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Resumen

Los carotenoides son pigmentos que en plantas participan en la fotosintesis, proteccion
del dano foto-oxidativo y sintesis de fitohormonas. En mamiferos, su consumo es
esencial, ya que son precursores de la vitamina A. La sintesis de carotenoides en
plantas ha sido bien caracterizada a nivel molecular, centrandose principalmente en los
genes que codifican para las enzimas que son parte de la ruta de sintesis de estos
pigmentos (llamados ‘genes carotenogénicos’). Por otro lado, se ha reportado que la
sintesis de carotenoides en plantas esta regulada por diversos factores entre los que
se destaca la luz, la cual induce la expresidén de genes y la sintesis y acumulacion de
estos pigmentos en hojas, frutos y flores en plantas modelos, como por ejemplo,
tomate, tabaco y Arabidopsis. En el caso de Daucus carota (zanahoria), ésta sintetiza y
acumula una gran cantidad de carotenoides en su raiz de reserva que crece en
oscuridad, contrario a lo reportado en otros modelos, otorgandole su caracteristico
color anaranjado. En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha determinado que
la luz inhibe reversiblemente la sintesis y acumulacién de carotenoides en la raiz de
reserva de zanahoria al privilegiar el desarrollo de cloroplastos (acumuladores de
clorofila) en vez de cromoplastos (acumuladores de carotenoides). Ademas, a nivel
molecular, se genera una regulacién negativa sobre los genes carotenogénicos. Para
comprender el mecanismo regulatorio en Daucus carota, realizamos un RNA-seq para
identificar genes no carotenogénicos reprimidos por la luz en la raiz de Daucus carota,
al comparar raices de 8 semanas crecidas en luz (R/L) versus raices crecidas en
oscuridad (R/O). Entre los genes identificados se encuentran aquellos involucrados en

procesos de sefializacion mediados por hormonas y genes que participan en la

Xii



biogénesis de plastidios y cromoplastos. Sin embargo, un grupo importante de genes
que nos llamo la atencién fueron aquellos que participan en cascadas de senalizacion
mediadas por luz, entre los que estan PhyA, PhyB, Par1, Pif4, entre otros. De ellos, se
selecciond el gen Par1 que corresponde a un cofactor transcripcional involucrado en el
sindrome de huida de la sombra (SAS) y la fotomorfogénesis. La caracterizacion
funcional de DcPar1 mediante su silenciamiento post-transcripcional en zanahoria,
provoco una disminucion de entre 4 a 60 veces en los niveles de a y p-caroteno en la
raiz, mientras que la expresion constitutiva del gen ortélogo AtPar1 de Arabidopsis
provocO un aumento de 2,4 veces mas de f-caroteno en la raiz de zanahoria. Lo
anterior se correlacioné con los niveles de transcritos de genes carotenogénicos claves
como DcPsy1y DcPsy2, los que disminuyeron sus niveles de expresion relativa en las
plantas silenciadas para DcPar1, mientras que DcPsy1 aumentd sus niveles de
transcritos en zanahorias que expresaron el gen AtPar1. Estos resultados nos permiten
sugerir que el gen Par1 posee un rol regulatorio sobre la sintesis y/o acumulacion de
carotenoides de la raiz de zanahoria que crece en oscuridad.

Este trabajo ademas, nos permiti6 ampliar nuestro conocimiento respecto de los
mecanismos regulatorios de la sintesis y/o acumulacién de carotenoides en zanahoria,
ademas de proponer al gen DcPar1 como un gen blanco a manipular con el propdsito
de aumentar los niveles de estos compuestos antioxidantes en cultivos de interés

econdmico.
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Abstract

The carotenoids are isoprenoids pigments synthesized by plants, algae and by some
yeast and bacteria. In plants, these pigments play fundamental functions related with
photosynthesis, photo-oxidative protection and synthesis of phytohormones.

The synthesis of carotenoids in plants has been well characterized at the molecular
level in plants, however these studies have focused mainly on the carotenogenic genes
that are part of carotenoid biosynthesis pathway, while the study of non-carotenogenic
genes is scarce. On the other hand, it has been reported that the synthesis of
carotenoids in plants is regulated by light, which would induce the synthesis and
accumulation of these pigments in leaves, fruits and flowers in model plants such as
tomato, tobacco and Arabidopsis. Daucus carota (carrot) synthesizes and accumulates
a large amount of carotenoids in its root that grows in darkness, contrary to that
reported in other plant models, allowing this organ to acquire its characteristic orange
color.

Our research group has determined that light inhibits the carotenoid synthesis and
accumulation in the carrot root, causing the development of chloroplasts (chlorophyll
accumulators) instead of chromoplasts (carotenoid accumulators) in the root.
Furthermore, at the molecular level, a negative regulation is generated on the
carotenogenic genes. This background allows us to propose that light plays an
inhibitory role in the carotenoid synthesis in the carrot root that causes this plant to
behave distinctly to other plant models. The carotenogenic genes of various plants and
those of carrots, have been widely characterized. Considering that light has a negative

effect on carotenoid synthesis in carrot root, in this work we identified non-
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carotenogenic genes repressed by light in the root of Daucus carota, performing an
RNA-Seq analysis from 8-week old roots grown in light (R/L) versus roots grown in
darkness (R/O). Among the differentially expressed genes (DEGSs) identified are those
involved in hormone signaling and genes involved in plastid and chromoplast
biogenesis. However, an important group of genes that caught our attention were those
that participate in light-mediated signaling, among which are PhyA, PhyB, Par1, Pif4,
among others. Of these, the Par1 gene was selected. Par1 encodes a transcriptional
cofactor involved in the shade avoidance syndrome (SAS) and photomorphogenesis.
The functional characterization of DcPar1 by post-transcriptional silencing in carrot,
caused a decrease in the levels of a and B-carotene in the root from 4 to 60 times, while
the constitutive expression of the Arabidopsis orthologous gene AtPar1 caused an
increase in B-carotene in the carrot root from 2.4 times. This was correlated with the
transcripts levels of key carotenogenic genes such as DcPsy1 and DcPsy2, which
decreased their relative expression levels in DcPar1 silenced plants, while DcPsy1
increased their transcripts levels in carrots that expressed AtPar1 gene. These results
allow us to suggest that the Par?1 gene has a regulatory role on the synthesis and/or
accumulation of carotenoids in the carrot root that grows in darkness.

This work allowed us to expand our knowledge regarding the regulatory mechanisms of
the synthesis and/or accumulation of carotenoids in carrots, in addition to proposing the
DcPar1 gene as a target gene to manipulate with the purpose of increasing the

antioxidant compounds levels in economic interest crops.
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1. Introducciéon

1.1. Carotenoides: caracteristicas generales

Los carotenoides comprenden un grupo de pigmentos que son sintetizados por todos
los organismos fotosintéticos y algunas bacterias y hongos (Al-Babili et al., 2006; Lu
and Li, 2008; Hannoufa and Hossain, 2012; Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013;
Simpson et al., 2016a). Son compuestos de 40 carbonos, lipofilicos isoprenoides con
cadenas poliénicas que pueden contener hasta 15 dobles enlaces conjugados, siendo
esta Ultima caracteristica la responsable de que los carotenoides funcionen como
cromoforos (Tanaka and Ohmiya, 2008; Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013).
Estos pigmentos otorgan el color caracteristico a algunos frutos, flores y raices.
Colores como el amarillo (por ej., maiz y platanos), el naranjo (por ej., zanahorias y
naranjas) y el rojo (por ej., tomates y sandia) se deben a la acumulacion de
carotenoides en los cromoplastos presentes en estos 6rganos (Rodriguez-Concepcion,
2010).

Los carotenoides, dada sus caracteristicas estructurales, cumplen diversos roles. Su
mas reconocida funcion es la que ejercen a nivel celular, protegiendo a las células
frente a las especies reactivas de oxigeno, lo que es especialmente importante en
organismos que realizan fotosintesis (Sandmann, 2015; Simpson et al., 2016a).
Ademas, protegen a las células vegetales frente al dafio foto-oxidativo gracias a su
estructura quimica de dobles enlaces conjugados, y son fundamentales para la
fotosintesis ya que actian como pigmentos accesorios absorbiendo el exceso de luz y

disipando energia (Hirschberg, 2001; Howitt and Pogson, 2006; Sandmann et al., 2006;



Simpson et al.,, 2016a). También son precursores de fitohormonas como el acido
abscisico (ABA) (Al-Babili et al., 2006; Sandmann, 2015; Simpson et al., 2016a) y las
estrigolactonas (Ruyter-Spira et al., 2013). En animales, cumplen funciones
importantes y deben ser incluidos en la dieta ya que no son sintetizados de novo.
Principalmente son necesarios para la vision, al ser precursores de la Vitamina A, cuya
deficiencia puede ocasionar degeneracion macular o ceguera (Cazzonelli et al., 2010).
También se le han atribuido otras propiedades beneficiosas para la salud, como
proteccidon frente a enfermedades crénicas, accién anti-inflamatoria, aumento en la
respuesta inmune y prevencion de algunos tipos de cancer, todo esto probablemente

debido a su elevado poder antioxidante (Sandmann, 2015).

1.2. Sintesis de carotenoides en plantas

La ruta de sintesis de carotenoides en plantas se muestra en la Figura 1. Esta ocurre
en los plastidios y comienza con la produccién de los precursores de isoprenoides. Los
primeros intermediarios para la produccion de carotenoides se obtienen a partir de la
condensacion del isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalii difosfato (DMAPP),
compuestos generados en la via de los metileritriol fosfatos o via MEP (Figura 1) donde
participan enzimas como DXS (1-deoxi-d-xilulosa-5-fosfato sintasa) y DXR (1-deoxi-d-
xilulosa-5-fosfato reducto isomerasa). Esta condensacion produce un intermediario de
20 carbonos llamado geranil geranil pirofosfato (GGPP), molécula precursora para la
sintesis de carotenoides. El primer paso critico de la ruta es la condensacion de dos
moléculas de GGPP, reaccion catalizada por la enzima fitoeno sintasa (PSY),

formandose un compuesto de 40 carbonos llamado fitoeno. El fitoeno, un carotenoide



incoloro, sufre desaturaciones e isomerizaciones hasta generar licopeno. Primero, el
fitoeno es desaturado por la enzima fitoeno desaturasa (PDS), luego isomerizado por la
15-cis-C-caroteno isomerasa (ZISO) generando fitoflueno. Este ultimo es convertido en
licopeno por accién de las enzimas (-caroteno desaturasa (ZDS) y luego la caroteno
isomerasa (CRTISO). A raiz de las desaturaciones, estos compuestos presentan
colores que van del amarillo palido hasta el rojo. Posteriormente, el licopeno es ciclado
para formar a y B-caroteno, punto en el cual la ruta de sintesis se ramifica en dos. Por
un lado, la enzima licopeno B-ciclasa (LCYB) participa en la formacién del B-caroteno,
mientras que para producir el a-caroteno se requiere de las enzimas licopeno B-ciclasa
y la licopeno e¢-ciclasa (LCYE). Luego, el a-caroteno es hidroxilado por la enzima
caroteno P-hidroxilasa (CHBX) y la caroteno ¢-hidroxilasa (CHEX), para generar
luteina. Por su parte el B-caroteno es hidroxilado para producir zeaxantina (Figura 1).
Posteriormente, a partir de la zeaxantina se sintetiza el ABA (Armstrong, 1996;
Cunningham Jr., 1998; Farre et al., 2011; Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013;

Simpson et al., 2016a; Simpson et al., 2016b).
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Figura 1. Esquema simplificado de la ruta de biosintesis de carotenoides en
plantas (panel derecho) y Ruta MEP (panel izquierdo). IPP, isopentenil pirofosfato;

IPI, isopentenil

isomerasa; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; GGPP, geranilgeranil

pirofosfato; DXS, 1-deoxi-d-xilulosa-5-fosfato sintasa; DXR, 1-deoxi-d-xilulosa-5-fosfato
reducto isomerasa; PSY, fitoeno sintasa; PDS, fitoeno desaturasa; ZDS, (-caroteno
desaturasa; Z-1SO, 15-cis-C-caroteno isomerasa; CRTISO, caroteno isomerasa; LCYB,
licopeno B-ciclasa; LCYE, licopeno ¢-ciclasa; CHBX, caroteno B-hidoxilasa; CHEX,
caroteno ¢-hidoxilasa. Modificado de Rodriguez-Concepcién and Stange (2013) y
Simpson et al. (2016a).



1.3. Regulacién de la sintesis de carotenoides en plantas

Debido a la importancia de estos pigmentos para las plantas, y las caracteristicas
beneficiosas para los animales, la regulacion de la biosintesis de los carotenoides ha
sido estudiada por mas de 40 afos (Stange and Flores, 2012). Existen multiples
niveles de regulacion: a nivel génico, transcripcional, post-transcripcional y post-
traduccional. Sin embargo, estudios sobre genes no carotenogénicos (genes que no
codifican para las enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides) que regulan este
proceso, se han focalizado mayormente en drganos fotosintéticos (hojas) y en 6rganos
no fotosintéticos (frutos y flores) de plantas modelos tradicionales como Arabidopsis
thaliana, Nicotiana tabacum (tabaco) y Solanum lycopersicum (tomate) (Romer and
Fraser, 2005; Howitt and Pogson, 2006). Debido al objetivo central de esta
investigacion, solo se ahondara en los antecedentes respecto de la regulacién mediada

por luz.

1.3.1. Percepcion de la luz y sintesis de carotenoides

La luz participa de funciones vitales como lo es la fotosintesis y el desarrollo
fotomorfogénico, que incluye la sintesis de carotenoides.

En el caso de la fotomorfogénesis, las plantas experimentan un conjunto de cambios
en respuesta a la luz, como la de-etiolacion. Este proceso se refiere al cambio en el
desarrollo que se induce una vez que la planta ha percibido la luz por primera vez
luego de la germinacion. Inicialmente, luego de ocurrida la germinacion, la plantula
exhibe un color amarillo palido o mas bien blanquecino, debido a la falta de

pigmentacion (plantula etiolada). Una vez que la plantula percibe la luz se desarrolla el



proceso fotomorfogénico evidenciado en un fenotipo de-etiolado donde ésta se torna
verde debido a que se activa el metabolismo fotosintético, que involucra la sintesis de
clorofila y de carotenoides (plantula de-etiolada) (Quail, 2002; Kami et al., 2010; de Wit
et al., 2016).

La percepcion de la luz en las plantas, y por tanto la de-etiolacion, se lleva a cabo
gracias a la presencia de fotoreceptores como los fitocromos (PHYA-PHYE), los
criptocromos (CRY) y fototropinas (Kami et al., 2010; Stange and Flores, 2012; de Wit
et al.,, 2016). Los mas estudiados son los PHY y CRY, los cuales son activados en
presencia de luz, activando asi la maquinaria de transduccién de sefiales que a su vez
estimula la transcripciéon de genes que responden a la luz, entre los que se encuentran
los genes carotenogénicos dado que son necesarios para la fotosintesis y la foto-
proteccién de las plantas (Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013). La mayoria de los
datos respecto de esta maquinaria de sefalizacion provienen del estudio de la de-
etiolacién en Arabidopsis thaliana (Quail, 2002; Kami et al., 2010) (Figura 2). En
términos generales, la luz induce la expresidn de los genes carotenogénicos en las
hojas, frutos y flores (Hirschberg, 2001; Simkin et al., 2003; Woitsch, 2003; Adams-
Phillips et al., 2004; Giovannoni, 2004), en diferentes estadios del desarrollo de la
planta, propiciando la transicion de etioplastos a cloroplastos durante Ia
fotomorfogénesis. En el caso de tomate, por ejemplo, se ha reportado que la luz activa
los genes carotenogénicos a nivel transcripcional en hojas (Bramley, 2002). En tabaco
la expresion del gen Psy se induce luego de la exposicion continua de las hojas a luz
roja y blanca (Woitsch, 2003) mientras que en hojas de pimiento se demostré una
regulacién negativa de los genes Psy, Pds, Zds y Lcyb en la oscuridad (Simkin et al.,
2003). Este fendmeno se explica en la Figura 2, donde en condiciones de oscuridad los

fitocromos se encuentran en su forma inactiva (PHY Pr) en el citoplasma de la célula



junto a CRY vy los factores de transcripcion pertenecientes a la familia de los PIF
(Phytochrome-Interacting Factor) se acumulan y unen a elementos de respuesta a luz
(Light Responsive Element o LRE) presentes en los promotores de genes que
responden a luz, inhibiendo su expresion (Figura 2A). En condiciones de luz, los
fitocromos en su forma activa (PHY Pfr) junto a los CRY, se translocan al nucleo,
secuestran a los PIFs los que finalmente son degradados. Debido a esto, se favorece
la union de factores de transcripcion como HY5 (Long Hypocotyl 5) que promueven la
transcripcién de genes de sintesis de clorofilas y carotenoides, como Psy (Figura 2B)
(Toledo-Ortiz et al., 2010; Stange and Flores 2012; Rodriguez-Concepcion and Stange,
2013; Bou-Torrent et al., 2015; de Wit et al., 2016; Llorente et al., 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que el co-factor transcripcional PAR1 (Phytochrome-
Rapidly Regulated 1) se une a PIF1 y, de esta forma, impide la unién de este factor de
transcripcion al promotor del gen Psy en Arabidopsis thaliana, y por tanto favorece la
sintesis de carotenoides (Bou-Torrent et al., 2015). Previamente se habia reportado la
participacién de PAR1 en el sindrome de huida de la sombra (SAS), una respuesta
mediada por la adaptacion de las plantas a sombra que involucra a los fitocromos
(Roig-Villanova et al., 2006; Roig-Villanova et al., 2007; Bou-Torrent et al., 2008; Hao et
al., 2012; Zhou et al., 2014). Estos resultados aportan antecedentes respecto de la
existencia de genes no carotenogénicos que estarian regulando la sintesis de
carotenoides en las plantas siendo parte de una maquinaria dependiente de luz. Sin
embargo, estos estudios se han realizado en tejido fotosintético, y con respecto a las

raices es muy escaso lo que se conoce de esta regulacion.
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Figura 2. Senal de transduccion dependiente de luz involucrada en el proceso de
fotomorfogénesis (de-etiolacion) en plantas. La transicion entre la condicion
oscuridad (A) y la condicién luz (B) permite la activacion del metabolismo fotosintético
gracias al desarrollo de cloroplastos una vez que es posible la sintesis de pigmentos.
LRE: elementos de respuesta a luz; PHY Pr/Pfr: fitocromo inactivo/activo; CRY:
criptocromo; HY5: factor de transcripcion long hypocotyl 5; PIF1: factor de transcripcion
phytochrome interacting factor 1; COP1: constitutive photomorphogenic 1 (proteina que
media la degradacion de otras proteinas mediante el signalosoma). Adaptado de Stange
and Flores, 2012.

1.4. Daucus carota como modelo de estudio de la sintesis de carotenoides

Daucus carota (zanahoria, 2n=18) es una planta que se caracteriza por poseer una raiz

de reserva que acumula carotenoides y cuyo genoma fue recientemente secuenciado



(lorizzo et al., 2016). Gracias a la informacion obtenida a través de la secuenciacion del
genoma de la zanahoria tipo-Nantes (DH1), se pudo establecer que el tamafio de su
genoma es aproximadamente de 480 Mb, con 32113 genes predichos ensamblados
que corresponderian a 108,2 Mb del genoma secuenciado (lorizzo et al., 2016).

Existen diversas variedades de zanahoria de distintos colores como las blancas,
amarillas, moradas, naranjas y rojas, que poseen distinta composicion de pigmentos
carotenoides y antocianinas (Simpson et al., 2016a). La variedad mas consumida
posee una raiz modificada de color naranjo que acumula altos niveles de a-caroteno y
B-caroteno, que juntos constituyen hasta el 95% de los carotenoides totales, los que
pueden alcanzar 1 mg/g peso seco (Fraser and Bramley, 2004; Baranska et al., 2006;
Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013; Simpson et al. 2016b). Las raices jovenes
de zanahoria de 4 semanas, son delgadas y palidas, y solo luego de 8 semanas de
cultivo comienzan a engrosar y acumular carotenoides, llegando a un maximo después
de los 3 meses creciendo en oscuridad (Clotault et al., 2008; Stange et al., 2008;
Fuentes et al., 2012; Simpson et al. 2016a). Esto ultimo nos sugiere que deben existir
mecanismos que regulan coordinadamente tanto el desarrollo de la raiz modificada
como la sintesis y acumulacion de carotenoides en ésta, y nuestro conocimiento al
respecto es aun limitado. En nuestro grupo de estudio hemos caracterizado la funcién
de genes de sintesis de carotenoides como Dxs (Simpson et al., 2016b), Psy1 y Psy2
(Carvajal, 2011; Simpson et al., 2018), Lcyb1 (Moreno et al., 2013; Moreno et al.,
2016), Lcyb2 (Rosas, 2015), Zds1 y Zds2 (Flores, 2010). Con estos estudios hemos
constatado que los genes caracterizados codifican para enzimas funcionales que
inducen aumento en carotenoides y clorofila en sistemas heterélogos como bacterias,

plantas modelos y/o en zanahoria.



Por otro lado, al ser la luz un recurso fundamental para la sintesis de pigmentos en
tejido fotosintético y en frutos, hemos estudiado el rol que cumple este estimulo en el
desarrollo y sintesis de carotenoides en Daucus carota. En este contexto, la zanahoria
es un modelo interesante ya que sintetiza carotenoides en la raiz de reserva en

ausencia de luz y en hojas en presencia de luz (Fuentes et al., 2012).

1.4.1. Regulacion de los genes carotenogénicos mediada por la luz en zanahoria

Todos los genes carotenogénicos son expresados tanto en hojas como en la raiz de la
planta durante su desarrollo. En la raiz de zanahoria, los genes carotenogénicos son
inducidos durante su desarrollo en oscuridad (Stange et al., 2008; Clotault et al., 2008;
Fuentes et al.,, 2012) en correlacion con el aumento de carotenoides en los
cromoplastos, donde son almacenados como cristales (Maass et al., 2009; Fuentes et
al., 2012).

En trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacién, se ha demostrado
que la luz reduce la acumulacion de carotenoides en la raiz de zanahoria y también los
niveles de transcritos de los genes carotenogénicos, en particular aquellos que
conllevan a la sintesis de B-caroteno (Fuentes et al., 2012). A las 8 semanas de
crecimiento de la planta, su raiz de reserva crecida en condiciones de oscuridad (R/O)
comienza a engrosar y acumular carotenoides, tornandose de un color anaranjado
(Suslow, 1999; Clotault et al., 2008). Sin embargo, cuando esta raiz de 8 semanas de
desarrollo es crecida en luz (R/L), a simple vista se constata que es una raiz delgada y
de color verde, como se muestra en la Figura 3 (Stange et al., 2008; Fuentes et al.,

2012). Ademas, en la raiz crecida en luz (R/L), se induce el desarrollo de cloroplastos
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(mayor presencia de clorofila) en vez de cromoplastos (acumuladores de carotenoides)
a partir de proplastidios en la raiz (Fuentes et al., 2012).

Es evidente entonces que la luz juega un rol diferente en la sintesis de carotenoides
entre distintas especies. Es posible que existan genes (no carotenogénicos) que son
parte de una maquinaria de regulacidn compleja en zanahoria, dependiente de la
ausencia de luz, que regulan la sintesis y acumulacién de pigmentos carotenoides en
las raices de zanahoria. Es asi que se vuelve interesante el estudio y la busqueda de
nuevos factores que participen en la regulacion del proceso de sintesis o acumulacion

de carotenoides en Daucus carota.

Figura 3. Fenotipo de una raiz de zanahoria de 8
semanas. Parte de esta raiz fue crecida en luz (RI/L,
raiz/luz) y la otra seccion crecid6 en condiciones de
oscuridad (R/O, raiz/oscuridad).

1.5. Secuenciacion del genoma y de los transcritos en Daucus carota

Si bien el afio 2007 Just et al. depositaron en la base de datos de NCBI las secuencias

completas de cDNA de la mayoria de los genes carotenogénicos de zanahoria, los
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estudios sobre la ruta de biosintesis de estos pigmentos se limitaban debido a que no
existia la secuenciacion de su genoma.

El surgimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva de alto rendimiento
(Shendure and Ji, 2008; Morey et al., 2013), ha permitido que una mayor cantidad de
informacioén gendmica y transcriptomica de zanahoria esté disponible hoy en diferentes

bases de datos como NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/LNRQO00000000) vy

Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmli#).

En el afio 2011 se reportd el primer transcriptoma de novo de zanahoria, gracias al cual
se identificaron nuevos genes involucrados en la sintesis de antocianinas (lorizzo et al.
2011). Posteriormente, se reportaron trabajos en los que se utilizé la tecnologia de
secuenciacion para generar transcriptomas de novo de zanahoria (Rong et al., 2014;
Xu et al., 2014a; Xu et al., 2014b; Chen et al., 2015; Huang et al., 2015; Tian et al.,
2015; Wang et al., 2015a; Wang et al., 2015b). En la publicacion de Xu et al. (2014b)
se reportd la secuenciacion de novo del genoma de Daucus carota ssp. sativus L. (‘DC-
27’), lo que les permitié a los investigadores desarrollar una base de datos gendémica y
transcriptémica de zanahoria llamada CarrotDB

(http://apiaceae.njau.edu.cn:8080/carrotdb/).

En el afio 2016, lorizzo et al. publicé la secuenciacion del genoma de Daucus carota,
dejando a libre disposicidén secuencias gendmicas, transcritos y proteinas en
plataformas como NCBI y Phytozome. Por otro lado, luego de la publicacién de lorizzo
et al. (2016), se han publicado trabajos que toman como referencia este genoma para
el estudio de diversos fendmenos biolégicos que ocurren en la zanahoria o que se
relacionan a su domesticacion (Ellison et al., 2017; Ma et al., 2018; Ellison et al., 2018;

Machaj et al., 2018).
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1.5.1. Transcriptoma de novo de la raiz de zanahoria de 8 semanas crecida en luz
(R/L) versus la crecida en oscuridad (R/O)

En el afio 2014, en nuestro grupo de investigacion se realizé una secuenciacion de los
transcritos de la raiz de zanahoria de ocho semanas que crece en luz (R/L) y en
oscuridad (R/O), con el objetivo de ahondar respecto de los mecanismos y/o genes que
estarian involucrados en la sintesis de carotenoides en una raiz que crece en ausencia
de luz y de ampliar la investigacion ya publicada en Stange et al. (2008) y Fuentes et
al. (2012). La razén principal por la cual se escogio las ocho semanas de desarrollo
para realizar la secuenciacion fue que es el momento en el que ocurre la transicion de
una raiz delgada y sin pigmentacion hacia una raiz engrosada y acumuladora de
carotenoides. Esta transicion ademas, va acompanada de un aumento en los niveles
de transcritos de los genes carotenogénicos (Clotault et al., 2008; Stange et al., 2008;
Fuentes et al., 2012) y probablemente, de los niveles de transcritos de genes no
carotenogénicos reguladores del proceso de sintesis de carotenoides.

Teniendo en cuenta que en la fecha en que se realizé la secuenciacion de los
transcritos de la zanahoria no se contaba con un genoma de referencia (lorizzo et al.,
2016), se ensambld un transcriptoma modelo de raiz de zanahoria de 8 semanas R/L
vs. R/O de 63124 contigs (seccion 2.6.), trabajo realizado en el laboratorio de
Gendmica Funcional & Bioinformatica de la Facultad de Ciencias Agronémicas, de la
Universidad de Chile, por los doctores Jonathan Maldonado y Herman Silva. Sobre
este transcriptoma modelo, finalmente se realizé el analisis RNA-Seq analizado en esta

tesis.
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1. 6. Propuesta de investigacion para esta tesis de doctorado

Teniendo en cuenta que, al contrario de los descrito en otros modelos, la luz tiene un
efecto negativo sobre la expresidon de genes carotenogénicos y la acumulacion de
carotenoides en la raiz modificada de zanahoria, es que Daucus carota se convierte en
un modelo de estudio interesante para profundizar nuestros conocimientos sobre
carotenogénesis en plantas (especificamente en raices) y el rol regulatorio que tendria
la luz (su presencia/ausencia) sobre este proceso. Los resultados obtenidos podrian
aportar también a entender la razén de la gran capacidad de sintesis y acumulacién de
pigmentos que posee esta especie en comparacion con otras. Nuestras
observaciones anteriores nos llevaron a plantear variadas preguntas, como por
ejemplo, squé mecanismos moleculares inducidos por la presencia/ausencia de luz,
estaran involucrados en la regulacién de la sintesis y/o acumulacion de carotenoides
en la raiz de zanahoria?. Por otro lado, considerando que los genes carotenogénicos
de zanahoria estan bastante caracterizados por nuestro grupo de investigacion y
también por otros grupos, nos insta a ampliar nuestros blancos de estudio y comenzar
con la busqueda y caracterizacion de genes que no forman parte de la ruta de sintesis
pero que podrian estar regulandola. Por tanto, cabe preguntarse ;qué genes, que no
son parte de la ruta de biosintesis de carotenoides, estaran involucrados en la sintesis
de estos pigmentos en la raiz de zanahoria? y ;cémo son regulados estos genes por la
luz/oscuridad?

Utilizando el transcriptoma de novo modelo ensamblado a partir de la secuenciacion de

la raiz de 8 semanas R/L versus R/O, trabajo que se realizd previo a esta tesis, la
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propuesta consisti6 en realizar un analisis RNA-Seq entre estas dos condiciones
experimentales. Utilizando esta estrategia, se propuso determinar qué gen (o genes)
no carotenogénico(s) esta(n) expresandose en la raiz de zanahoria de 8 semanas
crecida en oscuridad (R/O) y reprimiéndose en la condicién de luz (R/L), poniendo
énfasis en aquellos genes que pudieran estar relacionados a la sintesis de
carotenoides y/o siendo regulados por oscuridad o luz. Entre los genes
diferencialmente expresados se selecciond un gen en particular para su caracterizacion
funcional y determinar asi su participacién en la sintesis de carotenoides en la raiz de
reserva de Daucus carota, de tal modo de aportar y ampliar nuestro entendimiento
respecto de los mecanismos regulatorios que rigen la sintesis de carotenoides en esta
planta. Por otro lado, la identificacién de nuevos genes que participan de forma directa
o indirecta en la sintesis de carotenoides en zanahoria tienen un potencial uso
biotecnoldgico en el contexto de desarrollo de alimentos funcionales biofortificados y/o
en la produccion de carotenoides con fines comerciales.

La propuesta de investigacion y su flujo de trabajo se resume en la Figura 4.

Transcriptoma modelo 63124 contigs
Raiz de zanahoria de 8 semanas
R/O versus R/L

N
Analisis RNA-Seq
Determinaciéon de DEGs entre R/O y R/L

4
Busqueda de genes no carotenogénicos
reguladores de la sintesis y/o acumulacion
de carotenoides y que se modulen por luz

\ 4

Clonacion y caracterizacion funcional de v' Sobre-expresion
un gen candidato > v Silenciamiento

Figura 4. Esquema que resume la estrategia de trabajo de esta
tesis. R/O: raiz de zanahoria de 8 semanas crecida en oscuridad; R/L:
raiz de zanahoria de 8 semanas crecida en luz; DEGs: genes
diferencialmente expresados (por sus siglas en inglés).
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1.7. Hipétesis de trabajo

Genes no carotenogénicos cuya transcripcion es afectada negativamente por la luz,
participan en la sintesis o acumulacion de carotenoides en la raiz de Daucus carota

que crece en oscuridad.

1.8. Objetivos del trabajo

1.8.1. Objetivo general

Identificar genes no carotenogénicos cuya transcripcion sea regulada negativamente
por la presencia de luz en la raiz de Daucus carota y determinar la participacion de uno
de ellos en la sintesis 0 acumulacion de carotenoides mediante una caracterizacién

funcional.

1.8.2. Objetivos especificos

a) Analizar in silico el transcriptoma de Daucus carota, e identificar genes
diferencialmente expresados (DEGs) en la raiz de zanahoria crecida en
oscuridad (R/O) versus la crecida en luz (R/L).

b) Validar el analisis de ensamble bioinformatico y la expresion diferencial de
genes identificados en el transcriptoma.

c) Seleccionar un gen regulado negativamente por la luz para ser caracterizado

funcionalmente mediante sobreexpresion y/o silenciamiento en Daucus carota.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Medios de cultivo y materiales de biologia molecular

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para llevar a cabo las técnicas de biologia
molecular y cultivo de bacterias y plantas. Estos reactivos eran de marcas como
Fermentas, Merck, Invitrogen, New England BioLabs, Promega, Axygen, Agilent

technologies, Sigma-Aldrich y Phyto Technology Laboratories.

2.2. Materiales Biologicos

Se utilizaron plantas de zanahoria variedad Nantesa, las que fueron cultivadas in vitro
y en invernadero acondicionado para tal propasito.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron células de Echerichia coli quimiocompetentes
comerciales TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 A lacX74 nupG
recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrY) endA1 & (Invitogen™) con el
fin de propagar los plasmidos obtenidos en esta tesis, ademas de células

guimiocompetentes de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101.

2.3. Métodos de cultivo y transformacién

2.3.1. Cultivos bacterianos de E. coli TOP10 y A. tumefaciens GV3101

Para generar los cultivos de E. coli TOP10 transformadas con los vectores generados

en esta tesis, se inocularon alicuotas de estas células en medio LB liquido (Triptona
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1% p/v; NaCl 0.8% p/v y extracto de levadura 0,5% p/v) o bien en placas de Petri con
medio LB sélido (medio LB liquido suplementado con agar-agar 1,6 %), suplementado
con el antibiético de seleccion correspondiente al plasmido introducido, y mantenido
durante 12 horas a 37°C a 200 rpm.

Para generar los cultivos de A. tumefaciens GV3101, se cultivaron estas células en
medio LB liquido suplementado con rifampicina 10 mg/L (antibiético que permite la
seleccion cromosdmica), gentamicina 50 mg/L (antibiético que permite la seleccién del
material genético extra-cromosémico en esta cepa) mas el antibiético de seleccion del
plasmido de interés, durante 20 horas a 28°C.

Ambas cepas bacterianas fueron alicuotadas para su almacenamiento a -80°C, en una

mezcla de 800 uL de cada cultivo con 200 pL de glicerol 80% estéril.

2.3.2. Generacion de células de A. tumefaciens GV3101 competentes

Se inoculd A. tumefaciens GV3101 en 5 mL de LB liquido suplementado con 10 mg/L
de rifampicina y gentamicina 50 mg/L, crecido a 28°C en agitacioén por 16 horas. Luego,
se vaciaron los 5 mL de cultivo anterior en 100 mL de LB liquido fresco, manteniendo
las mismas condiciones de cultivo y suplemento de antibiéticos antes mencionados,
hasta que se alcanzé una D.O.gy de 0,5. Luego se incubd el cultivo en hielo por 10 min.
y se centrifugd a 4°C durante 20 min a 3000xg. Se eliminé el sobrenadante obtenido y
el precipitado de células fue resuspendido suavemente en 1 mL de CaCl,20 mM frio y
estéril. Las células se almacenaron a -80°C en alicuotas de 100 pyL en 30% de glicerol

hasta su utilizacion.
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2.3.3. Transformacion de E. coli TOP10 quimiocompetentes con los vectores de
interés

Al tratarse de cepas quimiocompetentes comerciales, este procedimiento se realizd
segln las recomendaciones del fabricante (Invitogen™). Brevemente, se afadieron
entre 2-7 pL del vector de interés a 100 pl de células quimiocompetentes y se
incubaron en hielo durante 30 minutos. Luego, se les dio un golpe de calor por 30
segundos a 42°C, para inmediatamente ser transferidos a hielo. Se afadi6 a las células
250 uL de medio LB liquido sin antibidticos y de esta manera se cultivaron por 1 hora
en agitacion constante (200 rpm) a 37°C. Finalmente, se sembraron entre 50-100 L de
las células transformadas en medio LB sélido suplementado con el antibiético
requerido para seleccionar el vector de interés, y se cultivaron a 37°C durante toda la
noche. La corroboracion de colonias transformantes se realiz6 mediante PCR de

colonia (seccién 2.4.2.2.).

2.3.4. Transformacion de A. tumefaciens GV3101 competentes con los vectores
de interés

Alicuotas de 100 upL de Agrobacterium tumefaciens GV3101 competentes se
descongelaron en hielo y cada una de ellas se mezclé con 300-500 ng del vector de
interés. Estas mezclas se sometieron a un golpe de frio sumergiéndolas 5 minutos en
N, liquido, para posteriormente permitir su descongelamiento a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Luego se les agregé 1 mL de medio LB liquido y se incubaron en
agitacion constante (200 rpm) a 28°C durante 4-6 horas. Luego, se centrifugaron las
muestras (6000xg por 5 minutos), se eliminé el sobrenadante y se resuspendio el

precipitado de células en 100 yL de medio LB liquido. Finalmente, se sembraron los
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cultivos en medio LB solido suplementado con rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50
mg/L y el antibidtico de seleccion del vector de interés, y se incubd por 36-48 horas a
28°C. Las colonias de A. tumefaciens transformadas con los distintos vectores de
interés y chequeadas por PCR de colonias, fueron crecidas en medio LB liquido
suplementado con rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50 mg/L y el antibidtico de
seleccion del vector de interés durante toda la noche en agitacién constante a 28°C;
luego fueron alicuotadas en glicerol y almacenadas a -80°C, para su posterior uso en

las transformaciones de plantas.

2.3.5. Cultivo de A. tumefaciens para la transformacion de Daucus carota

A. tumefaciens GV3101 transformada con el vector de interés se cultivé toda la noche
en medio LB liquido suplementado con los antibidticos correspondientes, en agitacién
constante a 28°C hasta alcanzar una D.Ogo de 0,3-0,6. Posteriormente, se centrifugo
el cultivo a 2000xg durante 15 minutos, y el sedimento obtenido se resuspendidé en
medio MS liquido suplementado con acetosiringona 100 uM [(Medio Murashige &
Skoog Basal Medium with vitamins (PhytoTechnology Laboratories®) mas sacarosa
3%]. Finalmente, se midi6 nuevamente la D.Ogy para corroborar que se mantuvo en

los parametros deseados.
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2.3.6. Cultivo y transformacién de Daucus carota

2.3.6.1. Cultivo de Daucus carota

El cultivo se realizé segun lo descrito en Chen and Punja (2002) y Moreno et al. (2013).
Para esto, semillas de la variedad Nantesa fueron esterilizadas superficialmente
sumergiéndolas en una solucion al 2% (p/v) de fungicida captan con agitacion
constante durante 20 minutos. Luego, se sumergieron las semillas en hipoclorito de
sodio comercial y se agitaron durante 30 minutos mas. Finalmente, las semillas fueron
enjuagadas 4-5 veces con agua destilada estéril, secadas sobre papel absorbente
estéril, todo en condiciones de esterilidad. Luego las semillas fueron sembradas sobre
medio de germinacion (Tabla 1, secciéon Anexo) e incubadas en una camara de cultivo
con un fotoperiodo de 16 horas luz a 25°C. Plantulas de entre 10-20 dias obtenidas
por este medio fueron utilizadas como material vegetal para las transformaciones y/o
para su traspaso a tierra.

Para el cultivo en tierra, las semillas fueron sembradas directamente sobre tierra
esterilizada (mezcla de tierra mas vermiculita en una proporcion 1:1 humedecida y
autoclavada) o traspasadas desde cultivo in vitro. Las plantas se cultivaron en

condiciones de invernadero y fueron regadas 1-2 veces por semana.

2.3.6.2. Transformacion y embriogénesis somatica de Daucus carota

El protocolo de transformacion y embriogénesis somatica se llevd a cabo segun lo

descrito previamente en Chen and Punja (2002) y Moreno et al. (2013). El contenido de

los medios de cultivo se detalla en la Tabla 1 seccion Anexo. Hipocotilos de plantulas
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de entre 10-20 dias post-germinacion crecidas in vitro, fueron cortados en secciones de
5 cm aproximadamente. Luego, estas secciones se sumergieron en una solucion que
contiene A. tumefaciens transformado con el vector de interés (seccién 2.3.4.), y luego
cortadas en secciones de 1 cm aproximadamente. Estos explantes posteriormente se
traspasaron al medio de co-cultivo (Tabla 1 seccion Anexo) y mantenidos durante dos
dias en oscuridad a 25°C en la camara de cultivo. Posterior a esta incubacion en medio
de co-cultivo, los explantes transformados fueron sometidos a 3 lavados con agua
estéril mas 1-2 lavados con medio MS liquido (medio MS con vitaminas sin sacarosa),
esto con el objetivo de eliminar el exceso de A. tumefaciens, y secados sobre papel
absorbente estéril. Los explantes fueron traspasados al primer medio de cultivo (Ml;
Tabla 1 seccion Anexo) suplementado con higromicina 2 mg/L para la seleccion de
embriones transformantes y mantenidos en oscuridad en una camara de cultivo a
25°C. Después de 4-6 semanas, los explantes se traspasaron al segundo medio de
cultivo (MIl; Tabla 1 seccién Anexo) suplementado con higromicina 4 mg/L y
mantenidos en condiciones de luz (16 h), a 25°C por 4-6 semanas. Finalmente, los
explantes fueron traspasados al tercer medio de cultivo (MIIl; Tabla 1 secciéon Anexo)
suplementado con higromicina 6 mg/L hasta que los embriones formaron plantas
completas (entre 4-6 semanas). Plantulas transformantes de 5 cm de longitud
aproximadamente, fueron traspasadas a tierra, aclimatadas y cultivadas en condiciones
de invernadero (seccién 2.3.6.1.). Durante todo el proceso de transformacion y
embriogénesis somatica se incluyeron controles positivos y negativos del proceso,
siendo los controles positivos explantes sin transformar que se cultivaron en todos los
medios sin suplemento del agente de seleccidén, y los controles negativos por el
contrario, correspondieron a explantes sin transformar que fueron cultivados en los

mismos medios suplementados con higromicina.
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2.4. Métodos de Biologia Molecular

2.4.1. Extraccioén y cuantificaciéon de acidos nucleicos

2.4.1.1. Extraccion de RNA a partir de raiz y hojas de zanahoria

Para la extraccién de RNA a partir de raiz u hojas de zanahoria se utilizaron entre 50-
200 mg de tejido, el cual fue congelado con N, liquido y macerado en estas
condiciones en morteros estériles hasta obtener un polvo muy fino, cuidando que el
tejido no se descongelara en ningun momento. Se mezclo el tejido con 800 uL a 1 mL
de buffer de extraccion (CTAB 2%, PVP40 2%, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, TrisHCI 100
mM, Trihidroclorato de espermidina 0,05% y B-mercaptoetanol 2%), el que previamente
fue calentado a 65°C (Fuentes et al., 2012). Se incubd la muestra a 65°C con agitacion
ocasional durante 20 min, para luego ser mezclada con 1 volumen de una solucion de
cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v). La mezcla se centrifugé dos veces a 12000
rom por 15 minutos, rescatdndose el sobrenadante. El sobrenadante fue mezclado
nuevamente con la solucion de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v) y centrifugado
por 15 minutos, hasta obtener un sobrenadante limpio. Finalmente, la fase rescatada
que contiene el RNA, fue precipitada utilizando LiCl 10M durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se centrifugd la muestra (12000 rpm por 15 minutos), se obtuvo el
precipitado de RNA el cual fue lavado con 1 mL de etanol 75% (en agua libre de
nucleasas), para ser resuspendido en 20 uL de agua libre de nucleasas y almacenado
a -80°C hasta su uso. La integridad y pureza del RNA obtenido se verific6 mediante
electroforesis en geles de agarosa y su concentracion fue determinada mediante

espectrofotometria (NanoVue™).
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2.4.1.2. Extraccion de DNA genémico de zanahoria

La extraccion del DNA gendmico de plantas se realizé siguiendo una modificacion del
meétodo descrito inicialmente por Doyle y Doyle (1987). Aproximadamente 200 mg de
tejido de hoja fueron pulverizados en morteros en presencia de nitrégeno liquido y se
les agrego 600 uL del tampon CTAB (bromuro de cetil trimetilamonio al 2%, NaCl 1,4
M, EDTA 20mM y Tris 100 mM pH 8) precalentado a 60°C y 4 uL de B-mercaptoetanol.
La mezcla se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 2 mL y se incubd con agitacion
ocasional durante 20 minutos a 60°C. Luego se adicioné 400 pL de una solucion de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se centrifugé a 13000 rpm por 10 min. y la fase
acuosa superior (donde se encuentra soluble el DNA) se precipité con un volumen de
isopropanol durante 10 min. a -80°C (o a -20°C por 1 hora). Luego de una
centrifugacién a 13000 rpm por 10 min. se obtuvo el precipitado de DNA, el cual fue
lavado con etanol 75% (en agua libre de nucleasas), secado y resuspendido en 50 yL
de agua libre de nucleasas. La integridad y pureza del DNA obtenido se verificé como

se sefald en la seccion 2.4.1.1.

2.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.4.2.1. PCR convencional con DNA genémico o DNA complementario (cDNA) de
zanahoria

Las reacciones de PCR convencional se llevaron a cabo para amplificar los genes

desde el DNA gendémico, y de este modo verificar la presencia del inserto en plantas

trasformadas. También se realizaron amplificaciones por PCR convencional desde

cDNA para determinar la adecuada sintesis de esta molécula, amplificando el gen de
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expresion constitutiva ubiquitina. Cada reaccién de PCR se llevé a cabo en mezclas de
25 pL en agua libre de nucleasas con 1 U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, New
England BioLabs o Sigma), 1x del tampén de la Tag DNA polimerasa, MgCl; 2 mM
(solo cuando fue requerido), dNTPs 200 uM (Fermentas), 200 nM de partidor en
sentido, 200 nM de partidor en antisentido y 1-2 uyL de DNA o cDNA blanco. En todas
las reacciones de PCR se realiz6 en paralelo una reaccion de control negativo, carente
de blanco, y cuando fue posible, se realizé también una reacciéon de control positivo,
utilizando un DNA que previamente habia sido chequeado en cuanto a su calidad y
utilizado en otras reacciones de PCR. En el caso de las reacciones de PCR para la
verificacion de la correcta sintesis del cDNA (RT-PCR), se incluyé ademas un PCR
control realizado a todas las reacciones de tratamiento de RNA con la enzima DNasa |I.
Este control consistid en reacciones de PCR utilizando como templado una cantidad
equivalente de RNA proveniente desde el tratamiento con DNasa |, con el fin de
asegurar la ausencia de DNA genomico en los cDNAs sintetizados. Todos los
productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en geles de agarosa. El
programa general de PCR convencional se detalla en la Tabla 3 seccién Anexo. La
temperatura de hibridacién de los partidores es especifica para cada par de partidores
y se ajusto de acuerdo a la temperatura de disociacion (TM) tedrica de cada partidor. El
tiempo de extensidon dependié a su vez del tamano del fragmento a amplificar y se
estima en 1 minuto por cada 1000 pb a amplificar. Variaciones en este protocolo se

indican en los resultados.
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24.2.2. PCR de colonias de E. coli TOP10 y A. tumefaciens GV3101
transformadas con vectores de interés

Para determinar las colonias de E. coli o A. tumefaciens GV3101 transformantes se
realizaron reacciones de PCR utilizando directamente una muestra de las colonias
formadas en las placas Petri con medio LB soélido luego de la transformacién celular
(seccion 2.4.7.2.). Para esto, se picd una colonia utilizando una punta de pipeta estéril
para luego llevarla hacia la mezcla de reaccion de PCR y resuspender la muestra
bacteriana tomada en el mix de PCR (mix que incluye todo menos el DNA templado,
gue en este caso se reemplaza por la muestra de la colonia). La reaccion de PCR se
llevd a cabo en una mezcla de 25 pyL en agua libre de nucleasas con 1U de Taq DNA
polimerasa (New England BioLabs o Sigma), 1x del tampén de Tag DNA pol, 200 uM
de dNTPs (Fermentas), 200 nM de partidor en sentido, 200 nM de partidor en
antisentido y la muestra directa de la colonia bacteriana picada y resuspendida en el
mix, siguiendo el programa “PCR de colonias” (Tabla 3 secciéon Anexo). Los partidores
utilizados fueron especificos para cada gen analizado y los productos de PCR se

visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa.

2.4.2.3. Tratamiento de DNAsa | y Sintesis de cDNA

Estos procedimientos se realizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante con
modificaciones detalladas a continuacién. Con el objetivo de sintetizar la hebra de DNA
complementaria al RNA mensajero de zanahoria (cDNA), se realizaron reacciones de
transcripcién reversa (RT) utilizando la enzima RT Improm Il (Promega). Primero, entre

3-7 ug de RNA total fue incubado con DNAsa | con el propdésito de eliminar remanentes
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de DNA que pudieran estar presentes en la muestra producto del proceso de
extraccion de RNA. Para esto cada reaccién con 3-7 ug de RNA de alta pureza se
incubo con 1 yL de DNasa | (Fermentas), 1 yL de Inhibidor de RNAsa (Ribolock,
Fermentas) y 2 yL de tampoén de la DNAsal (Fermentas), en agua libre de nucleasas
en un volumen de reaccién de 20 uL, durante 40 min, a 37°C en el termociclador.
Luego, la reaccion se detuvo agregando 1 yL de EDTA 50 mM e incubando a 65°C
durante 10 minutos con el fin de inactivar la DNAsa I.

Para la sintesis del cDNA, primero se tomaron 9 pL del RNA tratado con DNAsa |

(aproximadamente 3 pg de RNA) y se incub6é con 1,5 uyL de oligo AP 10 uM

(5-CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT -3’) durante 5 minutos a
70°C. Se pauso6 el programa ‘RT-PCR’ y se enfriaron las reacciones en hielo durante 5
minutos y seguido a esto se le afadi6é 9,5 uL de una mezcla de RT en agua libre de
nucleasas (0,5 uL de Inhibidor de RNasa (Ribolock, Fermentas), 1 pL de dNTPs 10
mM (Fermentas), 2,8 uyL de MgCl, 25 mM y 4 uL de tampédn 5x de la RT Improm Il
(Promega) y 1,2 uL de RT Improm Il (Promega)) en tubos de 0,2 mL y se continud el
programa en el termociclador. Finalmente, se obtuvieron 20 L finales de cDNA por

cada muestra de RNA inicial.

2.4.2.4. Determinacion de la expresion relativa de genes mediante PCR en tiempo
real (QRTPCR)

Para la determinacion de los niveles de transcritos de los genes (expresion relativa), se

llevaron a cabo reacciones de qRTPCR utilizando el kit Brilliant Il Utra-Fast SYBR®

Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), siguiendo las indicaciones del

fabricante. Para el calculo de la expresion relativa de genes, se siguié el método

descrito por Pfaffl en 2001.
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En términos generales, se utilizaron 10 ng de cDNA por cada reaccion de qRTPCR
realizada. En cada experimento se utilizaron tres replicas bioldgicas, que consistian en
3 réplicas de RNA extraidas desde 3 distintos grupos de plantas (en el caso de raices
de 8 semanas crecidas en oscuridad o en luz) o desde 3 zonas distintas de la misma
planta (en el caso de raices de zanahorias transgénicas o silvestres (WT) y hojas). A
partir de estas réplicas biologicas de RNA se sintetizé el cDNA y durante los ensayos
de qRTPCR se utilizaron 2 réplicas técnicas por cada replica biolégica. Los partidores
utilizados fueron disenados especificamente para este tipo de experimento
amplificando cada par un tamafio entre 100 a 200 pb mientras que las eficiencias
fueron determinadas segun Fuentes et al. (2012). Las secuencias de cada partidor
utilizado se senalan en la Tabla 4 seccidon Anexo. El programa de amplificacion o perfil
térmico utilizado se detalla en la Tabla 3 seccion Anexo.

Con respecto a la evaluacion de los niveles de transcritos de genes en plantas
transgénicas, se utilizd como calibrador o control, los niveles de transcritos de los
genes en plantas silvestres (WT). En el caso de la evaluacion de los niveles de
transcritos de genes en zanahorias crecidas en luz y oscuridad, se utilizé6 como
calibrador los niveles de transcritos de los genes de la zanahoria crecida en oscuridad.
Como normalizador de los transcritos de todos los genes analizados, tanto en plantas
transgénicas, plantas silvestres (WT) y plantas crecidas en luz y oscuridad, se utilizo el
nivel de transcritos de un gen constitutivo cuya expresion relativa no cambi6é en ningun
caso experimental, como es el caso de ubiquitina, miosina y/o actina segun el ensayo

(Tabla 4 seccion Anexo).
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2.4.3. Amplificacién mediante PCR del gen de Daucus carota DcPar1

Desde el afio 2016 se cuenta con el genoma de Daucus carota disponible en
plataformas como NCBI y Phytozome (lorizzo et al., 2016). Utilizando la secuencia
nucleotidica de los contigs correspondientes a DcPar1 (encontrados en el
transcriptoma analizado en este trabajo, seccion 2.6.), se realizé una busqueda del
CDS (secuencia codificante) completo de este gen mediante Blast. Como resultado, se
obtuvo la secuencia del CDS de DcPar1 (numero acceso NCBI XM_017390696.1),
secuencia que presentaba un alto porcentaje de identidad con el contig (sobre el 70%
de identidad). Por lo tanto, se disefaron partidores Forward y Reverse (Tabla 2 seccion
Anexo) para amplificar desde el ATG del gen hasta el codén de termino o hasta un
codon antes del término para su clonacion fusionado al gen reportero Gfp (que codifica
la proteina fluorescente verde, GFP). Para la amplificacion, se utilizé como templado el

ADN complementario (cDNA) de raiz de zanahoria adulta.

2.4.4. Clonacion del gen DcPar1 en vector de entrada

Para la clonacién del gen, se utilizdé como vector de entrada, el plasmido
PCR™8/GW/TOPO® vector (Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Primero, luego de la amplificacién del CDS del gen utilizando cDNA (seccion 2.4.2.3),
se realizé una extraccion del fragmento amplificado desde el gel de agarosa (1% v/v)
utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Este
fragmento purificado se ligé al vector de entrada, para luego ser introducido en células
competentes de E. coli TOP10, las cuales fueron crecidas toda la noche a 37°C en

medio LB sodlido suplementado con el antibiético de seleccién Espectinomicina (100
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mg/L). Se comprobé la presencia del vector en las bacterias mediante PCR de colonia
(seccion 2.4.2.2.) utilizando los partidores Forward y Reverse (Tabla 2 seccién Anexo)
del gen clonado. A las colonias positivas por PCR se les realizé una extraccién del
plasmido utilizando el kit E.Z.N.A. ® Plasmid DNA Mini Kit | (OMEGA bio-tek).

El plasmido purificado, denominado PCR8:DcPar1, fue sometido a ensayos de
digestion con enzimas de restriccion para verificar la presencia del inserto y el sentido
en el cual fue ligado el fragmento clonado (en sentido o en antisentido). Para
comprobar la presencia del inserto, se digirié el plasmido PCR8:DcPar1 con la enzima
EcoRI (Thermo Scientific), la cual corta a ambos lados del inserto ligado al vector
(entre los sitios de recombinacion attL1 y attL2), liberando asi el inserto de 363 pb.
Para comprobar el sentido en el cual se clon6 el fragmento en el vector de entrada
PCR8:DcPar1, éste se digirid con la enzima Bgl | (Thermo Scientific) que posee un sitio
de corte dentro del fragmento de DcPar1 y otro en el vector. Finalmente, el vector de

entrada fue secuenciado en Macrogen, USA (www.macrogenusa.com).

2.4.5. Obtencion de vectores de destinacion para la expresion en plantas

Para la clonacion en el vector binario se utilizé la metodologia Gateway™ de clonacién
por recombinacion. El vector utilizado para la transformacion estable de zanahoria con
el gen DcPar1 fue PGWB5, el que posee sitios de recombinacion Gateway™ (attR1 y
attR2), un promotor de expresion constitutiva en plantas CaMV 35S y la secuencia del
gen reportero Gfp, la cual queda fusionada al gen de interés en el extremo 3'UTR.
Dado que el vector de entrada PCR8:DcPar1 también posee sitios de recombinacién
Gateway™ (attL1 y atftL2), se llevd a cabo una recombinacién entre el vector de

entrada y el de destinacion, utilizando el Kit Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix
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(Thermo Fisher scientific), segun las indicaciones del fabricante. Luego, las células
competentes de E. coli TOP10 fueron transformadas con el producto de recombinacién
y crecidas en medio LB solido toda la noche a 37°C, suplementado con el antibidtico de
seleccion Kanamicina (100 mg/L). Se comprobé la presencia del vector en las bacterias
crecidas mediante PCR de colonia, utilizando los partidores Forward y Reverse (Tabla
2 seccién Anexo) del gen clonado. A las colonias positivas por PCR se les realiz6é una
extraccion del plasmido con el kit E.Z.N.A. ® Plasmid DNA Mini Kit | (OMEGA bio-tek) y
finalmente, el plasmido purificado, denominado PG5:DcPar1, fue utilizado para
transformar Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 (seccién 2.3.4.), bacterias que

se utilizaron para la transformacion estable de Daucus carota (seccion 2.3.6.2.).

2.4.6. Obtencion de vector para silenciamiento de genes en plantas

Con el objetivo de silenciar el gen DcPar1, se optd por clonar la secuencia del gen en
orientacion antisentido. Para esto, se siguié la metodologia de clonaje como se
describe en las secciones 2.4.3. y 2.4.4.. Mediante la digestion del vector de entrada
PCR8:DcPar1 con la enzima de restricciéon Bgl | (Thermo Scientific), se determiné y
seleccion6 aquellos plasmidos cuyo patron de digestion indicara que el fragmento
clonado estaba en orientacion antisentido, obteniéndose asi el vector de entrada para
el silenciamiento del gen DcPar1: PCR8:DcPar1AS. Este plasmido de entrada fue
secuenciado (Macrogen, USA) vy utilizado para la recombinacion Gateway™ con el
vector de destinacion PGWBS5, tal como se describe en la seccion 2.4.5. Finalmente, el
producto de recombinacion, el plasmido pG5:DcPar1AS, fue transformado en
Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101, la que se utilizd para transformar explantes

de zanahoria (seccion 2.3.6.2.).
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2.4.7. Obtencion de vectores para ensayos de BifC (Bimolecular fluorescence
complementation)

En este trabajo se utilizaron vectores binarios de destinacion BifC basados en la
tecnologia Gateway™, (Gateway™-based BifC binary vectors, pYFC43 y pYFN43;
Belda-Palzon et al., 2012). Estos vectores fueron donados por el Dr. Jaume Martinez-
Garcia del Centre for Research in Agricultural Genomics (CRAG), CSIC-IRTA-UAB-UB,
Barcelona, Espafia. Brevemente, estos vectores BifC poseen entre los sitios atiR, la
secuencia que codifica para la region N-terminal o para la region C-terminal de la
proteina fluorescente amarilla YFP (por sus siglas en ingles yellow fluorescent protein),
de tal manera que, al llevar a cabo la recombinacién Gateway™ con los vectores de
entrada que poseen el gen de interés, la secuencia del gen de interés queda fusionada
a la secuencia de la regién N-terminal o la C-terminal, segun la recombinacion llevada
a cabo. Por lo tanto, al expresarse el gen, la proteina de interés estara fusionada a una
de las regiones de la proteina YFP. Estos vectores BifC poseen ademas, el promotor
de expresioén constitutiva en plantas CaMV 35S y la secuencia que codifica para el gen
KanR, el cual otorga resistencia al antibiético Kanamicina en bacterias.

Para obtener los vectores BifC de esta tesis, y comprobar la interaccién entre la
proteina DcPAR1 con un factor de transcripcion tipo PIF, se llevd a cabo una
recombinacion Gateway™ utilizando el Kit Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix
(Thermo Fisher scientific), segun las indicaciones del fabricante, entre los vectores de
entrada PCR8:DcPar1 y los vectores de destinacion pYFC43 (vector con C-terminal de
YFP) y pYFN43 (vector con N-terminal de YFP). Producto de la recombinacion, se
generaron los vectores BifC pYFN:DcPar1 y pYFC:DcPar1. Luego, estos vectores

fueron introducidos en células competentes de E. coli TOP10 y las bacterias crecidas
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en medio LB sélido toda la noche a 37°C, suplementado con el antibiético de seleccion
Kanamicina (100 mg/L). Se comprob¢ la presencia del vector de destinacion en las
bacterias crecidas mediante PCR de colonia, utilizando un partidor Forward que
hibridaba en el promotor CaMV 35S y un partidor Reverse que hibridaba en el gen de
interés (Tabla 2 seccidon Anexo).

En el caso de los vectores BifC que poseian la secuencia del factor de transcripcion de
Arabidopsis thaliana, PIF7, éstos fueron facilitados por el Dr. Jaume Martinez-Garcia.
Finalmente, los plasmidos fueron purificados e introducidos en Agrobacterium

tumefaciens cepa GV3101, tal como se describe en seccién 2.4.3.

2.4.8. Interaccion proteina-proteina mediante ensayo BifC

Para determinar la interaccion entre proteinas de interés mediante BifC, las colonias de
A. tumefaciens GV3101 positivas para la presencia de los vectores BifC que poseen
los distintos genes de interés fueron crecidas en medio LB liquido suplementado con
Kanamicina 100 mg/L, durante toda la noche y hasta alcanzar una ODgg entre 0,4-0,6.
Estas bacterias fueron centrifugadas a 2000g durante 15 minutos y el pellet bacteriano
fue resuspendido en 30 mL de medio de cultivo MS liquido (medio de cultivo MS sin
agar-agar). Luego, se hicieron mezclas de los cultivos MS liquidos de Agrobacterium
tumefaciens que poseian los vectores BifC que se querian ensayar en volimenes
equivalentes. Por ejemplo, se mezclaron 100 mL del cultivo de A. tumefaciens
transformadas con pYFN:DcPar1 con 100 mL del cultivo de A. tumefaciens
transformadas con pYFC:AtPif7, y asi mismo con todas las combinaciones deseadas.
Las combinaciones realizadas en esta tesis se detallan en la Tabla 5 seccion Anexo.

Las mezclas de cultivos de A. tumefaciens se utilizaron para agroinfiltrar hojas de
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plantas de Nicotiana benthamiana. Se tomaron entre 5 a 10 mL del cultivo y se inyecté
en las hojas, por su lado axial, ejerciendo presién con una jeringa sin aguja. Por cada
combinacién de vectores, se utilizé una planta completa de aproximadamente 1 mes de
edad (5 o mas hojas). Luego de cuatro dias post-agroinfiltracion, se cortaron trozos de
hojas de no mas de 3 mm y se colocaron sobre un portaobjetos para ser observados
bajo microscopia confocal (LEICA TCS SP5). Se hidrataron los trozos de hoja con agua
destilada para evitar la deshidratacion del tejido vegetal. La fluorescencia emitida por la
proteina YFP fue detectada con una luz de excitacion de longitud de onda 488 nm y
con filtros para YFP a 520-560 nm. Las imagenes fueron obtenidas y procesadas con
el software Leica LAS AF Lite. Estos ensayos fueron realizados en el laboratorio del Dr.
Jaume Martinez-Garcia, del Centre for Research in Agricultural Genomics (CRAG),
Barcelona, Espana, durante una pasantia de investigacion (diciembre 2017-marzo

2018).

2.5. Determinacion de la concentracion y composicion de carotenoides

2.5.1. Extraccion de carotenoides a partir de raiz y hojas de zanahoria

Para la extraccion de carotenoides se masaron entre 50 a 200 mg de raiz u hojas de
zanahorias, tanto de plantas silvestres (WT) como de lineas transgénicas. El tejido
colectado fue macerado en un mortero en presencia de N, liquido hasta obtener un
polvo fino. Luego, se agregaron 4 mL de una solucién hexano:acetona:etanol (2:1:1) de
manera de obtener una mezcla homogénea. Esta se traspaso a un tubo de 15 mL y se
agito vigorosamente durante 2 minutos. Transcurrido ese tiempo el tubo se incubd en

hielo y oscuridad por otros 2 minutos. Luego, se centrifugd a 10000 rpm por 10 min a
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4°C. Finalmente, los carotenoides se recuperaron de la fase superior, recolectandolos
en tubos de 15 mL. Estos fueron secados mediante N, gaseoso durante 20-40 minutos
a 4°C. Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 600 uL a 1 mL de acetona.
Todo el proceso de extraccion de carotenoides fue realizado con la menor cantidad de

luz posible y manteniendo las muestras siempre en hielo.

2.5.2. Cuantificacion de carotenoides totales mediante espectrofotometria

Los pigmentos carotenoides obtenidos en la extraccion (seccion 2.5.1.) fueron
resuspendidos en acetona y luego utilizados en una primera etapa para la
determinacién de carotenoides totales mediante medicion en espectrofotometro
(JENWAY 6300). Se midié la absorbancia a distintas longitudes de onda: 474 nm
(absorcion de carotenoides principalmente), 645/662 nm (absorcion de las clorofilas a 'y
b, que es utilizada para determinar su contribucion en la medicion a 474 nm, tal como
se ilustra en la Figura 5) y 520/750 nm (datos necesarios para determinar la turbidez de
la muestra y por ende validar los datos obtenidos). Las expresiones utilizadas para
determinar las concentraciones de carotenoides totales fueron descritas anteriormente
por Lichtenthaler y Buschmann (2001). Todas las mediciones se realizaron en una
cubeta de cuarzo y se procuré que los datos de absorbancia se mantuvieran en el
rango lineal de 0,3 a 0,85. Para lograr esto se diluy6 la muestra cuando fue necesario.
Los datos obtenidos fueron expresados en mg/g de peso seco.

Con las mediciones de absorbancia, se determiné la concentracion de clorofila a (Ca),
clorofila b (Cb) y carotenoides totales (Ct) mediante las ecuaciones descritas por
Lichtenthaler y Buschmann (2001), en donde la concentracion de los pigmentos queda

expresada como ug/mL de extracto. Las ecuaciones son las siguientes:
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Figura 5: Espectro de absorcion de los pigmentos clorofila a, b y
carotenoides. En la figura se indican los espectros de absorcién de los
pigmentos cuantificados en este trabajo. Es posible visualizar que a una
medicion de absorbancia entre 450 y 474 nm aproximadamente, las
clorofilas contribuyen significativamente a esta mediciéon (especialmente
clorofila b). Esta contribucién a los carotenoides totales puede ser estimada
midiendo la absorbancia de la muestra a 645 (clorofila a) y 662 (clorofila b)
nm, longitudes a las cuales ningun carotenoide absorbe significativamente.

2.5.3. Determinacion de la composicion de carotenoides mediante Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia en Fase Reversa (HPLC)

Se utilizaron 20 pL de los pigmentos resuspendidos en acetona obtenidos a partir de la

extraccion de carotenoides de zanahoria (seccién 2.5.1.) para el andlisis mediante
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HPLC (Shimadzu HPLC LC-10AT) en fase reversa (RP-HPLC). Este analisis se realizd
en una columna de fase reversa RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck®) y se utilizé una fase
movil compuesta de acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5 v/v). Las condiciones
cromatograficas consistieron en un flujo de 1,5 mL/min, a temperatura ambiente y bajo
condiciones isocraticas y una duracion de 30 min. Mediante el analisis de los
cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de 474 nm en el HPLC
(determinacién de los tiempos de retencion, espectros de absorcion y grado de pureza
de los peaks obtenidos) y la concentracion de pigmentos totales obtenida por
espectrofotometria a 474 nm, se determiné la concentracion de los principales
compuestos carotenoides y clorofilas presentes en las muestras. Ademas, cada
medicion fue realizada utilizando tres replicas bioldgicas. De esta forma, la
concentracion de cada carotenoide se determiné de acuerdo a la siguiente férmula:

c _CtxAx
T T

En donde Cx corresponde a la concentracién del pigmento; Ct corresponde a la
concentracion de carotenoides totales determinada mediante espectrofotometria; Ax
corresponde al area bajo el peak del pigmento y At corresponde a la suma de las areas

de todos los carotenoides (Fuentes et al., 2012).

2.6. Analisis bioinformatico del transcriptoma de novo de raiz de zanahoria de
semanas luz/oscuridad

Al inicio de esta tesis, se contaba con un transcriptoma de novo de Daucus carota
variedad Nantesa, el cual consistié de 63124 contigs. Este transcriptoma se obtuvo al

secuenciar los RNAs extraidos de raices de zanahorias de 8 semanas crecidas en
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condiciones de luz y oscuridad. Brevemente, plantulas de zanahoria de 8 semanas de
crecimiento post-germinacion, fueron crecidas con parte de su raiz expuesta a la luz
(R/L) y el resto en la oscuridad (R/O). Estas plantas fueron crecidas en sustrato tipo
vermiculita y en condiciones de invernadero (16h luz y 8h oscuridad). Tras las 8
semanas de crecimiento, se colectaron 3 grupos de plantas (aproximadamente 30
plantas cada grupo), con el objetivo de contar con 3 réplicas bioldgicas y obtener una
concentracion adecuada de RNA de cada una de las réplicas. Se extrajo el RNA a las
3 réplicas de forma independiente, separando las raices crecidas en luz (R/L) de las
crecidas en oscuridad (R/O). Es decir, se extrajeron 3 réplicas biolégicas de RNA de
cada condicion. EI RNA se aislé utilizando Trizol ™ (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez determinada la buena calidad e
integridad del RNA mediante geles de electroforesis en condiciones denaturantes, se
procedi6 a depletar los RNA ribosémicos utilizando el kit RiboMinus™ Plant kit for RNA-
Seq (Invitrogen™), siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Las muestras
finales de RNA se enviaron a la empresa OMICsSolutions, quienes construyeron la
libreria utilizando el kit lonXpress RNA (Thermo Fisher Scientific) y secuenciaron
utilizando la plataforma lon Torrent PGM (chip P1.1.17.).

La informacién generada tras la secuenciacion fue procesada y el ensamble del
transcriptoma de novo fue realizado con el software CLC Genomics Workbench 7.0.3.
El transcriptoma ensamblado se consignd en un archivo Excel, en el cual se pueden
visualizar las secuencias obtenidas (63124 contigs), su identificacion (o anotacion
funcional), el numero de reads de estas secuencias tanto en luz como en oscuridad,
entre otra informacion relevante. Ademas, en este archivo hay disponible opciones de
filtros que permiten al usuario obtener la informacién solicitada luego de colocar el filtro

escogido. De este modo fue posible obtener, por ejemplo, las secuencias expresadas
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en luz o en oscuridad, asi como también aquellas secuencias diferencialmente
expresadas entre ambas condiciones de crecimiento de la raiz (RNA-seq). Los andlisis
bioinformaticos y la busqueda de genes diferencialmente expresados se realizaron

utilizando este archivo.

2.6.1. Obtencion de genes diferencialmente expresados (DEGs) entre la raiz de

zanahoria de 8 semanas crecida en luz (R/L) y crecida en oscuridad (R/O)
Para la obtencién de los DEGs entre la raiz de 8 semanas R/L y R/O, se utiliz6 el
archivo Excel en el que se consignaron las secuencias contigs ensambladas luego de
la secuenciacion (seccion 2.6.). En este archivo, se utilizaron los siguientes filtros:

- En primer lugar, se filtr6 por FDR (False Discovery Rate). Esta es una
correccion que permite disminuir la aparicion de falsos positivos en el analisis.
Se utiliz6 un FDR menor a 0,05 (95% de confiabilidad).

- El segundo filtro fue, mostrar las secuencias que tuviesen un cambio en su
expresion igual o superior a 2 veces (dos veces mas expresados en luz
respecto de oscuridad o dos veces mas expresados en oscuridad respecto de
luz).

De esta manera, y utilizando ambos filtros, se obtuvieron los genes diferencialmente
expresados entre las dos condiciones de crecimiento de la raiz de zanahoria de 8

semanas.

2.6.2. Eleccion de genes para la validacion del transcriptoma de novo mediante
gqRTPCR

La validacion del transcriptoma mediante qRTPCR se realizé midiendo los niveles de
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transcritos de genes que estuviesen mas expresados en R/L y en R/O y de genes que
no sufrieron cambios en sus niveles de transcritos en ninguna de las dos condiciones
experimentales. Para la eleccion de los genes mas expresados en R/L y en R/O, se
utilizaron los mismos filtros de busqueda detallados en la seccion 2.6.1. ya que
corresponden a genes diferencialmente expresados (DEGs). Para la busqueda de
genes sin cambios en su expresion entre R/L y R/O, dado que no son DEGs, no fue
necesario utilizar filtros como el FDR que solo se ocupa en la busqueda de genes
diferencialmente expresados. En este caso, se buscaron genes que tuviesen entre
1-1,5 veces de cambio entre ambas condiciones de crecimiento, considerando que
entre ese rango la diferencia de expresién es casi nula.

Una vez seleccionados los genes candidatos para la validacion, se tomé en cuenta el
numero de reads o lecturas que tuvo cada uno en las distintas condiciones de
crecimiento. Se consideré un minimo de 8-10 reads para cada gen (Tabla 6 seccion
Anexo). Luego, y utilizando las secuencias contigs de cada gen seleccionado, se
disefaron partidores especificos “Reverse” y “Forward” para qRTPCR, que finalmente
fueron utilizados para realizar la validacion. Las reacciones de qRTPCR realizadas se
llevaron a cabo tal como se describe en la seccién 2.4.7.4. Las secuencias
seleccionadas para la validacion y los partidores utilizados para el gqRTPCR se sefialan

en la Tabla 6 y la Tabla 4 seccién Anexo, respectivamente.
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3. Resultados

3.1. Analisis in silico del transcriptoma de novo de Daucus carota: Identificacion
de genes diferencialmente expresados (DEGs) en la raiz de zanahoria crecida
en oscuridad (R/O) versus la crecida en luz (R/L)

Previo al desarrollo de esta tesis nuestro grupo de investigacién llevo a cabo una
secuenciacion de los transcritos de la raiz de zanahoria de 8 semanas crecida en
oscuridad (R/O) y crecida en luz (R/L) (Transcriptoma R/O vs. R/L), esto con el objetivo
de aportar nuevos antecedentes a los resultados obtenidos anteriormente (Fuentes et
al., 2012). El transcriptoma resultante se compone de los perfiles de expresiéon que
presenta la zanahoria de 8 semanas crecida en las condiciones experimentales que se
desean evaluar (raiz crecida en oscuridad y en luz).

Para realizar los analisis de expresion diferencial entre ambas condiciones de
crecimiento (RNA-Seq), se consideraron veces de cambio (fold of change) de dos
veces (2X) como minimo y un FDR (False Discovery Rate) menor a 0,05. En base a
estos criterios, se obtuvieron 15427 genes que se expresaban mas en la condicion de
crecimiento oscuridad (R/O) respecto a la condicion de crecimiento en luz (R/L) y 3022
genes que se expresaban mas en R/L respecto de R/O . En la Tabla 1 se resumen los
filtros utilizados en el andlisis y los resultados en cuanto al nimero de genes mas
expresados en una condicion de crecimiento respecto de la otra. Dado que en el
experimento realizado para generar el transcriptoma de novo la condicién control es
R/O (ya que es la condicidon de crecimiento normal de la raiz de zanahoria), ambas
condiciones experimentales son contrastables entre si e interdependientes. Por lo
tanto, cuando un gen determinado se expresa mas en R/O, esta menos expresado en

R/L y viceversa.
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Tabla 1. Filtros (FDR y veces de cambio) utilizados para el analisis RNA-Seq del
transcriptoma de zanahoria crecida en condiciones R/O y R/L y cantidad de
genes mas expresados y menos expresados en ambas condiciones. R/O: raiz de
zanahoria de 8 semanas crecida en oscuridad, R/L: raiz de zanahoria de 8 semanas crecida en
luz, FDR: false discovery rate.

Genes mas expresados Genes menos expresados
Filtros para RNA-Seq R/O R/L R/O R/L
FDR < 0,05 15427 genes | 3022 genes | 3022 genes | 15427 genes
Veces de cambio >2X (contigs) (contigs) (contigs) (contigs)

Posterior a la aplicacion de los filtros antes mencionados, el RNA-Seq entregd una
gran cantidad de informacion respecto de los perfiles de expresion que se manifestaron
en las condiciones en que se llevo a cabo el experimento. A partir de estos analisis, y
como se menciond anteriormente, se determind el niumero de genes que se
expresaban mas en R/O y en R/L, asi como también los genes cuya expresiéon no
cambid en las condiciones experimentales. Para validar estos resultados obtenidos de
un analisis in silico, fue necesario realizar una validacion in vivo mediante el analisis de
los niveles relativos de transcritos de un numero de entre 12 a 20 genes
representativos (Ma et al., 2018), de tal manera de asegurar que la informacién
resultante fuera un reflejo de lo que ocurrié en la planta y por tanto es informacioén
confiable y reproducible. Para ello, se realiz6 la busqueda manual de 20 genes
diferencialmente expresados (a partir de ahora denominados DEGs) y de genes que no
cambian su expresién entre ambas condiciones experimentales, para luego cuantificar

los niveles relativos de sus transcritos (o expresion relativa) mediante gqRTPCR
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(seccion 3.2.). En la Tabla 2 se muestra la lista de los 20 genes que se escogieron

para la validacion.

Tabla 2. Lista de genes escogidos para la validacion de los resultados predichos

por el RNA-Seq. Se muestra su nombre e identificacion (contig ID) y veces de cambio
€en su expresion

Genes mas expresados en oscuridad (R/O)

Gen (contig ID) Veces de cambio (R/O respecto de R/L)
Pa1p (contig 10351) 2863
PhyA (contig 7257) 1135
Alf1 (Alfin 1) (contig 1983) 1022
Arf 6 (contig 3577) 465
Alf5 (Alfin 5) (contig 22603) 447
Pds (contig 6437) 328
Zds (contig 11017) 208
Pif 4 (contig 3423) 103
Par1 (contig 42760) 100
Arcé6 (contig 17614) 78
Lcyb (Contig 29892) 76
Far1-5 (contig 28971) 67
Cop1 (contig 1906) 51
Dxs 1 (contig 457) 34
PhyB (contig 1318) 22
Or (contig 15664) 9
Dag (contig 12990) 6

Genes mas expresados en luz (R/L)

Gen (contig ID) Veces de cambio (R/L respecto de R/O)
Crtiso (contig 33224) 11
Psy?2 (contig 3840) 3

Genes igualmente expresados en R/Oy R/L

Gen (contig ID) Veces de cambio (R/O respecto de R/L)

Mio1 (Miosina 1) (contig 5184) 1

3.2. Validacion del ensamble bioinformatico del transcriptoma de novo de
Daucus carota y de los niveles relativos de transcritos (expresion relativa) de
los genes diferencialmente expresados entre R/O y R/L

Para validar el ensamble y la tendencia de la expresidn génica determinada por el
analisis in silico (y por tanto la fidelidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos

por medio del RNA-Seq), se determind mediante gqRTPCR los niveles relativos de

43




transcritos (expresién relativa) in vivo de los 20 genes descritos en la Tabla 2 y
establecer asi una correlacion entre los niveles de expresion predichas por el RNA-Seq
y las determinadas por medio de los resultados del gRTPCR. Para esto, se crecieron
plantas de zanahoria en las mismas condiciones que se hizo para la secuenciacion:
dejando parte de la raiz de zanahoria en oscuridad y parte en luz, para luego de 8
semanas post-germinacion, recolectar este tejido y realizar los analisis por gRTPCR.
Los resultados de expresion relativa determinados por qRTPCR se muestran en la
Figura 6. Se observa que de los 20 genes analizados, 17 muestran tener una expresion
relativa que se correlaciona a la predicha por el RNA-Seq (y es estadisticamente
significativa) (Tabla 2, Figura 6). En el caso de los genes Pds y Dxs1, si bien muestran
una tendencia a expresarse mas en la condicion R/O respecto de la condicién RI/L,
como se predice en el RNA-Seq, las diferencias no son estadisticamente significativas
(Figura 6). En el caso del gen Crtiso, éste mostré estar significativamente mas
expresado en la condicién R/O respecto de RI/L, resultado opuesto al predicho por el
analisis de RNA-Seq (Figura 6, Tabla 2). En el caso de los genes carotenogénicos
como Zds, Lcyb2 y Psy2, su expresion relativa medida por qRTPCR muestra una
correlacion con la expresion predicha mediante RNA-Seq (Figura 6, Tabla 2). Asi
mismo ocurre con los genes Mio1, Pa1p, Or, Par1, PhyA, PhyB, Pif4, Cop1, Far1-5,
Dag, Arf6, Alf5, Alf1 y Arc6é (Figura 6, Tabla 2). Si bien dentro del grupo de genes
escogidos para la validacion existen 3 cuya expresion relativa medida por gRTPCR no
coincide con la predicha por el RNA-Seq (es lo opuesto o0 no existen diferencias
significativas entre las dos condiciones de crecimiento), el 85% de ellos presenta una
correlacion entre los niveles de expresion predichos por el RNA-Seq y los resultantes
de gRTPCR, lo que finalmente valida que la informacion entregada por el RNA-Seq es

fidedigna.
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Figura 6. Niveles relativos de transcrito de genes escogidos para la validacion
de los DEGs obtenidos mediante el analisis de RNA-Seq. Los niveles de
transcritos se normalizaron respecto a los niveles de transcritos del gen ubiquitina.
Las diferencias significativas sefialadas con asteriscos fueron calculadas mediante T-

46



3.3. Clasificacion de DEGs y seleccion de un gen candidato para su
caracterizacion funcional

Luego de la obtencién de todos los genes mas expresados en R/O respecto de R/L
mediante el analisis RNA-Seq, se realizé una busqueda manual de aquellos que
pudiesen ser interesantes de caracterizar por estar posiblemente involucrados en la
sintesis de carotenoides en oscuridad e inhibidos por luz. Para la seleccion de genes
usamos los siguiente criterios: 1) un alto nimero de veces de cambio de R/O respecto
R/L; 2) que los procesos en los que se han descrito que participan estos genes se
vinculen, de alguna manera, con sintesis y/o acumulacién de carotenoides, desarrollo
de la planta y, por sobre todo, que sean regulados por luz. En las Tablas 3, 4,5y 6 se
muestran algunos de los genes que presentaron las veces de cambio mas elevadas de
diferentes procesos metabdlicos, teniendo en cuenta que todos estos se expresaron
mas en la raiz que crecio en oscuridad (R/O) respecto de la que crecid en luz (R/L).
Estos genes ademas fueron agrupados en distintas categorias segun la funcién ya
descrita para ellos.

En la Tabla 3, se muestran los genes de la categoria “sintesis de carotenoides”. Como
era logico esperar, teniendo en cuenta que la raiz de zanahoria es un érgano que
acumula grandes cantidades de carotenoides al crecer en oscuridad, se encontraron
genes carotenogénicos mas expresados en R/O respecto de R/L. En este grupo se
encuentran, por un lado, aquellos genes que son responsables de la sintesis de los
precursores de los carotenoides (Dxr y Dxs), y por otro genes que codifican algunas
de las enzimas principales de la ruta de sintesis de estos pigmentos (Lcy, Zds y Pds)
(Tabla 3). En el caso del gen que codifica para la enzima fitoeno sintasa (Psy, contig

3840), este mostré estar mayormente expresado en la raiz R/L, con casi tres veces
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mas expresion respecto de R/O. Lo mismo ocurre con el gen que codifica para la
enzima CRTISO (Crtiso, contig 33224), el cual esta casi diez veces mas expresado en

R/L respecto de R/O (Tabla 2).

Tabla 3. Genes mas expresados en la condicion de crecimiento R/O respecto de
RI/L, categoria “sintesis de carotenoides”. Los genes ademas son identificados con
el numero de contig asignado en el transcriptoma (contig ID) y las veces de cambio de
R/O respecto de R/L

Sintesis de carotenoides
Gen y contig ID veces de cambio
(R/O respecto de R/L)
Pds (contig 6437) 328
Zds (contig 11017) 208
Lcyb2 (contig 29892) 76
Dxs1 (contig 457) 34
Dxr (contig 8126) 14

Por otro lado, como ya se ha mencionado previamente en la introduccion, la sintesis de
carotenoides y su acumulacion en la raiz de zanahoria, es un proceso que se lleva a
cabo en conjuncién al desarrollo de la planta y la raiz de reserva. Por tanto, era de
esperar que genes involucrados en el crecimiento de la raiz de reserva y en la
sefalizacion por fitohormonas, se muestren mas expresados en R/O respecto de RIL,
teniendo en cuenta que R/O sigue su desarrollo normal y R/L no (Tabla 4). Estos
ultimos genes fueron clasificados en la categoria de “sefalizacion por fitohormonas”, y
entre ellos se encuentran mas expresados en R/O genes como Auxin response factor 6
(Arf 6, contig 3577) que corresponde a un gen inducido por la hormona auxina para asi

controlar distintos aspectos del desarrollo de una planta (Li et al. 2016).
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Tabla 4. Genes mas expresados en la condicion de crecimiento R/O respecto de
R/IL, categoria ‘“sefalizacion por fitohormonas”. Los genes ademas son
identificados con el niumero de contig asignado en el transcriptoma (contig ID) y las
veces de cambio de R/O respecto de R/L

Seializacion por Fitohormonas
Gen y contig ID Veces de
cambio
(R/O respecto
de R/L)
Aux1 (Auxin resistant 1) (contig 1281) 486
Arf 6 (auxin response factor 6) (contig 3577) 466
Ethylene induced calmodulin binding protein (contig 5676) 315
laa 8 (Indolacetic acid induced protein 8) (contig 59455) 176
Saur-like (contig 47130) 175
Brassinosteroid signalling positive regulator family protein (contig 35294) 121
Cytokinin oxidase 5 (contig 43733) 104
ABA responsive elements-binding factors 3 (contig 4978) 100
Jasmonate-zim-domain protein 4 (contig 18530) 90
ABA responsive elements-binding factors 2 (contig 16041) 79

También se encontraron un gran numero de genes involucrados en distintos procesos
bioldgicos vy fisiolégicos de las plantas. Estos genes se clasificaron en la categoria
“procesos bioldégicos generales” y, en particular en este grupo, aparece
aproximadamente 9 veces mas expresado en R/O el gen Or (contig 15664) (Tabla 5).
Este gen ha sido relacionado con el aumento en la acumulacion de carotenoides en
coliflor, papa dulce, maiz y Arabidopsis (Berman et al., 2017; Zhou et al., 2015; Ha Kim
et al., 2013; Lu et al.,, 2006; Li et al., 2006; Li et al.,, 2001), participando como
chaperona que estabiliza a la enzima PSY y en la diferenciacion de plastidios a
cromoplastos (Zhou et al., 2015) por lo que, al igual que los genes carotenogénicos, es
esperado encontrarlo mas expresado en la zanahoria R/O, ya que esta seccion de la
raiz sigue un patron de sintesis y elevada acumulacidon de carotenoides en

cromoplastos (Fuentes et al., 2012).
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Tabla 5. Genes mas expresados en la condicion de crecimiento R/O respecto de
R/L, categoria “procesos biolégicos generales”. Los genes ademas son
identificados con el niumero de contig asignado en el transcriptoma (contig ID) y las
veces de cambio de R/O respecto de R/L

Procesos biolégicos generales
Gen y contig ID Veces de cambio
(R/O respecto de R/L)
Pa1p (contig 10351) 2863
Pal2 (phenylalanine ammonia-lyasa2) (contig 2163) 394
Shoot gravitropism 2 (contig 2624) 325
Arc6 (accumulation and replication of chloroplast) (contig 17614) 78
Or (contig 15664) 9
Dag (plastid development protein) (contig 12990) 6

Siguiendo con las condiciones previamente consideradas, buscamos genes regulados
por procesos luminicos. Sorprendentemente, en esta busqueda aparecieron mas
expresados en R/O respecto a R/L, un grupo de genes que han sido descritos como
elementos esenciales en rutas de sefalizacion activadas por luz. Entre ellos, hay
genes que codifican para proteinas involucradas en la captacion de la luz en plantas
(fotoreceptores), como los Fitocromos (Phy) (fitocromo A, contig 7257; fitocromo B,
contig 1318) y Criptocromos (Cry) (criptocromo 2, contig 2372), los que se encuentran
1135 veces, 21,8 veces y 50,7 veces mas expresados en R/O que en RIL,
respectivamente. Ademas, se encuentran otros genes que codifican para proteinas
involucradas en estas rutas de sefializacion por luz, como Cop (Cop1, contig 1906;
Cop9, contig 43471) y Fhy3 (contig 50091), y genes que han sido estudiados en
Arabidopsis asociados al Sindrome de Huida de la Sombra (SAS por sus siglas en
inglés) Pif (Pif4, Contig 3423) y Par1 (contig 42760). Estos genes se clasificaron en la

categoria “captacion de luz y senalizacion por luz” (Tabla 6).
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Tabla 6. Genes mas expresados en la condicion de crecimiento R/O respecto de
R/L, categoria “captacion de luz y sefnalizaciéon por luz”. Los genes ademas son
identificados con el niumero de contig asignado en el transcriptoma (contig ID) y las
veces de cambio de R/O respecto de R/L

Captacion de luz y senalizacién por luz
Gen y contig ID Veces de cambio
(R/O respecto de R/L)
PhyA (Phytochrome A) (Contig 7257) 1135
Fhy3 (far-red elongated hypocotyls 3) (contig 50091) 680
Pif 4 (Phytochrome-interacting factor 4)(Contig 3423) 103
Par1 (Phy-rapidly regulated 1) (contig 42760) 100
Cop 9 (contig 43471) 92
Far1-5 (far1 related sequence 5) (contig 28971) 67
Cop1 (contig 1906) 51
Cry 2 (Cryptocrome 2) (Contig 2372) 51
Phy B (Phytochrome B) (contig 1318) 22

Normalmente factores involucrados en la percepcion y sefializacion de luz en plantas
como Arabidopsis son indispensables durante la de-etiolacion y fotomorfogénesis
donde, entre otros procesos, se induce la sintesis de carotenoides en presencia de luz
(seccion 1.3.1.). Entonces, teniendo en cuenta que genes que codifican para proteinas
involucradas en la percepcion y sefalizacion de luz estdn mas expresados en una
condicion de crecimiento de oscuridad, nos surge la interrogante de si participarian en
la sintesis de carotenoides en la raiz de reserva de Daucus carota. Por lo tanto, este
grupo de genes aparecen como buenos candidatos para ser estudiados en nuestro
grupo de investigacién. Particularmente en esta tesis, se escogié el gen Par1 para ser
caracterizado funcionalmente dado que recientemente el grupo de investigacion del Dr.
Jaume Martinez-Garcia, colaboradores nuestros, vinculé a este gen con la sintesis de
carotenoides en tejido fotosintético de Arabidopsis (Bou-Torrent et al., 2015). Por lo
tanto, determinar su rol en la sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria nos

permitiria ampliar el conocimiento respecto de la regulacion de este proceso bioldgico
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en Daucus carota. Asi mismo, se consideraron buenos candidatos otros genes
involucrados en la sefalizaciéon por luz, como PhyA (phytochrome A), Fhy3 (far-red
elongated hypocotyls 3) y Pif4 (phytochrome interacting factor 4), por lo que su

caracterizacion funcional es parte de trabajos y proyectos paralelos a esta tesis.

3. 4. Transformacion estable de Daucus carota variedad Nantesa con el gen Par1
de Arabidopsis thaliana

Como una aproximacion para determinar si el cofactor transcripcional PAR1 participa
en la regulacion de la sintesis y/o acumulacién de carotenoides en la raiz de zanahoria
que crece en oscuridad, se utiliz6 como estrategia la expresion del gen AtfPar1 en
Daucus carota. El objetivo fue determinar los efectos de la expresion de un gen Par1
funcional (Bou-Torrent et al., 2015) y analizar si era capaz de provocar un cambio en el
contenido de carotenoides acumulados en la raiz de zanahoria crecida en oscuridad y
en la expresion relativa de genes carotenogénicos claves y comparar los resultados
con aquellos previamente reportados (Bou-Torrent et al., 2015).

La construccién 35S:AtPar1:GFP utilizada para realizar la transformacion estable y
expresion génica en plantas fue facilitada por nuestro colaborador el Dr. Jaume
Martinez-Garcia del Centre for Research in Agricultural Genomics (CRAG, Barcelona,
Espafa). Esta actividad se realizé de forma paralela al analisis in silico y clonacion del

gen endogeno de zanahoria, DcPar1.
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3. 4. 1. Expresion del gen de Arabidopsis AtPar1 en Daucus carota

La expresiéon del gen AtPar1 se realizé mediante la transformacion de zanahorias
variedad Nantesa (naranja), mediada por infeccion de Agrobacterium tumefaciens cepa
GV3101 que transportaba el vector con la construccion 35S:AtPar1:GFP (seccion
2.3.6.2). Los explantes que fueron infectados, se cultivaron in vitro hasta la obtencion
de plantas transgénicas (9-10 meses aproximadamente) (seccién 2.3.6.1.).

En cuanto al cultivo in vitro, durante la induccion de embriones a partir de los explantes
infectados, se pudo observar el desarrollo de embriones anaranjados, dando cuenta de
la acumulacién de carotenoides en ellos (Figura 7A). Esto no se observé en embriones
en la misma etapa de desarrollo en el cultivo control (embriones silvestres), lo que
apoya la hipétesis de la acumulacion de carotenoides en embriones transformantes
AtPar1 (Figura 7A). Por otro lado, al avanzar el desarrollo del cultivo in vitro, no se
advirtieron diferencias fenotipicas evidentes entre las plantulas transformantes y las
silvestres. En total, a partir del cultivo in vitro se obtuvieron 6 plantas transformantes
para AtPar1, 5 de ellas transgénicas, de las cuales sobrevivieron 4. Todas las plantas
analizadas fueron positivas para la presencia del transgen (Figura 7B).

En cuanto a las plantas adultas transgénicas, algunas de las lineas (OE5 y OEG)
presentaron tallos mucho mas alargados que las plantas silvestres, y las hojas eran de
un color verde mas claro (Figura 7C). Las lineas OE1 y OE2 no tuvieron diferencias

fenotipicas evidentes respecto de las plantas silvestres.
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Figura 7. Obtencién de plantas de zanahoria transgénicas para el gen AtPar1 A)
Cultivo in vitro de plantas transformantes en medio de induccidn de embriones y en
presencia de agente de seleccion. La flecha roja indica los embriones anaranjados
obtenidos entre las semanas 18-20. Bajo cada panel se indican las semanas (sem.) de
desarrollo post-transformacion. Barras negras equivalen a 1cm. B) PCR para
determinar la presencia del transgen AtPar1 en lineas de plantas adultas
transformantes. C) Plantas transgénicas adultas. OE1, OE2, OE5 y OE6 corresponden
a plantas transgénicas positivas por PCR; WT planta silvestre; C+ plasmido
pBF21:AtPAR1; C- reaccién sin templado; 1kb marcador de peso molecular. La flecha
indica el amplicén esperado de 356pb.
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3.4.2. Perfil de expresiéon génica relativa de plantas transgénicas de Daucus
carota transformadas con el gen AtPar1

A las cuatro lineas transgénicas obtenidas se les cuantificd la abundancia relativa del
transcrito del transgen (expresion relativa). Como se muestra en la Figura 8, en todas
las lineas hay expresion relativa del transgen. Cabe destacar que las lineas OE1 y OE2
presentan una mayor expresion relativa de AtPar1 que OE5 y OEG, diferencia que es
estadisticamente significativa (Figura 8).

Para determinar el efecto a nivel transcripcional de la expresiéon del gen AtPar1 sobre
la expresion relativa de los genes enddgenos DcPar1, DcPsy1y DcPsy?2, se determind
la abundancia de los transcritos enddgenos de estos genes. En las plantas
transgénicas se observa que DcPar1 presenta una disminucion significativa en su
expresion relativa en todas las lineas, excepto OE2, respecto de plantas silvestres,
entre un 30% y un 70% menos expresion (Figura 8). Con relacion a la expresion
relativa de genes carotenogénicos claves en la ruta de sintesis de carotenoides, tanto
OE1 como OE2 presentan mayores niveles de expresion relativa del gen DcPsy1
(250% y 150% mayor expresion, respectivamente), mientras que la linea OE5 no
presenta diferencias en su expresion relativa y la linea OE6 presenta una menor
expresion relativa de este gen (Figura 8). En cuanto a la expresion relativa de DcPsy?2,
se observa que todas las lineas presentan una menor abundancia del transcrito con

respecto a las plantas silvestres (entre un 20% y 70% menos expresioén) (Figura 8).
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Figura 8. Niveles relativos de transcrito (en veces de cambio) de plantas
transgénicas OEAtPar1. Los niveles de transcritos se calcularon relativos a los
niveles de transcrito del gen normalizador ubiquitina. Los resultados para DcPar1,
DcPsy1 y DcPsy2 se expresan en veces de cambio respecto a las plantas
silvestres (WT). Los resultados para AtPar1 corresponden a las diferencias
significativas respecto de la expresion relativa entre las lineas transgénicas
analizadas. Los analisis se realizaron con 3 réplicas bioldgicas y dos técnicas para
cada linea. Las diferencias significativas sefialadas con asteriscos o letras (a, by c)
se determinaron mediante un test ANOVA de una via con un post test de Dunnet o
de Tukey segun correspondia al analisis.
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3.4.3. Cuantificacion de carotenoides en raices de plantas transgénicas OEAtPar1

Se determind el contenido de carotenoides de las raices de las cuatro lineas
transgénicas siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 2.5. Luego, se
cuantificaron los carotenoides totales mediante espectrofotometria y se determiné el
perfil carotenogénico mediante RP- HPLC (seccion 2.5.2. y 2.5.3.).

Como se observa en la Figura 9A, los niveles de carotenoides totales en las lineas
OE1 y OE2 son significativamente mayores respecto de plantas silvestres, llegando a
poseer hasta un 250% (2,5 veces) mas carotenoides, lo que equivale a 919,6 y 796,1
Mg/gDW, respectivamente (Figura 9A). Esto no se observé en las lineas OE5 y OEG,
las que no tienen niveles de carotenoides significativamente diferentes al de plantas
silvestres (aproximadamente 300 pg/gDW) (Figura 9A). En cuanto a la composicién de
carotenoides, la linea OE1 es la Unica que presenta mayores niveles de a- caroteno,
230% (correspondiente a 305, 4 ug/gDW), mientras que el resto de las lineas no
presenta diferencias significativas respecto de las plantas silvestres (Figura 9B). Tanto
las lineas OE1 como OE2 presentan mayores niveles de p-caroteno en sus raices
respecto de plantas silvestres (230% y 240% mas, respectivamente, lo que equivale a
570, 6 y 605 ug/gDW), el carotenoide mas abundante en raices de zanahorias (Figura
9B). Es interesante destacar que las lineas que poseen un aumento significativo de
carotenoides son aquellas (OE1 y OE2) que presentan mayor nivel de expresion

relativa del transgen (Figura 8).
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Figura 9. Contenido de carotenoides en raices de plantas transgénicas
OEAtPar1. A) Contenido total de carotenoides medidos a 474nm en
espectrofotometro. B) Composicién de carotenoides (o- caroteno y (-caroteno)
en las distintas lineas transgénicas analizadas (cuantificados por HPLC). Los
contenidos de pigmentos se sefialan en pg/gDW (DW o peso seco). Las

diferencias significativas, que se sefialan con asteriscos, se determinaron con un
test de ANOVA de una via con un post-test de Dunnet.
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3.5. Caracterizacion funcional del gen de Daucus carota DcPar1

3.5.1. Analisis nucleotidico de la secuencia del contig correspondiente al gen
DcPar1

En los andlisis in silico del transcriptoma de novo, se logrd identificar dentro de los
genes diferencialmente expresados en R/O, el contig 42760 que presentaba la
anotacion funcional correspondiente al gen Par1 (Phytochrome-rapidly regulated 1,
Tabla 6). Al no contar con un genoma de referencia en el momento en que se realizé la
busqueda de DEGs, para comparar las secuencias del contig y comprobar que
efectivamente correspondia al gen predicho por el transcriptoma de novo, se realizaron
constantes BLAST contra todas las secuencias de plantas existentes en la plataforma
NCBI. Los resultados arrojaban que este contig poseia un alto porcentaje de identidad
(sobre el 50%) con genes Par1 de otras especies, resultado que respaldaba la
confiabilidad de la prediccion hecha por el transcriptoma de novo. Sin embargo, a partir
de la publicacion del genoma de zanahoria (lorizzo et al. 2016), se comenzaron a
depositar en NCBI un mayor nimero de secuencias de Daucus carota (subespecie
sativus), por lo que nuevos resultados de BLAST realizados para el contig, mostraban
un alto porcentaje de identidad tanto con secuencias anotadas como con secuencias
no caracterizadas (sin anotacion) de Daucus carota subespecie sativus.

El contig 42760, anotado como Phytochrome-rapidly regulated 1 en el transcriptoma de
novo, es una secuencia de 292 pb y presenta un 98% de identidad con la secuencia
correspondiente al gen Transcription factor PAR1 de Daucus carota subesp. sativus
(namero referencia NCBI: XM_017390696.1) (Figura 10). Luego, al realizar BLAST de

la secuencia del contig 42760 contra el genoma de Daucus carota publicado y
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depositado en la plataforma Phytozome se obtuvo un alto porcentaje de identidad con
la secuencia denominada DCAR_013315, la cual no posee una anotacién funcional. El
alineamiento entre la secuencia arrojada por NCBI (XM_017390696.1) y la secuencia
DCAR_013315 muestra una identidad del 100% (Anexo), corroborando que son la

misma secuencia y que nuestro contig y DCAR 013315 corresponde al gen Par1 de

zanahoria.
DcParl ATGAAAAACATAACCACCCGCGAATGCGCCAATGCCAAGCCCTTGAGCCACTCCTCATCTCTA
Contigd2760 3 —ccc e —————
DcParl GCCACCAAGCCATTAATGCCCCCTGCCCACATCACTCTCAAGACGAAAAACAGATCTGGGC
Contigd42760 3 e e ————————
DcParl TTAGCTGACAACACTGCGAGCTCGATCAGCATGAGCATCGATCAAGACCAGCGTCTAAACGAACGAC
Contigd2760 3 e ————————_——_—_————————
DcParl GTGCGAGAAGAAGATAGTTCGAGCTCCAGAACGATACGTCCCACGCGGGCACGAGTCACTTCGAGAAT
Contigd42760 2 ——cemmmmmmm— e CAGAACATAGTTCCAGCAGCGACGAGTCACTGCGAGAAT
khkhkkkhkhhrxdh Frxxhd Txhkhdxxhhdx *hdxxh
DcParl GTAGACAATCTTTTTCGAAGAAACACCTCCCTACATTTTGCACTTCCAGAACCARAATCAAN
Contig42760 GTAGACAATCTTTTTGCGAACAAACACCTCGCCTACATTTTCCACTTCCACGAACCAAATCAAN
IR 2 2 2 2 R 222 R 2 R 22 R R R R R R R R R R R R R R R R R L RS E ]
DcParl GGTCTCAGACGTTCTTGCTTCTTTTTTTCAATTACTTGACAAGCAAAAATCTAAGCTTGGA
Contigd2760 GGTCTCAGACGTTCTTGCTTCTTTTTT~-CAATTACTTGACAAGCAAAARACTAAGCTTGGA
FhEEX A A AT XA A AT XA A AT XA A AT RAS, T XA A A TR A A A TR A A A TR AT hhkd T h T xh
DcParl GG O T GA = = o o o o o o o o o e s S S S, S B
Contig42760 GGCTCACAATCTCTCATTCACAACCACCATATTTTCTCTTATTTAAATATAATTAATTAC
% k% ke ok
DCPAX L e o o o e o o
Contigd42760 ATTTCCTTTTCACAGCTTTTCTCTATCTCTTTCTTTGCCTCTCTACGCTACGCTTACGCATGC
DcParl = =  ssmcccceccceee————
Contigd2760 TCAACAAGATCTAGATT

Figura 10. Alineamiento de secuencias nucleotidicas correspondiente al contig 42760
y la secuencia de DcPar1 depositada en NCBI (XM_017390696.1). Los alineamientos
fueron realizados utilizando la herramienta bioinformatica on line Clustal Omega. Los
asteriscos y las lineas indican coincidencia y ausencia de alineamiento respectivamente.
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3.5.2. Anadlisis de identidad entre DcPar1y AtPar1

Una vez que se logro identificar la secuencia codificante o CDS del gen endégeno Par1
(DcPar1) (seccion 3.5.1.), se determind la similitud existente entre las secuencias
nucleotidicas de DcPar1 y AtPar1 y las secuencias aminoacidicas codificadas por
estos genes. Para el alineamiento entre las secuencias nucleotidicas de las regiones
codificantes (CDS) de ambos genes y la secuencia aminoacidica codificada por ellos,

se utilizé la herramienta Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). El

algoritmo de esta herramienta, predijo la existencia de un 57,7 % de identidad
nucleotidica entre ambas secuencias, un 44% de identidad aminoacidica y un 63% de
similitud aminoacidica (Figura 11A). Por otro lado, y con el objetivo de averiguar si en
la secuencia aminoacidica de DcPAR1 se reconocian dominios bHLH (basico hélice-
loop-hélice), dominios presentes en la proteina AtPAR1 (Roig-Villanova et al., 2007), se
realizé un analisis de busqueda de dominios conservados utilizando las herramientas

InterPro Scan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search) y SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/). En este ultimo analisis, se predijo la existencia de un

motivo tipo bHLH de longitud entre 43 (SMART, no incluye la secuencia basica solo el
sub-dominio HLH) y 78 aminoacidos (InterproScan, incluye la secuencia completa
bHLH entre los residuos 29 y 107) aproximadamente, los que se destacan en gris al
igual que el dominio bHLH de la proteina PAR1 de Arabidopsis (Figura 11B). La
presencia de este dominio es fundamental ya que es el responsable de que estos co-
factores transcripcionales puedan unirse a otra proteina y de esta forma modular la

transcripcion de los genes (Roig-Villanova et al., 2007).
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Figura 11. Alineamiento de secuencias AtPAR1 y DcPAR1. A) Alineamiento
nucleotidico de los CDS de los genes DcPar1 y AtPar1. B) Alineamiento aminoacidico
de las proteinas PAR1 de Arabidopsis thaliana y Daucus carota. En gris, se indican los
dominios bHLH predichos para AtPAR1 (Roig-Villanova et al., 2007) y DcPAR1
(InterPro, Protein sequence analysis & classification y SMART). Ambos alineamientos
se realizaron con la herramienta bioinformatica Clustal Omega.
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Posteriormente, al comparar esta secuencia predicha con una secuencia consenso
para bHLH de plantas, la secuencia bHLH de DcPAR1 muestra poseer los residuos
conservados claves para la formacién de dimeros (residuo 23 del dominio) y la
estabilizacion de esta unidn (residuos hidrofobicos de la hélice 2), pero no los
necesarios para la union a DNA como se esperaba (residuos 5, 9 y 13 del dominio)
(datos no mostrados) (Heim et al., 2003).

En la figura 12, se muestra el alineamiento de los dominios bHLH predichos para
zanahoria (en esta tesis) y Arabidopsis (Roig-Villanova et al., 2007). En la region
basica del dominio se observa que en la posicion 5 hay un residuo de acido aspartico
tanto en AtPAR1 como en DcPAR1, en la posicion 9 hay residuos de alanina
(Arabidopsis) y acido glutamico (zanahoria) y en la posicion 13 acido glutamico
(Arabidopsis) vy lisina (zanahoria) (Figura 12, residuos indicados con el simbolo
diamante). Por otro lado, en la hélice 1 (Helix 1) del subdominio HLH, se conserva un
residuo de leucina en la posicion 23, el cual ha sido sindicando como fundamental en el
proceso de dimerizacién de las proteinas que poseen dominios bHLH (Heim et al.,
2003) (Figura 12, residuo destacado en negro e indicado con el simbolo diamante). En
el caso de la region hélice 2 (Helix 2), en ambos dominios se observan residuos
hidrofébicos como por ejemplo, valina, alanina, leucina e isoleucina (Figura 12), algo
comun en los dominios bHLH de plantas (Heim et al., 2003). Estas caracteristicas
predichas para el dominio bHLH de DcPAR1, sugieren que podria ser una proteina con
la capacidad de dimerizar con otras, y de esta manera cumplir roles regulatorios como

lo hace AtPAR1.
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Basic Helix 1 loop Hellx 2
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Figura 12. Alineamiento proteico de los dominios bHLH de AtPAR1 y DcPAR1.
En colores se destacan los subdominios descritos para AtPAR1 (Roig-Villanova et al.,
2007) y los predichos para DcPAR1 mediante InterPro Scan y SMART. En color gris
oscuro se sefiala el subdominio basico, en verde las hélices alfa (Helix 1 y Helix 2) y
en gris palido el loop. En negro, y sefialado con un simbolo diamante, se destaca el
residuo conservado de Leucina 23. Los aminoacidos idénticos entre proteinas se
sefialan en color blanco. Las cajas superiores indican la extension de los distintos
subdominios en base a lo descrito en Heim et al., 2003 y Roig-Villanova et al., 2007.

3.5.3. Amplificacion y clonamiento del gen DcPar1

Una vez identificado el gen Par1 de zanahoria, se disefiaron partidores especificos
para amplificar mediante RT-PCR toda la region codificante (CDS, 366 pb) desde el
codon de inicio hasta el coddn de termino, o sin codon de término usando de referencia
la secuencia depositada en la plataforma NCBI (XM_017390696.1) (Figura 13 A). El
CDS de DcPar1 es de 366 pb y sin intrones, caracteristicas similares al CDS del gen
Par1 de Arabidopsis (Roig-Villanova et al., 2007).

El fragmento amplificado a partir de cDNA de raiz de zanahoria adulta fue clonado en
el vector de entrada PCRS8, el DNA plasmidial de los clones obtenidos fue digerido con
la enzima de restriccion Bgll para determinar el sentido en que se clono el CDS del gen

y enviadas a secuenciar (Figura 13 B). Una vez verificada la correcta clonacién del
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CDS del gen mediante la secuenciacion (carente de mutaciones que cambien el
producto codificado por éste) se recombiné el vector de entrada PCR8 con el vector de
destinacion pGWB5. En este vector el gen en sentido sin condén de término queda
fusionado en su extremo 3’ al gen reportero Gfp (que codifica la proteina fluorescente
verde GFP). Este vector se utilizé para su sobre-expresion en Daucus carota, mientras
que el clonamiento en antisentido en pGWB5 fue usado para su silenciamiento post-
transcripcional (SGPT). Finalmente, los vectores de destinacion pGWB5 que contienen
el gen de interés en sentido o en antisentido (pG5:DcPar1 y pG5:DcPar1AS,
respectivamente), se usaron para transformar Agrobacterirum tumefaciens. En la
Figura 13C y 13D se muestran los analisis por PCR de colonias positivas de
Agrobacterirum para el vector en sentido (pG5:DcPar1) y en antisentido

(pG5:DcPar1AS), respectivamente.
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Figura 13. Clonacion del gen DcPar1. A) Amplificacion de la secuencia
correspondiente al CDS de DcPar1 desde codén de inicio sin codon de término
mediante RT-PCR. 1-3 reacciones independientes de RT-PCR a partir de raiz de D.
carota crecida en oscuridad. La flecha indica el tamafio esperado de 366pb B) Ensayo
de digestion de plasmidos PCR8:DcPar1 aislados de 5 colonias de E. coli (C2-C10).
Estos fueron digeridos con la enzima Bgll. Las flechas rojas indican el patron de
digestion esperado para el gen clonado en sentido (1 flecha, 1653 pb + 1530 pb) y en
antisentido (2 flechas, 1888 pb + 1295 pb). Todas las colonias fueron secuenciadas, y
las colonias C9 (antisentido) y C10 (sentido) fueron utilizadas para los andlisis
posteriores. C) Amplificacion del gen DcPar1 a partir de colonias de A. fumefaciens
transformadas con la recombinacion resultante entre el vector de entrada PCR8:DcPar1
(inserto en sentido) y el vector de destinacion PGWB5. 1-10 colonias analizadas. D)
Amplificacién del gen DcPar1 a partir de colonias de A. tumefaciens transformadas con
la recombinacion resultante entre el vector de entrada PCR8:DcPar1 (inserto en
antisentido) y el vector de destinacion PGWB5. 1-10 colonias analizadas. Las flechas
indican tamafio de amplicon esperado de 366 pb. 1Kb y 100pb corresponden a
estandares de peso molecular. C+ reaccion de PCR que posee como templado el
inserto. C- reacciéon de PCR sin templado o reaccion de digestion enzimatica sin
plasmido.
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3.5.4. Andlisis de la unién directa entre el cofactor transcripcional DcPAR1 y un
factor de transcripcion del tipo PIF

Como una estrategia para caracterizar funcionalmente al gen DcPar1 de zanahoria y
de determinar su localizacién sub-celular, se llevé a cabo un ensayo BifC (seccion
2.4.8.). Se ha descrito en la literatura, que la proteina PAR1 de Arabidospsis thaliana
se une in vivo a proteinas del tipo PIF (Hao et al., 2012; Bou-Torrent et al., 2015). La
proteina AtPAR1 modula la transcripcién de genes ya que se une a los factores de
transcripcién PIF, permitiendo asi la transcripcidn de algunos genes que se mantenian
inhibidos por PIF, como por ejemplo Psy de Arabidopsis (Bou-Torrent et al., 2015).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, se propuso determinar si la proteina DcPAR1
es capaz de actuar como co-factor transcripcional uniéndose in vivo a AtPIF7.

Para realizar el ensayo, se construydé un vector en el que se clon6 el gen DcPar1
fusionado a una region codificante para el N-terminal y el C-terminal de la proteina
fluorescente YFP (seccion 2.4.5.). Por otro lado, se contaba con el gen AtPif7, clonado
en fusion a las regiones codificantes N-terminal y C-terminal de la misma proteina
fluorescente YFP (construcciones facilitadas por el Dr. Jaume Martinez-Garcia). Una
vez que los vectores estuvieron insertos en Agrobacterium, se procedié a realizar el
ensayo donde se co-agroinfiltraron los vectores C-YFP:PAR1 y N-YFP:PIF7 en hojas
de Nicotiana benthamiana (seccion 2.4.8.). Cabe aclarar que sélo habria fluorescencia
de YFP al unirse in vivo PAR1 y PIF, dado que se re-establece la proteina YFP
completa.

Como se puede ver en la Figura 14, se observa fluorescencia de YFP en los nucleos
de las células co-agroinfiltradas con N-YFP:PIF7 y C-YFP:PAR1, demostrando de esta

forma que ambas proteinas interactuan entre si, ademas de que DcPAR1 posee
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localizacién nuclear. Con menor intensidad se detecta fluorescencia en las
interacciones N-YFP:PAR1 y C-YFP:PAR1, lo que nos indica que DcPAR1 puede
homodimerizar, tal como se ha descrito para la proteina AtPAR1 (Bou-Torrent et al.,
2015), y nuevamente confirma su localizacidon sub-celular. Como control se muestra la

homodimerizacion de PIF7 (co-agronfiltracion de N-YFP:PIF7 y C-YFP:PIF7.

N-YFP:PIF7/ N-YFP:PIF7/ N-YFP/ N-YFP:PAR1/ N-YFP:PIF7/
C-YFP:PAR1 C-YFP C-YFP:PAR1 C-YFP:PAR1 C-YFP:PIF7

YFP

BF

Merge

Figura 14. Unién in vivo de DcPAR1 a AtPIF7. En la parte superior de las imagenes se
indican los vectores usados en la co-agroinfiltracion mientras que en el costado izquierdo se
indica el filtro utilizado para la observacion bajo microscopia confocal. Con fluorescencia
YFP se observan nucleos celulares mientras que en BF se observan las células. YFP
(proteina fluorescente amarilla); BF (campo claro); Merge (sobreposicién de YFP mas

campo claro).
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3.5.5. Transformacién estable de Daucus carota variedad Nantesa con el gen
DcPar1

3.5.5.1. Sobreexpresion del gen DcPar1

Teniendo en cuenta que las proteinas AtPAR1 y DcPAR1 son muy similares en cuanto
a su estructura aminoacidica, dominios bHLH y su capacidad de union a factores de
transcripcién PIF, esperabamos que los resultados de la sobre-expresion del gen
endogeno DcPar1 fuesen similares a los obtenidos con la expresién del gen AtPar1 en
zanahoria .

Para lograr la sobre-expresion del gen Par1 de Daucus carota, se recurrié a la
transformacion estable de explantes provenientes de hipocotilos y epicotilos de plantas
de zanahorias mediante infecciéon por la bacteria Agrobacterirum tumefaciens cepa
GV3101 que transportaba el vector de destinacion pG5:DcPar1 con el gen clonado en
sentido. Se transformaron explantes provenientes de la variedad Nantesa cuya raiz es
de color naranjo. Se infectaron explantes que luego fueron cultivados in vitro para
promover la embriogénesis somatica (seccion 2.3.6.2.) con el objetivo de obtener
plantas transgénicas. Este cultivo demor6 entre 7-8 meses aproximadamente (30
semanas), hasta que se obtuvieron plantulas que se traspasaron a cultivo en tierra
(Figura 15).

El desarrollo del cultivo in vitro de los explantes transformados se dio con normalidad,
sin visualizarse diferencias fenotipicas en los embriones generados durante el proceso
de cultivo respecto a los controles sin transformacion (Figura 15). Esto difiere a lo
observado durante la generacién de embriones de zanahoria Nantesa transformados
con el gen de AtPar1, los que fueron claramente anaranjados respecto de los

embriones sin transformar (Figura 7A, seccion 3.4.1.).
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Finalmente, se obtuvieron 16 plantas variedad Nantesa transformantes para DcPar1,
de las cuales sobrevivieron 6. Si bien estas plantas se obtuvieron luego de una extensa
seleccion in vitro post- transformacion, se determind que ninguna de las plantas
sobrevivientes era transgénica. Se realizaron analisis de la presencia del transgen
mediante PCR convencional de su ADN gendmico y su cDNA (amplificando desde el
promotor 35S hasta el final del CDS en el caso del DNA gendmico y amplificando el
gen reportero Gfp en el caso de cDNA y DNA gendmico) y no se logré detectar el
amplicén esperado. Como ultima alternativa, y considerando que el PCR convencional
puede fallar en algunos casos, se midieron los niveles de expresion relativa mediante
gRTPCR del transgen reportero Gfp, no obteniéndose amplificacion de este. Por lo

tanto, las plantas obtenidas no eran transgénicas.

DcPar1

1 sem. 7-9 sem. 18-20 sem. 28-30 sem.

Figura 15. Cultivo in vitro y transformacion de Daucus carota variedad Nantesa.
Cultivo de plantas transformadas con el vector pG5:DcPar1 para la sobre-expresion
del gen DcPar1. Bajo cada panel se indican las semanas de desarrollo post-
transformacion (sem.). Entre las 7-9 semanas se observa la aparicion de los primeros
embriones a partir de los explantes transformados. Entre las semanas 18-20, se
observa un mayor niumero de embriones, con aspecto grumoso y de color amarillo
palido. Estos embriones daran origen a las plantas que pueden observarse a partir de
la semana 28 aproximadamente. La barra de color negro en cada fotografia equivale
a 1 cm aproximadamente.
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3.5.5.2. Silenciamiento del gen DcPar1

Oftra estrategia para evaluar la funcion de genes es mediante la reducciéon de su
expresion usando silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT). Para lograr el
silenciamiento del gen Par1 de Daucus carota, se clon6é su CDS en antisentido en el
vector pGWB5 (seccion 2.4.6.), obteniéndose el vector de destinacion pG5:DcPar1AS,
con el cual se transform6 explantes de zanahoria tal como se describidé previamente
(seccion 3.5.4.1).

El desarrollo del cultivo in vitro se llevé a cabo con normalidad formandose un maximo
de embriones entre las 18-20 semanas y plantas completas hacia la semana 30, tal
como ocurre con el cultivo in vitro de plantas silvestres. No se apreciaron cambios
fenotipicos evidentes en los embriones desarrollados respecto de los embriones
silvestres durante el proceso de cultivo o incluso en las plantulas traspasadas a cultivo
en tierra (Figura 16A). De las mas de 12 plantas que alcanzaron el cultivo en tierra, 11
lograron sobrevivir. De éstas, 10 muestran la presencia del gen DcPar1 en antisentido,
corroborado mediante un PCR convencional (Figura 16B).

Del total de lineas transgénicas se seleccionaron las lineas AS1, AS5, AS6 y AS10
para los siguientes ensayos moleculares y funcionales. Las lineas transgénicas
seleccionadas mostraron una disminucion significativa en los niveles de expresion
relativa del gen DcPar1 respecto de plantas silvestres, obteniéndose niveles de
silenciamiento génico de hasta un 95% (hasta 40 veces menos expresion

aproximadamente) (Figura 16C).
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Figura 16. Obtencion de plantas de zanahoria SiRNA DcPar1. A) Cultivo de plantas
transformadas con el vector pG5:DcPar1AS. Bajo cada panel se indican las semanas de
desarrollo post-transformacion (sem). B) Amplificacion del transgen DcPar1 en
antisentido. Se utilizaron una combinacién de dos partidores Reverse, uno que hibridaba
en el gen Par1y el otro en el gen reportero Gfp, por lo que el amplicon corresponde a una
region de la secuencia en antisentido mas una region del gen reportero. AS1-AS11
corresponden a plantas adultas transformantes analizadas por PCR; WT planta silvestre;
C+ plasmido PCR8:DcPar1AS; C- reaccion sin templado; 1kb marcador de peso
molecular. La flecha indica el amplicén esperado de 990 pb. C) Niveles relativos de
transcrito (en veces de cambio) de DcPar1, determinados mediante gqRTPCR en raiz de
plantas de 4 meses post-traspaso a cultivo en tierra. El nivel de expresioén relativa del gen
se calculé relativo a la expresion del gen normalizador ubiquitina. Las diferencias
significativas sefialadas por asteriscos se determinaron con un test de ANOVA de una via
con un post-test de Dunnet.
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Luego, evaluamos el fenotipo de estas plantas y la composicién de carotenoides de su
raiz crecida en oscuridad. Sorpresivamente, las raices de reserva de las plantas
transgénicas adultas (de 4 meses post-traspaso a cultivo en tierra) presentaron un
fenotipo distinto al de una raiz de zanahoria silvestre. En la Figura 17 se muestra el
fenotipo representativo donde se observa que las raices fueron mucho mas pequefas
en longitud y diametro, con una masa total promedio de la raiz que no superé los 400
mg, en comparacion con una raiz silvestre adulta de la misma edad cuya masa puede
superar los 7 g aproximadamente (Figura 17). Este fenotipo lo presentaron 8 de las 10
plantas transgénicas obtenidas, incluyendo aquellas analizadas molecularmente .

Por otro lado, la raiz denotaba a simple vista una pigmentacion amarilla palida, e
incluso verdosa en algunas zonas, fenotipo totalmente opuesto al observado en una
raiz silvestre, lo que sugeria de antemano que los niveles de carotenoides acumulados
en estas raices transgénicas estaban reducidos (Figura 17). Por lo tanto, se concluye
que el SGPT de DcPar1 afecta considerablemente al fenotipo de la raiz de reserva

mostrando una reduccién en su crecimiento secundario y en coloracion.

WT SiRNA DcPar1 AS10

Figura 17. Fenotipo representativo de raices adultas de plantas
transgénicas SiRNA DcPar1. El fenotipo presentado en la imagen corresponde
a una raiz silvestre (WT) y la raiz de la linea transgénica L10 de la misma edad
(ambas con 4 meses post-traspaso a cultivo en tierra). El fenotipo de la raiz de 8
de las 10 lineas transgénicas obtenidas fue similar. La barra dentro de la
fotografia corresponde a 1 cm.

73



3.5.5.2.1. Cuantificacion de los niveles de carotenoides en raices de zanahorias
SiRNA DcPar1

Para determinar el contenido de carotenoides en lineas SiRNA DcPar1, se llevaron a
cabo extracciones de pigmentos a partir de las raices de 4 lineas transgénicas
representativas (lineas AS1, AS5, AS6 y AS10) de 4 meses de edad post-traspaso a
cultivo en tierra. Estas extracciones se realizaron en duplicados técnicos ya que por el
tamafo y masa total de las raices, la cantidad de tejido disponible para su
procesamiento fue escaso. Posteriormente a la extraccion de pigmentos, se
cuantificaron los carotenoides totales mediante espectrofotometria y se determiné el
perfil carotenogénico mediante RP- HPLC (seccion 2.5.2. y 2.5.3.).

Como se puede observar en la Figura 18A, todas las lineas transgénicas analizadas
presentaron entre 2 a 5 veces menos carotenoides totales respecto de una raiz de
reserva silvestre de la misma edad, en concordancia con el fenotipo palido que
presentaron las raices de reserva de estas plantas (seccion 3.5.5.2., Figura 17). Asi
mismo, la determinacién del perfil carotenogénico arrojé una disminucion en los niveles
de a- caroteno (entre 60 y 4 veces menos) y p-caroteno (entre 58 y 4 veces menos),
pigmentos predominantes y abundantes en las raices de reserva de zanahorias
silvestres (Figura 18B). Sin embargo, y de forma sorpresiva, todas las lineas
transgénicas analizadas presentaron mayores niveles de luteina (entre 6 y 15 veces
mas), un pigmento abundante en érganos fotosintéticos y que esta ausente en las
raices de reserva de Daucus carota silvestre (Figura 18B).

Estos resultados nos indican que el silenciamiento del gen DcPar1, reduce la
acumulacién de carotenoides totales en la raiz de reserva de zanahoria que crece en
oscuridad, particularmente disminuyendo el a-caroteno y el B-caroteno. La baja en el

contenido acumulado de pigmentos que normalmente se encuentran en la raiz de

74



zanahoria, son una primera sefial de que este gen puede tener un rol fundamental en

el proceso de biosintesis y/o acumulacién de pigmentos, esto acoplado al desarrollo de

la raiz de reserva.
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Figura 18. Cuantificacion del contenido de carotenoides en raices de plantas
transgénicas SiRNA DcPar1. A) Contenido relativo de carotenoides totales (veces
de cambio respecto a WT) de la raiz medidos por espectrofotometria a 474 nm. B)
Cuantificacion del perfil carotenogénico mediante HPLC de las raices SiRNA
DcPar1. WT: raiz silvestre; AS1, AS5, AS6 y AS10 son las lineas transgénicas
analizadas. El ensayo se realizé con dos replicas técnicas en plantas de 4 meses
post-traspaso a cultivo en tierra. Los asteriscos indican diferencias significativas
entre las lineas con relacién a WT. Las diferencias significativas se determinaron
mediante un test ANOVA de una via con un post test de Dunnet.
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3.5.5.2.2. Perfil de expresion génica relativa de plantas SiRNA DcPar1

A las mismas raices de las lineas analizadas en cuanto a su contenido de
carotenoides, se les cuantificd la expresion relativa (niveles relativos de transcritos) de
genes involucrados en la ruta de sintesis de carotenoides. Se observa que los genes
carotenogénicos de zanahoria analizados sufrieron una disminucién en su nivel de
expresion relativa: DcPsy1 entre 3 y 14 veces (entre un 70% y 93% menos expresion
relativa), DcPsy2 entre 4 y 10 veces (entre 80% y 90% menos expresion relativa) y
DcLcyb2 entre 2 a 10 veces (entre 50% y 90% menos expresion relativa) (Figura 19),
lo que se correlaciona directamente con los bajos niveles de carotenoides detectados
en estas mismas plantas (Figura 17). Por otro lado, y dado que las lineas transgénicas
SiRNA DcPar1 presentaron altos niveles de luteina, se midieron los niveles de
expresion relativa de los genes DcChxb1 y DcChxb2. Estos genes codifican para las
enzimas p-caroteno-hidroxilasa 1 y 2 respectivamente, las que hidroxilan al a-caroteno
para producir luteina. A diferencia de lo esperado, ambos genes presentan una
expresion relativa significativamente menor a la observada en plantas silvestres.
DcChxb1 disminuyd su expresion relativa entre 3 a 5 veces (entre 90% y 70% menos
expresion relativa), mientras que DcChxb2 disminuyd su expresion relativa unas 100
veces en la linea AS10 y en la linea AS1 su expresion fue casi nula (entre un 99% y

100% menos expresion) (Figura 19).
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Figura 19. Niveles relativos de transcritos (en veces de cambio) de
genes carotenogénicos en plantas transgénicas SiRNA DcPar1. Psy1:
fitoeno sintasa 1; Psy2: fitoeno sintasa 2; LcyE: licopeno épsilon ciclasa;
Lcyb2: licopeno beta ciclasa 2; Chxb1: beta caroteno hidroxilasa 1; Chxb2:
beta caroteno hidroxilasa 2. Los niveles de transcritos (expresion relativa) se
relativizaron a los niveles de expresion relativa del gen normalizador
ubiquitina en plantas silvestres (WT). Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por
duplicado y las diferencias significativas, sefaladas por asteriscos, se
determinaron mediante un test ANOVA de una via con un post test de
Dunnet.
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4. Discusion

4. 1. Transcriptoma de novo de Daucus carota

Hasta hace un par de afios, la informacién gendmica con la que se contaba para
Daucus carota era muy escasa, a pesar de que su raiz es un excelente modelo para el
estudio de la sintesis y acumulacion de carotenoides. Los estudios en zanahoria se
centraron en la ruta de sintesis de carotenoides la cual ha sido caracterizada en los
Ultimos afos por nuestro grupo de investigacion y otros (Surles et al., 2004; Baranska
et al., 2006; Clotault et al., 2008; Pizarro and Stange 2009; Maass et al., 2009; Kim et
al.,2010; Fuentes et al., 2012; Moreno et al., 2013; Simpson et al., 2016b; Simpson et
al., 2018). Esto ha permitido entender en parte la relevancia que poseen los genes que
codifican para las enzimas que son parte de esta ruta metabdlica. Sin embargo, y a
pesar de los diversos datos respecto de coOmo se generarian estos pigmentos en
zanahoria, la regulacién transcripcional o post-transcripcional de los genes
carotenogénicos es casi nula, esto debido sin duda a la poca informacion genémica de
esta planta.

En el afio 2012 pudimos determinar que la luz regulaba negativamente la expresion de
genes carotenogénicos y la acumulacion de carotenoides en la raiz de zanahoria
(Fuentes et al.,, 2012). Este resultado, contrario a lo reportado en otros modelos
vegetales, instal6 la interrogante relacionada al hecho de cémo la luz regula la sintesis
de carotenoides en una raiz que crece en oscuridad y por lo tanto nos propusimos
identificar factores codificados por genes no carotenogénicos que regulen este
proceso. Obedeciendo a lo anterior, la secuenciacién de los transcritos de la raiz de

zanahoria crecida en oscuridad (R/O) y de la raiz crecida en luz (R/L) surgié como una
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buena alternativa para abordar de una forma global los fenémenos transcripcionales
asociados a la regulacion negativa de la sintesis de carotenoides en luz (R/L). Por lo
demas, y a pesar de que no se contaba con un genoma de referencia de Daucus
carota, la secuenciacion masiva de transcritos y la generacion de transcriptomas en
zanahoria era una metodologia que ya estaba siendo usada para estudiar la
domesticaciéon de esta planta y encontrar nuevos marcadores genéticos y genes
involucrados en la sintesis de pigmentos (antocianinas) (lorizzo et al., 2011; Rong et
al., 2014).

La construccion o ensamble de transcriptomas significan un gran desafio bioinformatico
por la gran cantidad de informacion que se obtiene a partir de la secuenciacion,
desafios que aumentan cuando no se tiene un genoma de referencia (Wang et al.,
2009; Oshlack et al., 2010; Grabherr et al., 2011), como ocurrié en nuestro estudio. El
transcriptoma de novo ensamblado R/O vs. R/L fue de 63124 contigs, cantidad de
contigs promedios similares a transcriptomas de novo ensamblados para otras
especies vegetales (He et al., 2012; Raney et al., 2014; Wang et al., 2015¢c; Wu et al.,
2016). En el caso especifico de Daucus carota, también se han reportado andlisis
transcriptdmicos previos a la publicacién de su genoma en 2016, con una cantidad de
contigs muy similares a nuestro transcriptoma de novo. Por ejemplo, lorizzo et al.
(2011) reportdé un transcriptoma de novo de 58751 contigs, Rong et al. (2014) obtuvo
un transcriptoma de novo de 45165 contigs, Guang-Long et al. (2015) logré ensamblar
un transcriptoma de novo de 32716 secuencias, mientras que Xu et al., (2014b) reporta
el ensamble de un transcriptoma de novo de 61986 contigs. De esta manera, se
establece que la cantidad de secuencias contigs ensambladas en el transcriptoma de
novo que se analizé en este trabajo de tesis esta dentro de un rango esperado, lo que

permite sustentar los analisis que se realizaron posteriormente durante este trabajo.
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Para el analisis de RNA-seq que se realizd en este trabajo, se aplicé una correccion
por FDR (False Discovery Rate) menor que 0,05. Esta correccion se utiliza dado que
en este tipo de analisis se realizan multiples comparaciones con una gran cantidad de
informaciéon (en este caso, comparaciones de secuencias contigs), lo que favorece la
probabilidad de encontrar diferencias al azar (Oshlack et al.,, 2010). Esta misma
correccion fue utilizada en estudios de RNA-Seq de zanahoria morada y zanahoria
naranja recientemente publicados (Kodama et al, 2018, Ma et al, 2018,
respectivamente), en los que se considerd que luego de aplicar este ajuste de FDR, las
secuencias obtenidas estaban expresandose diferencialmente de manera significativa
entre las condiciones experimentales evaluadas. En esta tesis, ademas de la
correcciéon por FDR, se consideraron todas aquellas secuencias que tuviesen veces de
cambio iguales o mayores a 2 veces entre R/O y R/L. Con el propdésito de obtener la
mayor cantidad de informacién posible a partir del RNA-Seq realizado en nuestras
condiciones experimentales y teniendo en cuenta que el efecto de la luz en la sintesis
de carotenoides en la raiz de zanahoria es muy escasa, se estimo que 2 veces de
cambio seria un buen umbral para realizar la busqueda de genes diferencialmente
expresados sin perder informacién que podria ser valiosa. Este mismo criterio se utilizd
en Wang et al. (2015a), en cuyo analisis RNA-Seq a partir de un transcriptoma de novo
de zanahoria naranja (variedad Kurodagosum), para determinar los genes
diferencialmente expresados entre distintos estadios de desarrollo de la raiz en Daucus
carota.

Del analisis del transcriptoma modelo de 63124 contigs, y luego de aplicar la correccion
por FDR y las dos veces de cambio en la expresion, se obtuvo que 15427 genes
estaban mas expresados en R/O respecto de R/L (es decir que estaban menos

expresados en R/L). Debido a que R/O corresponde a la condicién de crecimiento
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usual de una raiz de zanahoria, era predecible que una mayor cantidad de genes se
expresarian en R/O y que, dado el ambiente inusual de crecimiento en luz (R/L) exista
una gran cantidad de genes que disminuyan su expresién, probablemente, producto de
estrés luminico. En relacién a esto ultimo, se ha reportado que la luz que llega
directamente a las raices de Arabidopsis, tiene la capacidad de cambiar el perfil de
expresion en este 6rgano de la planta (Lee et al., 2016). Es por tanto interesante
observar cuales de los genes que disminuyen su expresion cuando la raiz se expone a
la luz, pueden estar relacionados con la regulacién de la sintesis de carotenoides en la
raiz de zanahoria que crece oscuridad.

A diferencia de analisis de RNA-Seq reportados previamente en que se buscan genes
diferencialmente expresados pero cuyo rol ya ha sido caracterizado con anterioridad
(Délano-Frier et al., 2011; He et al., 2012; Raney et al., 2014; Wang et al., 2015a;
Wang et al., 2015b), el analisis de los 15427 genes mas expresados en R/O respecto
de R/L se realiz6 manualmente, sin enfocarse en un grupo de genes con funcién
conocida. Esto ultimo se llevdé a cabo para tener una informacion global de los genes
que cambiaran su expresion y que pudieran estar relacionados a la sintesis de
carotenoides sin ser genes carotenogénicos, y porque la informacion de como la luz
regula la sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria es escasa.

En cuanto a la validacién del ensamble del transcriptoma de novo mediante qRT-PCR,
el 85% de los genes evaluados coincidieron sus niveles de expresion relativa con la
predicha por el RNA-Seq (seccion 3.2.). Estos resultados son similares a los
reportados por Huang et al., en 2012 y Wu et al. en 2016, quienes obtuvieron un 70% y
un 90% de coincidencia o correlacion entre los resultados arrojados mediante qRT-
PCR vy los predichos por sus transcriptomas de pungai (arbol de guisante asiatico de

interés econdmico en la zona) y camelia, respectivamente. Este resultado nos indica,
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por un lado, que el ensamble realizado fue de calidad y por otro, que los resultados de
expresion diferencial in silico arrojados por el RNA-Seq se correlacionan con los datos
de expresion diferencial obtenidos in vivo, lo que hace de nuestro transcriptoma una
herramienta confiable para la obtencion de informacién fidedigna. En consecuencia, se
considerd valido el ensamble de novo del transcriptoma de Daucus carota analizado en
este trabajo de tesis.

Luego de realizados los ensayos de validacion del transcriptoma y la busqueda de
genes diferencialmente expresados (DEGs) entre R/O y R/L (seccion 4.2.), durante el
afio 2016 se publico el genoma de zanahoria (lorizzo et al., 2016) lo que facilitd el
clonamiento de genes de interés y permitié corroborar que los genes utilizados para el

analisis de expresion diferencial y para la validacion del ensamble fueron confiables.

4.2. Genes diferencialmente expresados entre la raiz crecida en oscuridad (R/O)
respecto de las la raiz crecida en luz (R/L)

Considerando que nuestro transcriptoma de novo es confiable y valido, con una
correlacién entre lo predicho por el RNA-seq y lo obtenido in vivo, se analizaron las
caracteristicas del perfil de expresion entre R/O y R/L. La mayoria de los genes
carotenogénicos presentaban mayor expresion en R/O, lo que coincide con el estadio
de crecimiento de la zanahoria (8 semanas post-germinacién), momento en que
comienzan a sintetizarse y acumularse masivamente los carotenoides en la raiz
(Clotault et al., 2008, Fuentes et al.,, 2012) (Tabla 3). Esta inferencia se confirma
ademas considerando el perfil transcriptémico de zanahorias naranjas que expresan

mas genes que codifican para las enzimas que son parte de la ruta de sintesis de
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carotenoides respecto de la zanahoria blanca carente de carotenoides (lorizzo et al.,
2016).

En el mismo sentido, las 8 semanas es una etapa en la cual la zanahoria comienza el
desarrollo de su raiz de reserva (engrosamiento) (Clotault et al., 2008; Fuentes et al.,
2012). Para este proceso requiere de fitohormonas como auxinas y citoquininas y por
tanto fue satisfactorio identificar varios genes involucrados en la ruta de sintesis y
sefalizacion de estas hormonas en R/O (Tabla 4). Algunos de los genes como Auxin
response factor (Arf), Auxin resistant (Aux), Indolacetic acid induced protein (laa) and
Smmall auxin up RNAs-like (SAUR-like) (Tabla 4), participan en una cascada de
sefializacién activada por la hormona auxina, la que permite regular un rango muy
amplio de procesos relacionados al desarrollo de la planta, como el desarrollo de su
raiz principal, de raices laterales y la arquitectura de la raiz (Fukaki et al., 2007;
Sozzani and lyer-Pascuzzi, 2014; Takatsuka and Umeda, 2014; Ren and Gray, 2015; Li
et al. 2016; van Gelderen et al., 2018). En raices de zanahorias de 56 dias, un estadio
de desarrollo equivalente al de 8 semanas, un RNA-Seq a partir de un transcriptoma
de novo de zanahoria naranja reportd que durante el desarrollo existe una mayor
expresion del gen Arf8 y del gen /aa8 respecto de raices mas jévenes (Wang et al.,
2015a).

Asi mismo, y en concordancia con el desarrollo de la raiz, en este trabajo se
encontraron mas expresadas en R/O genes involucrados en diversos procesos
biolégicos como el gen ‘accumulation and replication of chloroplast’ (Arc6) que codifica
para un componente de la maquinaria que regula la divisién de plastidios (Glynn et al.,
2008), mientras que el gen ‘orange’ (Or), descubierto en principio en una coliflor
mutante de color naranjo que acumula una gran cantidad de B-caroteno en su

inflorescencia (flor) (Li et al., 2001), codifica para una chaperona DNAJ (DnadJ cysteine-
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rich zinc finger protein) que es la Unica conocida hasta el momento que participa en la
biogénesis de cromoplastos y que ademas estabiliza la proteina PSY (fitoeno sintasa)
en Arabidopsis y papa dulce (Li et al., 2001; Lu et al., 2006; Zhou et al., 2015; Park et
al., 2016). Plantas sobre-expresoras del gen Or (papa, maiz, papa dulce, coliflor y
Arabidopsis) presentan niveles aumentados de carotenoides (Berman et al., 2017;
Zhou et al., 2015; Ha Kim et al., 2013; Lu et al., 2006; Li et al., 2006; Li et al., 2001),
pero esto se debe a que aumenta la capacidad de almacenamiento de estos pigmentos
en cromoplastos y no a una regulacion transcripcional de los genes carotenogénicos
(Zhou et al., 2015). Recientemente, se ha asociado la presencia del gen Or en
variedades domesticadas de zanahoria que acumulan pigmentos carotenoides,
sindicandolo como un gen marcador de la acumulacion de estos compuestos en la raiz
(Ellison et al., 2018), por lo que su mayor expresion en R/O respecto de R/L concuerda
con el desarrollo de cromoplastos y cloroplastos en ambos tejidos, respectivamente
(Fuentes et al., 2012).

Entre los genes clasificados como parte de la captaciéon de luz y las cascadas de
sefalizacion activadas por luz (Tabla 6), se encontraban fotoreceptores (PHYA, PHYB
y CRY) y factores de transcripcion como PIF. Tanto PHYA, PHYB y CRY son
fotoreceptores que cumplen un rol fundamental en el proceso de fotomorfogénesis,
proceso caracterizado mayormente en tejido fotosintético (Wu, 2014; Gommers and
Monte, 2018). Sin embargo, existe evidencia tanto de la expresion de los genes que
codifican estas proteinas, como también de su actividad en raices de Arabidopsis
(Salisbury et al.,, 2007; Lee et al.,, 2016). Se ha reportado un rol funcional de los
fitocromos en raices, participando del control del fototropismo y gravitropismo, en la
elongacion de pelos radiculares y de la raiz primaria y la formacion de raices laterales

(Reed et al.,, 1993; Ruppel et al., 2001; Correl et al., 2003; Correl and Kiss, 2005;
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Salisbury et al., 2007; Lee et al., 2016), pero no se ha reportado un rol funcional directo
en la sintesis de carotenoides en raices.

En cuanto a los PIFs, éstos corresponden a factores de transcripcion que participan de
la regulacién de la fotomorfogénesis, reprimiéndola en oscuridad (Wu, 2014; Gommers
and Monte, 2018). En este contexto, los PIFs regulan negativamente la expresion del
gen Psy uniéndose directamente a su promotor, generando una disminucion en sus
niveles de transcripcion con una concomitante disminucion en los niveles de
carotenoides en Arabidopsis crecidas en oscuridad (Toledo-Ortiz et al., 2010). Lo
mismo se observa en plantas de Arabidopsis sometidas a sombra simulada (Bou-
Torrent et al., 2015). Sin embargo, esto solo ocurriria en el tallo (tejido fotosintético) de
Arabidopsis, ya que en la raiz los PIFs no contribuyen significativamente a la
regulacion de los niveles de expresidén de Psy y por tanto no regularian la sintesis de
carotenoides en este drgano de la planta (Ruiz-Sola et al., 2014).

Entonces, el rol que poseen estos genes de sefalizacion por luz en la raiz de
zanahoria que crece en oscuridad, tal vez esté relacionado netamente con la
coordinacion de los procesos de desarrollo y crecimiento de este 6rgano (Quail et al.,
2002; Gyula et al., 2003; Xu et al., 2015), los que involucrarian también la accién de
fitohormonas como la auxina, cuyo transporte desde el tallo a la raiz es estimulado por
la activacion de los fitocromos en el vastago (Salisbury et al., 2007). Por otro lado, la
percepcion de la luz en el tallo afecta directamente a la activaciéon de PHYB en la raiz.
La luz percibida por el tallo viaja a las raices y activa a PHYB, el que a su vez estabiliza
al factor de transcripcion HY5, el que en condiciones de oscuridad se encuentra
reprimido por una accion coordinada entre PIF y COP (Stange and Flores, 2012; Lee et
al., 2016). HY5 por su parte, esta involucrado en la formacién de la raiz primaria y

raices laterales (Oyama et al., 1997; Ang et al., 1998) y en la regulacion del desarrollo
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gravitropico (Lee et al., 2016). La sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria esta
intimamente relacionada al desarrollo de este érgano. Estos pigmentos aumentan su
proporcion a medida que la raiz va madurando (Suslow et al., 1999; Clotault et al.,
2008). Por lo tanto, es altamente probable que, al igual como ocurre en tejido
fotosintético durante el desarrollo fotomorfogénico, la sintesis y acumulacién de
carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en oscuridad sea regulada por la
activacion de genes involucrados en la senalizacion por luz como los fitocromos. En
analisis transcriptémicos en los que se comparoé el perfil de expresion entre zanahorias
blancas, amarillas, naranjas-palidas y naranjas-oscuras, se observé una relacion
positiva entre la mayor acumulacién de carotenoides y la mayor expresién de genes
regulados por luz (lorizzo et al., 2016). Esto se explicé aludiendo a que tal vez las
raices de zanahoria con una gran cantidad de carotenoides acumulados (variedad
amarilla y naranja-oscura) son incapaces de inhibir la expresién de genes involucrados
en la de-etiolacion aun cuando crecen en ausencia de luz (lorizzo et al., 2016). En este
punto habria que determinar si en Daucus carota los fitocromos de su raiz, y todos los
genes que se regulan rapidamente luego de su activacion, como por ejemplo Par1
(Roig-Villanova et al., 2006), son activados por la luz que viaja directamente desde el
tallo, o simplemente toda la maquinaria que regula la fotomorfogénesis esta
constantemente activa aun cuando la raiz esta en oscuridad, como se propone en
lorizzo et al. (2016). Desde nuestra perspectiva, aun cuando la luz pueda transmitirse
desde el tallo, existe un fenémeno importante a descifrar y es que la raiz al exponerse
a luz, se ve afectada en cuanto a su acumulacién de carotenoides y su desarrollo. Por
lo cual la hipdtesis no parece simple de responder.

Otro de los genes involucrados en la sefializacion por luz y que estuvo mas expresado

en R/O fue el gen Par1 (Phytochrome-Rapidly Regulated 1). Este gen codifica para un

86



co-factor transcripcional que participa en la regulacion de la fotomorfogénesis y el
sindrome de huida de la sombra (shade avoidance syndrome, SAS) (Roig-Villanova et
al., 2006; Roig-Villanova et al., 2007; Bou-Torrent et al., 2008; Hao et al., 2012; Zhou et
al., 2014; Roig-Villanova and Martinez-Garcia, 2016). No hace mucho tiempo este gen
fue vinculado a la regulacién de la sintesis de carotenoides en tejido fotosintético de
Arabidopsis (Bou-Torrent et al., 2015). Sus funciones y relacién con la sintesis de

pigmentos se discute con mayor detalle en las secciones siguientes.

4.3. Eleccion de DcPar1: gen candidato que participaria en la regulacion de la
sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en oscuridad
Entre los genes reprimidos por luz en R/L y activados en R/O, se escogi6 caracterizar
el gen DcPar1 puesto que al poco tiempo de comenzados los analisis del transcriptoma
se vinculé este gen a la regulacién de la sintesis de carotenoides en tejido fotosintético
en Arabidopsis (Bou-Torrent et al., 2015). En esta publicacién se sugiere que la
proteina AtPAR1 seria un regulador negativo del factor de transcripcion AtPIF1, el cual
reprime la transcripcion del gen AtPsy, gen clave en la ruta de sintesis de carotenoides.
Se demuestra que plantas transgénicas sobre-expresoras de AtPar1 muestran niveles
elevados de carotenoides totales y una mayor expresion relativa del gen AtPsy. Por
tanto, y en vista que DcPar1 aparecié mayormente expresado en R/O, que participa de
la regulacién fotomorfogénica y que ademas AtPar? fue vinculado a la sintesis de
carotenoides en tejido fotosintético, se decidioé caracterizar la funcion de DcPar1 en la

raiz de zanahoria que crece en oscuridad.
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4.3.1. Las plantas OEAtPar1 poseen mayor expresion relativa del gen DcPsy1 en
su raiz que crece en oscuridad en correlacion a un aumento en los niveles
de carotenoides

El gen Par1 fue descrito en Arabidopsis como uno de los genes que se regulan positiva

y rapidamente en respuesta a fitocromos activos en condiciones de sombra simulada

[luz blanca (W) mas luz roja lejana (FR)] (Roig-Villanova et al., 2006). Si bien posee

localizacidén nuclear y un dominio proteico bHLH, carece de un dominio de union al

DNA funcional, por lo que su funcion reguladora la realiza dimerizando con otros

factores de transcripcion (Roig-Villanova et al., 2007; Hao et al., 2012; Bou-Torrent et

al.,, 2015). El alargamiento del hipocétilo es una respuesta adaptativa normal en
condiciones de escases de luz, como ocurre en los casos de sombra simulada y de
una alta densidad vegetativa alrededor de las plantas (Roig-Villanova et al., 2007; Hao
et al.,, 2012; Roig-Villanova and Martinez-Garcia, 2016). Se ha descrito que en
condicion de sombra los niveles de luz roja lejana (FR) activan a PHYA, el cual
promueve la union de PAR1 a los factores de transcripcion tipo PIFs, lo cual inhibe la
elongacion excesiva del hipocétilo de las plantas en sombra. En este escenario PAR1
impide que el regulador negativo de la fotomorfogénesis, PIF, se una a promotores de
genes que participan de procesos fotomorfogénicos. A la fecha, se ha podido
determinar la interaccion directa entre AtPAR1 y AtPIF4 (Hao et al.,, 2012) y entre

AtPAR1 y AtPIF1 (Bou-Torrent et al., 2015). AtPAR1 es un regulador negativo de SAS

y modula positivamente los procesos de-etiolacion y fotomorfogénesis, estimulando en

consecuencia la activacion de la maquinaria fotosintética luego de que su transcripcién

se induce, e impidiendo la excesiva elongacion de los hipocétilos promovida por los PIF

en oscuridad (Roig-Villanova et al,, 2007; Stange and Flores, 2012; Hao et al., 2012;

Zhou et al., 2014). En plantas de Arabidopsis sobre-expresoras del gen AtPar1 se

promueve la fotomorfogénesis (de-etiolacién) en oscuridad, bajo iluminaciéon por luz
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blanca, luz roja (R), luz FR y luz azul, evidenciandose este fenémeno a través de la
inhibicién de la elongacion del hipocétilo respecto de plantas silvestres (WT) crecidas
en las mismas condiciones (Hao et al., 2012; Zhou et al., 2014). También se observa
que lineas sobre-expresoras de AtPar1, y crecidas en luz, presentan un fenotipo enano
y color verde oscuro generalizado, esto ultimo producto de una mayor acumulacion de
clorofila y carotenoides en su tejido fotosintético respecto de plantas silvestres (WT)
(Roig-Villanova et al., 2007).

Sumado a lo anterior, se ha propuesto a PAR1 como un elemento integrador entre los
fendbmenos SAS y las redes transcripcionales activadas por fitohormonas como las
auxinas y giberelinas (Roig-Villanova et al., 2007; Bou-Torrent et al., 2008; Hao et al.,
2012). En sombra simulada (fendmeno que emula a SAS), PAR1 regula negativamente
la transcripcion de genes inducidos por auxinas (Saur15 y Saur68), probablemente
impidiendo la union de factores de transcripcion reguladores positivos que se unen a
los promotores de estos genes (Roig-Villanova et al., 2007; Bou-Torrent et al., 2008).
Dado que las auxinas promueven el desarrollo de la planta, incluida sus raices, como
bien se explicé en la seccidén 4.2., no es extrafo que genes que forman parte de una
cascada de senalizacion que se activa frente al fendmeno SAS (como Parf) en la que
se modifica el desarrollo de la planta, estén regulando la respuesta frente a la accion
de ciertas hormonas.

En el afo 2015, y en concordancia con los resultados previamente publicados por
Roig-Villanova et al. (2007), Bou-Torrent et al. (2015) report6 que PAR1 regula la
sintesis de carotenoides en tejido fotosintético gracias a que promueve la transcripcion
del gen Psy en condiciones de sombra simulada (W+FR). PAR1 se uniria a PIF1,
permitiendo asi que reguladores positivos de Psy se unan a su promotor. De esta

manera, aumentan los niveles de carotenoides totales en correlacion al aumento en los
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niveles de expresion relativa de Psy. Este fue el primer y Unico trabajo en que se
propuso a PAR1 como un elemento regulador de la sintesis de carotenoides en
plantas.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos anteriormente, se evaluaron los
efectos fenotipicos que tuvo la expresion de AtPar1 en la raiz de zanahoria que crece
en oscuridad.

La expresion de AtPar1 en Daucus carota provocod cambios en los niveles de expresion
relativa de determinados genes carotenogénicos y en la expresion relativa del gen Par1
enddégeno de zanahoria (seccién 3.4.2.). Dado que una expresion relativa mayor del
transgen AtPar1 se correlacion6 con los niveles de expresién relativa del gen DcPsy1
nos sugiere una posible regulacién positiva de AtPar1 sobre DcPsy1, y no asi sobre
DcPsy2 cuyos niveles de expresion relativa disminuyeron en todas las lineas
transgénicas analizadas (seccion 3.4.2.).

Por otro lado, si bien todas las lineas transgénicas presentaron una disminucién en la
expresion relativa del gen endégeno DcPar1 (seccion 3.4.2.), esto podria ser
consecuencia de que la expresion constitutiva del transgen compensa a la del gen
enddgeno, que solo debiese expresarse frente a determinados estimulos mediados por
los fitocromos, por lo que no seria necesario invertir recursos en su expresion.

La presencia de embriones naranjos durante el cultivo in vitro de las plantas
transformantes OEAtPar1, de antemano nos sugiri6 que el transgen podria estar
regulando la sintesis de carotenoides, permitiendo la acumulacion temprana de estos
pigmentos. Un fenédmeno similar se observé durante el cultivo in vitro de zanahorias
sobre-expresoras del gen DcPsy? (Molineros, 2017). Si bien las plantas adultas
regeneradas a partir de estos embriones y plantulas anaranjadas no sostuvieron este

fenotipo, si presentaron mayores niveles de carotenoides en su raiz que crecié en
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oscuridad (Molineros, 2017; Aguilera, 2018), al igual que en este trabajo. Ambas
situaciones tienen en comun no solo la produccién de embriones anaranjados, si no
también el aumento en los niveles de expresion relativa del gen DcPsy1. Es decir que,
tal vez, la expresién temprana del gen Psy? producto de la regulacion ejercida por
AtPar1 (regulacion que se mantendria en plantas adultas) o la sobre-expresion
constitutiva del mismo Psy1, es la responsable de que se acumulen mayores niveles
de carotenoides tanto en tejidos tempranos como en tejidos adultos (raiz). Hasta este
punto estas observaciones, sumadas a los resultados de los niveles de expresion
relativa de las plantas adultas OEAtPar1, sugieren que AtPar1 regularia la expresion
de Psy1, modulando asi la sintesis de carotenoides en la zanahoria.

El aumento de carotenoides en la raiz de OE1 y OE2 también fue similar al obtenido en
lineas de zanahorias transgénicas sobre-expresoras del gen Dxs de A. thaliana
(Simpson et al., 2016b). El gen Dxs codifica para la enzima DXS, la cual forma parte de
la ruta MEP (ruta del metil-eritriol 4-fosfato) que provee de las moléculas precursoras
para la sintesis de carotenoides y clorofilas en plastidios (Simpson et al., 2016b). Las
lineas transgénicas para AfDxs, presentan un aumento en la expresion relativa de
DcPsy1 en concordancia al aumento en los niveles de carotenoides, lo cual concuerda
con las lineas OE1 y OE2 y las lineas que sobre expresan el gen DcPsy1 (Aguilera,
2018).

Estos resultados en su globalidad, nos sugieren que AtPar1 podria estar regulando la
sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en oscuridad por medio de
la modulacion positiva de la expresion relativa del gen DcPsy1. Para que ocurra esta
regulacion positiva seria necesario un determinado umbral del nivel de expresion del
transgen, ya que en lineas transgénicas con una menor expresion relativa de AtPar1,

no se observa el aumento de la expresion relativa de Psy? ni un aumento en
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carotenoides (Figura 8.). Esta ultima hipétesis toma sentido si se consideran los
resultados de Roig-Villanova et al., (2007) los que sugieren que es necesario que
exista un determinado nivel de transcritos de Par1 para una normal respuesta de genes
inducidos por auxinas y regulados por PAR1 durante sombra simulada en plantas de
Arabidopsis.

Por otro lado, los efectos de AtPar1 sobre el contenido de carotenoides y sobre la
expresiéon de DcPsy1 en zanahorias adultas son similares a los observados producto
de la sobreexpresion de AtDxs en esta planta. DXS participa en la ruta de sintesis de
los precursores metabdlicos de los carotenoides, por o que su sobre expresién pondria
a disposicion una mayor cantidad de estas moléculas que luego son convertidas en
carotenoides (Simpson et al., 2016b). La disposiciéon de estos precursores estimularia
la expresidon de Psy1, para promover la sintesis de carotenoides. A mayor cantidad de
precursores, mas se induce la expresion de Psy71 y esto generaria el aumento en los
carotenoides. Cabe destacar que el aumento en la sintesis y acumulaciéon de
carotenoides en raiz de zanahoria se correlaciona directamente con el aumento en la
expresion de genes carotenogénicos (Fuentes et al., 2012). A diferencia de Dxs cuya
regulaciéon sobre Psy?1 seria mas bien indirecta, al ser PAR1 un co-factor
transcripcional, la regulacion sobre Psy71 seria directa. AtPAR1 activaria la
transcripcion de DcPsy1 gracias a que inhibe a los PIFs, factores de transcripcion que
impiden la expresion de este gen carotenogénico, tal como lo propone Bou-Torrent et
al. (2015). Ambos tipos de regulacién determinarian la acumulacién de carotenoides en
la raiz que crece en oscuridad. Seria por esta razén que tanto Dxs como variados
genes involucrados en la fotomorfogénesis se encuentran mas expresados en raices
con una alta acumulacion de carotenoides respecto de raices con una baja

acumulacion de estos pigmentos (lorizzo et al., 2016, esta tesis).
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Estos resultados también sugieren fuertemente que el gen DcPsy1 seria clave para la
sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria y que, por tanto, esta altamente
regulado por factores involucrados en procesos fuera de la ruta de biosintesis de estos
pigmentos.

Para comprobar esta hipotesis en especifico, seria necesario realizar nuevas
aproximaciones experimentales para comprobar que factores de transcripcién como los
PIFs, se unen al promotor del gen DcPsy1 (y/o de DcPsy2). Por lo demas, DcPsy1
presenta elementos de respuesta a luz en sus promotores (G-Box), secuencias a las
cuales se unen los PIF, por lo que en plantas expresoras de AtPar1 la union de PIF a
estos elementos seria menor. Adicionalmente, habria que determinar y comparar la
union de PIF al promotor de DcPsy1 tanto en raices R/L, R/O y las raices de plantas
SiRNA DcPar1. Ademas, se podria dilucidar el fenémeno que subyace a que DcPsy1y
DcPsy2 no muestren el mismo nivel de induccién cuando AtPar1 se esta sobre-
expresando en la raiz (Figura 9) a pesar de que ambos genes presentan en sus

promotores elementos de respuesta a luz (G-box) a los que se unen los PIFs.

4.3.2. Caracterizacion funcional del gen DcPar1

Gracias a la secuenciacion del genoma de zanahoria (lorizzo et al., 2016), se pudo
comparar la secuencia nucleotidica y aminoacidica de DcPar1 con otras secuencias
Par1 disponibles en las bases de datos. Respecto de las proteinas PAR1 de
Arabidopsis y zanahoria, estas muestran un alto nivel de similitud aminoacidica, 63,3%
(43,97% de identidad) y el motivo bHLH, lo que sugiri6 que pueden tener la misma
funcion molecular, lo que fue complementado con el analisis BifC y los analisis de

funcionalidad (secciones 3.5.4.y 3.5.5.2.).
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4.3.2.1. La proteina DcPAR1 se une in vivo al factor de transcripcion de
Arabidopsis AtPIF7

El motivo estructural basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) es un dominio caracteristico de
una familia de factores de transcripcién presentes en todos los organismos eucariontes
y que han sido relacionados a la regulacién de multiples procesos fisiolégicos, incluidos
la proliferacion celular y el desarrollo (Heim et al., 2003). Los dominios bHLH abarcan
aproximadamente 60 aminoacidos, los que se dividen en dos subdominios: el dominio
basico hacia el N-terminal, el cual participa en la unién del factor de transcripcion al
DNA, y hacia el C-terminal el dominio HLH de dos a-hélices anfipaticas unidas por un
loop de secuencia y longitud variable, el que participa de la interaccién proteina-
proteina (Toledo-Ortiz et al., 2003; Roig-Villanova et al., 2007).

En plantas, los factores de transcripcidon del tipo bHLH poseen residuos altamente
conservados en la region basica que son los responsables de que estas proteinas
tengan afinidad por el DNA y se unan a este. Estos residuos claves normalmente
corresponden a residuos de histidina (posicion 5), acido glutamico (posicion 9) y
arginina (posicion 13) (Heim et al., 2003). Como se observé en la Figura 12, estos
residuos no estan presentes en las proteinas PAR1 de Arabidopsis y zanahoria, lo que
explicaria su incapacidad para unirse al DNA. Por otro parte, se ha descrito que en
todas las proteinas bHLH de plantas en la hélice 1 (Helix 1) se conserva un residuo de
leucina en la posicién 23, indicando su importancia en el proceso de dimerizacion
(Heim et al., 2003). Este residuo de leucina 23 esta presente en los dominios bHLH de
Arabidopsis y zanahoria (Figura 12), lo que sugiere que DcPAR1 tendria la capacidad
de dimerizar con otras proteinas.

La capacidad de DcPAR1 para dimerizar y de formar heterodimeros con otras

proteinas in vivo, se comprobd mediante ensayos de BifC (seccion 3.5.4.), mientras
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que para AtPAR1 se describen estas mismas caracteristicas en Hao et al., (2012) y
Bou-Torrent et al. (2015).

El dimero formado por las proteinas del tipo bHLH se estabiliza gracias a los residuos
hidrofébicos presentes en la hélice 2 (Helix 2) (Heim et al., 2003). Este tipo de residuos
hidrofébicos, se observaron en la hélice 2 de las proteinas AtPAR1 y DcPAR1 (Figura
12).

Ya se ha determinado que AtPAR1 dimeriza con los factores de transcripcién AtPIF1
(Bou-Torrent et al., 2015) y con AtPIF4 (Hao et al., 2012) y en esta tesis comprobamos
qgue DcPAR1 tiene la capacidad de unirse a otras proteinas como AtPIF7 (Figura 13) y
recientemente a DcPIF3 (Duran, 2019). En base a esto ultimo, y considerando que el
dominio bHLH de DcPAR1 conserva el residuo esencial que permite la dimerizacion
con otras proteinas ademas de los residuos que permiten la estabilizacién de esta
union, sumado a su alto porcentaje de similitud con la proteina AtPAR1, nos permite
sugerir que DcPAR1 cumpliria un posible rol regulatorio sobre la sintesis de

carotenoides en la raiz de zanahoria.

4.3.2.2. Sobreexpresion del gen DcPar1 en Daucus carota

La sobre-expresion de genes ha sido utilizada para la caracterizacion de otros genes
de zanahoria involucrados en la sintesis de carotenoides, como por ejemplo DcPsy1,
DcPsy2, DcLcyb1y DcLcyb2 (Molineros, 2017; Aguilera, 2018; Rosas, 2015; Moreno et
al., 2013). En estos trabajos se obtuvo un aumento en los niveles de carotenoides en
plantas sobre-expresoras, y por tanto valida este tipo de estrategia para la

caracterizacion de los genes.
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Para el caso de la sobre-expresion del gen DcPar1, por tanto, llama la atencion que no
se obtuvieron plantas transgénicas, a pesar de que el cultivo in vitro fue exitoso
(seccion 3.5.4.1.) y conducido de manera regular: se seleccionaron los explantes
transformantes con el agente de seleccion correspondiente, los embriones
desarrollados tenian un fenotipo saludable similar a los embriones silvestres, la
obtencion de embriones transformantes fue un proceso que demoré mas tiempo que la
obtencién de embriones silvestres, como era de esperarse. Por otro lado, explantes de
zanahoria sin transformar (silvestres) que también se sometieron a las condiciones de
cultivo in vitro para la obtencion de embriones, pero en ausencia del agente de
seleccion (control negativo del cultivo) murieron rapidamente, dentro de las primeras 3
semanas de cultivo. Tanto la muerte de explantes silvestres sometidos a cultivos con
agente de seleccién, como la demora en el desarrollo de embriones transformantes
respecto de embriones silvestres (desarrollados en medios de cultivo sin agente de
seleccion), son senales que nos indican que el procedimiento y los medios de cultivo in
vitro utilizados para la obtencion de plantas transgénicas fueron correctos, por lo que
no serian un factor determinante en el resultado de esta actividad.

Considerando los efectos fenotipicos a nivel del desarrollo que presentan plantas de
Arabidopsis sobre-expresoras de AfPar1, los que incluyen enanismo y problemas de
fertilidad (silicuas mas pequefas y con una baja considerable en la produccién de
semillas) (Roig-Villanova et al., 2007; Hao et al., 2012; Zhou et al., 2014), cabe
plantearse la posibilidad de que la sobre-expresion del gen enddgeno en zanahoria tal
vez genere tempranamente problemas en la regulacién del desarrollo de embriones
que afecta negativamente al proceso de seleccion de éstos, generandose un alto

porcentaje de plantas transformantes falsos positivos. Aunque esto no es concluyente
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dado que en las plantas de zanahoria que expresaron AtPar1 no se obtuvieron estos
resultados.

No obstante a los resultados obtenidos para la sobre-expresion del gen DcPar1 como
metodologia para la caracterizacion funcional del gen, la implementacion de la
estrategia de silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) resulté exitosa
(seccion 3.5.4.2.), por lo que se cumple con el objetivo de caracterizar la funcién de

este gen en la planta de Daucus carota.

4.3.2.3. Las plantas SiRNA DcPar1 tuvieron una raiz modificada delgada y con
una reduccion en los niveles de carotenoides

El silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) se ha realizado previamente en
otras plantas que acumulan una gran cantidad de carotenoides como el tomate (Fraser
et al., 1999; Ronen et al., 2000) y en nuestro grupo de investigacion ya se ha
optimizado esta estrategia en Daucus carota obteniendo resultados exitosos (Pizarro,
2008; Ocarez, 2010; Flores, 2010; Moreno et al., 2013). Mediante SGPT se caracterizo
el rol del gen DcLcyb1 en raiz de zanahoria. El silenciamiento de hasta un 95% de este
gen provocé una disminucién entre un 40% y 60% en los niveles totales de
carotenoides y de a-caroteno y fB-caroteno en correlacion a una disminucion en la
expresion relativa de los genes DcPsy1y DcPsy2, resultados similares a las SGPT de
DcPar1.

Por otro lado, el silenciamiento de hasta un 80% aproximadamente del gen AtPar1 en
plantas de Arabidopsis, gener6é cambios fenotipicos evidentes en las plantas sometidas
a distintos tratamientos de luz asociados a la disminucion de la expresién relativa del

gen, cambios en el desarrollo y pigmentacion de los hipocotilos (Zhou et al., 2014).
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En esta tesis, el silenciamiento de hasta 95% del gen DcPar1 (Figura 15) no afecto el
desarrollo de las plantas, ni la pigmentacién de los hipocétilos ni del tejido fotosintético.
Sin embargo, tuvo drasticas consecuencias en la raiz de D. carota a nivel fenotipico (la
reduccién del tamano de la raiz, Figura 17), molecular (disminucion en los niveles de
expresion relativa de todos los genes carotenogénicos analizados, Figura 19) y
funcional (reduccién en los niveles de carotenoides totales y de a-caroteno y f-
caroteno acumulados, Figura 18).

Es importante mencionar que el grosor de las raices también se redujo en las plantas
silenciadas para DcLcyb1 (Moreno et al., 2013), pero el efecto en las plantas SGPT de
DcPar1 fue muchisimo mas drastico. Esto puede deberse, quizas, a un rol funcional
mas amplio que tiene el gen Par1, el cual es capaz de inhibir la elongacién del
hipocétilo en condiciones de sombra simulada, participar en la fotomorfogénesis,
regular la respuesta que tienen genes inducidos por auxinas durante el crecimiento y
regular la sintesis de carotenoides (Roig-Villanova et al., 2006; Roig-Villanova et al.,
2007; Bou-Torent et al., 2008; Hao et al., 2012; Zhou et al., 2014; Bou-Torrent et al.,
2015), por lo que su silenciamiento pudo haber tenido efectos pleiotrépicos. Por otro
lado, Par1 podria tener un caracter de “master gene” dado que participa y regula
diversos fendmenos fisiolégicos en la planta. Es asi que una disminucién en sus
niveles de expresion relativa producto de un silenciamiento afecta de cierta forma a
todos los procesos regulados por este gen.

Por otra parte, proponemos que el desarrollo de la raiz de zanahoria esta vinculada a
la sintesis de carotenoides dado que las plantas a las que se les silencid el gen
DcLcyb1y DcPar1, también manifestaron cambios en la morfologia de su raiz (Moreno
et al., 2013), y la sobre-expresion de genes como DcLcyb1 y DcPsy1 inducen un leve

aumento del tamafio de la raiz (Moreno et al., 2013; Aguilera, 2018).
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La reduccion generalizada en la expresion relativa de los genes carotenogénicos
endogenos ocurrida en correlacion de los elevados niveles de silenciamiento de
DcPar1, coloca nuevas interrogantes respecto de como se regulan
transcripcionalmente estos genes y para ello son requeridos nuevos estudios donde,
por ejemplo, se evalle la abundancia de PIF y la unién de éste a los promotores de
genes carotenogénicos en plantas silenciadas para DcPar1 y plantas silvestres.
Proponemos que DcPar1 forma parte de una cascada de sefalizacion que induce la
sintesis y acumulacion de carotenoides en la raiz de zanahoria a través de la induccion
de la expresién de los genes carotenogénicos. Al respecto y de manera que sustenta
esta hipotesis, ponemos como referente a la raiz que crece en luz (R/L), la que
presenta reducidos niveles de DcPar1 (junto a otros genes como se menciond
anteriormente producto del resultado de RNA-Seq), una reduccion en la expresion
relativa de genes carotenogénicos y de acumulacion de carotenoides, junto a tener un
fenotipo delgado (Fuentes et al.,, 2012), similar al de la raiz de las plantas SiRNA
DcPar1.

Por el contrario, en el tejido fotosintético no hubo cambios fenotipicos, evidenciando
una regulacioén diferencial entre hoja y raiz.

Por otro lado, y como un resultado inesperado, en todas las lineas SiRNA DcPar1
analizadas, se observdo un aumento en el contenido del pigmento luteina. Este
pigmento que deriva de la hidroxilacion del a-caroteno, es el carotenoide mas
abundante en tejido fotosintético (Kim and DellaPenna, 2006) y se acumula tanto en las
hojas como en la raiz de zanahoria que crece en luz (R/L) (Fuentes et al., 2012;
Rodriguez-Concepcion and Stange, 2013). Por lo tanto, las raices SiRNA DcPar1
presentan un perfil carotenogénico de tejido fotosintético similar al de RI/L, lo que

sustenta la hipotesis previamente planteada.
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El hecho de que todos los genes carotenogénicos involucrados en la sintesis de a-
caroteno, p-caroteno y de luteina se encontraron con expresion relativa reducida, nos
sugiere que la razén de que la luteina haya aumentado en las plantas SiRNA DcPar1
podria deberse a una modificacion post-traduccional de alguna de las enzimas
caroteno-hidroxilasa o de la estabilidad de los pigmentos en los plastidios. Para
responder a esta hipotesis se podria cuantificar el nivel de proteinas (enzimas)
acumuladas y/o su eficiencia en cuanto a su actividad (en este caso, una alta eficiencia
qgue permite convertir la mayor parte de los precursores en luteina).

En relacion a lo anterior, DcPar1 podria ser uno de los responsables de que la raiz de
zanahoria que crece en oscuridad genere un desarrollo secundario de la raiz y
mantenga un perfil de expresién de genes carotenogénicos y de acumulacion de
pigmentos acorde a sus condiciones de crecimiento en ausencia de luz. Este rol lo
cumpliria en su calidad de co-factor transcripcional, uniéndose a factores de
transcripcion (como PIF, y tal vez otros factores de transcripciéon involucrados tanto en
la sintesis de carotenoides como en el desarrollo de la raiz secundaria en zanahoria)
gue modulan negativamente la transcripcion de genes carotenogénicos claves (como
DcPsy1, y tal vez otros de los genes que codifican para enzimas de la ruta de
biosintesis de carotenoides).

En la figura 20, se resume en dos modelos propuestos lo que estaria ocurriendo a nivel
transcripcional con los genes carotenogénicos y las proteinas DcPAR1 y DcPIF.

En base a nuestros resultados proponemos que en la raiz que crece en luz (R/L), la
disminucion en los niveles de transcritos de Par1 se traduciria en una disminucién en
sus niveles proteicos (lo que se propone determinar como proyeccion), lo que
favoreceria que los factores de transcripcion PIF (u otros) regulen negativamente la

transcripcién de genes carotenogénicos, como Psy7. La disminucién de PAR1 no solo
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afectaria negativamente al proceso de sintesis de carotenoides si no también a
procesos relacionados con el desarrollo secundario de la raiz, la que sufre un cambio
en su patron de crecimiento normal (Figura 20A). Por el contrario, en la raiz que crece
en oscuridad (R/O), los niveles de transcritos de DcPar1, y por consiguiente sus niveles
proteicos, se mantendrian en un nivel adecuado para que este co-factor transcripcional
regule positivamente el proceso de sintesis de carotenoides y el desarrollo de la raiz
secundaria, tal como ocurre en una planta silvestre que crece completamente en
oscuridad (Figura 20B). En cuanto a las raices de zanahoria SiRNA DcPar1 y que
crecen en oscuridad, estas presentarian un perfil carotenogénico similar a las raices
R/L, asi mismo como modificaciones en su patrén de desarrollo, dado que la
disminucion de los transcritos de DcPar1 podrian correlacionarse a una disminucién en
sus niveles de proteinas, provocando lo descrito anteriormente para la raiz que crece
en luz (R/L).

Por lo tanto, el gen DcPar1 podria ser uno de los factores fundamentales que
determinan que la raiz de zanahoria pueda acumular grandes cantidades de
carotenoides en oscuridad, ademas de ser un elemento integrador (o ‘master gene’)
que participa de la coordinacion de la sintesis de pigmentos con los procesos de

desarrollo de la raiz.
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Figura 20. Modelos que explican el posible rol del gen DcPar1 en la sintesis
de carotenoides en Daucus carota. A) En luz, la baja abundancia del transcrito de
Par1 explicaria el fenotipo de la raiz crecida en luz (R/L) y la mayor abundancia de
transcrito favorece la expresién de genes y sintesis de carotenoides en la raiz
crecida en oscuridad (R/O). B) Rol de Par1 en raices silvestres y silenciadas para
este gen que crecen en oscuridad. En raices silvestres la abundancia del factor
DcPAR1 permitiria la acumulacién de carotenoides y el desarrollo secundario
normal de la raiz, tal como se observa en la raiz R/O en Figura 20A. En plantas
silenciadas, por el contrario, se verian afectadas la transcripcion de genes
carotenogénicos y posiblemente de genes involucrados en el desarrollo de la raiz,
explicando asi la disminucion en los niveles de pigmentos y los cambios en los
patrones normales de desarrollo de la raiz, tal como ocurriria en la raiz R/L en
Figura 20A. Flechas indicando hacia arriba o abajo, significan aumento o
disminucion respectivamente; P: promotor; el simbolo X’ indica bloqueo o
disminucion; Psy1/Psy2: gen para la fitoeno sintasa 1 y/o 2; Lcyb/Lcye: licopeno
beta ciclasa y/o licopeno épsilon ciclasa; PIF: phytochrome interacting factor; PAR1:
phytochrome rapidly regulated 1.
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5. Conclusiones

La secuenciacidn de los transcritos de la raiz de zanahoria de 8 semanas
crecida en luz (R/L) y oscuridad (R/O), permitié elaborar un ensamble
transcriptdmico de novo confiable, el cual fue validado in vivo.

Genes involucrados en sintesis y sefializacion de fitohormonas, desarrollo
plastidial, de sefnalizacién por luz y en la fotomorfogénesis, son mayormente
expresados en R/O y podrian participar en la regulacién de la sintesis y/o
acumulacién de carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en oscuridad.

El gen DcPar1 cuyos niveles de transcritos son regulados positivamente en R/O
y negativamente por la luz, codificaria una proteina con 63% de similitud con
AtPAR1, y presentaria un dominio bHLH requerido para la heterodimerizacion.
A nivel funcional, presenta localizacion nuclear y capacidad de unirse a
factores de transcripcion del tipo PIF.

Dado que el SGPT de DcPar1 provoca una disminucidon en los niveles de
transcritos de genes claves en la sintesis de carotenoides ademas de una
disminucién significativa en los niveles de carotenoides en la raiz de zanahoria
que crece en oscuridad, proponemos que el gen DcPar1 estaria vinculado a la
regulaciéon de la sintesis y/o acumulacion de carotenoides en la raiz de
zanahoria que crece en oscuridad.

Dado que el SGPT de DcPar1 produjo raices de Daucus carota delgadas con
bajos niveles de carotenoides, se sugiere fuertemente que DcPar1 participa en
el desarrollo de la raiz de reserva de zanahoria, y que la sintesis y/o
acumulacién de carotenoides en ella esta intimamente relacionada al desarrollo

de este dérgano.
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Entonces, podemos afirmar la hipétesis propuesta y concluir que el gen DcPar1 es un
gen regulado negativamente por la luz y que, siendo un gen no carotenogénico, es
capaz de regular la sintesis de carotenoides en la raiz de Daucus carota que crece en

oscuridad.
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6. Proyecciones

6.1. Caracterizacion funcional del gen DcPar1 y su rol en la sintesis de
carotenoides

Las aproximaciones experimentales utilizadas en este trabajo permitieron establecer
correlaciones entre los niveles de transcritos del gen DcPar1 y AtPar1, la union directa
de PAR1 y PIF y los niveles de transcritos de genes carotenogénicos y el fenotipo de la
raiz de zanahoria que crece en oscuridad (cambios en los niveles de carotenoides
acumulados y/o cambios en el patrén de desarrollo normal de la raiz). Sin embargo, se
hace necesario complementar estas aproximaciones considerando los niveles de
proteinas codificadas por los genes analizados en este trabajo mediante Western Blot.
Por ejemplo, considerar si la disminucion en los niveles de transcritos de DcPar1 en
plantas silenciadas o en la raiz R/L se acompafa de una disminucion en la cantidad de
proteina PAR1 y las proteinas codificadas por los genes carotenogénicos, comparando
esto con una raiz silvestre crecida en oscuridad (o R/O), explicando asi los resultados
observados.

Con relacién a esto ultimo, en la actualidad en nuestro grupo de investigacion se esta
optimizando el protocolo de Western Blot a partir de proteinas de la raiz de zanahoria,
para que puedan realizarse los analisis antes mencionados y los que se exponen a
continuacion.

Por otro lado, y para sumar antecedentes respecto de la funciéon que cumple el gen
Par1 en la sintesis de carotenoides proponemos, por un lado, determinar factores de
transcripcion blancos de DcPAR1 mediante Co-Inmunoprecipitacion de proteinas. Esto
ultimo considerando que PAR1 no solo interactie con los factores de transcripcion tipo

PIF y que existan otros factores de transcripcién, regulados por la luz, que participan
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en la regulacion de la sintesis de carotenoides y/o en la coordinacion de este proceso
con el desarrollo de la raiz. Al determinar los factores de transcripcion blancos de
PAR1, se propone también determinar la unién de DcPIF y de estos nuevos factores de
transcripcion a los promotores de genes carotenogénicos mediante la técnica ChiP-
DNA (Inmunoprecipitacién de cromatina), teniendo en cuenta que tanto DcPsy1 como
DcPsy?2 poseen elementos de respuesta a luz (G-Box) en sus promotores, elementos
cis de union de PIF. Encontrando nuevos blancos de PAR1, se puede ampliar no solo
el estudio de la sintesis de carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en
oscuridad, si no que pueden surgir antecedentes respecto de procesos que se regulan
paralelamente a este fendmeno (como el desarrollo de la raiz secundaria).

Ademas, seria interesante evaluar la posibilidad de generar plantas de zanahorias
mutantes nulas de PAR1, mediante mutacién sitio dirigida a los aminoacidos
esenciales del dominio bHLH para impedir la interaccién proteina-proteina de PAR1
(seccion 4.3.3.) utilizando la técnica CRISPR-Cas. Impidiendo la unién de este co-
factor transcripcional a sus factores de transcripcion blanco, se podrian evaluar las
consecuencias fenotipicas en un rango mas amplio, no solo a nivel de sintesis y/o
acumulacién de carotenoides y desarrollo de la raiz, si no algunos niveles que tal vez

no se perciban en las zanahorias silenciadas para DcPar1.

6.2. Relacion funcional de DcPar1 y otros genes mas expresados en R/O que en
R/L

El gen Par1 forma parte de un grupo de genes que participan de cascadas de
sefalizacion activadas por luz y mediadas por fotoreceptores como los fitocromos.

Varios genes involucrados en esta sefalizacién como PhyA, Pif4, Far1, Fhy3 y que
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estuvieron mas expresados en R/O respecto de R/L estan siendo actualmente
caracterizados por otros miembros de nuestro grupo de investigacion, determinando su
rol en la sintesis y/o acumulacién de carotenoides en la raiz de zanahoria que crece en
oscuridad. Estos estudios en un futuro permitiran relacionar la funcién de DcPar1 con
estos factores (posiblemente mediante analisis por BifC y/o Inmunoprecipitacion, entre
otros) y asi posiblemente dilucidar la razén por la cual estas cascadas de sefalizacion
activadas por luz y caracterizadas previamente en tejido fotosintético, se encontrarian
activas en un organo de la planta que crece en ausencia de luz, interrogante también

planteada por lorizzo et al. (2016).
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8. Anexo

8.1. Tablas de Materiales y Métodos

Tabla 1: Composicion de medios de cultivo para la transformacién y
embriogénesis somatica de Daucus carota

Composiciéon | Germinacion | Co-cultivo MI* MIl* Ml
MS** 4,43 g/L 4,43 g/L 4,43 g/L 4,43 g/L 4,43 g/L
Myo-Inositol 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L
Sacarosa 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L
Agar-Agar 7 g/lL 7 g/lL 7 g/lL 7 g/L 7 g/L
2,4-D*** - - 1 mg/L 0,5 mg/L -
Higromicina - - 2 mg/L 4 mg/L 6 mg/L
Timentin - - 300 mg/L 300 mg/L 300 mg/L

*corresponden a los tres medios de cultivo in vitro para la embriogénesis somatica de

Daucus carota.
**Murashige and Skoog basal médium with vitamins. Medio de cultivo para plantas

(Phytotechnology).
***Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

Tabla 2: Partidores utilizados para amplificar y clonar el gen DcPar1 en vectores
de entrada PCR8 y vectores BifC

Partidor Secuencia 5’--->3’ Caracteristicas Amplicén
esperado
DcPar1.F ATG AAA AAC ATAACC ACC | Partidor que hibrida
GGA ATG GC desde el ATG del CDS
del gen 363 pb

DcPar1.R s/t | GCC TCC AAGCTT AGATTT Partidor que hibrida al
TTG CTT GT final de la secuencia CDS
del gen sin incluir el
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codon de término

2X35S CTTCGCAAGACCCTTCC Partidor que hibrida en
promotor 35s de vectores

BifC

Tabla 3: Programas de PCR convencional, RT-PCR, PCR colonia y qRTPCR
utilizados en este trabajo.

A. PCR convencional

Etapa

Condiciones (T°C/tiempo)

Numero de ciclos

Denaturacion inicial

94°C/ 5 minutos

Denaturacién por ciclo

94°C/ 40 segundos

Alineamiento del partidor

TH°C*/ 20-30 segundos

Extencion**

72°C/ 30 seg. -1 minuto

30-40

Extencion final

72°C/ 10 minutos

Conservacion

10°C/ 30-60 minutos

*THCC: temperatura hibridacién de partidores.

utilizado.

Esta

varia segun partidor

**Tiempo varia segun fragmento a amplificar. Se calcula segun VTag = 1Kb/min

y el largo del fragmento.
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B. Transcripcion Reversa (RT-PCR)

Numero de ciclos

Etapa Condiciones (T°C/tiempo)
1 70°C/ 5 minutos
2 25°C/ 5 minutos
3 42°C/ 60 minutos 1
4 70°C/ 15 minutos
5 10°C/ 30-60 minutos

C. PCR de colonias

Etapa

Condiciones (T°C/tiempo)

Numero de ciclos

Denaturacion inicial

94°C/ 5 minutos

Denaturacién por ciclo

94°C/ 40 segundos

Alineamiento del partidor

TH°C*/ 20-30 segundos

Extencion**

72°C/ 30 seg. -1 minuto

35

Extencion final

72°C/ 10 minutos

Conservacion

10°C/ 30-60 minutos

*TH°C: temperatura hibridacién de partidores. Esta

utilizado.

varia segun partidor

**Tiempo varia segun fragmento a amplificar. Se calcula segun VTaqg = 1Kb/min

y el largo del fragmento.
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D. qRTPCR

Etapa

Condiciones (T°C/tiempo)

Numero de ciclos

Denaturacion inicial

94°C/ 5 minutos

Denaturacién por ciclo

94°C/ 15segundos

Alineamiento del partidor 60°C/ 15 segundos 50
Extencién** 72°C/ 15 segundos
Extencion final 72°C/ 10 minutos 1
Tabla 4: Partidores para qRTPCR utilizados en este trabajo
Partidor Secuencia 5’-3’ Usos
AtgPar1.F CGC AGAACCAAACGG AGATTG Utilizados para la medicion
TCAG de los niveles de expresién
AtgParl.R | GGG ATA ATC CTC TGC AAC GCC | del gen AtPar1 en plantas
TCA A de zanahorias
transgénicas.
DcqPar1.F AAT GCC AAG CCC TTG AGC CAC Utilizados para la medicion
de los niveles de expresién
DcgPar1.R ATC CTC ATC CTC ATC AGC TCC del gen DcPar1 en plantas
AGT de zanahorias
transgénicas. Utilizados
para validacion del
transcriptoma.
DcqOr.F CAA CAG GAG CAG AAG CGATGC Utilizados para validacion
AAG del transcriptoma.
DcqOr.R TCC ATT CAC CAT TGC GAC TGG
TTCA
DcqgPhyA.F GCA GTT ACA AGT GAG ATG GTC Utilizados para validacion
AGG C del transcriptoma.
DcqPhyA.R | ATG GCT TTA TCC ACA GGA AGA
CCG
DcqPhyB.F | TTG AGT CAC CCA CGT ACT GCT | Utilizados para validacion
GTT del transcriptoma.
DcqPhyB.R | CGC AGC GAA TTT AGG ATT GTC
TGC C
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DcqgPif4.F

GTG ACA ATT TCA GGA CAG CAG
GTA

Utilizados para validacion
del transcriptoma.

DcqPif4.R CCA GCA TGG TTC ATT ACC CTC
AAC
DcqCop1.F TTC AGC TCA CAC CCA CTA GAA | Utilizados para validacion
CCA del transcriptoma.
DcqCop1.R | CAC CAG CCC AGA AGC TAA TTT
CTCA
DcqlLcyb2.F | GCT TGC GAT GCT TAG CTT GTC | Utilizados para le medicion
ACT de los niveles de expresién
DcqgLcyb2.R | CAA TAC CAC CAT TCA CCA ACT |del gen DcLcyb2 en
CcCC plantas de zanahorias
transgénicas. Utilizados
para validacion del
transcriptoma.
DcqlLcyE.F CCC AGA AAC TTC TAC ACA ATC | Utilizados para le medicion
TCC ACC de los niveles de expresién
DcqlLcyE.R | CCC ACA ACT CAC CTT CAC ATT | del gen DcLcyE en plantas
ACT CC de zanahorias
transgénicas.
DcqCxbh1.F | CTC AAG CTC CAC CTC ATT CTC | Utilizados para le medicion
TCT GG de los niveles de expresién
DcqCxbh1.R | GAC GGG TTT AGT TTT CGG ACG | del gen DcCxbh1 en
GAT G plantas de zanahorias
transgénicas.
DcqCxbh2.F | TGC CTT CTT GCA TCT CTC CCA | Utilizados para le medicion
ACA de los niveles de expresién
DcqCxbh2.R | TTT CCT ACA CGG AAC AAC CCG | del gen DcCxbh2 en
ACA G plantas de zanahorias
transgénicas.
DcqFar1-5.F | TTT CAG CGG TCA TTT GTT TGT | Utilizados para validacion
GCC del transcriptoma.
DcqFar1-5.R | TCG GGT TAT AGT GCG AGG ACG
TTTG
DcqgDag.F GGT TGA TAA GTG GGG TAC GTG | Utilizados para validacion
CAA G del transcriptoma.
DcqDag.R ACC TGG AGT TCT ATG GGT TCT
TCC
DcqAlf1.F GTC TCC ACT GGG CTT CTC TTT | Utilizados para validacion
CAC del transcriptoma.
DcqAlf1.R ATT GCT GGATGC TCTCTG TGG C
DcqAlIf5.F TTA CCT GCG GAG GAA GTA CCC Utilizados para validacion
del transcriptoma.
DcqAlf5.R CTT CTC TTG CAT CCC ATC TCT
GGC
DcqgPds.F TCTCCACCTCCTTCATTCAGTCTAA | Utilizados para validacion
del transcriptoma.
DcqPds.R GCAAAATGAAGTCGCTATGTGTCT
DcqgZds.F GGCAAGCTTCTGCCTACATTTG Utilizados para validacion

del transcriptoma.
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DcqZds.R TGATCACCTTCTAGTGGTCCGA
DcqArc6.F CCG AGG TGT TAG ATG GCC AGA | Utilizados para validacion
TG del transcriptoma.
DcqArc6.R TAA GTG AGT AGT CCC AGG ACC
AAC C
DcqDxs1.F GCA TAC CCC TGG CAT ACT CAT | Utilizados para le medicion
CTAC de los niveles de expresién
DcgDxs1.R | GAG CCC TCA GTA GTG CCT TAA | del gen DcDxs1 en plantas
GC de zanahorias
transgénicas. Utilizados
para validacion del
transcriptoma.
DcqArf6.F TCA TGA GCT GCG TAG TGA ACT | Utilizados para validacion
TGC del transcriptoma.
DcqArf6.R AGC TGC CAG CCT GAT CTT AAA
GGA
DcqgPa1p.F CTC AAT GCT ACA ACA ACT GCC | Utilizados para validacion
CcC del transcriptoma.
DcqPa1p.R | TGA TTA GCT CGC TCA TTC CAC
GTC
DcqPsy2.F TGG CTC AAGCAGGGCTTITCT Utilizados para le medicion
de los niveles de expresién
DcqPsy2.R | ATG CCC ATA CCG GCC ATC TA del gen DcPsy2 en plantas
de zanahorias
transgénicas. Utilizados
para validacion del
transcriptoma.
DcqCrtiso.F | TGC CTC CAG ATA CGG ATT GCC A | Utilizados para validacion
del transcriptoma.
DcqCrtiso.R | AGG ACA GTC GGA ATG CTC AGG
AAT
DcqMio.F CAG AAC TGG ACA GAT TGG GGT | Utilizado como gen
GC normalizador en los
DcqMio.R ATC ACC GCT GCT CGATGT TGT C | distintos  ensayos  de
gqRTPCR. Utilizados para
validacion del
transcriptoma.
DcqUbi.F GCT CGA GGA CGG CAG AAC Utilizado como gen
normalizador en los
DcqUbi.R CTT GGG CTT GGT GTAGGT CTT C | distintos  ensayos  de
gqRTPCR. Utilizados para
validacion del

transcriptoma.
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Tabla 5: Combinaciones de vectores utilizados para ensayo BifC

PYFN | pYFC | pYFN: pYFC: pYFN: | pYFC:

empty | empty | DcPar1 | DcPar1 | AtPif7 | AtPif7
PYFN empty X X X
pYFC empty X X X
pPYFN:DcPar1 X X X
pYFC:DcPar1 X X X
pYFN:AtPif7 X X X
pYFC:AtPif7 X X X

- BIifC: Bimolecular fluorescence complementation.

- pYFN/pYFC empty: vectores BifC vacios (controles negativos).

- pYFN:/pYFC:DcPar1: vectores BifC con la secuencia que codifica la
region N-terminal o C-terminal de la proteina fluorescente amarilla

(YFP) fusionada a la secuencia codificante del gen DcPar1.

- pYFN:/pYFC:AtPIf7: vectores BifC con la secuencia que codifica la
region N-terminal o C-terminal de la proteina fluorescente amarilla
(YFP) fusionada a la secuencia codificante del gen AtPif7.

Tabla 6: Secuencias contigs utilizadas para la validacion del transcriptoma de

novo
Anotacion Contig ID Numero de reads Numero de reads
en oscuridad en luz
DcPar1 Contig42760 17 0
DcOr Contig15664 825 25,5
DcPhyA Contig4845 28 0
DcPhyB Contig1318 39 0,5
DcPif4 Contig3423 17 0
DcCop1 Contig9757 34 1
DcLcyb2 Contig29892 12,5 0
DcFar1-5 Contig28971 11 0
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DcDag Contig12990 22,5 1
DcAIf1 Contig1983 169 0
DcAIf5 Contig22603 74 0
DcPds Contig6437 53 0
DcZds Contig11017 34 0
DcArc6 Contig17614 12,5 0
DcDxs1 Contig2826 290 2,5
DcArfé Contig20289 16,5 0,5
DcPa1-p Contig10351 472 0
DcPsy2 Contig3840 12,5 11
DcCrtiso Contig33224 245 83,5
DcMio1 Contig5184 - -
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8.2. Anexos resultados

8.2.1. Alineamiento nucleotidico entre secuencia DCAR_013315 y la secuencia
PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus transcription factor PAR1

(LOC108217806), mRNA (XM_017390696.1) (DcPar1)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

DCAR 013315 ATGAAAAACATAACCACCGGAATGGCCAATGCCAAGCCCTTGAGCCACTCCTCATCTCTA 60

XM _017390696.1 ATGAAAAACATAACCACCGGAATGGCCAATGCCAAGCCCTTGAGCCACTCCTCATCTCTA 60
AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 GCCACCAAGGCATTAATGCCCCCTGCCCACATCACTCTCAAGAGAAAAAGAGATGTGGGC 120

XM _017390696.1 GCCACCAAGGCATTAATGCCCCCTGCCCACATCACTCTCAAGAGAAAAAGAGATGTGGGC 120
AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 TTAGCTGACAACACTGGAGCTGATGAGGATGAGGATCATCAAGAGGAGTCTAAAGAAGAG 180

XM_017390696.1 TTAGCTGACAACACTGGAGCTGATGAGGATGAGGATCATCAAGAGGAGTCTAAAGAAGAG 180
R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 GTGGAGAAGAAGATAGTTGAGCTGCAGAAGATAGTGCCAGGGGGAGAGTCACTTGAGAAT 240

XM _017390696.1 GTGGAGAAGAAGATAGTTGAGCTGCAGAAGATAGTGCCAGGGGGAGAGTCACTTGAGAAT 240
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 GTAGACAATCTTTTTGAAGAAACAGCTGGCTACATTTTGGACTTGCAGAACCAAATCAAA 300

XM_017390696.1 GTAGACAATCTTTTTGAAGAAACAGCTGGCTACATTTTGGACTTGCAGAACCAAATCAAA 300
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 GGTCTCAGAGTTCTTGCTTCTTTTTTTCAATTACTTGACAAGCAAAAATCTAAGCTTGGA 360

XM _017390696.1 GCTCTCAGAGTTCTTGCTTCTTTTTTTCAATTACTTGACAAGCAAAAATCTAAGCTTGGA 360
R R R R R R R R R ]

DCAR 013315 GGCTGA 366

XM _017390696.1 GGCTGA 366

R REy

Figura 1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas entre la secuencia
DCAR_013315 y la secuencia de DcPar1 depositada en NCBI (XM_017390696.1).
Los alineamientos fueron realizados utilizando la herramienta bioinformatica on line
Clustal Omega.
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8.2.2. Alineamiento nucleotidico entre secuencia DCAR_013315 y la secuencia

contig 42760 anotada en el transcriptoma de zanahoria como DcPar1

CLUSTAL 0(1.2.3) multiple sequence alignment

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

DCAR_013315
Contig42760

ATGAAAAACATAACCACCGGAATGGCCAATGCCAAGCCCTTGAGCCACTCCTCATCTCTA

GTGGAGAAGAAGATAGTTGAGCTGCAGAAGATAGTGCCAGGGGGAGAGTCACTTGAGAAT
------------------------ CAGAAGATAGTTCCAGGAGGAGAGTCACTGGAGAAT

EAAKXXEAAANERE AXXXRN AXXARAANTRAANY AR

GTAGACAATCTTTTTGAAGAAACAGCTGGCTACATTTTGGACTTGCAGAACCAAATCAAA
GTAGACAATCTTTTTGAAGAAACAGCTGGCTACATTTTGGACTTGCAGAACCAAATCAAA

AR R TR AR R R A A AN A AN R R A AN R R A AN R R A AN A AN TR A AN AN AR AN R

GGTCTCAGAGTTCTTGCTTCTTTTTTTCAATTACTTGACAAGCAAAAATCTAAGCTTGGA
GGTCTCAGAGTTCTTGCTTCTTTTTT-CAATTACTTGACAAGCAAAAAACTAAGCTTGGA

AERXXEARAANEAAANREAANEIEARANERERY AXXAANRRAAANRRAANREAANN AR AR

*hkhkhkxKh

TCAACAAGATCTAGATT

Figura 2. Alineamiento de secuencias nucleotidicas entre la secuencia
DCAR_013315 y la secuencia del contig 42760. Los alineamientos fueron realizados
utilizando la herramienta bioinformatica on line Clustal Omega.
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8.2.3. Plasmidos utilizados en este trabajo de tesis

%_3 2,
> =

PCR8:DcPar1

PCR8:DcPar1AS

Figura 3. Modelo simplificado de los vectores de entrada en los que se cloné6 el gen
DcPar1. En el panel izquierdo PCR8:DcPar1 con la secuencia clonada en sentido. En el
panel derecho PCR8:DcPar1AS con la secuencia clonada en antisentido. Smr: gen que
confiere resistencia al antibidtico espectinomicina y estreptomicina; Ori: origen de
replicacion; PT7: promotor T7 de la RNA polimerasa de bacteriéfago T7; attL1 y attL2: sitios
de recombinacion LR (Gateway ®)

attB1 attB2
RB | | | 4 LB
R ~cawsss,  orart Gl - ok
V R ‘
PG5:DcPar1
attB1 attB2
RB . I | p LB
—i—EnR w DcPar1 ‘- Hyg"i_
4 -— |
PG5:DcPar1AS

Figura 4. Modelo simplificado de los vectores de destinacién en los que se clon¢ el
gen DcPar1. En el panel superior PG5:DcPar1 con la secuencia clonada en sentido (flecha
negra inferior indica sentido). En el panel inferior PG5:DcPar1AS con la secuencia clonada
en antisentido (flecha negra inferior indica el antisentido). KanR: gen que confiere
resistencia a Kanamicina; HygR: gen que confiere resistencia a higromicina; CaM35S:
promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor; Gfp: gen reportero que codifica
para la proteina fluorescente verde GFP; attB1 y attB2: sitios de recombinacién Gateway ®;
RB y LB: borde derecho y borde izquierdo, respectivamente, que limitan el cassette que se
inserta en el genoma de la planta receptora.
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attB1 attB2
LB

RB I |
_ij CaM358‘ YFC Linker t DcPar1 dBng -i-
pYFC:DcPar1

attB1 attB2
LB

RB | I
%cmsss‘ YFN m DcPar1 d-Bng 'i-
PYFN:DcPar1

attB1 attB2
RB

| N | LB
.i.‘(;am;a,ss‘ YFC Linker AtPIf7 ﬂng -i—

pYFC:AtPif7

attB1 attB2
RB I I | LB

_i.‘cam&r,s‘ YFN Linker AtPIf7 ';erng -i—

PYFN:AtPif7

Figura 5. Modelo simplificado de los vectores de destinacion para los ensayos de
BifC (Bimolecular fluorescence complementation). HygR: gen que confiere resistencia a
higromicina; CaM35S: promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor; YFC e YFN:
secuencia que codifica para la region C-terminal y N-terminal de la proteina fluorescente
amarilla YFP; Linker: secuencia flexible que permite la unién del gen de interés a la region
N- o C-terminal de YFP. Ademas participa en la recomposicion de YFP una vez establecida
la interaccion entre las proteinas estudiadas mediante BifC; attB1 y attB2: sitios de
recombinacion Gateway ®; RB y LB: borde derecho y borde izquierdo, respectivamente,
que limitan el cassette que se inserta en el genoma de la planta receptora.
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