 

                  ***:**:*****:**:*******:*:* *********:******:******:*:***.*. 

 

ID:829943         KLTEEILAAGPIF 671 

ID:107805694      NLTEEILAAGPNF 662 

                  :********** * 
 

Figura 1. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína PEPCK. Ambas 
secuencias fueron extraídas de la plataforma de NCBI. Para tabaco, el gene ID es 1078805694, 
mientras que para Arabidopsis el gene ID es 829943. Se realizó un análisis de alineamiento 
multiple usando la plataforma de Clustal Omega. Se determino que ambas secuencias comparten 
un 83,48% de identidad de secuencia aminoacídica. 
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ID:820043         MAATSTAAAASSIMGTRVVSDISSNSSRFTARFGFGTKKASPKKA-KTVISDRPLWFPGA 59 

ID:107798677      ---MATAAATSSFIGTRL-PEIHSGAGRVQARFGFGTKKAAPKKAPKRQIPDRPLWFPGA 56 

                      :****:**::***:  :* *.:.*. **********:**** *  * ********* 

 

ID:820043         KSPEYLDGSLVGDYGFDPFGLGKPAEYLQFDLDSLDQNLAKNLYGEVIGTRTEAVDPKST 119 

ID:107798677      KAPEYLDGSLVGDYGFDPFGLGKPAEYLQFDLDSLDQNLAKNLAGDVIGTRTEAVDVKST 116 

                  *:***************************************** *:********** *** 

 

ID:820043         PFQPYSEVFGLQRFRECELIHGRWAMLATLGAITVEWLTGVTWQDAGKVELVDGSSYLGQ 179 

ID:107798677      PFQPYSEVFGLQRFRECELIHGRWAMLATLGALTVEWLTGITWQDAGKVELVEGSSYLGQ 176 

                  ********************************:*******:***********:******* 

 

ID:820043         PLPFSISTLIWIEVLVVGYIEFQRNAELDSEKRLYPGGKFFDPLGLASDPEKKAQLQLAE 239 

ID:107798677      PLPFSITTLIWIEVLVIGYIEFQRNAELDPEKRLYPGGSFFDPLGLAADPEKKATLQLAE 236 

                  ******:*********:************ ********.********:****** ***** 

 

ID:820043         IKHARLAMVGFLGFAVQAAATGKGPLNNWATHLSDPLHTTIIDTFSSS- 287 

ID:107798677      IKHARLAMVAFLGFAVQAAATGKGPLNNWATHLSDPLHTTIFDTFGFFS 285 

                  *********.*******************************:***.  

  
Figura 2. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína LCHB. Ambas 
secuencias fueron extraídas de la plataforma de NCBI. Para tabaco, el gene ID es 107798677, 
mientras que para Arabidopsis el gene ID es 820043. Se realizó un análisis de alineamiento 
multiple usando la plataforma de Clustal Omega. Se determino que ambas secuencias comparten 
un 87.28% de identidad de secuencia aminoacídica. 

 

ID:818887         MEETLATPDATRRSLSPSCSATVKS-------------------RAAGFERRTKRRLSE- 40 

ID:107765527      --------------MESSCNSEETTTTVATLSRKDQKMTQKNSKRQKRMRNNVKKVLKES 46 

                                :. **.:  .:                   *   :....*: *.*  

 

ID:818887         ---TNASVREDREEAEEEEDEVKEKIEALQRIIPGGAALGVDALFEETAGYILSLQCQIK 97 

ID:107765527      SSNCNTDNAGNNQEEDDDKAEVEEKIMALQKIVPGGESLGVDMLFEETAGYILALQCQIK 106 

                      *:.   :.:* :::: **:*** ***:*:*** :**** **********:****** 

 

ID:818887         TIKVLTSFLQRIDQEDMKFGG 118 

ID:107765527      TLKVLASFVEGSEKERMKLGG 127 

                  *:***:**::  ::* **:**  
Figura 3. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína PAR1. Ambas 
secuencias fueron extraídas de la plataforma de NCBI. Para tabaco, el gene ID es 107765527, 
mientras que para Arabidopsis el gene ID es 818887. Se realizó un análisis de alineamiento 
múltiple usando la plataforma de Clustal Omega. Se determino que ambas secuencias comparten 
un 87.28% de identidad de secuencia aminoacídica. 
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ID:829834         MAS-VTLGSWIVVH--HHNHHHPSSILTKSRSRSCPITLTKPISFRSKRTVSSSSSIVSS 57 

ID:109210081      MRSMNLVDSWAGQVCSVFNQTLPNKTF----TGFMKIPVKNPSFLKQKRPFFAL---SVS 53 

                  * *   :.**       .*:  *.. :    :    * :.:*  ::.** . :      * 

 

ID:829834         SVVTK-EDNL--RQSEPSSFDFMSYIITKAELVNKALDSAVPLREPLKIHEAMRYSLLAG 114 

ID:109210081      AIATKQDDKVKEAETQKEQFNFKTYVAEKAISVNKALDEAVIVKDPPVIHEAMRYSLLAG 113 

                  ::.** :*::   ::: ..*:* :*:  **  ******.** :::*  ************ 

 

ID:829834         GKRVRPVLCIAACELVGGEESTAMPAACAVEMIHTMSLIHDDLPCMDNDDLRRGKPTNHK 174 

ID:109210081      GKRVRPMLCLAACELVGGDQSNAMPAACAVEMIHTMSLIHDDLPCMDNDDLRRGKPTNHK 173 

                  ******:**:********::*.************************************** 

 

ID:829834         VFGEDVAVLAGDALLSFAFEHLASATSSDVVSPVRVVRAVGELAKAIGTEGLVAGQVVDI 234 

ID:109210081      VYGEDVAVLAGDSLLAFAFEFIATAT--AGVSPSRILAAIGELAKSIGTEGLVAGQVADI 231 

                  *:**********:**:****.:*:**    *** *:: *:*****:***********.** 

 

ID:829834         SSEGLDLNDVGLEHLEFIHLHKTAALLEASAVLGAIVGGGSDDEIERLRKFARCIGLLFQ 294 

ID:109210081      ACTGN--PNVGLDTLEFIHMHKTAALLEASVVLGAILGGGTDEEVEKLRRFARCIGLLFQ 289 

                  :. *    :***: *****:**********.*****:***:*:*:*:**:********** 

 

ID:829834         VVDDILDVTKSSKELGKTAGKDLIADKLTYPKIMGLEKSREFAEKLNREARDQLLGFDSD 354 

ID:109210081      VVDDILDVTKSSEELGKTAGKDLVVDKTTYPKLLGLEKAKEFAAELNRDAKQQLADFDPY 349 

                  ************:**********:.** ****::****::*** :***:*::** .**   

 

ID:829834         KVAPLLALANYIAYRQN 371 

ID:109210081      KAAPLIALADYIAYREN 366 

                  *.***:***:*****:*  

Figura 4. Alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína GGPS. Ambas 
secuencias fueron extraídas de la plataforma de NCBI. Para tabaco, el gene ID es 109210081, 
mientras que para Arabidopsis el gene ID es 829834. Se realizó un análisis de alineamiento 
múltiple usando la plataforma de Clustal Omega. Se determino que ambas secuencias comparten 
un 65.56% de identidad de secuencia aminoacídica. 

 


