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RESUMEN

En plantas, los carotenoides pueden ser acumulados en flores y frutos, donde sirven como
pigmentos y precursores de una serie de compuestos volatiles que atraen polinizadores y aseguran
la dispersion de las semillas. El presente estudio fue realizado para investigar la base genética
detras del fenotipo flor blanca (wf) presentado por la linea doble haploide de ciclo répido
Brassica oleracea L. TO1000DH3. Basados en informacion sinténica con Arabidopsis, se
identificd el gen candidato (CCD4: Carotenoid Cleavage Dioxygenase) en el cromosoma C3,
donde la caracteristica para el color de flor (FC) fue mapeada en estudios previos. Utilizando un
set de oligonucledtidos dirigido a regiones conservadas, dos genes CCD4 (BolC.CCD4.a y
BolC.CCD4.b) fueron mapeados utilizando la poblacion de mapeo BolTBDH. Cabe destacar que
el alelo BolC.CCD4.b de TO1000DH3 co-segregd con el fenotipo wf y mape0 en la localizacion
previamente identificada en el cromosoma C3. Por otra parte, BolC.CCD4.a segregd
independientemente del fenotipo wf y mape6 en el cromosoma C1. Esto fue el primer indicio de
que BolC.CCDA4.b de TO1000DH3 podria estar involucrado en la generacion del fenotipo wf.

Se realizaron estudios de expresion génica en distintos estadios del desarrollo de pétalos en flores
blancas, flores amarillas y hojas maduras. El alelo BolC.CCD4.b de TO1000DH3 se expreso
diferencialmente en wf, teniendo su més alto nivel de expresion cuando los pétalos estan

completamente abiertos. El gen BolC.CCD4.a se expresé preferencialmente en tejidos verdes.

Ademas, el andlisis de la estructura proteica demostr6 que el alelo BolC.CCD4.b de “Early Big”
codifica para una proteina mas corta, cuya estructura proteica es diferente comparada al alelo de
TO1000DH3 y a otras enzimas CCD4. Este cambio estructural podria estar afectando la

funcionalidad de la enzima o cambiando la especificidad al sustrato.



SUMMARY

Plant carotenoids can accumulate in flowers and fruits where they serve as pigments and
precursors to a range of scents that attract pollinators and secure seed dispersal. The present study
was conducted to investigate the genetic basis underlying the white flower (wf) phenotype
exhibited by the Brassica oleracea L. double haploid (DH) rapid cycling line TO1000DH3.
Based on synteny information with Arabidopsis, a candidate gene (Carotenoid Cleavage
Dioxygenase 4, CCD4) was identified in chromosome C3, where the flower color (FC) trait had
been mapped in previous studies. Using primer pairs targeted to conserved regions, two CCD4
genes (BolC.CCD4.a and BolC.CCD4.b) were mapped using the BolITBDH mapping population.
Remarkably, the TO1000DH3 BolC.CCD4.b allele co-segregated with the wf phenotype and
mapped to the previously identified in the chromosome C3 location. In contrast, BolC.CCD4.a
segregated independently of the wf phenotype and mapped to chromosome C1. This was the first
indication that TO1000DH3 BolC.CCD4.b could be involved in the generation of the wf
phenotype.

Gene expression studies in different stages of petal development in yellow, white flowers and
mature leaves were performed. The TO1000DH3 BolC.CCD4.b allele is differentially expressed
in wf, exhibiting the highest level of expression when the petals are fully opened. BolC.CCD4.a

was preferentially expressed in green tissues.

In addition, a protein structure analysis showed that the “Early Big” BolC.CCDA4.b allele encoded
a shortened protein, with a different protein structure compared to the TO1000DH3 allele and
other CCD4 enzymes. This structural change could be impairing the enzyme functionality or

changing substrate specificity.



1. INTRODUCCION

Los carotenoides son compuestos isoprenoides sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos. En flores, los carotenoides son acumulados en los cromoplastos donde sirven
como pigmentos y precursores de una serie de aromas producidos para atraer polinizadores y asi

asegurar la dispersion de las semillas.

Debido a que el color amarillo de los pétalos se debe principalmente a la acumulacién de
carotenoides en estos tejidos, fue interesante el estudio en Brassica oleracea de la existencia de
genotipos con fenotipo de flor blanca. Existen dos posibles explicaciones para la aparicién de los

pétalos color blanco:

(i) Una deficiencia en la sintesis de carotenoides causada por la mutacion de un gen
biosintético (por ejemplo: fitoeno sintasa, PSY)
(if) Un aumento en la degradacion de carotenoides causada principalmente por el cambio

expresion de genes que degradan estos compuestos (por ejemplo: CCDs o NCEDs).

Se sabe que el alelo flor blanca (wf) es dominante por sobre el alelo silvestre flor amarilla (wt) y
no se observan fenotipos intermedios (flores cremas) en plantas heterocigotas. Ademas, durante
estadios tempranos del desarrollo de flores blancas se puede observar que los pétalos son de color
amarillo, lo que sugiere que los genes involucrados en la biosintesis de carotenoides estan
presentes y funcionales en plantas con fenotipo de flor blanca. Estos resultados preliminares
descartan la alternativa (i), ya que deberian observarse fenotipos intermedios en individuos
heterocigotos si se tratase de un gen involucrado en la sintesis de carotenoides y a su vez coincide
con la alternativa (ii) que sefiala como posible causante del fenotipo flor blanca a un gen

involucrado en la degradacion de carotenoides.



Existen reportes donde la expresion diferencial de genes CCD4, pertenecientes a la familia de las
carotenoid cleavage dioxygenases, causan fenotipos similares (flores, frutos o tubérculos
blancos) en diversas especies vegetales como crisantemo, papa y durazno (Ohmiya et al., 2006;
Campbell et al., 2010; Brandi et al., 2011). Se ha demostrado que genes CCD4 cortan doble
enlaces de diferentes carotenoides produciendo una variedad de apocarotenoides que presentan

diversas funciones biolégicas (Tan et al., 2003).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de las especies cultivables de Brassica

El género Brassica forma parte de la familia Brassicaceae, la cual consta de
aproximadamente 338 géneros y mas de 3709 especies (Warwick et al., 2006). Las especies
cultivables del género Brassica, quienes pertenecen a la misma familia taxonémica de
Arabidopsis thaliana, son ampliamente utilizadas en la alimentacién de varias culturas, en parte,
debido a la gran variedad de formas comestibles del género (Paterson et al., 2001). EI género
Brassica incluye especies categorizadas como semillas oleaginosas, vegetales y condimentos,
donde Brassica napus, Brassica rapa, Brassica juncea y Brassica carinata proveen alrededor del
12% a nivel mundial de los aceites vegetales comestibles (Labana y Gupta, 1993).

Ademas, las especies de Brassica son una valiosa fuente de fibra dietética, vitamina C, y otros
factores saludables como compuestos anticancerigenos (Fahey y Talalay, 1995). Brassica
oleracea y B. rapa abarcan muchos de los vegetales que consumimos en nuestra dieta diaria,
como la coliflor y el brécoli (Paterson et al., 2001). Finalmente, la semilla de Brassica nigra es

utilizada como condimento (mostaza).

U (1935) fue el primero en establecer una relacion botanica entre las especies de Brassica a partir
de un estudio taxonomico (Figura 1) donde propuso que las especies con el numero de
cromosomas mas grande B. juncea (AABB, 2n = 36), B. napus (AACC, 2n = 38) y B. carinata
(BBCC, 2n = 34), eran anfidiploides y que éstas derivaban de las especies diploides B. nigra (L.)
Koch (BB, 2n = 16), B. rapa (sin. B. campestris) (AA, 2n = 20) y B. oleracea L. (CC, 2n = 18).
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Figura 1. Relaciones entre las especies cultivadas del género Brassica, conocido como el
Triangulo de U (U, 1935). Los genomas diploides de B. rapa, B. nigra y B. oleracea fueron

designados como A, B y C respectivamente.

A lo largo de la evolucion de Brassica, este género ha sufrido cambios gendmicos estructurales
que incluyen duplicacion cromosomica, rearreglos y fusiones (Lagercrantz, 1998). EI primer
evento dentro de la evolucién corresponde a la duplicacion del genoma ancestral, el cual
comparte con Arabidopsis thaliana, lo cual sucedié hace aproximadamente 65-90 millones de
afnos (Lynch y Conery, 2000; Simillion et al., 2002; Raes et al., 2003). Posterior a este evento,
Brassica y Arabidopsis divergieron hace aproximadamente 20 millones de afios (Koch et al.,
2000). Tras esto, Brassica sufrié un evento de triplicacion del genoma, hace aproximadamente
14-24 millones de afios (Parkin et al., 2005). Posteriormente, se produjeron los eventos de
especiacion (Koch et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Relacion evolutiva entre Arabidopsis thaliana y Brassica.

Lagercrantz y Lydiate (1996) propusieron que el genoma de Brassica se encontraba altamente
triplicado, cuya hipotesis ha sido respaldada por estudios posteriores (Lagercrantz, 1998; O'Neill
y Bancroft, 2000). En estudios comparativos entre A. thaliana y B. oleracea se encontraron 15
segmentos dentro del genoma de A. thaliana similares pero no necesariamente colineares a mas
de una regién en el genoma de B. oleracea. De estas 15 regiones, 5 estan presentes en dos copias,

8 estan presentes en tres copias y 2 estan presentes en mas de tres copias (Lukens et al., 2003).



2.2 Brassica oleracea

B. oleracea (CC, 2n = 18) incluye variados morfotipos que han sido seleccionados por
meristemas vegetativos alargados en su apice (repollo, B. oleracea subespecie capitata) o en
hojas axilares (coles de Bruselas, subespecie gemmifera), formas con proliferacion de meristemas
florales (brécoli, subespecie italica) o incluso meristemas florales abortados (coliflor, subespecie
botrytis) y formas con tallos bulbosos prominentes (kohlrabi, subespecie gongylodes) o con
patrones de hojas rizadas (col rizada, subespecie acephala) (Figura 3). Estos genotipos
morfolégicamente diferentes pueden ser cruzados libremente, lo cual hace a esta especie un

excelente modelo para el estudio de la evolucion morfolégica en plantas (Wang et al., 2011).

B. oleracea subespecie botrytis B. oleracea subespecie gongvlodes B. oleracea subespecie acephala

Figura 3. Morfotipos de las subespecies de Brassica oleracea.



B. oleracea presenta inflorescencia racimosa y en algunos casos con forma de panicula. En el
caso de los coliflores, la inflorescencia es abortiva (Pearson, 1933). Las flores de B. oleracea L.
presentan una coloracién amarilla y en algunas ocasiones blancas (Kakizaki, 1930). También
existe una subespecie de B. oleracea (botrytis) que presenta coloracion morada, debido a la
acumulacién de antocianinas (Chiu et al., 2010). La estructura floral consta de 6 estambres, 4

pétalos, 4 sépalos y un ovario (Figura 4).

Pétalo

Estambre 7 Ovario

Figura 4. Partes de la flor de Brassica oleracea. Pétalo, estambre, ovario y sépalo se

encuentran sefialadas con flechas.

Estudios iniciales determinaron que el fenotipo flor blanca es dominante sobre el fenotipo flor
amarilla en B. oleracea L. (Kakizaki, 1930) y que estaria condicionado por un Unico factor
dominante, que dada su poca ocurrencia podria estar ligado a una caracteristica comercial no
deseada (Pearson, 1933).



Utilizando una poblacion de mapeo de B. oleracea BolTBDH que segrega para el color de flor
(FC flower color) y que fue originada a partir de una F1 individual proveniente de la cruza entre
una linea doble haploide (DH) de brocoli de flor amarilla (“Early Big”) y una linea DH de ciclo
rapido (TO1000DH3) flor blanca, se pudo establecer que FC mapea en el cromosoma 3 (C3) de
B. oleracea (Iniguez-Luy et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Grupo de ligamiento C3 de B. oleracea. La ubicacion para el color de flor (FC,

flower color) se encuentra destacada en rojo.



2.3 Carotenoides

Los carotenoides son compuestos isoprenoides de 40 carbonos que otorgan caracteristicas
de color que van desde el amarillo al rojo y que son sintetizados por todos los organismos
fotosintéticamente activos y también por algunos organismos no fotosintéticos como bacterias y
hongos (Ahrazem et al., 2010). En la naturaleza, existen cientos de carotenoides, que basados en
su estructura, pueden ser clasificados en dos grupos: (i) carotenos (hidrocarbonos que pueden ser
ciclados en uno o ambos extremos de la molécula) y (ii) xantofilas (derivados oxigenados de
carotenos) (Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion, 2012). Existe otro sistema de clasificacion
basado en la funcion biol6gica que cumplen, lo que depende Gltimamente de la estructura del
carotenoide (Namitha y Negi, 2010) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los carotenoides (Delgado-Vargas y Paredes-Lépez, 2003; Schwartz
et al., 2008):

Base Subgrupo Caracteristicas
Estructura  Carotenos Constituidos por carbono e hidrégeno
Xantofilas Constituidas por carbono, hidrégeno y oxigeno
Ciclacion Aciclicos
a. monociclicos Uno de los grupos abiertos y el otro cerrado
b. biciclicos Ambos grupos cerrados
Alteracion  Alénico Dobles enlaces continuos
estructural  Acetilénico Presencia de un triple enlace
Apocarotenoide Menos de 40 atomos de carbono
Carotenoides mayores Mas de 40 atomos de carbono
Funciones  Primarios Necesarios para procesos fotosintéticos
Secundarios No se relaciona directamente con la sobrevivencia de

la planta
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Comercialmente, los carotenoides son usados como colorantes para alimentos y suplementos
alimenticios en humanos, aditivos en la alimentacion para aumentar la pigmentacion de peces y
huevos, productos farmacéuticos, asi como también son utilizados en la industria cosmética y

agricultura (Bramley, 2003).

En plantas, las xantéfilas, formas oxigenadas de carotenoides, cumplen la funcion de pigmentos
accesorios en la antena recolectora de luz localizada en los cloroplastos, donde tienen la
capacidad de transferir energia a la clorofila y también juegan un papel importante en la

prevencion de dafio fotooxidativo (Howitt y Pogson, 2006).

Los carotenoides pueden ser acumulados en todos los tejidos de la planta y estar contenidos en
todos los tipos de plastidos, exceptuando los proplastidios (progenitor de los plastidos), los que
incluyen cloroplastos (organelos fotosintéticos), cromoplastos (pléstidos con color), amiloplastos
(pléstidos de almacenamiento de almidon), elaioplastos (pléastidos de almacenamiento de lipidos),
leucoplastos (plastidos sin color) y etioplastos (precursores del crecimiento en oscuridad de los

cloroplastos) (Howitt y Pogson, 2006).

En plantas superiores la cantidad y tipo de carotenoides presentes en las membranas fotosintéticas
es similar entre las especies, conteniendo principalmente luteina, f-caroteno, violaxantina,
neoxantina y zeaxantina (Demming-Adams et al., 1996). Por otra parte, en tejidos no
fotosintéticos de la planta (flores, frutos, raices, tubérculos y semillas, entre otros), el tipo y
contenido de carotenoides pueden variar dependiendo de la especie o tejido. Por ejemplo, en
pétalos blancos de crisantemo la concentracion de carotenoides es baja o nula (Ohmiya et al.,
2006), en pétalos amarillos de girasol las concentraciones de carotenoides son abundantes,
presentando principalmente ésteres de luteina (Moehs et al., 2001) y en papas dulces el principal

carotenoide es B-caroteno (Ben-Amotz y Fishier, 1998).

En flores, los carotenoides son acumulados en cromoplastos, donde los dos grandes mecanismos
descritos relacionados con la regulacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides en
cromoplastos son: (i) un incremento en la biosintesis de carotenoides, relacionado con el aumento
en la abundancia de transcritos de aquellos genes biosintéticos o reguladores de la biosintesis de

carotenoides, y (ii) un incremento en la acumulacion de nuevos carotenoides, lo cual ha sido
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atribuido a la presencia de estructuras secuestradoras capaces de almacenar carotenoides dentro
del pléstido (Howitt y Pogson, 2006).

Por otra parte, la regulacién del contenido de carotenoides se ha relacionado con cambios en la
expresion de genes que codifican para enzimas que catalizan oxidativamente carotenoides a
compuestos mas pequefios denominados apocarotenoides o norisoprenoides, con caracteristicas
de isoprenoides no-polares que poseen un amplio conjugado de doble enlaces (Kloer y Schulz,
2006), los cuales han sido ampliamente estudiados por sus propiedades antioxidantes y su
capacidad de capturar radicales libres (Escribano et al., 1996). La familia enzimatica se denomina
CCD (por su nombre en inglés, Carotenoid Cleavage Dioxygenase). Estas enzimas participan
activamente en procesos hormonales de la planta (Booker et al., 2004; luchi et al., 2001; Chernys
y Zeevaart, 2000; Schwartz et al., 1997), produccién de compuestos volatiles (Simkin et al.,
2004a; Simkin et al., 2004b) y regulando el color de fenotipos en diversas especies (Ohmiya et
al., 2006; Campbell et al., 2010; Brandi et al., 2011) (Figura 6).

Acido Abscisico  Estrigolactona

Hormonas 50
o \D L 0, (iz’u

NCED2, NCED3, NCEDS,
NCED6, NCED9 ’ K cCcD8, CCD7

Carotenoide
S NN N NN NN R

ccp4 { xccm, ccDa?

Color Aroma
o]

=

Bixin )
B-ionono

Y\/\I/\/\]/

o
Pseudoionino

Crocetina

Figura 6. Apocarotenoides y las CCDs o NCEDs responsables de su produccion (Ohmiya,

2009). CCD, carotenoid cleavage dioxygenase; NCED, nine cis epoxycarotenoid dioxygenase.



12

La Unica estructura establecida para la familia de las CCDs es la de ACO (por su nombre en
inglés, Apo-carotenoid Cleavage Oxygenase) de Synechocystis PCC 6803 (Kloer et al., 2005). La
cadena de plegamiento consiste en siete laminas beta plegadas, cinco de las cuales estan
constituidas por cuatro laminas beta antiparalelas, mientras que las dos restantes estan

conformadas por cinco laminas beta antiparalelas (Kloer y Schulz, 2006).

Figura 7. Esquema de plegamiento de ACO. La estructura corresponde a siete laminas beta
plegadas como motivo béasico. La posicién de las cuatro histidinas que coordinan con el hierro al
centro de las ldminas estdn marcadas con puntos. Los cuatro bucles y la region N- terminal

formando el domo alrededor del centro activo se destacan en gris oscuro, y la extension N-

terminal se encuentra ennegrecida.
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2.4 Familia de las CCDs

La familia de las CCDs es antigua, con miembros presentes en bacterias, plantas y
animales. En plantas, las enzimas CCDs se encuentran codificadas por familias multigénicas y
estudios recientes han comenzado a otorgarle funciones a miembros individuales de cada familia
(Auldridge et al., 2006).

La primera enzima CCD de plantas en ser caracterizada fue la viviparous14 (VP14) aislada desde
el maiz mutante viviparous 14, el cual presentaba deficiencia en la biosintesis de acido abscisico
(Schwartz et al., 1997). Andlisis enziméticos de un recombinante VP14 confirmé que esta enzima
corta 9-cis-epoxicarotenoides para formar C,s apo-aldehidos y xantoxina, un precursor del acido

abscisico en maiz y plantas superiores (Tan et al., 1997; Schwartz et al., 1997).

A partir de analisis basados en homologia de secuencia utilizando VP14, se han podido
identificar varias enzimas responsables de la sintesis de apocarotenoides de importancia
bioldgica. En Arabidopsis se han descrito 9 genes pertenecientes a la familia CCD (Tabla 2), y
por lo general, los ort6logos en otras especies son nombrados se acuerdo a su homologia con

éstos.
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Tabla 2. Dioxigenasas de corte de carotenoides en Arabidopsis thaliana (Tan et al., 2003).
ND: no determinada.

Nombre Intrones Locus Actividad
AINCED2 No At4g18350 11, 12 9-cis
AINCED3 No At3g14440 11, 12 9-cis
AtNCED5S No At1g30100 11, 12 9-cis
AINCEDG6 No At3924220 11, 12 9-cis
AINCED9 No Atlg78390 11,12 9-cis
AtCCD1 Si At3963520 9,10 (9°-10")
AtCCD4 No At4g19170 ND
AtCCD7 Si At2944990 ND
AtCCD8 Si At4g32810 ND

Miembros de la familia de las CCDs comparten varias caracteristicas: (i) requieren Fe** para su
actividad catalitica, (ii) contienen cuatro residuos de histidina altamente conservados, los cuales
se cree coordinan el ligando de hierro, (iii) contienen una secuencia peptidica conservada en su
extremo carboxil que minoritariamente constituye una secuencia caracteristica de la familia
(Auldridge et al., 2006).

Existen un grupo especializado de CCD denominadas 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(NCED, por su nombre en inglés: Nine Cis Epoxycarotenoid Dioxygenase), las cuales se
encuentran principalmente implicadas en la biosintesis de acido abscisico (Schwartz et al., 1997;

Tan et al., 2003; Sun et al., 2012; Chernys y Zeevaart, 2000) como se ilustra en la Figura 6.

Existen fenotipos blancos en flores, frutos y tubérculos que han sido relacionados
especificamente con la expresion diferencial de genes CCD4. El primer ejemplo de esto es el gen
CmCCD4a, el cual se expresa preferencialmente en pétalos blancos de crisantemos,

contribuyendo a la formacion del color blanco en pétalos mediante el corte enzimatico de
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carotenoides produciendo compuestos incoloros. Mediante ARN de interferencia (ARNi) del gen
CmCCD4a, se obtuvo un cambio de color en pétalos desde blanco a amarillo, demostrando que la
acumulacion de carotenoides en crisantemos solo ocurria en ausencia de la actividad de CCD4
(Ohmiya et al., 2006).

En durazno, se evidencio el efecto del gen CCD4 sobre la regulacion del contenido de
carotenoides en frutos. Los niveles de expresion del gen CCD4 fueron mayores en el cultivar de
pulpa blanca, aumentando los transcritos a medida que el fruto iba madurando (Brandi et al.,
2011).

En tubérculos de papa (Solanum tuberosum), también se ha investigado el efecto de la actividad
del gen CCD4 en el contenido de carotenoides. Se observé una elevada expresion del gen CCD4
en tubérculos maduros de cultivares de pulpa blanca comparados con tubérculos ricos en
carotenoides de pulpa amarilla. Junto con el anélisis de transcritos, se realizaron lineas ARNi
para el gen CCD4 en papas de pulpa blanca, observandose que tras el silenciamiento del gen
CCD4, los niveles de carotenoides aumentaron en las flores y tubérculos de la planta (Campbell
etal., 2010).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En plantas superiores, las flores constituyen 6rganos vitales para la reproduccion. En
Brassica, el fenotipo flor amarilla ha sido seleccionado para el cultivo, dado que su color atrae a
los agentes polinizadores facilitando asi la polinizacion de las flores y, por ende, aumenta la
obtencion de semillas. En Brassica oleracea, existe un fenotipo flor blanca que de manera
silvestre se encuentra en baja frecuencia y cuya caracterizacion a nivel molecular no ha sido
realizada. Si bien B. oleracea es un organismo diploide, a lo largo de su evolucion ha sufrido
duplicaciones vy triplicaciones gendmicas que afectan el nimero de copias de un determinado gen
ancestral. El gen analizado en este estudio se presenta en dos copias paralogas dentro del genoma
C de B. oleracea. El andlisis de genes paralogos como CCD4 y los cambios presentes a nivel de
secuencia, ayudan a entender el proceso evolutivo en plantas, ya que la existencia de genes
duplicados permite que cada paralogo adquiera diferentes patrones de expresion en distintos
tejidos de la planta, muchas veces otorgando plasticidad de respuesta a estimulos y variabilidad
fenotipica. Al mismo tiempo, el estudio de fenotipos con eventos de poliploidia que datan desde
hace millones de afios, son Utiles para dilucidar los efectos a largo plazo de la expresion de genes

duplicados.
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3.1 Hipotesis

El fenotipo flor blanca en Brassica oleracea L. TO1000DH3 esté determinado por cambios en
los patrones de expresion de un gen que cataboliza carotenoides

3.2 Objetivo general

Determinar la base genética detras del fenotipo flor blanca en la linea doble haploide Brassica
oleracea TO1000DH3

3.3 Objetivos especificos

1. Mapear genes CCD4 en la poblacion de mapeo de B. oleracea BolTBDH utilizando DNA-
SSCP.

2. Aislar los genes CCD4 de B. oleracea TO1000DH3 (flor blanca) y “Early Big” (flor
amarilla), secuenciar, analizar y comparar las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

correspondientes.

3. Evaluar la expresion génica de BolC.CCD4.a y BolC.CCD4.b mediante qRT-PCR en 3
estadios del desarrollo de flores blancas y amarillas de individuos de la poblaciéon de

mapeo BolTBDH y sus respectivos genotipos parentales.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal y extraccion de ADN.

Se utilizé la poblacion de mapeo BolITBDH que segrega para el color de flor (FC, flower
color) la cual fue originada a partir de una F1 individual proveniente de la cruza entre una linea
doble haploide (DH) de brocoli de flor amarilla (“Early Big”) y una linea DH de ciclo rapido
(TO1000DH3) flor blanca (Iniguez-Luy et al., 2009), la cual fue crecida en invernadero con un
ciclo dia 16/8 horas luz/oscuridad. La extraccion de ADN genomico (ADNQ) para el mapeo del
gen CCD4 fue realizada mediante el método PEX (Jhingan, 1992).

Para el ensayo de expresion se crecieron tres replicas bioldgicas de tres individuos dobles
haploides (DH) para cada fenotipo (flor blanca y flor amarilla) pertenecientes a la poblacion de
mapeo BolTBDH (Iniguez-Luy et al., 2009) junto con las lineas parentales.

Las plantas fueron crecidas en condiciones controladas con un ciclo dia 16/8 horas luz/oscuridad,

con una temperatura constante de 22 °C.
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4.2 Disefio de oligonucledtidos y clonamiento de gen CCDA4.

Utilizando la secuencia gendmica de AtCCD4 (At49g19170) se realiz6 una busqueda en
Blastn, utilizando la base de datos de ESTs (Expressed sequence tags) y el organismo Brassica
oleracea disponibles en NCBI. A partir de esto se identificaron 29 secuencias de ESTs en B.
oleracea var. acephala y B. oleracea var. alboglabra, provenientes de los siguientes tejidos:
hoja, plantula y flor. Estas secuencias fueron utilizadas para disefiar oligonucleétidos para clonar
la region codificante del gen (CDS) y para el mapeo de genes CCD4 en B. oleracea.

ADN genémico (ADNg) y ADN complementario (cDNA) fueron los templados utilizados para el
aislamiento de las regiones codificantes de genes CCD4, utilizandose la enzima KOD Hot Start
DNA Polymerase (Novagen, EEUU).

Los oligonucledtidos utilizados en esta tesis fueron disefiados y luego analizados utilizando el
server OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) (Tabla
3).
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Tabla 3. Oligonucledtidos. Se muestran las secuencias de todos los oligonucleétidos empleados

para mapeo por DNA-SSCP, clonamiento de genes CCD4 y estudios de expresion.

Nombre Sequencia (5°-37)

Mapeo DNA-SSCP

Bo.CCD4.1F CTCCGTATCAACTCCGCCGT
Bo.CCD4.1R GGAAGGACGTGACGGTGGGT
Clonamiento genes CCD4

BoCCD4.cdsF ATGGACTCTCTTTCTTCCTCTTCCT
BoCCD4.cdsR TTAAAGCTTATTAAGGTCACTCTCC

Bo.CCD4.acdsl F
Bo.CCD4.acdsl R
Bo.CCD4.acds2 F
Bo.CCD4.acds2 R
Bo.CCD4.a 3prima F
Bo.CCD4.a 3prima R
Bo.CCD4.b 5prima F
Bo.CCD4.b 5prima R
Bo.CCD4.b cdsl F
Bo.CCD4.b cdsl R
Bo.CCD4.b cds2 F
Bo.CCD4.b cds2 R
Bo.CCD4.b 3prima F
Bo.CCD4.b 3prima R

CCCACACTCACACACACTCAT
CGAACGTCTCTCCGGTTTCG
GGTTTAGCGAACACGAGCCTC
GGCAACCTCACTGCGGCTA
TACGGTCCAGGCTGTTACGGA
ATCGCCGTCGCCAGAGAAAG
ACTTACGCAAATATTACATGAGCAA
ATCGGAGATCGTTCTTCGGA
CCCACACTGGCACTCATCTTC
CGAACCGCCCGATCGTTTCA
GTTTTCCGGATTTAACGGCATGA
CAGACCGTGATTAAACCTTTGT
GATGACGGTTACGTGGTCACA
AAGCTTCTCCCATGCTTCTTTG

Ensayo de expresion

Bo.CCD4.a Flgpcr
Bo.CCD4.a R1gpcr
Bo.CCD4.a F2qgpcr
Bo.CCD4.a R2gpcr
Bo.CCD4.b Flgpcr
Bo.CCD4.b R1gpcr
Bo.CCD4.b F2qgpcr
Bo.CCD4.b R2gpcr
Bol-Ubiquitin F

Bol-Ubiquitin R

ATTCGACCGGGAAGAAGCGAAA
GCATCGAATCCATCCTCATCCGA
CGTAGATCCAAAACACGTCCTCTCAGAC
GTTACGGATGTAAGCGCCGTTG
GGTTTGATTCAACCGGAAAGAAACA
CCCTCGAGCACCAGATCCATTATATT
CGTAGATCCAAAACACGTTCTCTCAGGT
GTTACGGATGTAAGCGCCGTCA
CGGATCAGCAGAGGTTGATCTT
CCTGCAGTTGACAGCCCTTGG
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4.3 Mapeo genético utilizando polimorfismo de conformacion de cadena simple (DNA-
SSCP).

Utilizando el set de oligonucledtidos BoOCCD41F-1R, se realiz6 el mapeo de los genes
CCD4 con 72 lineas de la poblacién de mapeo de B. oleracea BolTBDH (Iniguez-Luy et al.,
2009). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 25 L, utilizando la
enzima ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega, EEUU). La amplificacion comenz6 con una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de amplificacion de 1 minuto
a 95°C, 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C, con una extension final a 72°C por 7 minutos. El
producto de la amplificacion a partir de ADNg de los parentales de la poblacion de mapeo fue
purificado luego de ser corrido en un gel de agarosa al 1%, para luego ser diluido en 15 pL. Para
los productos purificados, 5uL fueron mezclados con 15 pL de buffer de carga para SSCP (95%
formamida, 10 mm NaOH, 0.25% xilencianol, 0,25% azul de bromofenol), mientras que para los
productos de la amplificacion directa, 3 UL fueron mezclados con 15 pL de buffer de carga para
SSCP. Posteriormente, las muestras fueron desnaturalizadas a 96+2 °C por 10 minutos e
inmediatamente enfriadas en agua/hielo. De éstos, 3 puL de cada muestra fueron cargados en un
gel de aumento de la deteccion de mutacién (Mutation detection enhancement, MDE) 0.7 X
(Lonza, EEUU). La electroforesis se llevé a cabo durante 16 horas y 35 minutos a 7 watts a

temperatura ambiente.

La tincidn de las muestras fue realizada inicialmente fijando el gel con acido acético al 10% por
30 minutos, un lavado posterior con agua destilada por 20 minutos. El gel fue luego sumergido en
una solucion de nitrato de plata (1g/L) y formaldehido (0,06%), posteriormente lavado con agua
destilada y revelado finalmente en una solucion fria de carbonato de sodio (30g/L), formaldehido
(0,06%) y tiosulfato de sodio (1 mg/L). El revelado del gel fue detenido con una solucion de

acido acético 10%.

El analisis de ligamiento y la construccion del mapa fue realizado utilizando JoinMap® v. 4.0
(Van Ooijen y Voorrips, 2001). Los loci ligados fueron agrupados usando un LOD de 4.0. Las

distancias en centiMorgans (cM) fueron calculadas usando la funcién de mapeo Kosambi.
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4.4 Analisis bioinformatico de secuencias gendmicas CCD4 en Brassica oleracea y
prediccion de la estructura proteica.

Los alineamientos de nucle6tidos y aminoacidos fueron realizados usando ClustalW2
(Chenna et al., 2003). La prediccion de la estructura de los genes fue realizada en FGENESH
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind)
utilizando “Plantas Dicotiledoneas (Arabidopsis)” como organismo de referencia. La presencia de
péptido sefial transitorio fue predicha utilizando el servidor ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al.,
1999). La busqueda de secuencias repetitivas se realiz6 utilizando el programa RepeatMasker
Web Server (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker) y Plant Repeat Databases
(http://plantrepeats.plantbiology.msu.edu/search.html). Los modelos proteicos fueron realizados
utilizando el software SWISS-MODEL (Arnold et al., 2006) en modo automatico. El calculo del
peso molecular de cada proteina se realizd en el software Compute pl/MW Tool
(http://web.expasy.org/compute_pi/).

4.5 Extraccion de ARN y sintesis de cDNA

La extraccion de ARN total se realiz0 a los siguientes tejidos vegetativos y reproductivos:
hoja madura #11 y 3 estadios de desarrollo en pétalos (P1: brote floral verde, P2: brote floral
amarillo, P3: pétalos expandidos). Los 3 estadios de pétalos fueron recolectados el mismo dia en
paralelo. Todas las muestras fueron recolectadas entre las 10 AM y 12 PM del dia. El ARN total
fue extraido utilizando Absolutely RNA RT-PCR Miniprep Kit (Agilent Technologies, EEUU)
de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La cuantificacion de los acidos nucleicos se realizo
utilizando el espectrofotometro ScanDrop nano-volumen (Analytik Jena, Alemania). A partir de 1
pHg de ARN total se sintetizd el cDNA utilizando SuperScript® VILO cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen, EEUU) de acuerdo a las indicaciones del fabricante (volumen final de reaccion 20
pL). A partir de los 20 pL de cDNA sintetizados, se realizo una dilucion 1:10, la cual fue
utilizada como templado para el ensayo de expresion.
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4.6 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

La eficiencia de los oligonucleétidos utilizados en el experimento fue determinada
mediante la amplificacién de diluciones seriadas (10°-10") de plasmidos que contenian las
secuencias a analizar. La determinacion de la pendiente de la recta y la eficiencia de los
oligonucleodtidos se realizo utilizando el software MxPRO-Mx3000p version 4.10 (Stratagene,
EEUV).

Un microlitro de cDNA diluido (1:10) fue agregado bajo las siguientes condiciones de reaccion:
10 pL de Brilliant 11 SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies, EEUU), 30 nM
de el colorante de referencia (ROX), 200nM de cada oligonucle6tido y H,O grado PCR hasta un
volumen final de 20 uL. Estas condiciones de reaccion fueron utilizadas para los tres genes
evaluados en el experimento (BolC.CCD4.a, BolC.CCD4.b y ubiquitina). Cada templado fue

amplificado con dos réplicas técnicas.

El gRT-PCR fue realizado en el equipo Mx3000p (Stratagene, EEUU), donde la amplificacion
comenz6 con una desnaturalizacién inicial de 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de
amplificacion a 95°C por 20 segundos, 60°C (BolC.CCD4.a y BolC.CCD4.b) 6 56°C (ubiquitina)
por 20 segundos y 72°C por 20 segundos, tomando la medicion de fluorescencia al final de cada
ciclo. Finalizados los 40 ciclos, se realizo la curva de disociacion bajo las siguientes condiciones
10 segundos a 95°C, 1 segundo a 55°C y 1 segundo a 95°C, las mediciones de la fluorescencia
fueron tomadas en cada punto desde que la temperatura estaba en 55°C, hasta que alcanz6 los
95°C.

El andlisis de la expresion relativa de los genes BolC.CCD4 fue llevado a cabo utilizando el
software gbasePLUS version 2.4 (Hellemans et al., 2007) mediante el método AAc: (Figura 8).

Todas las muestras fueron normalizadas utilizando el gen ubiquitina.
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Figura 8. Método AAct. Férmula del método utilizado para el calculo de las expresiones

relativas de los genes CCD4 utilizando el gen ubiquitina como referencia.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacién del gen candidato causante del fenotipo flor blanca (wf) en B. oleracea.

Mediante genomica comparativa con Arabidopsis thaliana, se determind que el gen
candidato CCD4 podria encontrarse en regiones gendmicas colineares al intervalo donde mapea
el fenotipo flor blanca (wf) en el cromosoma C3 de B. oleracea (Figura 9).
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Figura 9. Mapa comparativo entre Arabidopsis thaliana y Brassica oleracea. Cada color
representa a un cromosoma de A. thaliana localizado en el genoma de B. oleracea. La posicién
donde mapea el marcador fenotipico para el color de flor (FC, flower color) en el cromosoma C3

de B. oleracea se encuentra indicado con una flecha.



26

5.2 ldentificacion de las secuencias BolC.CCD4 en el genoma C de Brassica.

El gen CCD4 se encuentra como copia Unica en el genoma de Arabidopsis thaliana, cuya
secuencia gendmica no posee intrones, codificando para una proteina de 595 aminocidos.
Utilizando la secuencia gendmica de AtCCD4 (Locus: At4g19170), se realizé un Blastn, en la
base de datos EST (Expressed Sequence Tags), seleccionando Brassica oleracea como
organismo. A partir de esto, se identificaron 29 secuencias ESTs con una alta identidad de
secuencia (>80%) con el gen AtCCD4. Una vez identificadas las secuencias, se realizd un
alineamiento, identificando regiones génicas conservadas para el disefio de oligonucle6tidos
(Tabla 3) tanto para capturar la secuencia codificante (CDS) como para mapear genes CCD4 en

la poblacion BolTBDH de B. oleracea (Figura 10).

BoCCD4.cdsF
BoCCD4.1F BoCCD4.2F BoCCD4.3R

5 [;'R d d ((JJ 3" UIR

BoCCD4.2F
BoCCD4.1R BoCCD4.3R

BoCCD4.cdsR

Figura 10. Posicién relativa de los oligonucleétidos disefiados para el mapeo y aislamiento
de secuencias CCD4 en B. oleracea. Los oligonucedtidos indicados son los que fueron
utilizados para el mapeo de los genes CCD4 en la poblaciéon BolTBDH (BoCCDA4.1F-1R,
BoCCD4.2F-2R, BoCCD4.3F-3R) y los utilizados para el aislamiento de la secuencia codificante
(BoCCD4.cdsF-R)
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El set de oligonucle6tidos realizado para el mapeo de genes CCD4 fue utilizado inicialmente en
los parentales de la poblacion de mapeo BolITBDH (TO1000DH3 y “Early Big”) para analizar si
existian diferencias entre los patrones de migracién en geles MDE. Los productos purificados de
ambas amplificaciones fueron corridos en un gel MDE 0.7 X (Figura 11). Se observo que los
productos amplificados utilizando el set de oligonucledtidos BoCCD4.1F-1R presentd una
diferencia en el patron de migracion, lo cual permitiria posteriormente el mapeo de los genes

CCD4.
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Figura 11. Patrones de migracién de los parentales de la poblaciéon BolI TBDH en gel MDE.
El set de oligonucleétidos BoCCD4.1F-1R presenta un patron de migracién diferencial entre los

parentales de la poblacidon, presentandose una banda extra en el amplicon proveniente de ADNg

de TOL1000DHS3 (flecha).
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A partir de estos resultados, se procedié a la amplificacion mediante PCR del ADNg de 72
individuos de la poblacion BolITBDH utilizando el set de oligonucle6tidos BoCCD4.1F-1R.

Una vez obtenidos los patrones de migracion de los individuos en el gel MDE, se observo
claramente que existian dos patrones independientes de migracion, uno de los cuales co-segrego
con el fenotipo flor blanca/amarilla y uno que segregd independientemente del fenotipo que
presentaba la flor (Figura 12). Esto demostré la existencia de dos genes CCD4 presentes en el
genoma C de Brassica. EI nombre asignado a cada gen se realiz6 segun la nomenclatura
establecida para nombrar los genes en Brassica spp. (Ostergaard y King, 2008), la cual sugiere la
siguiente sintaxis (< > indica las categorias): <GENERO 1letra> [<especie 2 letras] <GENOMA
1 LETRA>|<X>.<NOMBRE 3-6 LETRAS>.<locus 1 letra>.

El gen que segreg6 independiente del fenotipo de la flor se denominé BolC.CCD4.a y mapeé en
el cromosoma C1 de B. oleracea. El gen que co-segreg6 con el fenotipo flor blanca/amarilla fue
denominado BolC.CCD4.b y maped en el cromosoma C3 de B. oleracea junto con el marcador

fenotipico previamente identificado para el color de flor FC (flower color) (Figura 13).
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Figura 12. Patron de segregacion de BolC.CCD4a y BolC.CCD4.b en una poblacion de

mapeo bi-parental desarrollada a partir de la cruza entre una linea flor amarilla (“Early

Big”) y una linea flor blanca (TO1000DH3). Los patrones de amplificacion corresponden a una

utilizando los oligonucledtidos

luados

7

on eva

muestra de 50 de los 72 individuos de la poblaci

BoCCD4.1F-1R.
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Figura 13. Localizacion de BolC.CCD4.a y BolC.CCD4.b en el mapa del genoma C de
Brassica. EI nombre de cada locus y las distancias (cM) aparecen ubicados a la izquierda y
derecha de la barra vertical, respectivamente. Los dos marcadores moleculares basados en
secuencias de los genes CCD4 y el marcador fenotipico para el color de flor (FC) se encuentran

destacados en rojo.
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5.3 Analisis de secuencia

A partir de ADNg y cDNA (pétalo estadio 3) de B. oleracea TO1000DH3 y ADNg de B.
oleracea “Early Big” utilizando los oligonucleotidos disefiados para capturar la secuencia
codificante (CDS) (BoCCD4cds1F-1R), se procedid a aislar y enviar a secuenciar 20 clones. En
B. oleracea TO1000DH3 se obtuvo el CDS para ambos genes CCD4. En cambio, para B.
oleracea “Early Big” so6lo se obtuvo la secuencia correspondiente al CDS de BolC.CCD4.a
utilizando este primer set de oligonucle6tidos.

A partir de la combinacion de oligonucle6tidos Bo.CCD4.b F2qgpcr/Bo.CCD4.b Rlgpcr se
obtuvo la secuencia parcial del gen BolC.CCD4.b de “FEarly Big”. Esta secuencia fue
posteriormente completada gracias a la colaboracion existente con el Agriculture and Agri-Food
Canada-Saskatoon Research Centre (AAFC-SRC).

El primer andlisis realizado fue comparar las secuencias obtenidas de ADNg y cDNA de B.
oleracea TO1000DH3, donde se obtuvo 100% de identidad entre las secuencias, lo que nos
indicé la ausencia de intrones en las secuencias de los genes BolC.CCD4.ay b.

El andlisis de secuencias codificantes (CDS) revel6 que BolC.CCD4.a y BolC.CCD4.b en
TO1000DH3 codifican proteinas de 593 y 596 aminoacidos respectivamente, exhibiendo un 87%
de identidad entre ambos paralogos y que, al igual que el gen AtCCD4, no poseen intrones. Los
dominios de proteinas presentes indican que estos genes pertenecen a la familia de los B-caroteno
dioxigenasas y a la subfamilia de 9-cis-epoxidioxigenasas. Mediante el andlisis de los
aminoacidos presenten en la proteina, se establecié que ambas proteinas CCD4 en TO1000DH3
presentan cuatro residuos conservados de histidina (H) necesarios para coordinar la unién a hierro
(cofactor requerido para la actividad catalitica de la proteina CCD4). Ademas, ambas proteinas
contienen un péptido sefial en su region N-terminal, lo que predice su localizacion subcelular en

los pléastidos, al igual que para AtCCD4 (Figura 14).

Por otra parte, el analisis de las secuencias obtenidas para “Early Big” correspondientes al gen

BolC.CCD4.a que codifica para una proteina de 593 aminoacidos, sin intrones, con dominios
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conservados correspondientes a la familia de los (B-caroteno dioxigenasas y subfamilia 9-cis-
epoxicarotenoides. En esta proteina también estan presentes los cuatro residuos de histidina,

anteriormente mencionados (Figura 14).

La secuencia codificante predicha para el gen BolC.CCDA4.b de “Early Big” codificd para una
proteina mas corta, la cual consta de 455 residuos aminoacidicos, sin la presencia de intrones. En
esta proteina solo se observaron tres de los cuatro residuos de histidina, lo cual presumiblemente
podria afectar su actividad catalitica. Al igual que su paralogo, contiene una secuencia peptidica

transitoria en su region N-terminal que la dirigiria hacia los cloroplastos (Figura 14).
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Lok ke K, Lk kL k. kkk. | Kikk Kk k.
AtCCD4 MDSVSSSSEFISSTFSLHHSLLRRR PTLLRINSAVVEERSPITNPSDNNDRR-NKPKTLHNRTNHTLVSSPPKLRPEM 79
BolC.CCD4.a_Early.Big MDSL FISTESD LLLDPRP RRLLRINSAVVEERSPITNPSONNDLPPSKPKKLYTRTNHTAVSSPAKPRQQT 80
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 MDSLSSSSFISTFSPASSLLLPRPSSSRRLLRINSAVVEERSPITNPSQNNDLPPSKPKKLYTRTNHTAVSSPAKPRQOQT 80
BolC.CCD4.b_Early.Big ---—--—--————————————————————————————— MSVRIPLLSCSS---VPPSKHKKLYSRTNRNSVASPAKLRPET 40
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 MYSVSSSSEISTESPKPSLHLRE RLLPRINSTVSEERSPISNPSENNVPPPSKYKKLYTRTNRNSVASPAKLRPET 80

Sk Kk KKk ok sk Kk KKk Ak kA kKKK KKk KKK KK Kk kAkhkkkkkk s khhhkkk s kK ko kkhkkkkkhkkkkkkkkkkk*k* QF
AtCCD4 TLATALFTTVEDVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSDNFAPVLDELPPTDCEIIHGTLPLSLNGAYIRNGPNPQFLPRGPYHL 159

BolC.CCD4.a_Early.Big SLATALFTTMEEVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSDNFAPVLDELPPTECEITHGSLPPSLNGAYIRNGPNPQFLPRGPYHL 160
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 SLATALFTTMEEVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSDNFAPVLDELPPTECEITHGSLPPSLNGAYIRNGPNPQFLPRGPYHL 160
BolC.CCD4.b_Early.Big TLVTALFTTVEDVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSGNFAPVLDELPPTECEITIHGSLPPFLDGAYIRNGPNPQFLPRGPYHL 120
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 TLVTALFTTVEDVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSGNFAPVLDELPPTECEITHGSLPPSLDGAYIRNGPNPQFLPRGPYHL 160

ok Kk kK Rk Kk KKKk KKk Kk kA kk Kk KKk Kk ks Kakkkkkkkkky khkgkkkkkkk kkkikkikkikk xkkk* 169
AtCCD4 FDGDGMLHAIKIHNGKATLCSRYVKTYKYNVEKQTGAPVMPNVFSGFNGVTASVARGALTAARVLTGQYNPVNGIGLANT 239
BolC.CCD4.a_Early.Big FDGDGMLHATIRIRDGKATLCSRYVKTYKYNVEKQTGTPVIPNVFSGFNGVQASMARGALTAFRVLAGQFNPINGIGLANT 240
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 FDGDGMLHAIRIRDGKATLCSRYVKTYKYNVEKQTGTPVIPNVESGFNGVPASMARGALTAFRVLAGQFNPINGIGLANT 240
BolC.CCD4.b_Early.Big FDGDGMLHAIRNSNGKATLCSRYVKTYKYNVEKQAGAQVIPNVFSGFNGVTASVARGALTAFRVLAGQYNPVNGNGLANT 200
BolC.CCD4.b_TO1l000DH3 FDGDGMLHAIRISNGKATLCSRYVKTYKYNVEKQAGAQVIPNVFSGFNGMTASVARGALTAFRVLAGQYNPVNGIGLANT 240

Kok K okk Kk Kk kK kK Kk kkk Kk kkk s s khk KKkkk kAkKhkKk Kkhkkhhkkkhkk Kk hhkhkkhkk *kkhkkkk kkkkkskx 243
AtCCD4 SLAFFSNRLFALGESDLPYAVRLTESGDIETIGRYDFDGKLAMSMTAHPKTDPITGETFAFRYGPVPPFLTYFRFDSAGK 319
BolC.CCD4.a_Early.Big SLAFFCNRLFALGESDLPYAVRLTESGDIVTIGRHDFDGKLAMSMTAHPKTDPQTGETFAFRYGPVPPFLTFFRFDSTGK 320
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 SLAFFCNRLFALGESDLPYAVRLTESGDIVTIGRHDFDGKLAMSMTAHPKTDPETGETFAFRYGPVPPFLTFFRFDSTGK 320
BolC.CCD4.b_Early.Big SLAFFCNRLFALGESDLPYAVRLTDTGDIETIGRFDFDGKLEMSMTAHPKTDPQTGDTFAFRYSPVPPFLTFFRFDSTGK 280
BolC.CCD4.b_TO1l000DH3 SLAFFCNRLFALGESDLPYAVRLTDTGDIETIGRFDFDGKLEMSMTAHPKTDPQTGETFAFRYSPVPPFLTFFRFDSTGK 320

KRk ki kkkkk o KkkkAkkkgkkkkk kKK Kk K ikkkkkkkk s kk KKKk KKk kg KKk ckkkkKAkKKAK® 315
AtCCD4 KORDVPIFSMTSPSFLHDFAITKRHAIFAEIQLGMRMNMLDLVLEGGSPVGTDNGKTPRLGVIPKYAGDESEMKWFEVPG 399
BolC.CCD4.a_Early.Big KRKDVPVFSMTSPSFLHDFAITKRHAIFSEIQIRMRM---DSMLEGGSPVGADNGKTPRLGVIPRYAEDESEMKWFEVPG 397
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 KRKDVPVESMTSPSFLHDFAITRRHAIFSEIQIRMRM---DSMLEGGSPVGADNGKTPRLGVIPRYAEDESEMKWFEVPG 397
BolC.CCD4.b_Early.Big KQRDVPVYSLTSPSFVHDFAITKRHAIFAEIQIVMRMNIMDLVLEGGSPVGADNRKTPRLGVIPRYAGDDSEMKWFEVPG 360
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 KQRDVPVYSLTSPSFVHDFAITKRHAIFAEIQIVMRMNIMDLVLEGGSPVGADNRKTPRLGVIPRYAGVDSEMKWFEVPG 400

kK Kk Kk K L% Ux* 330
AtCCD4 FNITHAINAWDEDDGNSVVLIAPNIMSIEHTLERMDLVHALVEKVKIDLVTGIVRRHPISARNLDFAVINPAFLGRCSRY 479
BolC.CCD4.a_Early.Big FNIIHAINAWDEDDGDTIVLIAPNIMSIEHTLERMELVHALVEKVKIDLVTGIVTRHPISARNLDFAVINPAFVGRQSRY 477
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 FNIIHAINAWDEDDGNTIVLIAPNIMSIEHTLERMELVHALVEKVKIDLVTGIVTRHPISARNLDFAVINPAFVGRQSRY 477
BolC.CCD4.b_Early.Big FNIJHATNAWDDR- ——————— === - FDRSERY 380
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 FNIIHAINAWDEDDGNTVVLIAPNIMSIEHTLERMDLVHSLVEKVKIDLVTGIVTRHPISARNLDFAVINPAFLGRRSRY 480

*oo* Fokoooo* i HEE R .ot Fok 351
AtCCD4 VYAAIGDPMPKISGVVKLDVSKGDRDDCTVARRMYGSGCYGGEPFFVARDPGNPEAEEDDGYVVTYVHDEVTGESKFLVM 559
BolC.CCD4. a_Early .Big VYAAIGDPMPKISGVVKLDVTRGDRDDCTVARRMYGPGCYGGEPFFVARDPGNPEAEEDDGYVVTYVHDEVAGESKFLVM 557
BolC.CCD4. a_TOlOOODH3 VYAAIGDPMPKISGVVKLDVTRGDRDDCTVARRMYGPGCYGGEPFFVARDPGNPEAEEDDGYVVTYVHDEVAGESKFLVM 557
BolC.CCD4.b_Early.Big VHRAY-------—-—--———————— VREDGSRSR——-—-—-——— LGGE---————-————-— SEDRSRHRYRDTSSDLREEPRFRGD 423
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 VYAAIGDPMPKISGVVKLDVSKGDRDDCTVARRMYGPGCYGGEPFFVARDPGDQEAEEDDGYVVTYVHDEVAGESKFLVM 560

v e K e . 361

AtCCD4 DAKSPELEIVAAVRLPRRVPYGHEHGLFVKESDLNKL 595
BolC.CCD4.a_Early.Big DAKSPELEVVAAVRLPRRVPYGKHGLFVKESDLNKL 593
BolC.CCD4.a_TOl000DH3 DAKSPELEVVAAVRLPRRVPYGKHGLFVKESDLNKL 593
BolC.CCD4.b_Early.Big QSGVSRETEPLRVRGNRRS--DAEDLRSGESRRE-- 455
BolC.CCD4.b_TOl000DH3 DAKSPELEIAAAVRLPRRVPYGHKHGLFVKESDINKL 596

Figura 14. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de CCD4 en A. thaliana y
B. oleracea. Los paralogos de CCD4 en B. oleracea TO1000DH3 tienen un 87% de identidad a
nivel de secuencia proteica. Los cuatro residuos de histidina (H) se encuentran encerrados en
rectangulos, destacado con una estrella se encuentra la H faltante en BolC.CCD4.b. La secuencia

correspondiente al péptido sefial se encuentra subrayada en rojo.
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Las secuencias rio arriba y rio abajo de los genes BolC.CCD4 de TO1000DH3 y “Early Big”
fueron obtenidas gracias a la colaboracion existente con el Agriculture and Agri-Food Canada-
Saskatoon Research Centre (AAFC-SRC), quienes forman parte del consorcio internacional que
se encuentra secuenciando el genoma de B. oleracea (genoma C) utilizando TO1000DH3 como
strain de referencia. Estas secuencias fueron confirmadas por PCR, aislacion y secuenciacion
utilizando cuatro sets de oligonucledtidos por gen, disefiados a fin de abarcar tanto regiones

codificantes como no codificantes de estos (Figura 15).

BolC.CCDA4.a

BoCCD4.a cds2 F BoCCD4.a 3prima F
BoCCD4.a Sprima F  BoCCD4.a cdsl F

5 4 2 A

BoCCD4.a cds2 R BoCCD4.a 3prima R

BoCCD4.a Sprima R BoCCD4.a cdsl R

BolC.CCD4.b

BoCCD4.bcds2 F BoCCD4.b 3prima F
BoCCDA4b Sprima F BoCCD4.b cdsl F

° —
u a g A

BoCCD4b SpimaR ~ BoCCD4b cdsl R BoCCD4beds2 R BoCCD4.b 3prima R

Figura 15. Localizacion de los oligonucleétidos disefiados para aislar las secuencias
codificantes y no codificantes de los genes CCD4 en B. oleracea.

El analisis de secuencias no codificantes para los genes CCD4 en B. oleracea revel6 elementos
repetitivos tanto en regiones 5’ como 3’ de los genes (Figura 16). El elemento repetitivo SINE
(por su nombre en inglés Short Interspersed Nuclear Elements) se encuentra presente en el gen
BolC.CCD4.b de TO1000DH3 en regiones no codificantes colindantes al promotor del gen. Si
bien este tipo de elemento se encuentran altamente metilado (Kochanek et al., 1993) por lo que se
relacionan con la no actividad transcripcional, estos elementos puede ser activados en un tejido
especifico y/o de manera especifica en el desarrollo (Hellmann-Blumberg et al., 1993, Kochanek
et al., 1993, Deragon et al., 1996).
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Otro elemento encontrado en los genes BolC.CCD4 corresponde a los retrotransposones, (Tyl-
copia) los cuales constituyen la mayor division de los elementos moviles eucariéticos que se
transponen a través de un transcrito de ARN que mediante la transcriptasa reversa codificada por
el retrotransposon, es transcrito en reversa a ADN (Kumar y Bennetzen, 1999). Estas diferencias

podrian estar asociadas a cambios en los patrones de expresion de estos genes.

AtCCD4
Copia-like retrotransposon
—69* -404
g 1788 pb
BolC.CCD4.a TO1000DH3
Ty1/copia Retrotransposon
-1557  -1466 +18 _+134
\ 4 % >
T 1782 pb
BolC.CCD4.b TO1000DH3 .
o E (SINE 1840 TP 0ss
v ; )
- v
= 1782 pb
BolC.CCD4.a “Early Big”
SINE
=792 -676
\ N
= I
T 1791 pb
BolC.CCDA4.b Early Big
= Y
= 1368 pb

Figura 16. Elementos repetitivos en los genes CCD4. Los elementos repetitivos de cada
secuencia nucleotidica se encuentran marcados con triangulos rojos, indicando su posicién y tipo
de elemento. Los tamafios (pb) correspondientes a las regiones codificantes se encuentras bajo

cada gen.
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A partir de la secuencia aminoacidica de los genes CCD4 en B. oleracea TO1000DH3 y “Early
Big” se realizoé una modelacion de la estructura proteica utilizando el software SWISS-MODEL
(Arnold et al., 2006). Donde se obtuvo una estructura proteica similar a la descrita para la enzima
ACO de Synechocystis PCC 6803 (Kloer et al., 2005) para BolC.CCD4.a de ambos genotipos y
BolC.CCD4.b de TO100DH3. Por otra parte, el modelamiento estructural para la proteina

BolC.CCD4.b de “Early Big” revel6 cambios evidentes a nivel conformacional (Figura 17).

§’"< (i o \

AtCCD4

Arabidopsis thaliana

PM= 61,81 kD

TO1000DH3

SolCCCD4aRTOI000003 BoIC.CCD4.b_TO1000DH3

PM = 61,74 kD PM= 61,72 kD
Early Big
PM = 61,74 kD PM =47,3 kD

Figura 17. Diagrama Ribbon de las enzimas CCD4 de A. thaliana, B. oleracea TO1000DH3
y “Early Big”. Los pesos moleculares (PM) de cada enzima se encuentran indicados bajo cada
figura. En un cuadrado rojo se encuentra destacada la estructura proteica de BolC.CCDA4.b de

“Early Big” que presenta cambios conformacionales.
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5.4 Expresion de genes BolC.CCD4 en tejidos vegetativos y reproductivos en B. oleracea

Inicialmente se realizd la evaluacion de la eficiencia de amplificacion de los set de
oligonucleotidos especificos disefiados para cada paralogo de CCD4 vy ubiquitina (gen
normalizador). Utilizando una dilucién seriada de plasmidos (10° — 10™) clonados con la
secuencia codificante para los genes BolC.CCD4.a, BolC.CCD4.b, y una secuencia parcial del
gen ubiquitina se procedio a la amplificacion de cada dilucion. Las eficiencias obtenidas para
cada set de oligonucleétidos fueron: (i) Bo.CCD4.a Flgpcr/ Bo.CCD4.a Rlgpcr: 97%, (ii)
Bo.CCD4.a F2gpcr/ Bo.CCD4.a R2qpcr: 112,4 %, (iii) Bo.CCD4.b Flgpcr/ Bo.CCD4.b R1gpcr:
98%, (iv) Bo.CCD4.b F2qgpcr/ Bo.CCD4.b R2gpcr: 97%, (v) Bol-UbiquitinF/Bol-UbiquitinR:
95%.

A partir de estos resultados, se decidié emplear los oligonucleétidos Bo.CCD4.a Flgpcr/
Bo.CCD4.a Rigpcr y Bo.CCDA4.b Flgpcr/ Bo.CCD4.b R1lgpcr para la amplificacion especifica
de los transcritos de los paralogos de CCD4 vy, el set Bol-UbiquitinF/Bol-UbiquitinR para el gen

normalizar ubiquitina.

Para determinar si el fenotipo flor blanca podria estar determinado por cambios en los patrones de
expresion del gen BolC.CCD4.b se realizé mediante gRT-PCR la cuantificacion relativa de los
transcritos en tres estadios de desarrollo de pétalos (Figura 18A) y en hoja madura nimero 11
(Figura 18B), utilizando ocho genotipos (Figura 19).
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Figura 18. Tejidos analizados mediante gRT-PCR. A, estadios de desarrollo en flores blancas

y amarillas, P1: brote floral verde, P2: brote floral amarillo, P3: pétalos expandidos. B, hoja

madura.

Parentales Individuos DH poblacién BolTBDH
TO1000DH3 | TODH334 TODH342 TODH271

Early Big

TODH276  TODH345 TODH329

Figura 19. Genotipos utilizados para el analisis de expresion. Los parentales de la poblacion
BolTBDH B. oleracea TO1000DH3 y “Early Big” junto con tres individuos doble haploides
(DH) para cada fenotipo (flor blanca o flor amarilla).
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El andlisis de la expresion relativa se llevo a cabo utilizando tres réplicas bioldgicas por genotipo
analizado. A partir de los resultados obtenidos mediante gRT-PCR, se observé que el gen
BolC.CCD4.a se expresé preferencialmente en tejido verde (hoja madura) de todos los genotipos
analizados. Por otra parte, el gen BolC.CCD4.b se expreso preferencialmente en pétalos blancos,
cuyo nivel de transcrito fue aumentando a medida que el pétalo fue perdiendo coloracion,
alcanzando el maximo del nivel de expresion en el estadio tres de pétalo (P3), cuando estos se

encuentran completamente expandidos (Figura 20).
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Figura 20. Expresion relativa de los genes CCD4 en pétalos y hojas maduras. El genotipo
correspondiente a cada muestra se encuentra en la leyenda del eje X. El grafico se encuentra
dividido en tres partes, donde el primer bloque corresponde a las muestras obtenidas de fenotipo
flor blanca, el segundo comprende a los fenotipos flor amarilla y el tercero a las muestras
recolectadas de hojas maduras. Cada replica biologica se encuentra graficada en forma
independiente (REP1, REP2, REP3).
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6. DISCUSION

El objetivo primordial de este estudio fue determinar la base genética detras del fenotipo
flor blanca en la linea doble haploide Brassica oleracea TO1000DH3. Utilizando la gendmica
comparativa, identificamos un gen candidato con homologia a CCD4 de A. thaliana en el
intervalo del cromosoma C3 de B. oleracea, donde previamente se habia mapeado la
caracteristica color de flor (FC, flower color) (Figura 9). Mediante mapeo genético, utilizando
ADN-SSCP, logramos identificar dos genes paralogos en el genoma C de B. oleracea (Figura
12), los cuales fueron denominados BolC.CCD4.a y BolC.CCD4.b. Cabe destacar que el gen
BolC.CCD4.b co-segreg6 con el fenotipo flor blanca/amarilla y mape6 en la misma posicion que
el loci previamente identificado para FC (Iniguez-Luy et al., 2009) (Figura 13). Este fue el primer
indicio que el gen BolC.CCD4.b se encontraria relacionado con la generacion del fenotipo flor
blanca en B. oleracea.

Aunque este resultado no es concluyente, condujo a la formulacion de la principal hipétesis. A fin
de testearla, se realizé un anélisis de expresion para evaluar los genes paralogos en genotipos
portadores de flor blanca y flor amarilla. En este analisis de expresién se observd que
BolC.CCD4.b se encuentra preferencialmente expresado en los pétalos blancos, y que la
expresion relativa de este gen va aumentando a medida que el pétalo va perdiendo coloracion
durante el desarrollo, teniendo su mas alta expresion cuando los pétalos se encuentran
completamente abiertos (Figura 20). Este efecto no sélo fue observado en el genotipo
TO1000DH3, sino que también en individuos de la poblacion doble haploide BolTBDH
analizados, que presentaban el mismo fenotipo (Figura 20). Este efecto de los genes CCD4 sobre
la acumulacion de carotenoides también ha sido observado en flores (Ohmiya et al., 2006),
tubérculos (Campbell et al., 2010) y frutos (Brandi et al., 2011) de otras especies vegetales.

Ademas de los cambios de expresion observados en BolC.CCD4.b de TO1000DH3, el analisis
estructural de las proteinas CCD4 de B. oleracea revelo que el gen BolC.CCD4.b de “Early Big”

codifica para una proteina mas corta, con la ausencia de uno de los cuatro residuos de histidina
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necesarios para la actividad catalitica de esta familia enzimatica (Figura 17). Si bien esta proteina
contiene una secuencia peptidica en su region N-terminal (Figura 14) la cual la dirigiria hacia los
cloroplastos donde se encontraria su sustrato, la modificacion estructural observada podria estar
afectando la funcion de la proteina, haciéndola ya sea una proteina no funcional o modificando la
especificidad del sustrato. Esta variacion conformacional de la proteina observada en el alelo
BolC.CCD4.b de “Early Big” pudiera estar influenciada por la presiéon evolutiva, ya que los
pétalos amarillos, dado su atractivo color, atraen mucho mas a los agentes polinizadores. Estudios
futuros seran realizados a fin de evaluar la funcionalidad enzimatica de esta proteina y la presion

de seleccion a la cual estuvo sujeta esta familia de genes en Brassica.
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7. CONCLUSIONES

El gen BolC.CCD4.b maped con el marcador fenotipico previamente descrito para el color
de flor (FC), lo cual sugiere su participacion en el fenotipo flor blanca/amarilla,

convirtiéndose en gen candidato.

El andlisis de secuencias nucleotidicas de genes CCD4 de dos genotipos de B. oleracea,
TO1000DH3 y “Early Big”, detectd la presencia de elementos repetitivos en regiones no
codificantes tanto 5’ como 3’, lo cual podria estar relacionado con distintos patrones de
expresion observados entre paralogos (BolC.CCD4a y BolC.CCD4b) y entre alelos de un

mismo gen.

La presencia de color amarillo en estadios tempranos de desarrollo en pétalos blancos
sugiere que la ruta de biosintesis de carotenoides estd activa en este tejido, y que
posteriormente los carotenoides son consumidos para la produccién de apocarotenoides
incoloros mediante la actividad del gen TO1000DH3 BolC.CCD4.b que se encuentra
altamente expresado en este tejido, observandose una expresion diferencial en pétalos
blancos comparados con pétalos amarillos.

El andlisis de secuencias aminoacidicas revel6 que los genes CCD4 de B. oleracea
presentan un péptido sefial en su extremo N-terminal, el cual dirigiria las proteinas a los
cromoplastos de los pétalos donde se encontraria su sustrato, catabolizando carotenoides a
compuestos incoloros pudiendo generar asi el fenotipo flor blanca.

A su vez, la comparacién de secuencias nucleotidicas entre los alelos presentes en
TO1000DH3 y “Early Big” para ambos genes CCD4 en B. oleracea revel6 que “Early
Big” BolC.CCD4.b codifica para una proteina méas corta comparada con el alelo presente
en TO1000DH3 y ambos paralogos BolC.CCD4.a. El andlisis estructural de la proteina
BolC.CCD4.b de “Early Big”, sugiere que este gen podria ser no funcional o poseer

distinta especificidad al sustrato.
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