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RESUMEN

Los carotenoides son compuestos isoprenoides sintetizados por organismos
fotosintéticos y por algunos no fotosintéticos. Uno de los mecanismos mas importantes
en la regulacion de la sintesis de carotencides en plantas es la regulacion a nivel
transcripcional, la cual puede ocurrir en respuesta a luz y a hormonas, como el acido
abscisico, Esta fitohormona es sintetizada en el citoplasma a partir de la ruta de los
carotenoides, y se encuenira involucrada en importantes procesos de! desarrollo de
plantas, ademas de mediar la respuesta a estrés abidtico. La mayoria de los genes
regulados por ABA contienen elementos de respuesta a ABA (ABRE), de secuencia
ACGTGG/TC, en sus promotores, la cual es reconocida por factores de transcripcién
del tipo bZIP. En particular los miembros de la subfamilia A de A. thaliana, denominada
AREB/ABF, han mostrado unirse a motivos ABRE in vitro y activar la expresion génica

dependiente de ABA.

En Daucus carofa, nuestro modelo de estudio, se ha demostrado que el
promotor del gen PSY2 es capaz de responder a ABA. PSY2 codifica para la enzima
fitoeno sintasa (PSY) y que es considerada el primer paso limitante de la ruta de
sintesis de carotenoides. El andlisis bioinforméatico de este promotor revelé la
existencia de 3 motivos ABRE, de los cuales 2 se encuentran préximos enire si.
También se encontraron 11 sitios de unién para factores de transcripcion Alfin, los

cuales estan involucrados en procesos como el desarrollo de Ia raiz, ia elongacion de

pelos radiculares y la regulacion de la tolerancia a estrés por sal.

Mediante el alineamiento entre el transcriptoma de D. carofa y la base de datos
de factores de transcripcién PlantTFDB, en este irabajo se identificaron 5 secuencias
con homologia a factores de transcripcién de la subfamilia AREB/ABF (ABRE1-5)y 3 a

la familia Alfin (Alfin1-3). Los 5 factores de transcripcién ABRE poseen el dominio




caracteristico de la familia de factores de transcripcion bZIP, mientras que los tres
factores de transcripcion Alfin poseen los dominios DUF3594 y PHD. La infiltracién de
hojas de tabaco y la transfeccion de protoplastos de D. carota permitié determinar que
todas las proteinas analizadas localizan en el nicleo, a excepcion de Alfin2 que
ademés posee localizacion citoplasmatica. Mediante un ensayo de mono-hibrido en
levadura se deferminé que los factores de transcripcién ABRE y Alfin analizados
transactivan al promotor del gen PSY2 de D. carofa. Sin embargo, los faciores de
transcripcion CAREB1 y CAREB2, los cuales se unen a motivos ABRE del promotor
del gen Dc3 demostraron no ser capaces transactivar al promotor de PSY2. El trabajo
realizado permitié encontrar en D. carofa factores de transcripcién pertenecientes a la
familia de factores de transcripcion AREB/ABF y Alfin capaces de transactivar al

promotor del gen carotenogénico PSY2 de D. carofa.




ABSTRACT

Carotenoids are isoprenoids compounds synthesized by photosynthetic and
some non-photosynthetic organisms. One of the most important regulation mechanisms
of the carotenoid synthesis is the regulation at the franscriptional level, which can occur
in response to light and hormones, like abscisic acid (ABA). This fitohormone is
synthesized in the cytoplasm through the carotenoid pathway, and is involved in
important plant development processes, and in mediating abiotic stress response. Most

of ABA-regulated gene promoters contain ACGTGG/TC motifs, denominated ABA

responsive elements (ABRE), which is recognized by bZIP transcription factors.
Particularly the members of the subfamily A of A. thaliana AREB/ABF have shown to

bind to ABRE in vitro and activate the ABA-dependent gene expression.

In Daucus carofa, our study model, it was demonstrated that the PSY2 gene
promoter is able to respond to ABA. PSY2 gene encodes the enzyme phytoene
synthase, the first committed step in the carotenoid biosynthesis pathway. Bioinformatic
analysis of this promoter showed the presence of 3 ABRE, of which 2 are close to each
other. Furthermore, 11 Alfin transcription factor binding sites were found, which are
involved in processes such as root development, root hair elongation, and regulation of
sait stress tolerance.Through the alignment between the transcriptome of D. carota and
the data base of transcription factors PlantTFDB, in this work we identified 5 sequences
with homology to the subfamily of transcription factors AREB/ABF (ABRE1-5) and 3 to
the Alfin family (Alfin1-3). All ABRE transcription factors showed to contain the
characteristic domain of of the bZIP franscription factors family, while the three Alfin
transcription factor showed to contain the DYF3594 and PHD domains. The infiltration
of tobacco leaves and transfection of D. carota protoplasts allowed to determine that all

proteins localized in the nucleus, except for Alfin2 which also has a cytoplasmic

3
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localization. Using a yeast one-hybrid assay we found that the ABRE and Alfin
transcription factors analyzed transactivate the D. carofa PSY2 promoter. However, the
transcription factors CAREB1 and CAREB2, which bind to ABRE present in the carrot
Dc3 gene promoter, were not able fo transactivate the PSY2 promoter. This work
allowed to find in D. carofa transcription factors with homology to the AREB/ABF and
Alfin transcription factors family which can transactivate the promoter of D. carota PSY2

gene.
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INTRODUCCION
1.1 Estructura y funcién de los carotenoides

Los carotenoides son un grupo de compuestos isoprenoides sintetizados por
organismos fotosintéticos y también por algunas bacterias y hongos no fotosintéticos
(Lu y Li, 2008). Estas moléculas se forman a partir de la condensacion de ocho
unidades isoprencides para formar un esqueleto hidrocarbonado de 40 carbonos, el
cual contiene hasta 15 doble enlaces conjugados y un grupo lineal o ciclico en cada
extremo. Esta estructura es capaz de actuar como un croméforo al absorber luz y
generar color (Giorio y col., 2007; Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012). Se han
descrito mas de 700 diferentes carotenoides, los cuales pueden dividirse en dos
grandes grupos: los carotenos, que estan compuestos solo por atomos de carbono e
hidrégeno, y las xantéfilas, que poseen atomos de oxigenos en su estructura (Giorio y

col., 2007).

Los carotenoides han sido reconocidos como nutrientes esenciales y
compuestos importantes para la salud (Fraser y Bramley, 2004; Krinsky y Johnson,
2005), y debido a que los animales no son capaces de sintetizarlos, estos necesitan
incorporarlos en Ia dieta ya que son precursores de la vitamina A y retinoides (Bollag,
1996). En plastidios de organismos folosintéticos los carotenoides funcionan como
estabilizadores de membrana, ademas de actuar como pigmentos cosechadores de luz
accesorios durante la fotosintesis y proveer la coloracién roja, naranja y amarilla a
érganos no fotosintéticos como raices, frutos y flores, facilitando la polinizacion
(Grotewold, 20086; Rodriguez-Concepcion, 2010). También protegen a Ia célula vegetal
del dafo foto-oxidativo mediante la disipacion del exceso de energia luminica y la
detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través del ciclo de las

xantéfilas (Davison y col., 2002). Adicionalmente, los carotenoides participan en la
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biosintesis de reguladores del crecimiento como 4cido abscisico (ABA) vy

estrigolactonas (Botella-Pavia y col., 2004; Pizarro y Stangs, 2009).
1.2 Biosintesis de los carotenoides

Los carotenoides son sintetizados en los plastidios de organismos fotosintéticos
a partir de la condensacion de dos moléculas de GGPP, Ia cual es catalizada por la
enzima fitoeno sintasa (PSY), y como resultado se genera fitoeno (Figura 1) (Giuliano y
col., 2008). La sintesis de fitoeno catalizada por PSY es un punto clave de regulacién
en la produccién de carotenoides (Welsch y col., 2007; Lu y Li, 2008; Maass y col.,
2009; Rodriguez-Villalon y col., 2009). La accidén secuencial de 4 enzimas convierten al
fitoeno en licopeno, y la ciclacion de los extremos de la molécula de licopenc divide Ia
ruta de biosintesis de carotenoides en dos ramas principales. Por un fado, la ciclacién
de un extremo de esta molécula por la enzima licopeno B-ciclasa (LCYB) y del otro
extremo por la licopeno e-ciclasa (LCYE) permite la sintesis de a-caroteno, mientras
que la ciclacion de ambos extremos por la sola accién de LCYB conduce a la formacién
de B-caroteno (Cunningham y Gantt, 1998). Tanto a- como B-caroteno pueden ser
posteriormente hidroxilados para formar luteina y zeaxantina, respectivamente.. La
zeaxantina puede ser transformada en violaxantina mediante la enzima zeaxantina
epoxidasa (ZEP), para generar como resuitado final de esta ruta el ABA. (Mifborrow,
2001; Nambara y Marion-Poli, 2005). Ademas, ia degradacién del B-caroteno por
dioxigenasas (CCD7, CCD8) genera diversos apocarotenoides, enire los que se

encuentran las estrigolactonas (Auldridge y col., 20086; Ruyter-Spira y col., 2013).
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Figura 1. Ruta de biosintesis de carotenoides. Se ilustra la ruta de sintesis de carotenoides a
partir de la condensacién de dos moléculas de geranil-geranil difosfato (GGPP) hasta la sintesis
del acido abscisico (ABA). El nombre de los compuestos se presenta en azul y el de las
enzimas en negro. PSY: fitoeno sintasa; PDS: fitoeno desaturasa; ZDS: Z-caroteno desaturasa;
ZISO: f-caroteno isomerasa; CrtlSO: caroteno isomerasa; LCY-b: licopeno B-ciclasa; LCY-e:
licopeno e-ciclasa; CYP97A: citocromo P450 caroteno B-hidroxilasa; CYP97C: citocromo P450
caroteno ¢-hidroxilasa, VDE: violaxantina de-epoxidasa; ZEP: zeaxantina epoxidasa; BETA:
beta ciclasa especifica de cromoplastos; CCD7 y CCDB8: dioxigenasas de ruptura de
carotenoides 7 y 8. Esquema modificado a partir de Giuliano y col. 2008.

1.3 Regulacién de la biosintesis de carotenoides en plantas

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para controlar la sintesis y

acumulacion de carotenoides, permitiendo asi una expresion diferencial de
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carotenoides en los tejidos y durante el desarrollo de la planta (Lu y Li, 2008). Se ha
descrito que la regulacién de su biosintesis puede ocurrir a nivel génico, en donde
diferentes isoformas de la misma enzima se encuentran presentes en la misma planta.
Por ejemplo, en tomate se han descrito dos genes que codifican para las enzimas PSY
y LCYB, en donde PSY7 y CYCB participan en la sintesis de carotenoides durante la
maduracion de frutos mientras que PSY2 y LCYB se expresan preferentemente en
hojas (Giorio y col., 2008). También se ha demostrado que genes parilogos pueden
ser inducidos bajo diferentes estimulos; en maiz y arroz el gen PSY3 es inducido en
respuesta a ABA y es expresado principalmente en raiz, mientras PSY7 y PSY2 son
inducidos por luz y se expresan principalmente en las hojas (Li y col., 2008; Welsch y

col., 2008).

Ademas la sintesis de carotenoides puede ser reguiada mediante su secuestro
y acumulacion en diferentes tipos de plastidios (Deruere y col., 1994; Vishnevetsky y
col., 1999); a nivel post-traduccional e incluso a nivel epigenético (Cazzonelli y col.,

2009).

Sin embargo, uno de los mecanismos mas importantes en la regulacién de la
sintesis de carotenocides es la regulacién a nivel transcripcional, permitiendo que la
expresion de genes involucrados directamente en la sintesis de carotenoides ocurra en
un contexto espacio-temporal determinado (Cazzonelli y Pogson, 2010). La regulacién
a nivel transcripcional ocurre en respuesta a diversos estimulos, como luz, durante el
desarrollo y maduracion de frutos, estrés biético y abiético, retroalimentacion negativa-
positiva y en respuesta a filtohormonas (Lu y Li, 2008). Se ha demostrado que la
expresién de PSY aumenta cuando las hojas son expuestas a la luz debido a la
degradacién de factores de transcripcion que reprimen la expresién de este gen,

gatillando un incremento en la produccién de carotenoides (Toledo-Orliz y col., 2010).
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Por otro aldo, tanto en maiz como en amoz, se ha reportado que la expresion del gen
PSY3 es inducido por estrés salino y por sequfa, y que la induccién de estos genes
esta relacionada con un aumento en los niveles de ABA y carotenoides (Li y col., 2008;

Welsch y col., 2008).
1.4 Regulacién de Ia sintesis de carotenoides por ABA

La hormona ABA es un apocarotenoide sintetizado en el citoplasma de la célula
vegetal a partir de la ruta de los carotenoides (Figura 1). Esta fitohormona participa en
muchos procesos fisiolégicos y de desarrollo en plantas (Zeevaart y Creelman, 1988).
Entre otros procesos, se encuentra involucrada en el establecimiento de la dormancia
de yemas y semillas, regulacién del crecimiento, senescencia foliar y abscision, control
del cierre estomético y la respuesta a varios estreses abiéticos, como frio, sequia y
salinidad (Leung y Giraudat, 1998; Finkelstein y col., 2002; Himmelbach y col., 2003;
Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005). El alto grado de versatilidad alcanzado por
esta hormona se logra a tfravés de un riguroso control de la biosintesis de ABA y la
intercomunicacién con otras hormonas (Fedoroff, 2002; Seo y Koshiba, 2002). En
particular, esta fitohormona se encuentra estrechamente relacionada con procesos de
deshidratacion celular durante la maduracion de semillas y el crecimiento vegetativo. El
incremento en los niveles de ABA en respuesta a estrés osmético, como sequia y
salinidad, induce la expresién de una gran cantidad de genes involucrados en la
respuesta y tolerancia a deshidratacién tanto en semillas como en tejido vegetativo

(Finkelstein y col., 2002).

El estrés osmotico es capaz de inducir la sintesis de novo de ABA, y se ha
determinado que en hojas la enzima 8-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED),
responsable de convertir la violaxantina y neoxantina en los precursores de ABA, es

una enzima limitante en la biosintesis de esta hormona inducida por estrés (Schwartz y
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col., 1997; Thompson y col., 2000; luchi y col., 2001). Sin embargo, se ha determinado
que los niveles de carotenoides no limitan el flujo de precursores hacia la sintesis de
ABA en hojas debido a que en este tejido estos pigmentos son abundantes {luchi y

col.,, 2000; Thompson y col., 2000).

Por ofro lado, se ha reportado que en raiz también existe un aumento en los
niveles de ABA en respuesta a estrés osmoético. Si bien al igual que en hojas la enzima
NCED también serfa limitante en la biosintesis de ABA en raices (Thompson y col,,
2000), se ha determinado que también seria necesario un aumento en la sintesis de
carotenoides para elevar los niveles de ABA en respuesta a estrés osmético en raiz
(Audran y col., 1998; Thompson y col., 2000; Thompson y col., 2007). En este sentido,
se ha reportado que ABA es capaz de regular la sintesis de sus propios precursores
metabdlicos mediante la regulacidn de genes involucrados directamente en la sintesis
de carotenoides. Especificamente, tanto el estrés salino como la aplicacién exégena de
ABA produce un aumento en la expresion del gen PSY solo en la raiz de plantulas de
A. thaliana (Ruiz-Sola y col., 2014). Del mismo modo, la expresién de los genes PSY3
de arroz y maiz también se ve aumentada especialmente en raiz luego de esirés
salino, sequia y la apiicacion exégena de ABA (Liy col., 2008; Welsch y col., 2008; Liy
col., 2009).En contraste con los otros dos genes PSY encontrados en arroz, los niveles
de transcrito de PSY3 no se encuentran regulados por luz, mientras que su expresion
aumentan en respuesta a ABA. El analisis bioinformético de las regiones promotoras
de estos genes muestra que los promotores de PSY7 y PSY2 poseen un elemento | y
tres IV, ademas de una AE-box, involucrados en la respuesta a luz y ausentes en
PSY3, lo que explicaria su incapacidad de responder a luz. Ademas, al igual que el
promotor de PSY de A. thaliana, los ires promotores de PSY de arroz comparien una

G-box, la cual mostr6 ser la principal responsable de la induccién por luz de PSY de A.
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thaliana (Welsch y col., 2003). Sin embargo, esta G-box estaria involucrada en mediar

la respuesta a ABA en el gen de PSY3 (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005).
1.5 Elementos de respuesta a ABA

Una parte importante de la respuesta fisiologica a ABA se lleva a cabo mediante
la regulacién a nivel franscripcional de genes (Busk y Pages, 1998). El analisis de Ia
region promotora de genes regulados por ABA permitié determinar que la secuencia
ACGTGG/TC, muy conservada en la mayoria de los promotores, es un elemento en cis
determinante en la respuesta a ABA, y fue denominada como elemento de respuesta a
ABA (ABRE) (Busk y Pages, 1998; Hattori y col., 2002; Gomez-Porras y col., 2007).
Este elemento pertenece a la familia G-box, la cual ha sido implicada en un amplio
rango de mecanismos en plantas (Menkens y col., 1995), y fue primero identificado en
los promotores de los genes Em de trigo y rab-16A de arroz, ambos inducibles por
ABA, en donde se determindé que esta secuencia era capaz de conferir expresién en
respuesta a ABA (Marcotte y col.,, 1989; Mundy y col., 1990). Los motivos ABRE
contiene la secuencia central ACGT, la cual es reconocida por varios factores de
transcripcion del tipo cremallera de leucina de cardcter basico (bZIP) (Guiltinan y col.,
1990; Hobo y col., 1999; Choi y col., 2000; Uno y col., 2000). Se ha establecido que
una copia de un motivo ABRE es necesaria pero no suficiente para inducir la
transcripcién en respuesta a ABA, ya que se necesita un elemento adicional,
generaimente conocido como elemento acoplador (CE), para establecer un complejo
minimo de respuesta a ABA (ABRC) (Shen y col., 1996). La mayoria de los CE
conocidos son similares a los motivos ABRE, y contienen un motive A/IGCGT. Sin
embargo, también se ha descrito que un motivo ABRE puede funcionar como un CE

para otro motivo ABRE (Hobo y col., 1989).
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1.6 Factores de transcripcién de union a motivos ABRE que controlan Ia

expresién de genes regulados por ABA

Los factores de iranscripcion juegan un papel importante en el control de la
expresion de genes regulados por ABA mediante la interaccién con elementos cis
presentes en sus promotores (Fujita y col., 2011). En 1990 Guiltinan y col. mostraron
que Ia proteina de unién a motivos ABRE EmBP-1 poseia un dominio basico junto a un
dominio de cremallera de leucina, ambos presentes en la familia de factores de
transcripcion bZIP: (Guiltinan y col., 1990). Diez afios mas tarde se identificé una
subfamilia de factores de transcripcion bZIP del grupo A en A. thaliana capaces de
unirse a motivos ABRE, los cuales fueron denominados como proteinas de unién a
ABRE (AREB) (AREB1-AREB3) (Uno y col., 2000) o factores de unién a ABRE (ABF)
(ABF1-ABF4) (Choi y col., 2000). Los AREB/ABF no solo demostraron unirse a motivos
ABRE /in vitro y activar la expresién génica dependiente de ABA, sino que también
regular la respuesta a ABA asociada al estrés en plantas (Fujita y col., 2005; Furihata y
col., 2006; Kim, 2006). La sobreexpresion de genes que codifican para ABF3 o ABF4
en A. thaliana altera los niveles de expresién de genes regulados por ABA, confiere
hipersensibilidad a ABA y tolerancia a la sequia y a otros estreses abidticos (Kang y
col., 2002; Kim y col., 2004a). Ademas, consistente con su papel como activadores en
la respuesta ABA, mutantes knockout de ABF3 y ABF4 son parcialmente insensibles a

ABA y sensibles a sequia (Kim y col., 2004c).

El dominio bZIP estd compuesto por una a-hélice ininterrumpida, la cual
comprende dos motivos: una regidn basica, necesaria y suficiente para la unién a ADN,
seguida de una cremallera de leucina, responsable de la dimerizacién de estos faciores
de transcripcion (Schumacher y col., 2000; Miller y col., 2003). Interesantemente, si

bien en el genoma de A. thaliana se conocen mas de 75 miembros de la familia bZIP,
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clasificados en mas de 10 grupos, todos los factores de transcripcion bZIP involucrados
en la sefializacion de ABA pertenecen al grupo A (Fujita vy col.,, 2011). El analisis
filogenstico (Bensmihen y col., 2002; Yoshida y col, 2010) de los faciores de
transcripcién bZIP del grupo A ha permitido dividirlos en 2 grupos: la familia de 5 genes
ABIS/AtDPBF (ABIS, EEL, DPBF2/AthZIPE7, DPBF4, y AREB3), los cuales poseen un
papel en la maduracién y desarrollo de semillas (Lopez-Molina y Chua, 2000;
Bensmihen y col., 2002; Kim y col., 2002; Bensmihen y col., 2005; Kim, 2008), y la
familia de genes AREB/ABF (AREB1/ABF2, AREB2/ABF4, ABF1, y ABF3), los cuales
se expresan principalmente en tejido vegetativo bajo estrés abidtico (Choi y col., 2000;

Uno y col., 2000; Kang y col., 2002; Kim y col., 2002; Fujita y col., 2005).

En D. carofa se han descrito algunos factores de transcripcion perienecientes a
la familia b-ZIP que estan involucrados en la via de sefializacién de ABA durante Ia
embriogénesis somatica. Un homélogo de ABI3 de A. thaliana (C-ABI3) se expresa
especificamente en céiulas embrionarias, embriones sométicos y semillas en desamolio
de D. carofa, en donde el incremento en la expresidn de C-ABI3 se observd antes de
que se produjera el incremento en los niveles de ABA enddgeno (Shiota y col., 1998).
Otros dos factores de transcripcion del tipo b-ZIP, CAREB1 y CAREB2, expresados en
embriones sométicos de D. carofa fueron enconfrados mediante el sistema de mono-

hibrido, y ambos se unieron in vifro a motivos ABRE (Guan y col., 2009).
1.7 Respuesta a ABA del promotor de PSY2 de D. carota

Como se menciond anteriormente, dentro de los motivos regulatorios
encontrados mediante el andlisis bioinformatico de Ia regién promotora del gen PSY2
de D. carofa (Fuentes, 2011) se encontraron 3 motivos ABRE. Dos de estos elementos
se encuentran cercanos entre si, sugiriendo que estos dos motivos ABRE podrian

estar actuando como un complejo de respuesta a ABA, lo que indicaria que este
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promotor posee la capacidad de responder a ABA (Gomez-Porras y col,, 2007). La
capacidad de responder a ABA de este promotor fue demostrada mediante la
aplicacion de ABA exdgeno a plantulas de D. carofa, en donde se observé que la
adicién de tres concentraciones diferentes de ABA produce un aumento significativo de
entre 5 a 6 veces en la expresién del gen PSY2 con respecto a su control (Figura 2)

(Fuentes, 2011).
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Figura 2. Efecto de ABA en los niveles de expresién del gene PSY2 de D. carota. Niveles
de transcrito del gen PSY2 en plantas de D. carofa silvestres tratadas con ABA. Todos los
valores estan normalizados frente a la expresion del gen ubiquitina y calibrados frente a su
confrol (sin tratamiento). Los asteriscos denotan diferencias significativas entre la cada valor y

su control, determinadas por Test de T de dos colas no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; **
p<0,001. Figura modificada de (Fuentes, 2011).

Ademas, la capacidad de! promotor del gen PSY2 de D. carofa de responder a
ABA y que los dos motivos ABRE cercanos entre si constituirian un complejo de
respuesta a ABA fue demostrado en plantas de tabaco transgénicas que expresan el
gen reportero GFP bajo la direccion de la regién promotora de PSY2 con 3 motivos

ABRE (dos de ellos separados por 37 pb), denominada como P2, en donde se observé
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un aumento significativo en la expresién de GFP luego de la aplicacién exdgena de
ABA (Figura 3B). Sin embargo, plantas de tabaco que expresan GFP bajo la direccién
de una versién mas corta del promotor de PSY2, la cual posee solo 2 motivos ABRE
separados por 288 pb, denominado como P1, no responden al tratamiento con ABA
(Figura 3A) (Fuentes, 2011). Estos resultados sugieren que los motivos ABRE
identificados in-silico en el promotor de PSY2 de D. carofa son funcionales, y que
probablemente los motivos ABRE préximos entre si consfituyen un médulo funcional de

respuesta a ABA, necesario para producir la activacion del gen en respuesta a ABA.
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Figura 3. Niveles de transcrito de GFP en plantas de tabaco transgénicas con las
construcciones del promotor de PSY2 tratadas con ABA. A) Abundancia de franscrito de
GFP en 3 lineas transgénicas que expresan P1:GFP, B) Abundancia de transcrito de GFP de 4
lineas fransgénicas que expresan P2:GFP. Todos los valores fueron nomalizados con respecto
a la expresibn de 78S y calibrados frente a su control. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre cada valor y el confrol (fratamiento sin hormona) detemminadas por un test de
T de dos colas, no pareado. *: p<0,05; **: p<0,01; *** p<0,001. Figura modificada de {Fuentes,
2011).




1.8 Factores de transcripcion tipo Alfin

La familia de proteinas tipo Alfin es una importante familia de factores de
iranscripcién encontrados solo en plantas y participan en procesos de desamollo,
incluyendo el crecimiento y desamollc de raices, elongacién de pelos radiculares y
desarrollo de meristemas (Winicov, 2000; Chandrika y col., 2013). Esta familia de
factores de transcripcion se caracterizan por poseer el dominio DUF3594 en el extremo
N-terminal y homeodominio de planta de la familia de los dedos de zinc (PHD finger) en
el extremo C-terminal, los cuales comprenden alrededor de 140 y 50 aminoacidos
conservados, respectivamente (Kayum y col., 2015). El motivo PHD finger, el cual ha
sido encontrado en animales y planias, media la capacidad de unirse especificamente
a otras proteinas nucleares, ademas de unirse de forma secuencia especifica a
elementos cis presentes en los promotores de sus genes blanco (Bastola y col., 1998;
Bienz, 2006), y a pesar de que el dominio DUF3594 no se encuentra funcionalmente
caracterizado, el alto grado de conservacidn de ambos dominios en diferentes especies
indica que las proteinas tipe Alfin probablemente fengan un papel fundamental en

funciones biolégicas en piantas (Song y col., 2013).

El ADNc del primer factor de transcripcién de tipo Alfin, Alfin1, fue aislado a
partir de células de alfalfa (Mendicago sativa) tolerantes a sal (Winicov, 1993), v se
encontré predominantemente expresado en raices. Alfin1 es capaz de unirse al ADN
de forma secuencia especifica in vifro, y se determiné que el sitio de unién consenso a
ADN para este factor de transcripcién poseia la secuencia conservada GTG{G/N)NG
(Bastola y col., 1998). También se determiné que Alfin1 es capaz de unirse al promotor
del gen predominantemente raiz especifico e inducible por sal MsPRP2 de forma
secuencia especifica. Subsecuentemente se demostré que la sobre-expresion de Alfin?

en callos y plantas de alfalfa producia un incremento en los niveles del ARNm del gen
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MsPRP2 endbgeno, sugiriendo que Alfin1 actla como un regulador transcripcional en
plantas y que es capaz de regular la expresion del gen MsPRP2 en alfalfa (Winicov y
Bastola, 1999). Ademads, tanto los callos como las plantas transgénicas de alfalfa
sobre-expresoras de Alfin1 fueron capaces de crecer en presencia de niveles elevados
de sal, mientras que callos que expresan AlfinT en antisentido demostraron ser mas
sensibles a sal, indicando que en alfalfa Alfin1 participa en la tolerancia a sal (Winicov y
Bastola, 1999). Por otro lado, las lineas de alfalfa sobre-expresoras de Alfin
presentaban un aumento en el crecimiento de raices bajo condiciones normales y de
salinidad, mientras que plantas fransgénicas portadoras de la construccién en

antisentido crecian pobremente (Winicov, 2000)

A pesar de que genes que codifican para proteinas de tipo Alfin han sido
encontrados en varias otras plantas, como Arabidopsis, arroz y Glycine max, la funcion
de esos factores de transcripcién en la mediacién de procesos biolégicos en plantas
adn no es clara, a excepcion de Alfin1 de alfalfa (Song y col., 2013). Recientemente se
identificaron 15 factores de transcripcion de tipo Alfin en Brassica rapa, de los cuales
10 mostraron expresarse en respuesta a estrés bidtico, mientras que todos

respondieron bajo estrés por frio, sequia y sal (Kayum y col., 2015).
1.9 Estrategia a utilizar

Debido a Ia importancia que poseen los factores de transcripcién bZIP del grupo
A en la ruta de sefalizacion de ABA, especificamente los pertenecientes a la sub-
familia AREB/ABF, y al papel que cumplen los factores de transcripcién Alfin en ei
desarrollo de la raiz y la respuesta a salinidad, en este trabajo se propone identificar
secuencias con homologia a factores de transcripcidn del tipo AREB/ABF y Alfin que
sean capaces de unirse al promotor del gen PSY2 de D. carofa y de activar su

expresion. Para ello, mediante analisis bioinformatico se seleccionaran secuencias
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presentes en el transcriptoma de D. carota, el cual se encuentra disponible a partir del
2011 (lorizzo y col., 2011), que presenten alta homologia a factores de transcripcién de
tipo AREB/ABF y Alfin. Estas secuencias seran aisladas a partir de ADNc de D. carota
utilizando partidores disefiados en base a las secuencias encontradas en el
transcriptoma y posteriormente seran clonadas en vectores de expresién. Mediante la
utilizacién de técnicas como la transfeccion transitoria de protoplastos de D. carofa y el
ensayo de mono-hibrido en levadura se determinara la capacidad de las secuencias

seleccionadas de unirse y activar al promotor de PSY2,
1.9.1 Transfeccién transitoria de protoplastos

La célula vegetal usualmenie posee una pared celular rigida compuesta de
celulosa que provee soporte estructural a la planta, y una matriz rica en pectina que
permite la unién con células adyacentes. El citoplasma vivo de cada célula, delimitado
por la membrana plasmatica, constituye el protoplasto. En soluciones hiperténicas la
membrana plasmaética puede ser separada de la pared celular, y la posterior remocién
de esta pared pemite la liberacién de protoplastos esféricos, en donde la membrana
plasmatica es la dnica barrera entre el citoplasma y el medio externo (Davey y col.,
2005). La transfeccion transitoria de protoplastos ha sido utilizada cominmente para el
analisis de la expresion de genes en respuesta a hormonas y otros estimulos, para el
estudio de elementos de promotores involucrados en la regulacién de la expresién de
genes, la determinacion de la funcion de factores de transcripcién o proteinas de
transduccion de seriales en la regulacién de genes y determinacion de la localizacion
sub-celular de proteinas (Tiwari y col, 2008). Especificamente, mediante la
transformacion transitoria de protoplastos de A. thaliana se logré determinar que
AREB1 y AREB2, proteinas de unidn a motivos ABRE pertenecientes a la familia de

factores de transcripcidn bZIP, son capaces de activar la transcripcién del gen
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reportero GUS al ser dirigido por el promotor del gen inducible por deshidratacién
rd298B, el cual contiene dos motivos ABRE (Uno y col., 2000). La expresion de las
proteinas de la familia bZIP CAREB1 y CAREB2 en protoplastos de D. carofa pemitié
determinar que ambas son capaces de activar la expresién del gen reporiere GUS
dirigido por un fragmento de 255 pb del promotor del gen Dc3, el cual contiene dentro
de su secuencia motivos ABRE (Guan y col., 2009). La co-transfeccién de protoplastos
de D. carofa con una construccién reportera JAZ2::GUS, la cual posee el promotor del
gen sensible a jasmonato JAZ2 dirigiendo la expresion de GUS, y los factores de
transcripcion MYC2, MYC3 o MYC4, produjo un aumento en la actividad de GUS 3 a 4
veces mayor que la transfeccidn con la construccién reportera sola, demostrando la
habilidad que poseen esos factores de transcripcion de activar al promotor de JAZ2

(Niu y col, 2011).
1.9.2 Ensayo mono-hibrido en levadura

El ensayo de mono-hibrido en levadura es una poderosa herramienta utilizada
para identificar rapidamente proteinas capaces de interactuar con una secuencia
especifica de ADN (Ouwerkerk y Meijer, 2001). Este sistema se basa principalmente en
dos componentes, por un lado una constiuccién reportera en donde una secuencia de
ADN de interés es clonada rio amiba de un gen reportero, y por el ofro una
construccion que permite generar la fusién (o hibrido) entre un factor de transcripcion
de interés y un dominio de activacion de la transcripcion de levadura (Reece-Hoyes y
Marian Walhout, 2012). La secuencia de ADN cebo puede ser tanto un elemento bien
definido que actiia en cis, como elementos de respuesta a estimulos, o una gran

secuencia regulatoria, como un promotor completo (Ouwerkerk y Meijer, 2001). Ambos

componentes del sistema mono-hibrido son introducidos en una cepa de levadura




adecuada, y si el factor de transcripcién es capaz de unirse a la secuencia de ADN, el

dominio de activacion inducira la expresién del gen reportero.

Una de las ventajas de uiilizar el ensayo de mono-hibrido en levadura
comparado con ofras técnicas bioquimicas utilizadas también para detectar
interacciones ADN-proteina, como un ensayo de cambio de movilidad electroforética
(EMSA) o un andlisis de DNA foolprint, es que este ensayo permite sortear las
dificultades técnicas de la purificacion de suficiente proteina de interés, ademas de no
requerir de la optimizacién especifica de las condiciones in vitro, ya que las levaduras
son utilizadas como un “tubo de ensayo viviente” en donde ocurre la interaceion,
evitando asi posibles dificuliades como el incorrecto plegamiento de las proteinas o la
carencia de modificaciones post-fraduccionales (Ouwerkerk y Meijer, 2001; Reece-

Hoyes y Marian Walhout, 2012).

Por otro lado, mediante un ensayc de mono-hibrido en levadura también es
posible detectar la capacidad de activar la transcripcion de una proteina de interés.
Esta aproximacidn se basa en los mismos dos componentes sefialados anteriormente,
es decir una secuencia de ADN rio amiba de un gen reportero y un factor de
transcripcién hibrido. Sin embargo, esta vez la proteina hibrida se genera fusionando el
factor de transcripcion de interés a un dominio de unién a ADN conocido, mientras que
la secuencia de ADN que dirige la expresion del gen reportero corresponde al sitio de
union de este dominio. Luego de la infroduccion de ambos componentes en una cepa
de levadura adecuada, la proteina de interés siempre serd capaz de unirse a la
secuencia de ADN, sin embargo solo se activara la transcripcion del gen reportero si la

proteina de interés posee un dominio de activacion de la transcripcién.
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1.10 Hipétesis

D. carofa posee factores de franscripcion perienecientes a la familia de
proteinas AREB/ABF y Alfin que son capaces de transactivar al promotor del gen PSY2

de D. carofa.

1.11 Objetivo general

Identificar en el transcriptoma de D. carofa secuencias que codifiquen para
factores de transcripcién de tipo AREB/ABF y Alfin y determinar su capacidad de

transactivar al promotor del gen PSY2 de D. carota.

1.12 Objetivos especificos

e Identificar secuencias que codifiquen para factores de transcripcién de tipo
AREB/ABF y Alfin en D. carofa.

e Deteminar la [ocalizacién subcelular de los factores de transcripcién
AREB/ABF y Alfin de D. caroia seleccionados.

o Evaluar la unién de los factores de transcripcién AREB/ABF y Alfin de D. carofa
a la region promotora del gen PSY2 de D. carofa.

» FEvaluar la capacidad de transactivacion de los facfores de transcripcién

AREB/ABF y Alfin de D. carofa.
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MATERIALES Y METODOS
2.1 Cultivo de cepas bacterianas

Para la obtencién de células de Escherichia coli y de Agrobacterium
tumefaciens quimiocompetentes se utilizaron alicuotas que contenias células de E. coli

DH5a, de genotipo F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK—,
mK+) phoA supE44 A—thi-1 gyrAS6relA1 y células de A. tumefaciens de genotipo

GV3101: C58, plasmido Ti curado, Gen®, Rif, respectivamente.

Los cultivos de E. colfi en medio liquido se realizaron mediante la inoculacion de
células de E. coli de una alicuota stock en LB liquido (Triptona 2% p/v, NaCl 0.8% p/v,
Extracto de levadura 0.5% p/v) suplementado con el antibidtico de seleccion
correspondiente, de acuerdo a la resistencia que portaban los vectores usados para
transformar las células. Ei cultivo se mantuvo duranie 18 horas a 37 °C en agitacion.
Los cultives en medio sélido de E. coli se realizaron en placas Petri con medio LB
sélido (medio LB liquido con Agar-agar 1,6%) suplementando con el antibidtico de

seleccion adecuado, y las placas fueron incubadas durante 16 horas a 37 °C.

Los cultivos liquidos de A. tumefaciens se realizaron mediante la inoculacién de
celulas de A. fumefaciens provenientes de [a alicuota stock en medio LB liquido
suplementado con rifampicina 20 mg/L, gentamicina 50 mg/L y el antibiético de
seleccidn correspondiente al plasmido de interés. El cultivo lfquido se mantuvo a 28 °C
por 16 horas en agitacién. Del mismo modo, los cultivos en medio sélido de A.
tumefaciens se realizaron en placas Petri con medio LB sélido suplementado con los

antibidticos mencionados, y las placas fueron incubadas durante 48 horas a 28 °C.

Tanto para los cultivos de E coli como para las de A fumefaciens, el

almacenamiento de alicuotas de célula a partir de los cultivos liquidos se realizé en una
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mezcla de 500 pl. del cultivo con 300 L de glicerol 80% estéril, y las alicuotas fueron

guardadas a -80 °C.
2.2 Preparacion de células quimiocompetentes
2.2.1 Preparacién de E. coli quimiocompetente

Para la obtencién de células de E. coli quimiocompetentes se inocularon 200 pL
de una alicuota de E. coli DH5a en 5 ml de LB liquido y se incubé en agitacién a 37°C
durante 16 horas. Posteriormente se inoculé 250 mL de LB liquido con 1 mL del cultivo
anterior y se incubé en agitacién a 37 °C hasta alcanzar una D.0.gq de 0.3. Se repartié
en tubos Falcon de 50 ml. y se centrifugd a 3000 g por 10 minutos a 4 °C, se descartd
el sobrenadante y el precipitado de células de cada Falcon se resuspendié suavemente
en 16 mL de Bufifer CCMB80 (10 mM KOAc pH 7.0, 80 mM CaCl2.2H20, 20 mM
MnCl2.4H20, 10 mM MgCI2.6H20, 10% glicerol (100 ml/L)). El culfivo se incubé en
hielo durante 20 minutos y se centrifugd a 3000 g por 8 minutos a 4 °C. Se eliminé el
sobrenadante y el precipitado de células de cada Falcon se resuspendid suavemente
en 2 mL de Buffer CCMB80 frio. Se unieron todas las células en un solo Falcon y se
midié la D.O.s0 de una mezcla de 200 ul de estas células y 800 uL de medio LB
liquido, agregando Buffer CCMB80 hasta alcanzar una D.O.cx de entre 1 a 1.5.

Finalmente las células competentes se almacenaron en alicuotas de 100 pL a -80 °C.
2.2.2 Preparacion de A. tumefaciens quimiocompetente

Para la obtencién de células de A. fumefaciens quimiocompetentes se
inocularon 200 pl. de una alicuota de A. tumefaciens GV3101 en 5 mL de LB liquido
suplementado con rifampicina 10 mg/L y gentamicina 50 mg/L, y se incubé a 28 °C en
agitacién durante 16 horas. Posteriormente, se inocularon 4 mbL del cultivo anterior en
100 mL de LB liquido suplementado con la misma concentracidn de antibiéticos y se

23




incubd a 28 °C en agitacién hasta alcanzar una D.O.g0 de 0.5. El cultivo se incubd 10
minutos en hielo, y se centrifugé a 4 °C durante 20 minutos a 3000 g. Ef sobrenadante
fue eliminado y el precipitado de células se resuspendié suavemente en 1 mL de una
solucién estéril y fria de CaCl; 20 mM. Las células quimiocompetentes de A.

tumefaciens fueron almacenadas en alicuotas de 100 uL a -80°C.
2.3 Transformacion de células bacterianas quimiocompetentes
2.3.1 Transformacién de E. coli quimiocompetentes

Para la transformacién de células de E. coli se descongeld en hielo una
alicuota de células de E. cofi quimiocompetente y se mezclé con 50-100 ng de ADN.
Se incubd la alicuota en hielo durante 15 minutos, luego durante 45 segundos a 42 °C
e inmediatamente se depositd en hielo. Luego de 2 minutos se mezcld la alicuota con 1
mL de medio LB liquido y se incubé a 37 °C durante 1 hora en agitacién. Las células
fueron posteriormente sembradas en placas Petri con LB sdlido suplementado con el
antibiético de seleccién adecuado al vector incorporado, y las placas se incubaron 16

horas a 37°C.
2.3.2 Transformacién de A. tumefaciens quimiocompetentes

Para la transformacion de células de A. fumefaciens, se descongeld en hielo
una alicuota de A. tumefaciens quimiocompetente y se mezclé con 250-500 ng del
vector de interés. La alicuota fue sumergida en nitrégeno liquido durante 5 minutos y
luego se descongelé a temperatura ambiente por 15 minutos. Se adiciond 1 mL de LB
liquido y las células se incubaron a 28 °C por 16 horas. Las células fueron sembradas
en placas Petri con medio LB sélido suplementado con rifampicina 10 mgiL,
gentamicina 100 mg/L y el antibidtico de seleccién del vector incorporado y las placas

se incubaron a 28°C durante 48 horas.
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2.4 Cultivo de cepas de levadura

Durante este trabajo se utilizaron dos cepas de Saccharomyces cergvisiae, la
cepa MaV203, de genotipo MATa, leu2-3,112, rp1-901, his3A200, ade2-101, galdA,
gaf80A, SPAL10:URA3, GAL1:lacZ, HIS3uss cauHIS3@LYS2, cani®, cyh2®
{Invitrogen) y la cepa Y1HGold, de genotipo MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, #p1-

901, leu2-3,112, galdA, gal80A, met-, MEL1 (Clontech).

El cultivo en medio liquido de ambas cepas de levadura se realizé mediante la
inoculacién de una colonia en medio YPD liquido (Extracto de levadura 1% plv,
Peptona 2% pfv, Glucosa 2% p/v), el cual se mantuvo en agitacion a 28 °C durante 24
horas. El cultivo en medio sdlido se realizd en placas Petri con medio basal SD (YNB
0.67% plv, Glucosa 2% plv, Agar-Agar 1.5% plv, Sulfato de Amonic 1% p/v)
suplementado con los siguientes aminoéacidos: Adenina hemisulfato 20 mg/L, arginina
HCI 20 mg/L, histidina HCI monohidrato 20 mg/L, isoleucina 30 mg/L, lisina HCI 30
mg/L, metionina 20 mg/L, fenilalanina 50 mg/L, treonina 200 mg/L, tirosina 30 mg/L,
uracilo 20 mg/L, valina 150 mg/L, triptéfano 100 mg/L, leucina 20 mg/L. Las placas
fueron incubadas durante 2-4 dias a 28° C. Para la seleccién de levaduras
transformadas con vectores que poseen marcadores de auxotrofia o para detectar la
induccién de un promotor se utilizé medio SD carente de uno 0 mas aminoécidos. Por

ejemplo, la notacién SD/-Leu-Ura indica un medio SD carente de leucina y uracilo.
2.5 Transformacion de levaduras

Para la transformacion de levaduras se inoculé una colonia de entre 2 a 3 mm
de diametro en 15 mL de YPD liquido y se incubé durante 24 horas a 28 °C en
agitacién. Se traspasaron 1.5 mL de cultivo a tubos Eppendorf independientes y se

centrifugaron a 13000 rpm durante 30 segundos. Se elimind el sobrenadanie y el

25




&

precipitado fue resuspendido en 1 mL de LiAc 100 mM e incubado a 30 °C duranie 5
minutos. Se tomaron 500 pL de células en LiAc y se traspasaron a fubos nuevos, los
cuales fueron centrifugados a 13000 rpm durante 30 segundos. Se elimind el
sobrenadante y se agregaron los siguientes componentes en el orden indicado: 240 yL
de PEG 50% pfv, 36 uL de LiAc 1 M, 5 pL de SS carrier DNA (10 mg/mL) previamente
denaturado a 95 °C por 7 minutos, 500 ng de ADN plasmidial y 65 yL de H;O destilada.
Las células fueron resuspendidas mediante vortex y se incubaron durante 40 minutos a
42 °C, Posteriormente, las células fueron centrifugadas durante 30 segundos a 13000
rpm. Finalmente, se removié el sobrenadante, las células fueron resuspendidas en H;O

destilada y sembradas en placas Petri con el medio sdlido correspondiente.
2.6 Extraccién de ADN plasmidial a partir de células de E. coli

Dependiendo de la cantidad necesaria, la extraccion de ADN plasmidiai a partir
de células de E. coli se realizé utilizando el kit de miniprep plasmidial AxyPrep (Axygen)
o el kit de midiprep plasmidial E.Z.N.A. (Omega bio-tek), siguiendo las indicaciones del

fabricante.
2.7 Extraccidn de ARN a partir de tejido vegetal

La extraccion del ARN total a pariir de tejido vegetal se lievé a cabo utilizando el
reactivo TRIzol (Invitrogen). Se utilizaron aproximadamente 100 mg de hojas de
zanahoria para cada extraccién, los cuales fueron molidos en presencia de nitrégeno
liquido en morteros previamente esterilizados y enfriados. Se adicioné 1 mL del
reactivo TRIzol, se homogenizd con el tejido vegetal y se fraspasd a un tubo
Eppendorf. El homogenizado se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
agreg6 200 uL de cloroformo (*), agitandose vigorosamente. La mezcla fue incubada

durante 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 12000 g durante 15
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minutos a 4 °C. Se rescataron aproximadamente 500 plL del sobrenadanie y se
traspasaron a un tubo limpio, en donde el ARN se precipité con 500 pL de isopropanol
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 12000 g durante 10
minutos a 4 °C y el precipitado se lavé con 1 mL de etanol 75% (en agua libre de
nucleasas). Se centrifugd nuevamente a 8000 g durante 5 minutos a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 20 uL de agua libre de nucleasas.
Debido a que el ARN extraido de esta forma aun queda con impurezas, se realizé un
proceso adicional de limpieza repitiendo el protocolo a partir del paso en donde se
adicionan 200 pL de cloroformo indicado con (*). Finaimente, se determiné la integridad
del ARN mediante una electroforesis en un gel de agarosa, y la concentracion y las

razones 260/280 y 260/230 en un espectrofotémetro NanoDrop.
2.8 Digestiones enzimaticas

Las digestiones enzimaticas se realizaron siguiendo las instrucciones de cada
enzima de restriccién utilizada, y todas las digestiones se llevaron a cabo en un bario

termorregulado a la temperatura éptima para cada enzima.
2.9 Diseiio de partidores

Todos los partidores utilizados en este trabajo fueron disefiados manualmente o
utilizando el programa Vector NTI®. Ei anélisis de los partidores disefiados se realiz
mediante la herramienta bioinformatica OligoAnalizer 3.1, la cual permitié calcular la
temperatura de disociacion y descartar la presencia de homo y heterodimeros. Los

partidores fueron sintetizados por IDTDNA® y se detallan en la Tabla |
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Tabla I. Partidores utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia (5'-3") Tm {°C)
CAREB1F ATGGGGGCTGGGGAAGAG 59.8
CAREB1R ACTGTCACCTCCGTCATCGAAAGA 59.7
CAREBZF ATGAGGGAGAGAAAATCCACTCTC 55.9
CAREBZR GAAATGAGCTGAGCTTGTICTACG 56.0
Alfin1 F ATGGAPATGGCT TCCATTTCTTCA 55.3
Alfin1 R CTGCCTICCACGCTICATG 56.6
Affin2 F GTGGGGGTTTGTGAAAGAAGGC 58.9
Affin2 R TGGCCTAAGTTICTIGCTACTGCT 585
Alfin3 F ATGGACGCAAGGCAAACGG 59.0
Afin3 R CATATGGACTCTGGCCCTCIT1GA 58.4
ABRE1F GGGCTAGTAATAGTTIGGTGTGGT 56.6
ABRETR ARRAGATGCTGAGCTGGTCCTGC 50.9
ABRE2 F GCTTGCAGCAGCAGATATTGIG 57.0
ABREZR CCAAGGTCCTGTCAGGGTC 575
ABRE3F GGCTTGTCTGGATCAGGATCAGC 59.7
ABRE3R CCAAGGTCCGGTCAGGGTCC 62.5
ABRE4 F GGGTICTGGGTIIGTGIGATAGG 57.7
ABRE4 R GAAATCTGCTGAACTTGICCGGCEG 605
ABRESF CGGGTTIGGTIGGT I TTGAGGG 59.1
ABRE5 R CCATGGGCCAGICTIGIGTCC 60.6
pDEST22 £ TATAACGCGT I TGGAATCACT 52.1
pDEST32 F AAACCGAAGTGCGCCAAGTGICTG 62.1
pDEST22/32 R AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC 59.4
P1PSY2 F Sacl GAGCTCGCGTIGGTTGTTIGGATITT 60.9
P2PSY2 F Sac GAGCTCCAGAAAAAACCCAAAAAGA 56.1
PPSY2 R Sall GICGACGCTGGAGTTAGIGCTACCC 62.6

2.10 Electroforesis en geles de agarosa

La visualizacion de la integridad del ADN o ARN se realizé mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1-1.5% preparados en TAE 1x (iris-acetato 40
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mM y EDTA 1 mM a pH 8). Las muestras se cargaron en los bolsillos de los geles en 1
uL de Buffer de carga (0.25% azul de bromofenol, 0.25% xylen cyanol, 15% glicerot).
La electroforesis se realizd a 90 volts durante 1 hora para el ADN y a 70 volts durante
45 minutos para el ARN. Para detemminar el tamanio y semi-cuantificar el ADN cargado,
junto a las muestras se cargaron 5 pL (250 ng) de Ladder GeneRuler (Fermentas). Los
geles fueron incubados durante 20 minutos en una solucién de bromuro de etidio y

visualizados bajo luz ultravicleta en un transiluminador (SYNGENE).
2.11 Purificacion de bandas desde geles de agarosa

La extraccién y purificacion de bandas de ADN a partir de geles de agarosa se
realizé mediante el kit de purificacién Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.12 Reaccion en cadena de la polimerasa PCR
2.12.1 PCR convencional

Para amplificar los fragmentos de ADN a pariir de diferentes muestras se utilizé
la enzima Tag ADN polimerasa (New England BioLabs). Todas las reacciones de PCR
convencional se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pyL de reaccién, el cual
contenia 1 pL de la muestra de ADN, 0.625 U de enzima Taq ADN polimerasa (0.125
pL), 2.5 pL de Tag Buffer 10x, 0.5 pL de dNTPs 10 mM, 0.5 pL de partidor directo 10
mM, 0.5 uL de partidor reverso 10 mM y 19.875 yL de agua libre de nucleasas. Para
cada reaccion de PCR se realizé una reaccién de control negativo, a la cual no se le
agregé ADN y cuando fue posible una reaccion de control positivo, a la cual se le
agregé 1 pL de una muestra de ADN previamente verificada. Ei programa general de
las reacciones de PCR convencional se detalla en el Anexo (Tabla A1). La temperatura

de hibridaciéon depende de cada par de partidores vy generalmente se utilizd una
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temperatura de hibridacion igual a la temperatura de disociacién mas baja de los
partidores menos cinco grados. El tiempo de extension depende del tamafio del
fragmento de ADN amplificado y de la procesividad de la enzima utilizada, es decir el
nuimero de nucledtidos que adiciona por unidad de tiempo, y que para la enzima Tag
ADN polimerasa es de 1kb/min. Finalmente, los productos de las reacciones de PCR

fueron verificados mediante electroforesis en geles de agarosa.
2.12.2 PCR convencional con enzima Pfu ADN polimerasa

La amplificacién de secuencias que posteriormente fueran a ser clonadas en ¢l
vector de entrada pCR8 se realizd mediante un PCR convencional utilizando la enzima
Pfu ADN polimerasa (Promega). Esta enzima posee una fasa de ermor muy baja
(2.6x10° errores por nucleétido por ciclo) (Lundberg y col., 1991), lo que permite clonar
fragmentos de ADN sin introducir mutaciones. Todas las reacciones de PCR lievadas a
cabo utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa se realizaron en un volumen de reaccion
total de 50 uL, el cual contenia 1 uL de la muestra de ADN, 1.25 U de enzima Pfu ADN
polimerasa (1 yL), 5 UL de Pfu Buffer 10x con MgSO,, 1 uL de dNTPs 10 mM, 1 pL de
partidor directo 10 mM, 1 pl de partidor reverso 10 mM y 40 pL de agua libre de
nucleasas. Ademas se realizé una reaccién control negativo y una reaccién control
positivo, cuando fue posibie. El programa de las reacciones de PCR con la enzima Pfu
ADN polimerasa se detalia en el Anexo (Tabla A2), considerando que |a posesividad de
la enzima es 2kb/min. Finalmente, los productos del PCR se visualizaron en un gel de

agarosa.
2.12.3 PCR de colonias

Para determinar de forma preliminar si colonias de E. coli, A. tumefaciens o S.

cerevisiae transformadas portaban la secuencia de interés, se realizaron reacciones de
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PCR directamenie a colonias crecidas en placas de Pefri. Para esto, se picaron
colonias y se resuspendieron en un Eppendorf de 0.2 mL que contenia 25 plL de la
misma reaccion utilizada para un PCR convencional. Los productos de PCR se

visualizaron en un gel de agarosa mediante electroforesis
2.12.4 RT-PCR

Para la sintesis de ADNc utilizando como molde el ARN extraido a partir de
tejido vegetal, se realizd una reaccién de transcripcion reversa (RT) utilizando la
enzima RT-ImPromll (Promega). Para esto, se eliminoé todo el posible ADN gendmico
que pudiese haber sido extraido junto al ARN utilizando la enzima DNasa |. Se
utilizaron 7 ug de ARN de alta pureza (indices 260/280 y 260/230 muy cercanos a 2.0),
los cuales se incubaron con 50 U (1 pl) de DNasa | (Fementas), 40 U (1 pL) del
inhibidor de RNasa Ribolock™ (Fermentas) y 2 pL de Buffer de DNasa | 10x
(Fermentas), v se complei6 la reaccidon con agua libre de nucleasas hasta un volumen
de 20 pL. La reaccibn se incubd durante 35 minutos a 37 °C en un bafio
termorregulado. La reaccién se puso inmediatamente en hielo y se detuvo agregando 1

HL de EDTA 50 mM e incubando a 65 °C durante 10 minutos.

Para la sintesis det ADNc se utilizaron 9.5 pL de la reaccién anterior y se
incubaron con 3 pl de oligo AP 10 mM a 70 °C durante 5 minutos en el termociclador
(Tabla A3). Una vez transcurridos los 5 minutos, el programa fue pausado y a cada
reaccién se le agregaron 37.5 plL de una mezcla que contenia 10 pl. de Buffer 5x
imProm-I"™ (Promega), 3 pL de la enzima Transcriptasa Reversa ImProm-II™
(Promega), 1 pL del inhibidor de RNasa Ribolock (Fermentas), 10 pL. de MgCl» 25 mM,
2.5 yL de dNTPs 10 mM y 11 uL de agua libre de nucleasas. Finalmente, se continué

con el programa de RT-PCR para obtener 50 pL. de ADNc.

31



2.13 Generacion de las construcciones pK7RWG2-FT, pDEST22-FT y pDEST32-FT
2.13.1 Obtencién de las secuencias de interés

Para aislar las secuencias de interés predichas como posibles factores de
transcripcién, se disefiaron partidores en base a las secuencias encontradas en el
transcriptoma de D. carofa (lorizzo y col., 2011). Los partidores fueron disefiados de tal
forma que permitiesen amplificar toda la regién codificante de las secuencias de interés
pero sin incluir el coddén de término. Sin embargo para aislar las secuencias que
codifican para los factores de transcripcion CAREB1 y CAREB2 se utilizaron los
partidores disefiados por Guan y col. {(Guan y col., 20098). En la Tabla | se encuentra el

nombre y la secuencia de cada uno de los partidores utilizados.

Utilizando estos partidores, las secuencias de interés fueron aisladas a partir de
ADNc sintetizado a partir de ARN extraido de hojas adultas de D. carofa. Para esio, las
secuencias fueron amplificadas mediante PCR convencional utilizando la enzima Pfu
ADN polimerasa y los partidores sefialados. Debido a que la enzima Pfu ADN
polimerasa no deja adeninas libres en los extremos 3' de los fragmentos amplificados,
fue necesario agregarlas utilizando la enzima Tag ADN polimerasa. La reaccion se
llevd a cabo en un volumen de 50 pl., el cual contenia 250-300 ng de ADN, 5 ul. PCR
Buffer 10x, 1U de enzima Taq ADN polimerasa (0.2 pL), 1 pL de dATP, y se incubd a

70 °C durante 15 minutos.
2.13.2 Clonacion de las secuencias de interés en el vector pCR8

Todas las secuencias de interés fueron clonadas en el vector de enfrada
PCR8/GW/TOPO. Este vector cuenta con la enzima Topoisomerasa | covalentemente
unida a su secuencia, lo que favorece la clonacién de los productos de PCR que

posean una adenina libre en cada extremo 3'. Ademas, este vector posee las regiones
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affL1 y atfL 2, que flanquean la zona de clonacion de los fragmentos de interés. Estas
regiones permiten el fraspasc de los fragmentos clonados entre esas secuencias a
vectores de destinacién mediante recombinacién homdloga, tecnologia conocida como
Gateway. De esta forma, para clonar los fragmentos de interés en el vector de enirada
pCRS, se utilizaron 2 yul. del producto de PCR al que se le agregd las adeninas y se
mezclaron con 0.5 plL del vector de entrada pCR8 y 0.5 pL de solucién salina (NaCl
1.2M, MgCl, 0.08M). La reaccién de ligacion se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se transformaron células de E, coff
quimiocompetentes. De esta forma, en este irabajo se generaron las construcciones
pCR8-FT, vectores de entrada que contenian las secuencias de interés predichas
como factores de franscripcién, y las construcciones pCR8-P1 y pCR8-P2, que

contenian los promotores P1y P2 de D, carofa.
2.13.3 Recombinacion mediante tecnologia Gateway

La recombinacién entre los sitios affL1 y atiL2 presentes en el vector de entrada
pCR8 y los sitios afR{1 y affR2 presentes en los vectores de destinacién pemmite
reemplazar el gen letal de seleccion ccdb por los fragmentos previamente clonados en
pCRS8. Para cada construccion, la reaccién de recombinacion se realizé en un volumen
final de 10 uL, el cual contenia 100 ng de uno de los vectores de entrada, 250 ng del
vector de destinacion, 2 pL de Buffer LR Clonasa 5x y 2 L del Mix de la enzima LR
Clonasa (Invitrogen). La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante toda la
noche y luego se detuvo agregando 1 pL de Proteinasa K e incubando la reaccion
durante 10 minutos a 37°C. Finalmente se fransformaron células de E. coli
quimiocompetentes con estas construcciones. Mediante recombinacién Gateway se
obtuvieron los vectores pK/RWG2-FT al recombinar los vectores pCR8-FT con el

vector pK7RWG2 (Figura 4). Estas construcciones contienen las secuencias de interés
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predichas como factores de transcripcion fusionadas a RFP. Ademas, la recombinacion
entre los vectores pCR8-FT con los vectores pDEST22 y pDEST32 (Figura 7) permitié
generar los vectores pDEST22-FT y pDEST32-FT, en donde las secuencias de interés
se encontraban fusionadas al dominio de activacién de GAL4 y al dominio de unién a

ADN de GAL4, respectivamente.
2.14 Analisis bioinformatico

La prediccién de sitios de unién de factores de transcripcién al promotor de
PSY2 de D. carofa se realizéd mediante la herramienta bioinformatica TOUCAN 3.1.1
(http://homes.esat.kuleuven.be/~saeris/software/toucan.php). Para esto se utilizé la
herramienta MotifScanner, la cual permite identificar sitios de unién de factores de
transcripcion previamente descritos. Para la obtencion de las matrices de los dominios
conservados se utilizd la base de datos PWM (Position Weight Matrices) de PlantCARE
(http:/fbicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), y como Background
Model, es decir la matriz que permite calcular las frecuencias gendmicas para diversas
combinaciones de nucledtidos, se ulilizé A. thaliana. Ademas, para fortalecer la
blasqueda de sitios de unién al promotor de PSY2 de factores de transcripcién se
utilizaron otras herramientas bioinforméticas, como PlantPAN
(hitp://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/index.php), AGRIS (htip://arabidopsis.med.ohio-
state.edu/), PLACE (hiip:/www.dna.affrc.go.jp/PLACEfindex.himl) y PROMO

(hitp:/falggen.isi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3).

Para encontrar secuencias de D. carofa con homologia a factores de
transcripcion del tipo AREB/ABF y Alfin se utilizd la herramienta bioinformatica
Standalone BLAST, la cual pemmite ejecutar el programa BLAST en una computadora
Jocal utilizando una base de datos especifica. En este trabajo se utilizé la base de

datos de factores de transcripcidn de plantas PlantTFDB
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(hitp://planttfdb.cbipku.edu.cn/index.php) (Jin y col., 2014) y las secuencias presentes

en el iranscriptoma de D. carota (lorizzo y col., 2011).

Para identificar posibles dominios conservados presentes en las secuencias
predichas como factores de transcripcion se utilizé la herramienta CD-Search de NCBI
(http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). Esta herramienta arroja como
resultado los dominios conservados encontrados en la secuencia mediante
alineamientos de secuencia multiple de proteinas relacionadas que abarcan una
variedad de organismos para revelar regiones de secuencias que contienen el mismo o
similar patron de aminodacidos alojados en la base de datos de dominios conservados

(CDD) (Marchler-Bauer y col., 2014).

2.15 Cultive in vitro de Daucus carota

Para el cultivo in vifro de zanahorias se utilizaron semillas comerciales de
Daucus carota variedad Nantes, las cuales fueron esterilizadas superficialmente en una
solucion de etanol 95% durante 5 minuto y lavadas una vez con agua estéril por tres
minutos. Luego, las semillas fueron incubadas en agitacién en una solucion de
hipoclorito de sodio 2.5% por 45 minutos, lavadas tres veces con agua estéril y
finaimente secadas en papel absorbente estéril. Las semillas fueron depositadas en
frascos con medio MS sélido (medio MS con vitaminas 0,44% plv, sacarosa 2% piv,
myo-inositol 0,01% plv, Agar-agar 0,7% p/v, pH 5.8) y se incubaron a 22 °C con un

fotoperiodo de 16 horas luz durante 3 semanas.

2.16 Induccién de callos a partir de explantes de Daucus carota

Para la obtencién de callos de D. carofa se utilizaron explantes provenientes de
plantulas de tres semanas de edad crecidas in vifro. Los explantes fueron transferidos
a placas de Petri con medio MS sdlido suplementado con 1 mg/L de 4cido 2,4-
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diclorofenoxiacético (2,4-D) e incubados a 22 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz
hasta la aparicion de callos (aproximadamente 4-5 semanas). Posteriormente los callos
fueron transferidos a placas de Petri con medio MS sdlido suplementado con 0.5 mg/L
de 2,4-D, en donde se mantuvieron hasta su utilizacién, renovando el medio cada 4-5

semanas.
2.17 Obtencidn de cultivos de suspensiones celulares de Daucus carota

Para la obtencidn de suspensiones celulares de D. carofa se utilizé un protocolo
modificado de Roberto Moscatiello {Moscatiello y col,, 2013). El cultivo se inicid
transfiriendo una porcion de un callo de D. carofa a un matraz Erlenmeyer de 50 mL
estérii que contenia 10 mL de medio MS liquido (medio MS sélido sin Agar-agar)
suplementado con 0.5 mg/L de 2,4-D y se disgregé suavemente. El matraz fue
incubado en un agitador orbital a 120 rpm en una camara de cultivo con fotoperiodo de
16 horas luz y a 22 °C durante aproximadamente una semana. Posteriormente, se
tomaron 5 mL del cultivo anterior y se inocularon en un matraz Efdlenmeyer de 100 mL
estéril que contenia 15 mL de medio MS liquido suplementado con 0.5 mg/l. de 2,4-Dy
se incubd en las mismas condiciones durante 1-2 semanas. Finalmente, se tomaron 10
mL de este cultivo y se inocularon en un matraz Erlenmeyer de 250 mL estéril que
contenfa 40 mL de medio MS liquido suplementado con 0.5 mg/L de 2,4-D y se incubé
durante 1-2 semanas. Los cultivos fueron diluidos cada 1-2 semanas en medio fresco

para mantener las células en fase exponencial de crecimiento.

2.18 Obtencidn de protoplastos de Daucus carota a partir de de suspensiones

celulares

Para la obtencién de protoplastos a partir de suspensiones celulares de D.

carofa se utilizd un protocolo modificado de Roberio Moscatiello (Moscatiello y col.,
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2013). Se centrifugaron 50 mL de un cultivo de 4-5 dias de suspensiones celulares de
D. carota a 200 g durante 2 minutos. Se removid el sobrenadante y se agregaron 10
mL de solugién enzimatica (Celulasa Onozuka R-10 0.75% p/v, Macerozima R-10
0.25%, Manitol 400 mM, CaCl; 10 mM, MES 5 mM, pH 5.7). Las células fueron
transferidas a una placa de Petri e incubadas en oscuridad en un agitador orbital (40-
50 rpm) durante 4-8 horas, monitoreando la liberacién de los protoplastos en el tiempo.
La suspensién celular se filird a través de una membrana de nylon de 40 pm para
remover restos celulares, y los protoplastos se centrifugaron a 60 g durante 5 minutoes.
El sobrenadante se eliminé por aspiracion y los protoplastos fueron favados en 45 mL
de solucién W5 (NaC! 154 mM, KCI 5 mM, CaCl, 125 mM, Glucosa 5 mM, pH 5.7) dos
veces e incubados en hielo durante 30 minutos en la solucion W5. Los protoplastos se
centrifugaron a 60 g durante 5 minutos y se resuspendieron en solucion MC (MES 5
mM, CaCl, 20 mM, Manito!l 0.5 mM, pH 5,7). Finaimente, los proioplastos se contaron
bajo un microscopio éptico utilizando una camara de Neubauer y se resuspendieron a

una concentracién de 2x10° protoplastos/mL.
2.19 Transfeccion de protoplastos de D. carofa

La transfeccion de protoplastos de D. carotfa se realizé segin el protocolo de Liu
y col. (Liu y col., 1994). Se mezclaron 300 uL de protoplastos en solucién MC (2x10°
protoplastos/mL) con 10-20 pg de ADN plasmidial y se agregaron 300 pL de solucién
40% PEG (Polietilenglicol 40% pfv, Ca(NG3)>. 100 mM, Manitol 400 mM, pH10). La
solucién se incubé durante 5 minutos y se agregé 4 mL de solucion PSM (medio MS
con vitaminas 0,44% plv, sacarosa 2% pfv, pH 5.7). Finalmente, los protoplastos se
incubaron durante 18-24 horas en oscuridad a temperatura ambiente antes de ser
visualizados bajo el microscopio. Los veclores utilizados para la transformacion de

protoplastos de D. carofa fueron los generados mediante la recombinacion entre los
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vectores pCR8-FT y el vector de destinacion pK7TRWG2 quedando cada gen de interés

fusionada a RFP (Figura 4).
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Figura 4. Vector de destinacion pK7RWG2. Vector utilizado para generar proteinas de fusion
entre las secuencias predichas como factores de transcripcion y RFP.

2.20 Transformacién transitoria de hojas de Nicotiana tabacum

Para determinar la localizacién sub-celular de las secuencias de interés se realizé
la co-transformacién transitoria de hojas de Nicotiana tabacum con las secuencias de
interés fusionadas a RFP (vectores pK7TRWG2-FT) y y el vector pCAMBIA1302, el cual
posee el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) rio abajo del promotor
constitutivo 35SCaMV. Para esto, se prepararon cultivos de células de A. tumefaciens
transformadas con los vectores pK7RWG2-FT y pCAMBIA1302 en medio MS liquido

suplementado con acetosiringona y con una D.O.5o de 0.3. Posteriormente se
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mezclaron 15 mL de los cultivos de A. tfumefaciens transformados con las
construcciones pK7RWG2-FT con 15 mbL del cultivo fransformado con el vector
pCAMBIA1302 y se procedid a infiltrar hojas de N. fabacum con esta mezcla. La
infitracién se realizé utilizando una jeringa de 5 mL sin aguja cargada la mezcla de
cultivos de A. fumefaciens y presionandola suave pero fimemente contra la cara
abaxial de las hojas hasta observar la infiltracion de una amplia. Las plantas infiltradas
de esta forma se mantuvieron 3 a 4 dias a 22 °C en fotoperiodo de 16 horas luz hasta

la recoleccién del tejido.
2.21 Microscopia

Para observar la fluorescencia de GFP y RFP se recolecté tejido a partir de
hojas de tabaco transformadas transitoriamente y se les realizd el proceso de “peeling”,
removiendo solamente la epidermis de hojas infiltradas. Las muestras fueron montadas
en un porta objetos y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia invertido
Olimpus IX70 y utilizando los filtros de fluorescencia FITC para GFP, que excita en el
azul (478-495 nm) y emite en el verde (510-555 nm) y Cy3 para RFP, que excita en

verde (530-560 nm) y emiie en rojo (673-648 nm).
2.22 Generacion de las construcciones pP1-AbAji y pP2-AbAi

Para generar las construcciones en donde los promotores de PSY2 de D. carota
P1y P2 dirigen la expresién de un gen reportero se utilizé el vector de levadura pAbAi
(Figura 5), el cual puede ser utilizado en ensayos de mono-hibrido para identificar
interacciones del tipo ADN-Proteina. Este vector fue donado por el Dr. Raul Herrera de
la Universidad de Talca. El vector pAbAi contiene un sitio de multiple clonamiento rio
arriba del gen AURT-C, gen de resistencia a antibiético que confiere resistencia a

Aureobasidin A (AbA), ademas del gen URA3 para la seleccibn de levaduras
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transformadas con este vector en medio carente de uracilo. Un promotor (secuencia
blanco o cebo) puede ser clonado en el sitio de mdltiple clonamiento y utilizado como
cebo para detectar proteinas que interacten con ia secuencia blanco. Las
interacciones ADN-proteina permiten la expresién del gen AUR7-C, y como resultado
las interacciones pueden ser detectadas seleccionando levaduras que sean resistentes
a AbA. Por lo tanto, para clonar los promotores P1 y P2 en la regién de miuiltiple
clonamiento del vector pAbAi, primero se sintetizaron partidores que pemmitieron
agregar a estos promotores los sitios de restriccidon Sac!y Sall, presentes en el sitio de
muiltiple clonamiento de pAbAi. Los promotores se amplificaron a partir de los veciores
pCR8/ppPSY2 y pCR8/pmPEY2 (Fuentes, 2011) utilizando estos partidores y con 1a
enzima Pfu ADN polimerasa. Posteriormente, los promotores fueron clonados en el
vector de entrada pCRS8, para generar las construcciones pCR8-P1 y pCR8-P2. Estas
construcciones fueron digeridas con las enzimas de restriccién Sacl y Sall para liberar
los promotores P1 y P2 durante 3 horas a 37°C en una reaccién que contenia 0.5-1 ug
de ADN plasmidial, 4 ubL de Buffer Tango 10x, 2 ul. de enzima Saci, 1 pL y agua libre
de nucleasas hasta completar un volumen de 20 pL de reaccién. En paralelo se
linearizd el vector pAbAi con las mismas enzimas de restriccion y utilizando el mismo
protocolo descrito. Luego de la digestidn, la totalidad de la reaccion se cargd en geles
de agarosa y se realizé una electroforesis en geles de agarosa, para posteriormente
purificar Jas bandas de interés a partir de los geles, es decir las bandas que
corresponden a promotores P1 y P2 que fueron liberadas de sus vectores, y al vector
linearizado pAbAi. Una vez se purificaron las bandas de interés, se procedié a ligar los
promotores P1 y P2 en el vector pAbA] linearizado en una reaccién que contenia 2 L
de Buffer T4 ADN Ligasa (Fermentas) 10x, 1U T4 ADN Ligasa (1 L), 100 ng del vector
pADbAI linearizado, una relacion molar inserto:vector (3:1) y agua libre de nucleasas

hasta completar 20 uL de reaccién, y la reaccién se incubd a temperatura ambiente
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durante 5 minufos. La relacién molar inserto:vector se determiné de acuerdo a la

siguiente ecuacién:

Xng Vector * kilobase Inserto 6
1= Xng Inserto

kilobase Vector

Posteriormente, se transformaron células de E. coli quimiocompetentes con el

producto de la ligacién, y las colonias obtenidas de esta forma fueron analizadas

mediante PCR y digestiones enzimatica.
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AARGCTTGAAT TCGAGCTCGG TACCCGGGGA TCTGTCGACC TCGAGGCATG
TTCGAACTTA AGCTCGAGCC ATGGGCCCCT AGACAGCTGG AGCTCCGTAC

Figura 5. Vector pAbAIL Vector reportero de levadura utilizado para la realizacién de los
ensayo de mono-hibrido.

2.23 Generacion de la cepa de levadura reportera

La obtencién de las cepas de levadura reporteras Y1HGold-pP1-AbAi y
Y1HGold-pP2-AbAi, las cuales portan las consfrucciones pP1-AbAi y pP2-AbAi,

respectivamente, y la determinacién de la concentracidn inhibitoria minima de AbA
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para cada una de estas cepas se realizé de acuerdo a lo descritio en el protocolo de

Matchmaker® Gold Yeast One-Hybrid Library Screening System.
2.24 Ensayo mono-hibrido en levadura

Para determinar si los factores de transcripcién seleccionados eran capaces de
unirse y ademas activar a las regiones promotoras P1 y P2 del gen PSY2 de D. carofa
se realizaron dos ensayos independientes de mono-hibrido en levadura. En la figura 6
se muestra una visién esquematica del concepto de este ensayo, la cual corresponde
en este caso al kit comercial Matchmaker Gold Yeast One-Hybrid Library Screening
System (Clontech), que fue utilizado durante este trabajo. En esta imagen se puede
apreciar que una proteina presa se encuentra fusionada a GAL4 AD, y que tras su
unién a la secuencia cebo se produce la franscripcién del gen reportero.
Especificamente, para determinar la interaccion ADN-proteina, este sistema utiliza
como reportero el gen AbA" (AUR1-C), el cual confiere resistencia a AbA, un antibiético
téxico para levaduras. De esta forma, la unién de una proteina presa a la secuencia
cebo se activa la transcripeién del gen AbA', pemitiendo el crecimiento de células en

medio supiementado con AbA.

Las cepas utilizadas en este tipo de ensayo usualmente presentan mutaciones
en multiples genes auxotréficos, impidiendo que las células sean capaces de crecer en
ausencia de varios componentes. Dentro de los genes auxotréficos mas cominmente
utilizados de esta forma, y los compuestos asociados a ellos, se encuentran: TRPT
(triptofano), LEU2 (leucina), HIS3 (histidina) y URAS3 (uracilo). Ademas, otro de los
genes reporteros utilizado comtinmente es el gen de bacteria LacZ. El rescate de los
fenotipos auxotréficos se utiliza para indicar la presencia de las construcciones, las

cuzles portan la forma silvestre de estos genes, y/o para indicar la interaccién ADN-
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proteina al utilizar la forma silvestre del gen como reportero del ensayo (Reece-Hoyes

y Marian Walhout, 2012).

RNA Pol |l
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Figura 6. Ensayo para la detecciéon de interacciones ADN-proteina utilizando el kit
comercial Matchmaker Gold One-Hybrid System. La unién de un factor de transcripcion
fusionado a GAL4 AD (presa) a la secuencia de ADN de interés (cebo) permite la transcripcion
del gen de resistencia AbA" por parte de GAL4 AD, permitiendo el crecimiento de la cepa de
levadura transformada con este sistema en el antibiético Aureobasidin A.

Por lo tanto, para detectar si los factores de transcripcién de interés eran
capaces de activar por si solas la transcripcion se utilizé el vector de destinacion
Gateway pDEST32 (Figura 7) (Invitrogen). Este vector permite clonar las secuencias
de interés en marco de lectura con el dominio de unién a ADN de GAL4 (GAL4 DBD) y
bajo la direccion del promotor constitutivo del gen de levadura Alcohol deshidrogenasa
(ADHT). Ademas posee el gen LEUZ para la seleccion de levaduras transformadas con
este vector en medio carente de leucina. De esta forma se realizé la recombinacion
entre los vectores de entrada pCR8-FT y el vector de destinacién pDEST32 para

generar los vectores pDEST32-FT. Estos vectores fueron utilizados para transformar la
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cepa de levadura MaV203 (Vidal y col., 1996), las cuales fueron crecidas en medio
SD/-Leu. La cepa de levadura Mav203 posee las mutaciones his3 y leu2, y ademas
posee 3 genes reporteros inducibles por GAL4 establemente integrados: HIS3, URA3Y
lacZ. De esta forma, si los factores de transcripcién son capaces de activar la
transcripcién por si solas, podran transcribir a los genes reporteros. La induccion de los
genes reporteros HIS3 y URA3 pemmitira a las células crecer en medio carente de
histidina y uracilo, respectivamente. La induccién del gen /acZ resultara en un color
azul de las colonias cuando son ensayadas con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-8-D-

galactopirandsido).

Por ofro lado, para determinar si los factores de transcripcién son capaces de
unirse a los promotores P1 y P2 del gen PSY2 de D. carofa, se utilizd el vector de
destinaciéon Gateway pDEST22 (Figura 7) (Invitrogen). Este vector pemmite clonar las
secuencias de interés en marco de lectura con el dominio de activacién de GAL4
(GAL4 AD) y bajo la direccién del promotor constitutivo del gen de ADH?. Ademas
posee el gen TRPT para la seleccién de levaduras transformadas con este vector en
medio carente de triptéfano. De esta forma se realizd la recombinacion entre los
vectores de entrada pCR8-FT vy el vector de destinacion pDEST22 para generar los
vectores pDEST22-FT. Estos vectores fueron utilizados para transformar la cepa de
levadura Y1HGold-pP1-AbAi y Y1HGold-pP2-AbAi, las cuales se crecieron en medio
SD/-Trp-Ura. Si los factores de transcripcion de interés son capaces de unirse a las
secuencias blanco (P1 y P2) se activara la transcripcién del gen reportero AURT-Cy

las células serdn capaces de crecer en el antibidtico AbA.
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Figura 7. Vectores de destinacién pDEST22 y pDEST32. Vectores utilizados para generar
proteinas de fusién entre las secuencias predichas como factores de transcripcién y GAL4 AD
(pDEST22) y GAL4 DBD (pDEST32).

2.25 Caracterizacion de Jas transformantes MaV203

Para determinar si las células de levaduras MaV203 transformadas con las
construcciones pDEST32-FT son capaces de activar la transcripcion de cada uno de
los genes reporteros, es decir HIS3, URA3 y /acZ, se picaron 3 colonias por cada
construccion, se resuspendieron en 20 pL de H.O destilada estéril y se depositaron 4
KL en cada una de las placas que indica la Tabla ll. Sin embargo, la cepa MaV203 es
capaz de expresar niveles basales de HIS3, lo que podria hacer crecer a las células en
medio SD/-Leu-His sin la necesidad de que ias secuencias esién activando la
transcripcion de HIS3. Por lo tanto, primero fue necesario inhibir la expresién basal de
HIS3 en la cepa MaV203. HIS3 codifica para una enzima involucrada en la biosintesis

de histidina, y esta enzima puede ser inhibida especificamente de forma dosis
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dependiente por 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT). Por lo tanio, la detemminacion de la
concentracion de 3AT en la cual las células MaV203 no son capaces de crecer en
medio carente de histidina permite que incluso leves cambios en la expresion del gen
reportero HIS3 puedan ser detectados, debido a que de los tres genes presentes en la
cepa MaV203 HIS3 es el mds sensible. De esta forma, para determinar la
concentracion de 3AT que inhibe el crecimiento de células de MaV203, se picaron 3
colonias transformadas con la construccién pDEST32, se resuspendieron en 20 pl de
H.O destilada estéril y se depositaron 4 yl en placas Petri con en medio SD/-Leu-His

solido suplementado con 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM de 3AT.

Tabla H. Placas utilizadas para la caracterizacién de las células de levadura
transformadas con los vectores pDEST32-FT

Prueba Ensayo Placas usadas

Induccion de HIS3 Auxotrofia para His SD/-l.eu-His+3AT
Induccion de URA3 Auxotrofia para Ura * SD/-Leu-Ura
Induccion de facZ Ensayo de X-gal SD/-Leu
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RESULTADOS

3.1 Identificacién de secuencias que codifiquen para factores de transcripcion de

tipo AREB/ABF y Alfin en D. carota.

3.1.1 Predicciéon de sitios de unién de factores de transcripcién al

promotor del gen PSY2 de D. carota.

Para encontrar elementos de respuesta a ABA (ABRE) en el promotor de PSY2
de D. carota se utilizé el programa TOUCAN 3.1.1 (seccién 2.14). La figura 8 muestra
la grafica obtenida luego de ocupar la herramienta MotifScanner, en donde se
observan en rojo los elementos de respuesta a ABA predichos por el programa.
Ademas, debido a que al utilizar otras herramientas bicinformaticas de busqueda de
motivos de union a ADN, como PlantPAN, PROMO y PLACE, se encontré en
reiteradas ocasiones sitios de unién para factores de transcripcion del tipo Alfin en el
promotor de PSY2, y considerando que se ha descrito que los factores de transcripcion
Alfin estan involucrados en los mecanismos de resistencia a salinidad (Bastola y col.,
1998; Winicov y Bastola, 1999; Winicov, 2000), se decidio incluirlos en este estudio, y

en la figura 8 se muestran en verde.
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Figura 8. Distribucién de los elementos de respuesta a ABA y sitios de unién para
factores de transcripcion de tipo Alfin en el promotor PSY2 de D. carofa. En rojo se
muestran los elementos de respuesta a ABA y en verde los sitios de unién para factores de
transcripcion de tipo Alfin. Las lineas punteadas indica la posicién de los promotores de PSY2
P1y P2 usados en este trabajo.
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En la figura anterior se aprecian los 3 elementos de respuesta a ABA predichos
por el programa TOUCAN 3.1.1, de los cuales 2 se encuentran dentro del promotor P1,
mientiras que el promotor P2 contiene a los 3 elementos. Por ofro lado, se encontraron
11 sitios de unién para faclores de trascripcién del tipo Alfin, de los cuales 4 se

encueniran en P1.

3.1.2 Prediccién de secuencias con homologia a factores de transcripcidon

del tipo ABRE y Alfin

La bisqueda de secuencias de D. carofa con homologia a faclores de
transcripcién capaces de unirse a motivos ABRE y a factores de transcripcion Alfin se
realizé de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos (seccion 2.14). Debido a la
gran cantidad de secuencias que podrian estarse uniendo a los motivos ABRE
presentes en el promotor de PSY2, en este trabajo nos centramos en la busqueda de
secuencias con homologia a factores de transcripcion bZIP del grupo A,
especificamente a la sub-familia de factores de transcripcion de A. thaliana
denominada AREB/ABF, los cuales han mostrados unirse a motivos ABRE in vitro y
activar la expresion de genes en respuesta a ABA (Fujita y col., 2005; Furihata y col.,
2006; Kim, 2006). La base de datos de PlantTFDB contiene 122.288 factores de
transcripcién pertenecienies a 83 especies y clasificados en 58 familias, de los cuales
6258 pertenecen a la familia de factores de transcripcién bZIP y 160 a la familia de
factores de transcripcion PHD. En este sentido, dentro del transcriptoma de D. carofa
se encontraron 24 secuencias con homologia a factores de iranscripcion del tipo
AREB/ABF presentes en la base de daios de PlantTFDB, de las cuales fueron
seleccionadas las 5 con el mayor porcentaje de identidad a factores de transcripcion
AREB/ABF que han mostrado unirse a motivos ABRE y activar la franscripcién en

respuesta a ABA (Choi y col.,, 2000; Uno y col, 2000). Del mismo modo, se
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encontraron 11 secuencias con homologia a factores de transcripcién del tipo Alfin, de
las cuales fueron seleccionadas las 3 con el mayor porcentaje de identidad al factor de
transcripcién Alfin1 de M. safiva, el cual ha sido involucrado en el desarrollo de raices,
participar en la tolerancia a sal y unirse a secuencias especificas de ADN (Bastola y
col., 1998; Winicov, 2000). De esta forma, las 5 secuencias con homologia a factores
de transcripcion AREB/ABF analizadas en este trabajo fueron denominadas
arbitrariamente como ABRE1 (A1), ABRE2 (A2), ABRE3 (A3), ABRE4 (A4) y ABRES
(A5), mientras que las secuencias predichas como factores de transcripcion del tipo
Alfin fueron denominadas como Alfin1 (Al1), Alfin2 (Al2) y Alfin3 (Al3). Ademas, en este
trabajo también se Incluyeron las secuencias de CAREB7? (C2) y CAREB2 (C2), que
codifican para factores de transcripcion bZIP previamente descritos como proteinas
capaces de unirse de forma secuencia-especifica a un motivo ABRE presentes en el
promotor de Dc3, ademas de participar en la serializacion de ABA en D. carofa (Guan y

col., 2009).

Para comprobar que las secuencias seleccionadas poseian los dominios
caracteristicos de los factores de transcripcion del tipo AREB/ABF y Alfin, se utilizo la
heramienta CD-Search de acuerdo a lo sefialado en materiales y méiodos (seccion
2.14). En la figura 9 se observan los dominios conservados encontrados para cada una
de las secuencia utilizando esta herramienta. Todas las secuencias ABRE demostraron
poseer el dominio perteneciente a la superfamilia de factores de transcripcién bZIP, al
igual que los factores de transcripcién C1 y C2. Del mismo modo, las 3 secuencias
predichas como factores de transcripcion de tipo Alfin poseen los dominios
caracteristicos de esta familia de proteinas, es decir el dominio DUF3594 en el extremo

N-terminal y el dominio PHD en el extremo C-terminal (Kayum y col., 2015).
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Figura 9. Identificacion de dominios conservados en las secuencias de D. carofa.
Dominios conservados idenfificados en las secuencias predichas como factores de transcripcién
de D, carofa utilizando la herramienta CD-Search. Cada dominio se muestra con un color y una
forma distintiva, mieniras que la superfamilia a la cual pertenece dicho dominio se muestra del
mismo color, pero menos saturado. Las flechas con dos puntas indican la presencia de un
motivo estructural, mientras que los tridngulos indican la presencia de residuos que comprenden
propiedades/sitios conservados. A) ABRE1, B) ABRE2, C) ABRE3, D) ABRE4, E) ABRES, F)
CAREB1, G) CAREB2, H) Alfin1, i) Alfin2, J) Alfin3.

Al analizar la homologia que presentan las secuencias ABRE con los factores
de transcripcién bZIP de A. thaliana se determiné que A1 y A4 poseen una mayor
identidad con el factor de transcripcion AREB3 (AT3G56850.1), A2 con ABF3
(AT4G34000.2), A3 con ABF1 (AT1G49720.1) y A5 con AREB1T/ABF2 (AT1G45249.1).
Por otro lado, C2 presenta mayor similitud con el factor de transcripcién AREB3 de A.
thaliana, el cual pertenece a la familia de factores de transcripcién del grupo A,
mientras que C1 se encuentra mas relacionado con factores de transcripcién bZIP del
grupo G, como lo es el factor de union a G-box 1 (GBF1) (AT4G36730.1). Esta
diferencia también se ve reflejada en la funcién que estarian cumpliendo estos factores
de transcripcion durante el desarrollo de la planta. Por un lado C1 estarfa involucrado
en la embriogénesis somatica de D. carofa al expresarse en etapas tardias del
desarrollo de embriones somaticos, mientras que C2 estaria involucrado en la
respuesta a estrés abidtico al expresarse en respuesta a sequia y ABA (Guan y col.,
2009). Finalmente, se determiné que Al1, Al2 y AI3 poseen un porcentaje de identidad
del 61, 69 y 73%, respectivamente, con Alfint de Medicago safiva (nimero de acceso

L07291).
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3.2 Determinacion de la localizaciéon subcelular de los factores de transcripciéon

seleccionados

3.2.1 Amplificacién de las secuencias de interés

Las secuencias predichas como posibles factores de transcripcion fueron
amplificadas a partir de ADNc de D. carota de acuerdo a lo sefialado en materiales y
métodos (seccion 2.13.1). De las 10 secuencias encontradas mediante el andlisis
bioinformatico fue posible aislar 9 a partir de ADNc: A1 (1034 pb), A2 (1329 pb), A3
(1311 pb), A4 (1044 pb), A5 (1407 pb), C1 (1056 pb), C2 (609 pb), A2 (789 pb) y AI3
(750 pb). En la figura 10 se muestra un PCR a partir de ADNc de D. carota en donde
se aprecian las bandas correspondientes a las secuencias que fueron posibles de

amplificar.

Ladder
1kb

MP Al A3 A4 Al3 C2 C1

MpP A2 MP A5 Al2

1500pb 1500pb

1000pb 1000pb

Figura 10. Amplificacion de las secuencias de interés a partir de ADNc de D. carofa. PCR
realizado utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa a partir de ADNc de D. carofa y partidores
especificos para amplificar las secuencias predichas como factores de transcripcion. MP:
Marcador de peso molecular 1 Kb
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3.2.2 Clonacién de las secuencias de interés en el vector de entrada pCR8

Luego de su amplificacién a partir de ADNc, se realizé la clonacién de las
secuencias que codifican factores de transcripcidn en el veclior de entrada pCR8
(seccidn 2.13.2), para generar de esta forma los vectores pCR8-FT. Con el producto de
ligacion, se transformaron células de E. coli quimiocompetentes (seccion 2.3.1), las
cuales se sembraron en placas Pefri suplementadas con espectinomicina 100 mg/L.
Las colonias obtenidas fueron analizadas mediante PCR de colonias (seccién 2.12.3)
para encontrar clones que portasen los vectores pCR8-FT generados y a las colonias
positivas se les realizé extraccion de ADN plasmidial (seccién 2.6). Se seleccionaron
enzimas de restriccion que permitieran determinar la orientacion en la cual habian sido
clonadas las secuencias de interés (Tabla ill) y se realizaron las digestiones
enzimaticas pertinentes. En la figura 11 se observa el patrén de bandas obtenido luego
de las digestiones. De las 9 secuencias aisladas a partir de ADNc, 7 pudieron ser
clonadas en sentido en el vector de entrada pCR8 (A1, A3, A4, Al2, Al3, C1y C2). Para
cada construccién, 2 clones fueron secuenciados (Macrogen Corp. USA), los cuales se
indican con un asterisco en la figura 11. No fue posible obtener clones positivos para

las construcciones pCRE-A2 y pCR8-Ab.

Tabla lll. Enzimas de restriccion utilizadas para digerir los vectores pCR8-FT y definir la
orientacién de clonacién.

Vectores Enzimas Bandas esperadas (pb)
pCR8-A1 Hpal+Ndel 2693, 799, 359
pCR8-A3 Fipal+Ncol 2686, 1442

pCR8-A4  Aval 1300, 1179, 904, 478
pCR8-C1 Msel 880, 663, 516, 433, 329, 313, 275, 255
pCR8-C2  Aval 1300, 1078, 904, 144
pCR8-AI2  Aval 1300, 1033, 904, 375

pCR8-AI3  Hpal+Ncol 2732, 835
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pCR8-ABRE1

MP c1¥* c2¥* ¢3 c4 5

3000pb
1000pb
250pb
PCRS-ABRE3 pCRS-ABRE4
MP 1 2 3% ca 5 MP c1* c2¥ ¢3 c4 5
1500pb
3000pb 1000pb
1500pb
500pb
1000pb
pCRS-CAREB1 PCRS-CAREB2
MP  c1® c2® 3 4 5 MP c1 2 3% ca
1000pb 1500pb
1000pb
500pb
250pb 500pb
pCRS-Alfin2 pCR8-Alfin3
MP e1® c2¥ 3 c4 c.5 mMpP c1® 2% 3 cd4 c.5
e il “ E 3000pb
1000pb e “_‘ o
500pb
1000pb
250pb 750pb

Figura 11. Digestion de los vectores pCR8-FT. Patron de bandas obtenido luego de digerir
los vectores pCR8-FT con las enzimas de restriccién listadas en la Tabla lll. ¢c.1 a ¢5
corresponden a 5 colonias independientes digeridas para cada construccién. Las colonias
marcadas con asterisco indican colonias que presentaron el patron de bandas esperado y que
fueron enviadas a secuenciar. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb
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3.2.3 Recombinacién de los vectores pCR8-FT con el vector de

destinacién pK7RWG2

Una vez obfenidos los vectores de entrada pCRS-FT, se realizé Ia
recombinacién con el vector de destinacion pK7RWG2 para generar los vectores
PK7RWG2-FT, tal comoe se indica en materiales y métodos (seccidn 2.13.3). Con el
producto de recombinacion, se transformaron células de E. cofi quimiocompetentes, las
cuales se sembraron en placas Petri suplementadas con espectinomicina 100 mg/L. Se
realizé un andlisis preliminar para enconfrar colonias que portasen los vectores
generados mediante un PCR de colonia y se procedié a realizar la extracciéon de ADN
plasmidial a las colonias positivas. Para digerir los vectores pK7TRWG2-FT se utilizé la
enzima Aval ya que esta enzima posee sitios de restriccidn en todas las secuencias de
interés y ademas en el vector de destinacién pK7TRWG2, permitiendo asi determinar la
orientacién en la cual se encontraban clonadas las secuencias de interés. En la Tabla
IV se muestra el tamafio de las bandas obtenidas luego de digerir cada vector con la
enzima de restriccion Aval, y en la figura 12 es posible observar que para todas las

construcciones se logrb obtener clones con el pairén de bandas esperado.

Tabla IV. Tamafio de bandas esperado al digerir los vectores pK7RWG2-FT con la enzima
de restriccion Aval

pK7RWG2-A1 3744, 1933, 1238, 1131, 986, 630, 515, 480, 423, 192
pK7RWG2-A3 3744, 2500, 1933, 1131, 630, 515, 480, 423, 192
PK7RWG2-A4 3744, 1933, 1239, 1131, 995, 630, 515, 480, 423, 192
pPK7RWG2-C1 3744, 2246, 1933, 1131, 630, 515, 480, 423, 192
PK7RWG2-C2 3744, 1933, 1131, 905, 894, 630, 515, 480, 423, 192
pK7RWG2-Al2 3744, 1933, 1136, 1131, 849, 630, 515, 480, 423, 192
pPK7RWG2-AI3 3744, 1933, 1131, 1007, 846, 630, 515, 480, 423, 192, 87

pPK7RWG2 3744, 2160, 1933, 1131, 658, 630, 515, 480, 423, 192
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Figura 12. Digestion de los vectores pK7RWG2-FT. Patrén de bandas obtenido luego de
digerir los vectores pk7RWG2-FT con la enzima de restriccién Aval. c.1 a ¢.3 corresponde a tres
clones independientes digeridos para cada construccién. Con asterisco se indican aquellas
colonias que presentaron el patrén de bandas esperado. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb

Finalmente, se transformaron células de A. tumefaciens (seccién 2.3.2) con las

construcciones pK7RWG2-FT y se realizé la transformacion transitoria de tabaco.
3.2.4 Transformacioén transitoria de N. tabacum.

Para determinar la localizacion sub-celular de los factores de transcripcion, se
realizé la transformacién transitoria doble de hojas de N. tabacum (seccién 2.20) con

las construcciones pK7RWG2-FT, las cuales contienen las secuencias predichas como
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factores de transcripcién fusionadas a RFP, y el vector pCAMBIA1302, el cual posee el
gen de GFP dirgido por el promotor constitutivo 35SCaMV, y las muestras
recolectadas fueron observadas bajo el microscopio de epifluorescencia (seccion 2.21).
En la Figura 13 se aprecian imagenes tomadas a partir de las hojas infiliradas. En las
imagenes tomadas bajo el filiro Cy3 (canal rojo) se aprecia una fuerte sefial circular de
color rojo en todas las hojas infiltradas excepto en aquellas fransformadas con el vector
vacio pK7RWG2 (13A). Sin embargo, en las hojas infiltradas con la construccién
pF7RWG2-Al12 (13G), ademas es posible observar fluorescencia roja en el contomo de
las células de tabaco. Al observar las imagenes tomadas bajo el filtro FITC (canal
verde) se observa una fuerte sefial circular de color verde en el centro y ademas
fluorescencia en el contomo de las células. Debido a que se sabe que la proteina GFP
se localiza tanto en el nicleo como en el citoplasma, la fuerte sefial circular
corresponde a la fluorescencia emitida por GFP localizada en el nicieo y la sefial
observada en el borde de las células corresponde a la fluorescencia emitida por GFP
en el citoplasma. De esta forma, al realizar la sobreposicion de las imagenes
observadas en el canal rojo con las imdgenes observadas en el canal verde se aprecia
que las senales circulares se sobreponen, observandose de color amarillo, a excepcién
de las hojas infiltradas con el vector vacio, en donde solo se observa la sefial de color
verde en nicleo y citoplasma. En conjunto, estos resultados indican que: 1) las
secuencias de interés se estan expresando, 2) que todas las secuencias se encuentran
en marco de lectura con RFP y 3) que A1, A3, A4, C1, C2 y A3 estén localizadas el
nacleo, mientras que AI2 se encontraria localizada tanto en el niicleo como en el
citoplasma. La localizacién encontrada para C1y C2 se corresponde con la literatura

(Guan y col., 2009).
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Figura 13. Transformacién transitoria doble de hojas de N. tabacum con las
construcciones pK7RWG2-FT y el vector pCAMBIA1302. Transformacion doble de hojas de
tabaco con los vectores que portan las secuencias de interés fusionadas a RFP y el vector que
porta el gen reportero GFP bajo la direccién del promotor CaMV 35S. Se observan iméagenes
tomadas luego de 4 dias de la infiliracién de las hojas. Canal rojo: im&genes tomadas bajo el
filtro Cy3 para observar la fluorescencia de RFP. Canal Verde: imagenes tomadas bajo el filtro
FITC para observar la fluorescencia de GFP A) Vector vacio sin inserto, B) ABRE1, C) ABRES,
D) ABRE4, E) CAREB1, F) CAREB2, G) Aifin3, H) Alfin2. Canal rojo: Imégenes tomadas bajo el
filtro Cy3. Canal verde: Imégenes tomadas bajo el filtro FITC. Barra: 25 pM

3.3 Transfeccion de protoplastos de D. carota
3.3.1 Obtencion de protoplastos a partir de cultivos celulares de D. carota

La obtencién de cultivos de suspensiones celulares a partir de callos de D.
carola se realiz6 de acuerdo a lo sefialado en materiales y métodos iseccién 2.17).
Luego de obtener cultivos de suspensiones celuiares creciendo en fase exponencial se
realizé la obtencidn de protoplastos a partir de ellos (seccion 2.18). La digestion de Ia
pared de la células presentes en los cultivos celulares de D. carofa produce la
liberacién de células redondas delimitadas solo por la membrana celular, denominadas
protoplastos. En la figura 14 se observa la obtencién de los protoplastos a partir de los
cultivos de suspensiones celulares en el tiempo. Mediante este ensayo se determiné
que a las 6 horas de incubacion con la solucién enzimética la totalidad de los

protoplastos habian sido liberados (Figura 14D), por Ic que a las 6 horas se detuvo la

reaccién y se procedié a realizar la transfeccion de los protoplastos.
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Figura 14. Transcurso temporal de [a obtencién de protoplastos. Incubacién de culfivos de
suspensiones celulares de D. carofa con celulasa y macerozima para permitir la digestién de la
pared celular y la obtencion de protoplastos. Imégenes tomadas luego de A) 1 hora, B) 2 horas,
C) 4 horas y D) 6 horas de incubacién con la solucion enzimatica. Barra: 50 pM

3.3.2 Transfeccién de protoplastos de D. carofa con las construcciones

pK7RWG2-FT

Para determinar si los factores de transcripcién eran capaces de unirse al
promotor de PSY2 de D. carofa, se realiz6 la transfeccién de protoplastos con las
construcciones pK7RWG2-FT. Para esto, la obtencién de proioplastos se realizé a
partir de cultivos de suspensiones celulares provenientes de zanahorias iransgénicas,
las cuales portaban en su genoma el gen GFP dirigide por el promotor de PSY2 de D.

carofa (Fuentes, 2011). De esta forma, si los factores de transcripcion son capaces de
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unirse al promotor de PSY2 y activarlo, se producird la transcripcién de GFP,
aumentara la fluorescencia de los protoplastos y ésta sera cuantificada. La transfeccién
de protoplastos con los vectores pKTRWG2-FT se realizé de acuerdo a lo sefialado en
materiales y métodos (seccién 2.19). En la figura 15 se aprecian protoplastos
transfectados con estas construcciones. Nuevamente, en las fotografias tomadas bajo
el filiro Cy3 (canal rojo) se observa una fuerte sefial puntual en el centro de la célula en
todos Jos profoplastos transfectados con las construcciones pK7RWG2-FT, a
excepcién de los transfectados con el vector vacio pKTRWG2 (15A), en donde no se
observa sefial, y los transfectados con la construcciéon pK7RWG2-Al2, en donde

ademas se observa fluorescencia en el borde de la célula (15G).

Si bien se logré la transfeccion de protoplastos con las construcciones
PK7RWG2-FT, no fue posible obtener un alto porcentaje de transfeccién a pesar de
numerosos intentos y luego de realizar varias modificaciones a los protocolos de
obtencion y transfeccién de protoplastos. Ademas, como se observa en la figura 16C,
existe una alta fluorescencia basal de los profoplastos, que sumado a la gran
variabilidad de esta fluorescencia hicieron muy dificil la cuantificacién de la
fluorescencia de GFP. Por lo tanto, se decidié cambiar de modelo y comenzar a

trabajar con levaduras para realizar un ensayo de mono-hibrido.
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Campo Claro

Canal Rojo

Superposicion

Figura 15. Transfeccién de
protoplastos con los vectores
pK7RWG2-FT. Transfeccion de
protoplastos de D. carofa con las
construcciones que portan las
secuencias de interés fusionadas
a RFP. Se observan imagenes
tomadas luego de 24 horas de la
transfeccion. Canal rojo: imagenes
tomadas bajo el filtro Cy3 para
observar la fluorescencia de
RFP.A) Vector vacio, B) ABRE1,
C) ABRE3, D) ABRE4, E)
CAREB1, F) CAREB2, G) Alfin2,
H) Alfin3. Canal rojo: Iméagenes
tomadas bajo el filiro Cy3. Barra:
10 pM.




Figura 16. Fluorescencia basal de protoplastos luego de la transfeccion. Fotografias
representativas tomadas luego de 24 horas de la transfeccién de protoplastos de D. carota con
una de las construcciones pK7RWG2-FT. A) Campo claro, B) Canal rojo, C) Canal verde, D)
Superposicion canal rojo y canal verde. Se observa la baja tasa de transfeccién (fluorescencia
roja, RFP) y la alta fluorescencia basal de los protoplastos (fluorescencia verde) luego de la
transfeccion. Barra: 50 uM.

3.4 Determinacién de la capacidad de activar la transcripciéon de las secuencias

3.4.1 Generacion de los vectores pDEST22-FT y pDEST32-FT

Para generar los vectores en donde las secuencias predichas como factores de
transcripcion se encuentran fusionadas al dominio de activacion de GAL4 (GAL4 AD) y
al dominio de unién a ADN de GAL4 (GAL4 DBD) se utilizaron los vectores pDEST22 y

pDEST32, respectivamente. De esta forma, se realizdé la recombinacién entre estos
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vectores y los vectores de entrada pCR8-FT (seccidn 2.13.3). Con el producto de
recombinacién, se transformaron células de E. coli quimiocompetentes, las cuales
fueron sembradas en placas Petri suplementadas con ampicilina 100 mg/L (pDEST22)
y gentamicina 10 mg/L. (pDEST32). Para determinar de forma preliminar las colonias
que portaban los vectores generados, se realizé un PCR de colonias utilizando como
partidor directo los partidores pDEST22 F y pDEST32 F (Tabla 1) y como partidores
reverso los partidores de las secuencias de cada secuencia. Posteriomente, se extrajo
ADN plasmidial a partir de las colonias positivas y se realizé una digestion con enzimas
de restriccion que permitiesen comprobar que las secuencias habian sido clonadas en
la orientacién cormrecta, las cuales se indican en la Tabla V. En la figura 17A se
observan las bandas obtenida luego de la digestion de los vectores pDEST22-FT con
las enzimas de restriccién adecuadas, mientras que en la figura 17B se observan las
bandas correspondientes a la digestion de los vectores pDEST32-FT. Para ambos
casos, ¢l patrén de bandas obtenidas luego de la digestion se corresponde con el
patrén de bandas esperado. Finalmente, se procedié a transformar célufas de levadura

con las construcciones generadas.

Tabla V. Enzimas de restriccién utilizadas para digerir los vectores pDEST22-FT y
pDEST32-FT.

Secuencias Enzimas pDEST22-FT pDEST32-FT

ABRE1 Aval 6204, 1493, 516 5511, 1863, 1708, 1449, 388, 367, 264
ABRE3 Hindlll 5253, 1624, 1613 10127, 1698

ABRE4 Aval 5061, 1493, 769 5268, 1863, 1708, 1449, 641, 367, 264
CAREB1 Kpnl 6020, 2215 4887, 3743, 2940

CAREB2 Aval 5860, 1493, 435 5167, 1863, 1706, 1449, 367, 307, 264
Affin2 Aval 5815, 1493, 666 5122, 1863, 1706, 1449, 538, 367, 264
Alfin3 Aval 5812, 1493, 537, 87 5119, 1863, 1706, 1449, 409, 367, 264
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Figura 17. Digestién de colonias E. coli que portan los vectores pDEST22-FT y pDEST32-
FT. Patrén de bandas obtenido luego de digerir los vectores pDEST22-FT (A) y pDEST32FT
(B) con las enzimas de restriccion listadas en la Tabla V. Todas las colonias analizadas
presentaron el patrén de bandas esperado. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb. MPp:
Marcador de peso molecular 100 pb plus

3.4.2 Transformacién de levaduras MaV203

Para determinar si los factores de transcripcién eran capaces de activar la
transcripcion se realizé un ensayo de mono-hibrido en levadura utilizando los vectores
pPDEST32-FT y la cepa de levadura MaV203 (seccién 2.24). Se transformaron células
de levadura de la cepa MaV203 (seccién 2.5) con los vectores pDEST32-FT y se
sembraron en placas Petri con medio SD/-Leu sélido. Para determinar las colonias que

portaban las construcciones se realiz6 un PCR de colonia a 3 colonias por cada
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construccion utilizando como partidor directo pDEST32 F y como partidores reverso los

partidores especificos de cada secuencia. De esta forma se esperaban las siguientes

bandas: A1 (1457 pb), A3 (1734 pb), A4 (1467 pb), pDEST32 (2347 pb), C1 (1479 pb),

C2 (1032 pb), Al2 (1218 pb), AI3 (1173 pb). En la figura 18 se observa que todas las

colonias analizadas resultaron positivas para el PCR de colonia.
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Figura 18. PCR realizado a levaduras MaV203 transformadas con los vectores pDEST32-
FT. Andlisis realizado mediante PCR de colonia a células de levadura de la cepa MaVv203
transformadas con los vectores pDEST32-FT. ¢1 a c¢.3 corresponde a tres colonias
independientes analizadas por PCR; c.- control negativo (colonia sin transformar); c.+: control
positivo (vector pDEST32-FT correspondiente). MP: Marcador de peso molecular 1 Kb.
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3.4.3 Caracterizacién de levaduras MaV203 transformadas con [as

construcciones pDEST32-FT

La determinacién de la activacion de cada uno de los genes reporteros
presentes en las células de levadura MaV203 (URA3, HIS3 y lacZ) transformadas con
las construcciones pDEST32-FT se realizd de acuerdo a lo sefialado en materiales y
métodos (seccion 2.25). Debido a que la cepa Mav203 es capaz de expresar niveles
basales de HIS3, primero fue necesario inhibir esta expresion basal mediante la adicién
de 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT). Se determind que la minima concentracién de 3AT
que es capaz de inhibir el crecimiento de células MaV203 en medio carente de histidina

es 25 mM.

En la figuras 20 se observan las colonias crecidas en cada una de las placas
disefiadas para observar la activacién de los genes reporteros inducibles por GAL4:
URA3 (8D/-Leu-Ura), HIS3 (SD/-L.eu-His 25 mM 3AT) y lacZ (X-gal). Debido a que la
cepa de levadura MaV203 posee la mutacién /eu2-3 no puede crecer en medio SD/-
Leu (medio basal SD sin leucina), por lo que solo colonias transformadas con las
construcciones pDEST32-FT, las cuales posee el gen LEU2, seran capaces de crecer
en un medio SD/-Leu. En la figura 19 se observa que todos los clones crecen en medio
SD/-Leu, indicando que todos portan las construcciones pDEST32-FT, las cuales
poseen las secuencias que codifican los factores de transcripcidn. Al crecer estos
clones en medio SD/-Leu-Ura (medic basal SD sin leucina ni uracilo) se observa que
todos los clones son capaces de crecer, a excepcion de clones transformados con e)
vector pDEST32 vacio (19A). Sin embargo se observa que, en comparacion a otros
clones, los clones pDEST32-A4 (19D) no son capaces de crecer de la misma forma en
medio SD/-Leu-Ura. Al observar los clones crecidos en placas SD/-Leu-His 25 mM 3AT

{medio basal SD sin leucina ni histidina, suplementado con 25 mM de 3-Amino-1,2,4-

68




Y

Triazole) nuevamente se observa que todos los clones son capaces de crecer, excepto
los transformados con el vector pDEST32 vacic. Sin embargo, se observa mayor
diferencia en el crecimiento de levaduras transformadas con vectores que portan las
secuencias que codifican diferentes factores de transcripcidn, nuevamente
observandose que los clones pDEST32-A4 poseen un crecimiento mas limitado.
Finalmente, al observar el ensayo X-gal se observa que los clones transformados con
el vector pDEST32 vacio no presentan coloracién, que los clones pDEST32-C1 (19E) y
pDEST32-C2 (19F) presentan una coloracién azul muy intensa, y que los clones
pDEST32-A1 (19B), pDEST32-A3 (19C) y pDEST32-AlI3 (19H) presentan un color azul
muy tenue, mientras que en los clones pDEST32-A4 (19D) y pDEST32-Al2 (19G) la
coloracién azul es ain mucho mas tenue. En conjunto, estos resultados sugieren que
todos los factores de transcripcion son capaces de activar la transcripcion de los tres

genes reporteros en levadura, aunque con diferente fuerza.
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SD/-Leu-His
25 mM 3AT

SD/-Leu SD/-Leu-Ura X-gal

Figura 19. Ensayo de expresion de los genes reporteros URA3, HIS3 y lacZ en levaduras
MaV203 transformadas con las construcciones pDEST32-FT. Levaduras MaV203
transformadas con los vectores pDEST32-FT crecidas en medio SD/-Leu (medio basal SD sin
leucina, control de crecimiento), SD/-Leu-Ura (auxofrofia para uracilo), SD/-Leu-His+ 25 mM
3AT (auxotrofia para histidina). La columna X-gal corresponde al ensayo de X-gal realizado
para examinar la induccién de lacZ A) Vector vacio, B) ABRE1, C) ABRE3, D) ABRE4, E)
CAREBH1, F) CAREB2, G) Alfin2, H) Alfin3

3.5 Determinacion la union de las secuencias al promotor de PSY2 de D. carota

3.5.1 Generacion de las construcciones pP1-AbAi y pP2-AbAi

La generacion de los vectores en donde los promotores de PSY2 de D. carota
P1 (421 pb) y P2 (770 pb) dirigen la expresion del gen AUR7-C se realizé de acuerdo a
lo sefalado en materiales y métodos (seccién 2.22). Se agregaron sitios de restriccion

para las enzimas Sacl y Sall a los promotores P1 y P2 y se clonaron en el vector
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pCR8. En la figura 20 se observa un PCR de colonia realizado a colonias de E. coli

transformadas con las construcciones pCR8-P1 y pCR8-P2.

1000pb
750pb

Figura 20. PCR realizado a colonias transformadas con las construcciones pCR8-P1 y
pCR8-P2. Andlisis realizado a 4 colonias de E. coli transformadas con los vectores pCR8-P1 y
pCR8-P2 mediante PCR de colonia. c.- control negativo (colonia sin transformar); c.+: control
positivo (ppPSY2 para pCR8-P2 y pmPSY2 para pCR8-P1). MP: Marcador de peso molecular.

Posteriormente, los vectores pCR8-P1, pCR8-P2 y el vector pAbAi fueron
digeridos con las enzimas Sacl y Sall para liberar los promotores y linearizar el vector
pAbAI. En la figura 21 se observa que los promotores P1 y P2 pudieron ser liberados

de sus respectivos vectores luego de realizar la digestion.

pAbAi  pCR8-P1  pCR8-P2

MP

3000pb

1000pb

500pb

Figura 21. Digestion de los vectores pCR8-P1, pCR8-P2 y pAbAi. Liberacién de los
fragmentos P1 y P2 a partir de los vectores pCR8-P1 y pCR8-P2 y linearizacién del vector
pAbAi mediante la digestion con las enzimas Sacl y Sall. MP: Marcador de peso molecular 1 kb.
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Finalmente, luego de liberar los promotores P1 y P2 se realizé su ligacion con el
vector pAbAi linearizado para generar las construcciones pP1-AbAi y pP2-AbAi. Con el
producto de la ligacién se transformaron células de E. coli quimiocompetentes, las
cuales fueron sembradas en placas Petri suplementadas con ampicilina 100 mg/L. Se
determiné de forma preliminar las colonias que portaban estas construcciones
mediante un PCR de colonia y se realizé una digestion enzimatica a los clones

positivos con la enzima EcoRI (Figura 22).

pP1-AbAi pAbAi pP1-AbAi pADbAI

MP

4000pb
3000pb

1000pb 1000pb

Figura 22. Digestion de los vectores pP1-AbAi y pP2-AbAi. Patrén de bandas obtenido
luego de digerir DNA plasmidial de tres clones de pP1-AbAi y pP2-AbAi con la enzima de
restriccion EcoRI. MP: Marcador de peso molecular 1 kb.

3.5.2 Transformacion de levaduras Y1HGold

Una vez obtenidos los vectores pP1-AbAi y pP2-AbAi se procedié a transformar
células de levadura cepa Y1HGold con estas construcciones (seccion 2.5) para
generar las cepas reporteras Y1HGold-pP1-AbAi y Y1HGold-pP2-AbAi. La cepa de
levadura Y1HGold posee la mutacion ura3-52, por lo que no es capaz de crecer en
medio SD carente de uracilo a menos que porte un vector que posea el gen URA3,
como lo es pAbAi. Por lo tanto, las levaduras transformadas fueron sembradas en

placas Petri con medio SD/-Ura sélido. En la Figura 23 se observa un PCR de colonia

72




realizado a colonias de levaduras Y1HGold transformadas con las construcciones pP1-
AbAi y pP2-AbAi utilizando como partidores directos P1PSY2 F Sacl y P2PSY2 F Sacl
y como partidor reverso PPSY2 R Sall. De esta forma, para la construccion pP1-AbAi
se esperaba una banda de 421 pb, mientras que para la construccién pP2-AbAi se

esperaba una banda de 770 pb, lo cual se obtuvo satisfactoriamente.

Figura 23. PCR realizado a colonias de levaduras Y1HGold transformadas con las
construcciones pP1-AbAi y pP2-AbAi. Andlisis realizado mediante PCR de colonia a 4
colonias de levadura de la cepa Y1HGold fransformadas con {os vectores pP1-AbAi y pP2-AbAI.
c.-: control negativo (colonia no transformaday; c.+: confrol positivo (vectores pP1-AbAi y pP2-
AbAi). MP: Marcador de peso molecular 1 kb.

Debido a que es probable que exista una expresion basal del gen reportero que
confiere resistencia al antibiético Aureobasidin A (AbA) presente en el vector pAbAi,
una vez obtenidas las cepas de levadura reportera Y1HGold-pP1-AbAi y Y1HGold-
pP2-AbAi se determiné la concentracion minima de AbA que es capaz de inhibir el
crecimiento de estas cepas de levadura (seccién 2.23). Se determind que para las
levaduras Y1HGold-pP1-AbAi la minima concentracion de AbA que inhibe su

crecimiento es 500 ng/mL, mieniras que para las levaduras Y1HGold-pP2-AbAi la
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minima concentracién fue de 750 ng/mL. Por lo tanto, estas fueron las concentraciones

utilizadas para crecer las cepas transformadas con las construcciones pDEST22-FT.

3.5.3 Determinacidn de Ia interaccion entre las secuencias de interés y el

promotor de PSY2 de D. carota

Para detemminar si los factores de franscripcion son capaces de unirse al
promotor de PSY2 de D. carofa se realizé un ensayo de mono-hibrido en levadura
ufilizando los vectores pDEST22-FT y las cepas de levadura Y1HGold-pP1-AbAi y
Y1HGold-pP2-AbAj, tal como se indica en materiales y métodos (seccidn 2.24). La
cepa Y1HGold también posee la mutacion trp1-801, impidiendo que crezca en medio
SD carente de triptéfano, a menos que porte un vector que posea el gen TRP1, como
lo es pDEST22. Por lo tanto, las células de levaduras Y1HGold-pP1-AbAi y Y1HGold-
pP2-AbAi transformadas con los vectores pDEST22-FT fueron sembradas en placas
Petri con medio SD/-Ura-Trp sélido. Para determinar las colonias que portaban las
construcciones se realizé un PCR de colonia a 3 colonias por cadla construccion. En la
Figura 24 se muestra el PCR realizado a las colonias Y1HGold-pP2-AbAi
transformadas con los vectores pDEST22-FT utilizando como partidor directo pDEST22
F y como partidores reverso los pariidores especificos de las secuencias. De esta
forma, luego de realizar el PCR de colonia se esperaban las siguientes bandas: A1
(1196 pb), A3 (1473 pb), A4 (1206 pb), pDEST22 (2088 pb), C1 (1218 pb), C2 (771
pb), Al2 (857 pb), AI3 (812 pb), y se observa en esta figura que todas las colonias
analizadas resultaron positivas para el PCR de colonia. De la misma forma, todas las
colonias Y1HGold-pP1-AbAi transformadas con los vectores pDEST22-FT analizadas

resultaron ser positivas para et PCR de colonia {figura nc mostrada).
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Figura 24. PCR realizado a colonias de levaduras Y1HGold-pP2-AbAi transformadas con
las construcciones pDEST22-FT. Analisis realizado mediante PCR de colonia a 4 colonias
levadura de la cepa Y1HGold-pP2-AbAi transformadas con los vectores pDEST22-FT y con el
vector vacio pDEST22. c.-: control negativo (colonia no transformada); c.+: control positivo
(vectores pDEST22-FT). MP: Marcador de peso molecular 1 kb.

En la figura 25 se muestra un esquema que ilustra la activacion de la expresion
del gen reportero AUR1-C luego de producirse la unién de los factores de transcripcion
fusionados al dominio de activacion de GAL4 a la region promotora del gen PSY2 de D.

carota. En esta figura se observa que solo levaduras reporteras transformadas con
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vectores que portan secuencias que codifiquen factores de transcripcion capaces de
unirse a la regién promotora de PSY2 seran capaces de crecer en un medio
suplementado con el antibiético Aureobasidin A, ya que el dominio de activacién de la
transcripcion de GAL4 reclutara la maquinaria de transcripcién, activando la expresion

del gen de resistencia a Aureobasidin A.

A
Gal4 ARN
Polimerasa
No Expresion

Promotor DcPSY2

Figura 25. Esquema de la detecci6n de la interaccién entre los factores de transcripcién y
el promotor de PSY2. A) No existe expresion del gen de resistencia a Aureobasidin A AUR1-C
debido a que los factores de transcripcién fusionados al dominio de activacion de GAL4 (DA
GAL4) no son capaces de unirse a la region promotora del gen PSY2 de D. carota, impidiendo
que se reclute la maquinaria de transcripcién, B) la unién de los factores de transcripcién a la
regiéon promotora de PSY2 permite que el dominio de activacién de GAL4 (DA GAL4) reclute a
la maquinaria de transcripcion, la cual activa la expresién del gen AUR1-C.

De esta forma, las colonias que resultaron positivas para el PCR fueron
depositadas en placas Petri con medio SD/-Ura-Trp sélido suplementadas con AbA

(500 ng/mL para las levaduras Y1HGold-pP1-AbAi y 750 ng/mL para las Y1HGold-pP2-
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" AbAI), tal como se indica en materiales y métodos. En la figura 27 se observan los
clones que fueron capaces de crecer en el medio de seleccién. Como se mencioné
anteriormente, solo aquellas células que porten los vectores pAbAi y pDEST22, los
cuales poseen los marcadores de seleccion nuiricional URA3 y TRPT,
respectivamente, seran capaces de crecer en medio SD/-Ura-Trp debido a fas
mutaciones que posee la cepa Y1HGold (ura3-52 y #p1-901). En la Figura 26 se
aprecia que todas las colonias fueron capaces de crecer en medio SD/-Ura-Trp sin
AbA, indicando que todas portan ambos vectores. Ademas, tanto la cepa reportera
Y1HGold-pP1-AbAi como la Y1HGold-pP2-AbAi transformadas con el vector vacio
pDEST22 no son capaces de crecer en medio SD/-Ura-Trp suplementado con 500
ng/mL y 750 ng/mL de AbA (27A), respectivamente, indicando que estas
concentraciones de AbA son capaces suprimir la expresion basal del gen AURT-C,
responsable de la resistencia a AbA, de las cepas reporteras. Ademas, ninguno de los
clones transformados con las construcciones pDEST22-C1 (27E) y pDEST22-C2 (27F)
fueron capaces de crecer en medio SD/-Ura-Trp suplementado con AbA. Esto indicaria
que tanto CAREB1 como CAREB2 no se unen al promotor de PSY2 de D. carofa. Sin
embargo, se observa que colonias de levaduras Y1HGold-pP1-AbAi transformadas con
las construcciones pDESTZ22-A1 (27B), pDEST22-A3 (27C), pDEST22-A4 (27D),
pDEST22-Al2 (27G) y pDEST22-Al3 (27H) si son capaces de crecer en medio SD/-Ura-
Trp suplementado con 500 ng/mL de AbA. Este resultado sugiere que tanto los factores
de transcripcién del tipo AREB/ABF como los del tipo Alfin estarian uniéndose al
promotor P1 de D. carotfa. Sin embargo, el crecimiento de las levaduras se ve bastante
reprimido, indicando una interaccién débil entre las secuencias y el promotor P1. Del
mismo modo, se observa que las colonias de levaduras .Y1HGold-pP2-AbAi
transformadas con las construcciones pDEST22-A1 (27B), pDEST22-A3 (27C),
pDEST22-A4 (27D), pDEST22-Al2 (27G) y pDEST22-Al3 (27H) crecen en medio SD/-
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Ura-Trp suplementado con 750 ng/mL de AbA. Si bien es posible apreciar que existe
un mayor crecimiento de las levaduras Y1HGold-pP2-AbAi en comparacion a las
Y 1HGold-pP1-AbAi al ser transformadas con la misma construccién pDEST22-FT, este |

comportamienio no es del todo claro.

Y1HGold-pP1-AbAi Y1HGold-pP1-AbAi Y1HGold-pP2-AbAi Y1HGold-pP2-AbAi
0 ng/mL AbA 500 ng/mLAbA 0 ng/mL AbA 750 ng/mL AbA

Figura 26. Interaccién entre los factores de transcripcién y el promotor de PSY2.
Levaduras Y1HGold-pP1-AbAl y Y1HGold-pP2-AbAi transformadas con los vectores pDEST22-
FT crecidas en medio SD/-Ura-Tip suplementado con AbA. A) Vector vaclo, B) ABRE1, C)
ABRE3, D) ABRE4, E) CAREB1, F} CAREB2, G) Alfin2, H) Alfin3.
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DISCUSION

4.1 Elementos reguladores de la transcripcion presentes en el promotor del gen

PSY2 de D. carota.

La gran cantidad de elementos de respuesta a luz presentes en el promotor del
gen PSY2 de D. carota, y en general en los promotores de los genes PSY de otras
especies (Welsch y col., 2003; Welsch y col., 2008; Lao y col., 2011; Qin y col., 2011),
puede estar relacionada con la importancia que poseen los carotenoides en procesos
que involucran a la luz, como los es la captacién de luz durante la folosintesis y la
disipacion del exceso de energia luminica {Demmig-Adams y col., 1996; Niyogi, 1999;
Demmig-Adams y Adams, 2006; Xiao y col, 2011). La capacidad de los genes
carotenogénicos de responder rapidamente a los estimulos luminicos, sobre todo en
uno de los genes que constituye un punto clave de regulacién en la ruta de sintesis de
carotenocides como los es PSY, es de vital importancia para las plantas, ya que éstas
necesitan sintetizar carotenoides en particular Iuteina para realizar la fotosintesis y las
xantdfilas zeaxantina y violaxantina para disipar el exceso de luz que necesita ser

disipado para evitar el daric foto-oxidativo.

En D. carofa se ha descrito que la expresién de la mayoria de los genes
carotenogénicos aumenta durante el desarrcllo de la raiz modificada crecida en
condiciones de oscuridad, especialmente la de los genes LCYB7y PSY2, lo que se ve
acompafiado por un aumento en los niveles de carotenoides (Fuentes y col., 2012).
Este aumento de la expresion en oscuridad sugiere la existencia de otros estimulos,
ademas de luz, capaces de regular la activacion de los promotores de genes
carotenogénicos en la raiz modificada, los cuales estarian relacionados principalmente
con ef desarrollo de la raiz y la expresién de genes en oscuridad. En este sentido, dos

de los genes PSY de arroz, OsPSY7 y OsPSY2, son regulados por luz y estan




P involucrados en la biosintesis de carotenoides en tejidos fotosintéticamente activos. La
expresion de estos genes es mayor en hojas en desarrolio que en hojas maduras, en
donde solo se necesita mantener un equilibrio en el recambio de carotenoides. Por otro |
lado, la OsPSY3 no se ve afectada por luz y sus niveles de transcrito permanecen
bajos en todas las condiciones observadas. Sin embargo, la expresién de OsPSY3
aumenta en respuesta al aumento de los niveles de ABA (Welsch y col., 2008). Del
mismo modo, ia expresién de PSY3 de maiz juega un papel imporiante en el control
del flujo de los carotenoides en la raiz en respuesta a ABA (Li y col., 2008). En A.
thaliana se enconiré que ABA es capaz de aumentar la expresién de PSY solo en
raices, lo que suglere una retroalimentacion 6rganc-especifica de la ruta de
carotenoides mediada por ABA (Ruiz-Sola y col., 2014). Estos reportes sugieren que la
fitohormona ABA estarfa relacionada con la activacidn de la ruta de biosintesis de
carotenoides en las raices de las plantas, ya sea en respuesta al desarrollo o a

diferentes estimulos por estrés.

En D. carofa, se determind que la aplicacién exdgena de ABA produce un
aumento en la expresidn del gen PSY2, indicando que este gen es capaz de responder
a ABA (Fuentes, 2011). Como se ha visto en los promotores de genes PSY de ofras
especies, esta capacidad de responder a ABA del gen PSY2 de D. carota estaria
relacionada con elementos cis presentes en su promotor. Se ha descritc que dentro de
los elementos de respuesta a hormonas presentes en este promotor existen 3
elementos de respuesta a ABA (ABRE). Si bien no se encontré ninguno de los
elementos acopladores (CE) descritos en el promotor de PSY2, los cuales serian

necesarios para establecer un complejo minimo de respuesta a ABA (ABRC) y conferir

la capacidad de responder a ABA (Shen y col.,, 1998), dos de los motivos ABRE

encontrados en el promotor de PSY2 se encuentran préximos entre si, lo que pemmitiria
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que uno de ellos pudiese actuar como un CE para el otro motivo ABRE (Hobo y col.,
1999), y de esta forma explicar la capacidad que posee este promotor de responder a

ABA,

Por otro lado, ademas de los elementos de respuesta a luz y hormonas ya
descritos en el promotor de PSY2 de D. carofa, en este trabajo se identificaron varios
sitios de unién para factores de transcripcion de tipo Alfin. Si bien hasta la fecha no
existen reportes que relacionen a los factores de transcripcién Alfin con la biosintesis
de carotenoides, la gran cantidad de sitios de unién para este iipo de factores de
franscripcion (al menos 11) encontrados en el promotor de PSY2 de D. carota, sumado
a la importancia de estas proteinas en procesos biolégicos como el crecimiento y
desarrollo de la raiz y la elongacién de pelos radiculares, ademas de su papel en la
regulacion de la tolerancia a estrés por sal (Bastola y col., 1998; Winicov, 2000;
Chandrika y col., 2013), sugiere que estas proteinas podrian estar regulando la sintesis
de carotenoides durante el desarolio de la raiz y/o en respuesta a altas
concentraciones de sal en D. carofa, lo que hace que los factores de transcripcion de
tipo Alfin sean un blanco importante de estudio en este modelo vegetal. Ademas, si
consideramos que los carotenoides poseen la capacidad de eliminar las especies
reactivas de oxigeno, principales responsables del dafio producido por estrés por sal,
los factores de transcripcion de tipo Alfin podrian estar mediando la defensa a este
estrés a fravés de la sintesis de carotenoides que permitan eliminar las especies
reactivados de oxigeno, lo que explicaria en parte a la presencia de sitios de unidn
para este fipo de factores de transcripcidn en el promotor de uno de los genes claves

de la ruta de biosintesis de carotenoides, como lo es PSY.

Si bien ambos genes P8Y de D. carofa se expresan durante el desarrollo, se ha

descrito PSY2 estaria relacionado con la sintesis de carotenoides principalmente en la
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raiz modificada, mientras que PSY7 estaria asociado a la sintesis de carotenoides en
hojas maduras (Fuentes, 2009). Considerando que estos genes se expresan
diferencialmente fanto durante el desarrollo como en diferentes 6rganos de D. carota,
un paso importante para la caracierizacion de la ruta de biosintesis de carotenoides en
este modelo vegetal seria la identificacion y el anélisis de [a regién promotiora del gen
PSY1. Esto permitiria realizar la comparacion entre las regiones promotoras de los dos
genes PSY y determinar si la expresién diferencial observada se ve reflejada en los
elementos cis encontrados en cada uno de los promotores. Ademas, considerando lo
observado en arroz, en donde se deteminé que las diferencias encontradas en la
expresion de los genes PSY en respuesta a diferentes estimulos se encuentran
también reflejadas en los elementos ¢is presentes en sus promotores (Welsch y col.,
2008), seria interesante determinar la capacidad de ambos genes de responder a

diferentes estimulos y asociarlo a los elementos presentes en sus promotores.

4.2 Identificacién de factores de transcripcién de tipo AREB/ABF y Alfin en el

transcriptoma de D. carofa.

En plantas, gran parte de la respuesta fisiolégica frente a la horma ABA se lieva
a cabo mediante la regulacion de genes a nivel transcripcional (Busk y Pages, 1998),
siendo los factores de franscripcion de tipo bZIP quienes juegan un papel importante
en el control de la expresion de genes regulados por ABA mediante la interaccién con
elementos cis presentes en sus promotores (Hobo y col., 1999; Choi y col., 2000; Uno
y col., 2000). Como se mencioné anteriormente, se ha descrito que todos los factores
de transcripcién bZIP involucrados en la sefializacién de ABA pertenecen al grupo A.
Especificamente, en A. thaliana se describi6 la sub-familia de factores de transcripcion
bZIP del grupo A que codifican para las proteinas denominadas AREB/ABF (Choi y

col., 2000; Uno y col., 2000) son capaces de unirse a motivos ABRE /n vifro y activar la
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expresion de genes en respuesta a ABA (Fujita y col., 2005; Furihata y col., 2008; Kim,
2006). A pesar de la existencia de ofras proteinas capaces de unirse a motivos ABRE
que perenecen ofros grupos de factores de transcripcion bZIP, en este trabajo
solamente nos centramos en la biisqueda factores de transcripcion capaces de unirse

al promotor de PSY2 de D. carota con homologia a proteinas bZIP del grupo A.

De todas las secuencias con homologia a factores de transcripcién bZIP del
grupo A que arrojd el alineamiento enire el transcriptoma de D. carofa y la base de
datos de factores de transcripcién de PlantTFDB solo se seleccionaron las 5
secuencias con ¢! mayor porcentaje de identidad a los factores de transcripcion bZIP
perteneciente a esle grupo. En base a la homologia que existe entre las secuencias
enconiradas y los factores de transcripcion AREB/ABF de A. thaliana, se determind
que ABRE1 (A1) y ABRE4 (A4) podrian estar codificando para proieinas de unién a
elementos de respuesta a ABA involucradas en la regulacién de la transcripcion de
genes de respuesta a ABA durante maduracién y el desarrollo de semillas (Lopez-
Molina y Chua, 2000; Bensmihen y col., 2002; Kim y col., 2002; Bensmihen y col.,
2005; Kim, 2006); mientras que, ABRE2 (A2), ABRE3 (A3) y ABRE5 (AS5) también
estaria codificando para factores de transcripcion capaces de unirse a motivos ABRE
presentes en los promotores de genes inducidos por ABA, sin embargo estas
secuencias se expresarian principalmente en tejido vegetativo aumentando Ia
tolerancia a estrés abiético (Choi y col., 2000; Uno y col., 2000; Kang v col., 2002: Kim
y col, 2002; Fujita y col., 20085). Por lo tanto, todas estas secuencias estarian
involucradas en la union a motivos ABRE y en activar la transcripcién de genes
inducidos por ABA, ya sea en respuesta al desarrollo o en la mediacién de la tolerancia

a estrés abidtico.




Del mismo modo, de las 11 secuencias encontradas en el transcriptoma de D,
carofa con homologia a los factores de transcripcién de tipo Alfin presentes en la base
de datos de PlantTFDB se seleccionaron [as secuencias 3 con el mayor porcentaje de
identidad. Se encontré que la secuencia denominada como Alfin1 (Al1), AHin2 (Al2) y
Alfin3 (AI3) presentaban un porcentaje de identidad del 61, 69 y 73%, respectivamente,
con la proteina Alfin1 de Medicago safiva (nimero de acceso L07291). Estos
resultados indicarian que estas secuencias podrian estar involucradas en la mediacién
de senales y la regulacién de genes que participen en el crecimiento y el desarrollo de
la raiz en D. carota, asi como mediar la respuesta de tolerancia estrés por sal (Bastola

y col., 1998; Winicov, 2000; Chandrika y col., 2013).
4.3 Generacion de las construcciones portadoras de las secuencias identificadas

Solo @ de las 10 secuencias seleccionadas en un comienzo fueron posibles de
aislar a partir de ADNc sintetizado de ARNm de hojas jévenes de D. carofa zanahoria.
No fue posible obtener la secuencia de Al1, lo que entre otras cosas puede deberse a
emrores en el disefo de los partidores sintetizados a partir de las secuencias anotadas
en el transcriptoma de D. carofa o Ia ausencia o baja cantidad del transcrito de Al1 en
el tejido utilizado para sintetizar el ADNc. Como se ha mencionado, la familia de
factores de transcripcién de tipo Alfin esta involucrada en varios procesos del
desarrolio, principaimente en raiz. En alfalfa, Alfin1 demostré regular la expresién de
genes inducidos por sal, ademas de contribuir a la tolerancia a sal (Bastola y col.,
1998; Winicov y Bastola, 1999; Winicov, 2000). En Brassica rapa la mayoria de los
genes pertenecientes a esta familia de factores de iranscripcion son capaces de
expresarse en respuesta a estrés biético, mientras que todos son inducidos bajo estrés
por frio, sequia y sal. Sin embargo, ademas de los ya mencionados, hasta Ia fecha no

existen reportes del estudio funcional de los factores de transcripcién de tipo Alfin en
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planta en respuesta a estrés (Kayum y col., 2015). A pesar que Al1 es la secuencia con
el menor porcentaje identidad al factor de transcripcion Alfin1 de Medicago sativa de
las secuencias con homologia a factores de transcripcion de tipo Alfin analizadas en
este trabgjo, hubiese sido interesante analizar su capacidad de unirse al promotor de

PSY2de D. carota, asi como su capacidad de activar la transcripcion de este gen.

Del mismo modo, no fue posible analizar las secuencias de A2 y A5 debido a
que, a pesar de haber sido amplificadas a partir de ADNc de D. carota, no fue posible
clonarlas en el vector de entrada. Las secuencias de A2 y A5 estarian codificando para
proteinas bZIP con alta homologia a los factores de transcripcion ABF3 y AREB1/ABF2
de A. thaliana, respectivamente. Se ha demostrado que tanto ABF3 como
AREB1/ABF2 son capaces de unirse a motivos ABRE, ademas de ser inducidas por
deshidratacién, alta salinidad y tratamientos de ABA en tejido vegetativo (Fujita y col.,
2005), mientras que la sobreexpresion de estos factores de transcripcién produce un
aumento en la tolerancia a sequia (Kang y col., 2002; Kim y col., 2004a; Fujita y col.,
2005). Ademas, mediante el analisis de mutantes para estos genes se ha determinado
que ABF3 y AREB1/ABF2 son faciores de franscripcion maestros que
cooperativamente regulan la expresion génica dependiente de motivos ABRE en la ruta
de sefializacién de ABA bajo condiciones de estrés osmético (Yoshida y col., 2010). De
esta forma, A2 y A5 podrian estar cumpliendo funciones similares en D. carota,

posicionandolos como candidatos ideales para su posterior estudio.
4.4 Localizacion sub-celular de las secuencias seleccionadas

La transformacién transitoria de hojas de N. fabacum con vectores que portan
las secuencias seleccionadas permitié determinar que A1, A3 y A4 son proteinas que
se encuentran Jocalizadas en el nucleo, al igual que C1 y C2, las cuales ya habfan sido

reportadas como factores de transcripcidn nucleares (Guan y col., 2009). Esto
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concuerda con lo observado en otras proteinas bZIP, ya que para ser destinadas a
nicleo, los factores de franscripcién de la familia bZIP poseen una sefial de
localizacidon nuclear dentro de la regién basica implicada en la unién a ADN (Miller,

2009).

En cuanto a los factores de transcripcién de tipo Alfin, se observé que AI3 seria
una proteina nuclear, lo que se cormresponde con Affin1 de alfalifa (Bastola y col., 1998),
Sin embargo, al observar células de tabaco transformadas con el vector que porta la
secuencia de Al2 fusionada a RFP, no solo se observé fluorescencia en el nticleo de
las células, sino que también en el citoplasma. Este resultado indicaria que AI2 seria
una proteina que se encontraria localizada tanto en el niicleo como en el citoplasma de
las células. Sin embargo, todas las proteinas pertenecientes a la familia de factores de
transcripcion de tipo Alfin han sido reportadas como proteinas nucleares (Bastola y
col., 1998; Lee y col., 2009; Song y col., 2013; Kayum y col., 2015), indicando que este
resultado podria deberse a un artefactio de la clonacién de AI2 en el vector de
expresion. En este sentido, tanto en eucariontes como en procariontes la traduccion se
inicia generalmente en el codén AUG. Sin embargo, se ha reportado que
ocasionalmente puede existir la iniciacién alternativa de la traduccion en codones que
nos son AUG localizados rio arriba del codon de inicio AUG, generalmente en el mismo
marco de lectura (Depeiges y col., 2006), lo cual ha sido demostrado en varios
organismos, incluyendo plantas {(Gordon y col., 1992). Especificamente, la traduccién
del gen AGAMOUS de A. thaliana inicia exclusivamente en el codon ACG (Riechmann
y col.,, 1999), mientras que dos genes RpoT de tabaco inician exclusivamente en el
codén CUG (Hedtke y col., 2002; Kobayashi y col., 2002). Mediante el anélisis de la
expresion del gen reportero de la cloranfenicol acefiliransferasa (CAT) en protoplastos

de Nicotiana plumbaginifolia y Orychophragmus violaceus se determind la eficiencia de
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la iniciacién de la traduccién en tripletes que no son AUG, observandose que de los
codones analizados CUG permmitiria la mayor actividad de CAT, con un 30% de la
actividad de CAT con AUG, seguido de GUG y ACG, con un 15% de la actividad
(Gordon y col., 1992). Estos resultados fueron comprobados méas farde en plantas
transgénicas de A. thaliana (Depeiges y col., 2008). En este senfido, al revisar la
secuencia de Al2 clonada en el vector de entrada se observa que 48 pb rio arriba del
primer ATG se encuentra el codén GTG. Esto podria indicar que, si bien AI2 se estaria
traduciendo principalmente a partir del primer ATG presente en su secuencia, un
porcentaje no menor de la ftraduccion estd ocumriendo a pariir de GTG.
Interesantemente, utilizando el programa bicinformatico WoLF PSORT, que permite
realizar la prediccién de la localizacién sub-celular de proteinas, se determiné que al
introducir la secuencia de Al2 desde el codén GTG el programa indica que Al2 tiene
una alta probabilidad de localizarse en el citoplasmatica; sin embargo, al introducir la
secuencia a parlir desde el primer codén ATG, el programa indica la proteina tiene una
alta probabilidad de localizarse en el nicleo. Estos resuitados sugieren que la
fluorescencia de RFP observada en el nucleo de células de tabaco transformadas
transitoriamente con Ai2 fusionada a RFP se debe a la proteina que ha sido traducida a
partir del primer ATG, mientras que la fluorescencia observada en el citoplasma se
debe a la proteina que ha sido traducida a partir GTG, lo cual pedria ser faciimente

demostrado al clonar Al2 sin el fragmento rio arriba del primer ATG.
4.5 Transfeccion de protoplastos

La transfeccidn de protoplastos ha sido utilizada en numerosas ocasiones para
diseccionar la funcién de elementos cis presentes en promotores y de factores de
transcripcion en varios procesos esenciales y rutas de sefializacién (revisado en

Sheen, 2001). Es por eso que la primera aproximacién para determinar si los factores
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cambio en la cuantificacién de la fluorescencia de los protoplastos. El Dr. Pablo
Figueroa de la Universidad Santo Tomas ha trabajado con este modelo de transfeccion
de protoplastos de D. carota. El realizé la co-transfeccién de protoplastos con una
construccion reportera que poseia el promotor del gen sensible a jasmonato JAZ2
dirigiendo [a expresion de GUS, y los factores de transcripcién MYC2, MYC3 o Myc4
(Niu y col., 2011). Gracias a su ayuda fue posible aumentar la tasa de sobrevivencia y
de transfeccién de protoplasios. Sin embargo, aun asi no fue posible obtener
resultados favorables en la cuantificacién de la fluorescencia de GFP. Si bien era
posible que la tasa de transfeccion obtenida en este trabajo hubiese sido suficiente
para observar un cambio en la fluorescencia, y que las secuencias simplemente no
estuviesen siendo capaces de unirse y/o activar al promotor de PSY2, esto fue
descartadc mediante un ensayo en el cual se midié la fluorescencia de protoplastos
transgénicos antes y después de la adicién de ABA. Debido a que se ha demostrado
que el promotor PSY2 de D. carofa es capaz de responder a ABA (Fuentes, 2011), la
adicion de esta hormona a la suspensién de protoplastos deberia haber activado al
promotor PSY2 y aumentar la transcripcion de GFP, lo que deberia haberse traducido
en un aumento de la fluorescencia. Sin embargo, luego de probar varios tratamientos
con ABA, no se observd un cambio en la fluorescencia. Esto puede deberse enire
ofras cosas a que la resolucion del sistema de cuantificaciéon de la fluorescencia de
GFP utilizado no haya sido suficiente para detectar estos cambios, que la alta
fluorescencia basal de los protoplastos generada por el estrés de su obtencién y
posterior transfeccion y la gran vanabilidad de ésta haya enmascarado la flucrescencia
generada por la activacién del promotor de PSY2, o que los protoplasios no hayan sido
capaces de responder a |a aplicacién exdgena de ABA, indicando problemas en la

generacion de las lineas transgénicas.
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A pesar de la baja tasa de transfeccion obtenida en este trabajo, la observacion
al microscopio de los protoplastos transfectados con los vectores que portaban las
secuencias fusionadas a RFP pemitié corroborar lo observado en la transformacion
transitoria de N. tabacum. Esto quiere decir que las secuencias de D. carofa Al, A3,
A4, C1, C2 y AI3 codifican para proteinas nucleares, mientras que protoplastos
transfectados con Al2 fusionada a RFP nuevamenie mostraron fluorescencia en el

ntclec y en el citoplasma.
4.6 Ensayos de mono-hibrido en levadura

Debido a que la transfeccion de protoplastos no nos pemitié determinar si los
factores de franscripcion seleccionadas eran capaces de transactivar al promotor de
PSY2 de D. carofa, se decidié ufilizar el ensayo de mono-hibrido en levadura, otro de
los sistemas cominmente utilizados para detectar la interaccién entre proteinas y ADN.
Considerando que los factores de transcripcién estan compuestos principaimente de
dos dominios, el dominio de unién a ADN y el dominio de activacion de la transcripcion,
Y que se ha descrito que estos dos dominios pueden ser separados, como se demostré
con el factor de transcripcion GAL4 (Brent y Ptashne, 1985; Ma y Ptashne, 1988), en
este trabajo se utilizd el sistema de mono-hibrido para determinar si las secuencias
seleccionadas eran por un lado capaces de unirse a la region prormotora del gen PSY2

de D. carofa y por otro evaluar la capacidad de transactivacién estas secuencias.
4.6.1 Interaccidn de los factores de transcripcién con el promotor de PSY2

Para determinar la inferaccién entre los factores de transcripcion vy el promotor
de PSY2 se decidié utilizar dos promotores: P1, el cual contiene solo uno de los dos
motivos ABRE involucrados en la respuesta a ABA y demosiré no ser capaz de

responder a esta hormona, y P2, el cual posee ambos motivos ABRE seguidos y es
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capaz de responder a ABA (Fuentes, 2011). De esta forma es que se generaron las
dos cepas reporteras, en donde P1 y P2 dirigen la expresién del gen de resistencia a
Aureobasidin A (AbA). Sin embargo, antes de probar la interaccién entre las
secuencias seleccionadas y las regiones promotoras de PSY2 P1 y P2, se determiné la
concentracién minima de AbA necesaria para inhibir por completo el crecimiento de las
cepas de levadura reporteras generadas debido a que es probable que exista una
expresion basal del gen reportero en las cepas que portan estos promotores. De esta
forma, se asegura que el crecimiento de las células en placa suplementadas con esa
concentracion de AbA se deba a [a activacion de las regiones promotoras de PSY2 por
alguna de las secuencias seleccionadas, y no por el reconocimiento de estas regiones
por factores de transcripcién endégenos de las cepas reporteras. En este sentido, se
determind que para el caso de las cepas de levadura portadoras del promotor P1 de
PSY2, la concentracién inhibitoria minima de AbA fue de 500 ng/mL. Esto quiere decir
que probablemente existan factores de transcripcién endégenos en la cepa Y1HGold
que se estén uniendo a la regién promotora P1 y que estén activando la transcripcion
del gen AUR1-C, confiriendo la capacidad de crecer a las células en presencia de AbA.
Sin embargo, esta transcripcién basal no es suficiente para permitir que las céluias
crezcan en 500 ng/mL. Por otro lado, se determiné que la minima concentracion capaz
de inhibir por completo el crecimiento de las levaduras portadoras del promotor P2 de
P8Y2 fue de 750 ng/mL, indicando que a esta concentracion la transcripcion basal del
gen reportero en esta cepa no es suficiente para permitir que las células crezcan. La
diferencia que existe entre las concentraciones necesarias para inhibir el crecimiento
de las dos cepas reporteras puede deberse a la diferencia de tamario de las regiones
promotoras clonadas rio arriba del gen reportero, ya que el promotor P2 es
aproximadamente 350 pb mas grande que el promotor P1. Es posible que dentro estas
350 pb existan ofras regiones, ademds de las ya presentes en P1, a las cuales se
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puedan estar uniendo otros factores de transcripcién endégenos, activando con mas
fuerza la transcripcién de! gen reportero, por lo que es necesaria una conceniracion

mayor de AbA para inhibir por completo el crecimiento de las células de levadura.

Al realizar el ensayo de mono-hibrido se observéd que la cepa de levadura que
portaba la region promotora P2 fue capaz de crecer en medio suplementado con 750
ng/mL de AbA al ser fransformada con cualquiera de los factores de franscripcién
ABRE (A1, A3 y A4) fusionados al dominio de activacién de GAL4 (GAL4 AD). Este
resultado sugiere que, al menos en levadura, los factores de transcripcion A1, A3 y Ad
son capaces de unirse al promotor de PSY2 de D. carofa, permitiendo que GAL4 AD
active la transcripcién de AUR7-C, confiriendo resistencia a AbA (Figura 25). Del
mismo modo, al fransformar células de levadura que portan la regién promotora P1 con
estos factores de transcripcidn también se observd crecimiento en placas
suplementadas con AbA. Los resultados indicarian que la presencia de los tres motivos
ABRE juntos pemmite la unién mas fuerte de los factores de transcripcion a la regién
promofora de PSY2. Sin embargo, es necesaria la realizacién de experimentos
cuantitativos que permitan comprobar esta observacion, ya que los experimentos

realizados solo fueron cualitativos.

Por otro lado, nuestros resuitados sugieren que los factores de transcripcion C1
y C2 no serian capaces de unirse a la regién promotora del gen PSY2, ya que ninguno
de los clones de levadura transformados con vectores que portan estas secuerncias
fueron capaces de sobrevivir en medio con AbA. Es posible que la incapacidad de C1 y
C2 de unirse a la regién promotora de PSY2 se deba a los dominios de unién a ADN
presentes en estos factores de transcripcién y a las secuencias que son capaces de
reconocer. Se ha descrito que C1 y C2 son capaces de unirse de forma secuencia-

especifica al motivo ABRE presenten en el promotor del gen Dc3 de secuencia
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CACGTG. Sin embargo, la mutacién de esta secuencia en dos nucledtidos,
cambiandola a CATTTG, impide que estas proteinas se unan al promotor de Dc3
(Guan y col., 2009). De esta forma, los motivos ABRE predichos in sifico en la regién
promotora de PSY2 de D. carofa que tienen las secuencias TATGTG, CACTTG,

CGTGG, no son reconocidos por C1y C2.

Finalmente, el ensayo de mono-hibrido realizado sugiere que a la region
promotora de PSY2 se estarian uniendo factores de transcripcién de tipo Alfin, como lo
son Al2 y AI3. Debido a la gran cantidad de sitios de unién para factores de
transcripcién de tipo Alfin encontrados en el promotor de PSY?2, se esperaba que no
hubiese mucha diferencia entre el crecimiento de las cepas poriadoras de la region P1
y las portadoras de la region P2. Nuevamente, debido a que es solo un ensayo
cualitativo, es necesaria la realizacién de mas experimentos para determinar cual de
todos los sitios predichos in sifico es importante para la unién de este tipo de factores
de transcripcién, o si es necesaria la presencia de una gran cantidad de ellos para
generar la unién de estos factores. Sin embargo, se observé que el crecimiento de los
clones de cepas reporteras que portan la region promotora P1 es similar al observado
en los clones que portan la region promotora P2. Debido a la importancia de los
factores de transcripcién de tipo Alfin y de los carotenoides en la defensa contra
especies reactivas de oxigeno, nuestros resultados sugieren que Al2 y A3 podrian
estar regulando la respuesta ante estrés salino a través de la activacion de genes de Ia
ruta de biosintesis de carotenoides. Ademas, los factores de transcripcion de tipo Alfin
han sido involucrados en el crecimiento y desarrollo de raices, ademas de la
elongacién de pelos radiculares (Winicov, 2000; Chandrika y col., 2013), lo que sugiere

que la presencia de sitios de union para factores de transcripcién de tipo Alfin en el
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promotor de PSY2 de D. carofa permitiria la activacion en conjunto de genes que

regulen el desarrollo de la raiz y la acumulacion de carotenoides.

Si bien estos resultado sugieren fueriemente que los factores de transcripcion
analizados en este trabajo son capaces de unirse a la regién promotora del gen PSY2
de D. carofa, no nos indican si efectivamente se estan uniendo de forma secuencia-
especifica a los motivos ABRE o sitios de unién para Alfin encontrados in silico. Una
posible aproximacién para determinar si estas secuencias se estan uniendo a los
elementos encontrados en el promoior es realizar mutaciones puntuales en estos
elementos de respuesta y nuevamente determinar si las cepas de levadura son
capaces de sobrevivir en medio suplementado con AbA. Ademas, ain queda por
determinar si lo observado en levadura se repite en planta, y mas importante adn si la

union de estas secuencias es bioldgicamente relevante.

4.6.2 Activacién de la transcripeién de genes reporteros en levadura por

los factores de transcripcién

Si bien los resultados sugieren que los factores de transcripcion ABRE y Alfin
estarian uniéndose a la regién promotora del gen PSY2 de D. camta, indicando que
poseen el dominio de unién a ADN, y ademas presentaron alta homologia con factores
de transcripcidn que han sido descritos como activadores de la transcripcion, fue
necesario determinar si estas secuencias poseen el dominio de activacion de la
transcripcion, el cual es importante en la inferaccion proteina-proteina que conduce a la
iniciacién directa o indirecta de la transcripcién de genes. En este trabajo se utilizé
nuevamente un ensayo de mono-hibrido en levadura; sin embargo, esta vez la proteina
hibrida se generd fusionando los factores de transcripcién al dominio de unién a ADN
de GAL4, de tal forma que las proteinas siempre se unirian al promotor que dirige la

expresion del gen reporiero, pero solo activaran la transcripcién si la proteina de
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interés posee un dominio de activacién de ia transcripcién. Ademas, para eliminar
posibles falsos positivos, se utilizé la cepa de levadura MaV203, la cual posee los
genes reporteros HIS3, URA3 y lacZ, los cuales poseen dentro de su regién promotora

sitios de union para GAL4.

Si bien este sistema ha sido disefiado originalmente para detectar la unién de
proteinas a ADN y que el dominio de activacion de GAL4 sea el responsable de Ja
activacion de la transcripcién de los genes reporteros, en este trabajo se utilizé para
determinar si las secuencias seleccionadas posefan dominios de activacién capaces de
reclutar a la maquinaria de transcripcién. En este sentido, C1 y C2 activaron la
transcripcion de los 3 genes reporieros, lo que se ve reflejado en el crecimiento de las
colonias transformadas con estos factores de transcripcién en medio SD/-Leu-Ura y
SD/-Leu-His, ademas de la intensa coloracién azul que indica la induccion de facZ.
Estos resultados avalan el uso de esta aproximacién para determinar Ia capacidad de
activar la transcripcién de ios factores de transcripcién seleccionados, ya que C1yC2

habian sido reportadas como activadoras de la transcripcion (Guan y col., 2009).

De todos los factores de transcripcién analizados en este trabajo, A1, A3, Al2 y
Al3 demostraron ser capaces de crecer en medio SD/-Leu-Ura y ademas en medio
SD/-Leu-His suplementado con 25 mM de 3AT, indicando que estos faciores de
transcripcion son capaces de activar la transcripcion de los genes reporteros URA3 y
HIS3, respectivamente, lo que sugiere__“;;aseen un dominio de activacién de la
transcripcion funcional. Sin embargo, en comparacién con C1 y C2, los factores de
transcripcion A1, A3, Al2 y AI3 estarian activando débilmente la transcripcién de facZ,
lo que se ve reflejado en la débil coloracién azul, sobre todo de Al2, al ensayar la

actividad enzimética de B-galactosidasa. Si bien el ensayo de la activacién del gen

reportero facZ sugiere que A1, A3, Al2 y Al3 serian proteinas capaces de activar por si

95




M

solas débilmente la transcripcion en comparacién con C1 y C2, es necesario realizar
ensayos mas sensibles para determinar la fuerza con la que son capaces de activar la
transcripcién, como un ensayo cuantitativo para la actividad de B-galactosidasa en

cultivo liquido.

Sin embargo, si bien A4 también es capaz de crecer en medio SD/-Leu-Ura y
SD/-Leu-His suplementado con 25 mM de 3AT, su crecimiento se ve mucho maés
timitado que otros clones. Ademas, para el ensayo de X-gal las colonias transformadas
con vectores que portan la secuencia de A4 son précticamente de color blanco,
indicando que A4 por si solo no seria capaz de activar la transcripcién de facZ,
Interesantemente, el andlisis de los dominios conservados para estas secuencias
indica que si bien A4 posee dentro del dominio bZIP el motivo estructural de unién a
ADN al igual que las deméas secuencias ABRE, lo que explicaria su capacidad de
unirse a ADN, A4 es la Gnica secuencia que no posee el motivo responsable de la
dimerizacion. Como se mencioné anteriormente, el dominio bZIP comprende una a-
hélice bipartita, en donde la regién N-terminal esta compuesta de aminoécidos basico
capaces de interactuar con el surco mayor del ADN de forma secuencias-especifica,
mientras que la mitad C-terminal una a-hélice anfipatica que permite la dimerizacion
con ofro dominio bZIP, denominada cremallera de leucina (Vinson y col., 2006; Llorca y
col., 2014). Ademas de su papel en el reconocimiento del ADN, cada monémero es
capaz de contribuir individualmente en la capacidad de la transactivacion de los
factores de transcripcién bZIP (Miotto y Struhl, 2006). Mientras algunos bZIP poseen
dominios especiales que acilan como transactivadores, como el dominio rico en
prolina encontrado en los factores de franscripcién bZIP del grupo G (Shen y col,,
2008), como lo es C1, otros necesitan de la presencia de elementos adicionales, como

co-activadores (Rochon y col, 2006) o histona deacetilasas (Kuo y col., 2000).
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Ademds, la capacidad de transactivar de un factor de transcripcion bzIP puede ser
medificada mediante la interaccién con oiras proteinas (Andronis y col., 2008;
Gangappa y col., 2013). Esta caracteristica de los factores de transcripcién bZIP indica
que la formacién y la composicién de dimeros determina el resultado de la expresién
del gen blanco (Llorca y col., 2014). En este sentido, la ausencia del motivo
responsable de la dimerizacion en A4 impediria la formacién de dimeros de esta
proteina, o al menos la formacion de dimeros lo suficientemente estables como para

activar eficientemente la transcripcién de los genes reporteros.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo son:

Se identificaron in silico 5 secuencias en D, carofa con homologfa a factores de
transcripcion de la familia AREB/ABF y 3 con homologia a factores de
transcripcién de tipo Alfin,

Los ensayos de localizacion subcelular sugieren que en D. carofa las
secuencias ABRE1, ABRE3, ABRE4 y Alfin3 codifican para proteinas que se
encuentran localizadas en el nicleo, mientras que el producto de la
transcripcion de la secuencia Alfin2 se localiza tanto en el niclec como en el
citoplasma.

Mediante el sistema de mono-hibrido en levadura se dstermingd los factores de
transcripcién ABRE1, ABRE3, ABRE4, Alfin2 y AMfin3 interactian con el
promotor del gen PSY2 de D. carofa, mientras que CAREB1 y CAREB2 no lo
hacen.

Todos los factores de transcripcién anaiizados en este trabajo son capaces de
activar la transcripcion de genes reporteros en levadura, indicando que son
funcionales como factores de transcripcion.

Se identificaron en D. carofa factores de franscripcién pertenecientes a Ia
familia de proteinas AREB/ABF y Alfin capaces de transactivar al promotor del

gen PSY2 de D. carota, validando la hipbtesis planteada inicialmente.
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ANEXO
Tabla A. Programas PCR

1. PCR convencional

- Denaturacién Inicial 94 | 4min. | 1

Denaturacién 94 45seg.

' Hibridacién  Tms 30seg. 32 ;
Extension 68 Aminkb |
' Extensién Final 68 10min. 1

2. PCR convencional utilizando la enzima Pfu ADN polimerasa

' Denaturacio6n Inicial 95 4min. 1
Denaturaci6n 95 30seg. ST
 Hibridacién ' Tm5 30seg. 32 |
Extensién 72 2min/kb
Extensién Final 72 10min. 1
3.RT-PCR

" Incubacién inicial | 5min

1
" Hibridacién 25 5min ) 1
_‘“Eit“ensién o 42 ~ 60min T 1 ‘;
Inactivacion = 70 ~ 15min 1
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