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I. RESUMEN

Los frutos de acuerdo a Ias diferencias fisiológicas pueden ser clasificados en climatéricos

y no climatéricos. El proceso de maduración en lrutos no climatéricos está regulado por

hormonas tales corno ABA y auxina, las cuales poseen un lol antagónico en la rnaduración

de esta clase de frutos, ya que los niveles de ABA aumentan conforme el fiuto rnadura y

los de auxina disminuyen. Fragaria chiloensis, es un fi'uto no climatérico, cultivado en

Chile, con aroma intenso, sabor muy agradable y color blanco-rosado. Pata facilitar el

estudio de este lruto se caracterizó en 4 estadios de desarrollo (C1, C2, C3 y C4) ysehan

descrito genes que se expresan diferencialmente en estos estadios (Pimente y col., 2010).

Con esta infon¡ación se seleccionaron tres genes con posible respuesta hormonal; un

receptor de ABA perteneciente a la familia de los LANCL2 (Fc-úlNCZ2) y dos genes con

respuesta a auxina FcARP y FcSAUR, Para FcLANCL2, se encontró que posee los

dor¡inios característicos de la familia LANCL2, y sus niveles de transcrito varían en las

distintas temporadas de cosecha, y posee mayores niveles en el estadio C3. FcARP posee

dominios conservados para la familia de los ARP, presentando sus mayores niveles de

transcrito en estadios tempranos de desarrollo Cl y C2. FcSAUR presenta un dolninio

conservado inducible por auxinas, y sus niveles de exprcsión varían a las distintas

temporadas. Los niveles de transcrito de FISAUR varian dependiendo de la temporada de

coseclra, poseyendo mayores niveles de transcrito en C4 para la temporada 2013 y 2014

que para la temporada2012 en C3. Para evaluar si FcLANCL2 se regulapor fitol'rormonas

ABA y auxina se aplicó exógenamente ABA y NAA a los fiutos en los distintos estadios

de desalrollo. Se pudo evaluar FcLANCL2 responde a estas honnonas. Corroborándose

xf



ésta respuesta mediante Ia cuantificación de niveles de transcrito de genes FcNCED y

FcARF2 que responden a ABA y auxina respectivamente. Mediante la expresión de este

gen en el sistema heterólogo de S. cerevisia¿ se evaluó la funcionalidad del producto

génico de FcLANCL2 de ser un receptor de ABA. Concluyéndose así que FcLANCL2,

FcARP y FcSAUll se expresan diferencialmente en los estadios del desarrollo de fruto,

que FcLANCL2 es regulado por ABA y auxina, y que cumple la función biológica de ser

un receptor de ABA.

x1r



2. ABSTRACT

Fruits are classified according to their ripening process as climacteric and non-clir¡actetic.

In non-climacteric lruits the riper.ring proccss is under the control of phltol.rorrnones such

as abscisic acid (ABA) and auxins. The lcves of AIIA rise, whilst those of auxin fall

during tlris process. Fragaria chiloensis is a non-climateric fruit, cultivated in Chile. with

a pleasant, strong taste and flavor and an attractive color. This frt¡it was classified in four

development stages (C1, C2, C3 and C4), and differentially expressed genes have been

desciibed in these stages (Pimentel et al., 2010), Ol the genes that are differentially

exprcssed during fruit development, three genes were selected; an ABA receptor encoded

by FcLANCL2, and two auxin-responding genes, FcARP and FcSAUR. FcLANCL2 has

the characteristic dornains ofthe LANCL2 family, and the expression ofthis gene changes

in the different years of harvest, widr highest levels in C3. FcARP has an ARP domain,

and the highest levels oftranscript in Cl and C2. FoSAUR has an auxin-induced donain,

and the highest levels are in C4 in 201 3 and2014, but in C3 in 2012. To e valuate whether

FcLANCL2 is regulated by phytohormones, fruits were treated exogenously with ABA or

auxtn. FcLANCL2 expression is sensitive to both ABA and auxin. Prove it this response

with the quantification of the transcript levels of .F'cNCED y FcARF2. The functionality

of FcLANCL2 as an ABA receptor was de¡nonsfiated heterologor.rsl¡, in Saccharontyces

cerevisiae. Overall the results suggest that the three genes are differentially expressed in

the different stages of development of fruit of F. chiloensi,s, tha¡ FcLANCL2 is regulated

by ABA and auxin, and that it has the biological function ofan ABA receptor.
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3. INTRODUCCIÓN

3.1. Desarrollo de fruto y maduración

Los frutos son una fuente rica en vitaminas y minerales, por lo cual resulta beneficioso

incluirlos en la dieta diaria. Para que se consuman los frutos en los distintos lugares del

planeta deben de ser cosechados desde los campos de cultivos una vez que éstos hayan

alcanzado un ciefto estado de madurez. El desarrollo de los frutos es un proceso complejo

y altamente coordinado. Durante este proceso el fruto pasa a través de numerosos cambios

fisioJógicos, bioquímicos y estructurales. Para frutos con pulpa estos cambios producen

un fruto suculento, un aumento del contenido de azúcares, un aumento del aroma y el

ablanda:niento dc pericarpo (Osorio y coi., 2013), es decir un fruto maduro.

En general. los cambios asociados a la maduración incluyen el carnbio del color. pérdida

del color verde y un incremento en los pigmentos no fotosintéticos; pérdida en la firmeza,

mediante la degradación de Ia pared celular y alteración de la cutícula; aurnento del dulzor,

medianle la hidrolisis del almidón y disminución de ácidos orgánicos; y el incremento del

aroma, a través de la producción de compuestos volátiles (Giovannoni y col.,2007).

Entre los cambios que se generan en las características cualitativas del fruto se encuentra¡.r

por ejemplo, el metabolisr¡o de la pared celular y cutícula, causando cambios en la textura

del fruto. Este proceso envuelve más de 50 genes asociados a



cambios €structulales de la pared celular (Tornato & Consortium, 2012). Este proceso si

bier.r es beneficioso para favorecer el consumo del fruto y la dispersión de la semilla, hace

al fruto sensible al ataque por patógenos como liongos.

3.2, Regulación hormonal en frutos no climatéricos

Los frutos son clasificados según las dilerencias fisiológicas en climatéricos y no

climatéricos, de acuerdo a Ia actividad respiratoria y asociación a la biosíntesis dc etileno

durante la maduración del fruto (Giovanoni 2007 y Nath 2014). Caracterizándose así los

frutos climatéricos en aumentar sus tasa de respiración y producción de etileno durante

la r¡aduración del fruto, mientras los frutos no climatéricos no presentan este aumento

(VÜay y col., 2011) (Figura I). La sfutesis de etileno es autocatalítica eir frutos

climatéricos como el tomate, manzana y banana, y es esencial para la maduración. De

hecho se ha observado que tanto el bloqueo de Ia síntesis y de la pelcepción de esta

hormona, previene la maduración (Lanahan y col., 1994).

En frutos no climatéricos el proceso de desarrollo del fruto y de maduración comienza con

una regulación transcripcional mediante diferentes factores de transcripción como son

MADS-9, MYB I y MYBA I . Estos factores de transcripción generan una regulación

hormonal, mediante fitohormonas como el ácido abscísico (ABA), la cual regula

positivamente la maduración, y auxinas y giberelinas (GA), las cuales inhiben el proceso

de maduración. Tanlbién se ha observado una produccióu de etileno en la maduración de

frutos no clirnatéricos, entre los estadios de desarrollo en los cuales el fruto se encuentra

verde aún, sin embargo, la presencia de esta hormona, no es indispensable para generar la

maduración del fruto (Osorio y col., 2013).
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Figura 1: Perfil de crecimiento, respiración y producción de etileno durante el
desarrollo, maduración y senescencia de frutos climatéricos y no climatéricos. El
gráfico muestra la relación entre el crecimiento del fruto (eje de las abscisas) y la tasa
relativa de respiración, crecimiento y biosirtesis de etileno (eje de las ordenadas), para

frutos climatéricos (línea sólida) y no climatéricos (línea punteada). Se muestra resaltado
en color plomo, las dife¡encias que se presentan durante la maduración del lruto. Flutos
climatéricos aumentan su taza de respiración y producción de etileno, mientras los fiutos
no climatéricos l'ro presentan ese aumsnto. Modificado de Vijay y col., (201 1).

En estudios de los patrones de acumulación de hormonas que se presentan durante el

desarrollo de f¡utos no climatéricos se evidencia que el ABA aumenta sus niveles

confonne el fruto va rradurando, mienttas que las auxinas, GA y brasinosteroides (BRs)

disr-ninuyen sus niveles durante la madurez del fruto (Symons y col.,2012) (Figura 2).

La hormona auxina cstimula la expansión del receptáculo durante Ios primeros estadios

de desarrollo del l'ruto y en estadios tardíos inhibe la maduración del fruto (Given y col.,

1988), es así que se ha reportado una disminución en los niveles de auxina durante [a

maduración del fruto de frutilla Fragaria x anana.rsa Q',1itsch 1950 y Symons y col., 2012)

Ripening Se¡escence
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(Figura 2). También en F. x ananasso, al agregar auxinas a la mitad del tiempo de

desamollo del fruto, se observa que el fruto no llega a rnadurar (Symons y col., 2012).

Developme,flal Phases

fBR*l
tñA-l
lc^I
GBAI

-
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Figura 2: Representación csquemática de los niveles hormonales en los diferentes
estadíos del desarrollo del fruto de Fragaria x ananassa. Se tluestran imágenes
represe¡rtativas de los distintos estadios del fruto y sus niveles hormonales que están

representados por el ancho y alto de la figura georrétrica de acuerdo a su terrporalidad y
abundancia, respectivamente. FL:11or; SG, verde pequeñoi LG, verde grande; SW, blanco
pequeño; LW, blanco grande; P. rosado; R,rojo. BR: brasinoesteroides; IAA: ácido indol
acético; GA ¡ : ácido giberélico; ABA: ácido abscísico. Modificado de Symons y col., 201 2

Err frutos no clirnatéricos, ABA estaría cumpliendo un rol similar al que etileno cumple

en frutos climatéricos, como aumentar el tamaño dcl fruto e incrementar los niveles de

azúcar (Jia y col., 2011). por lo cual el incremento de esta hon¡ona sería clave en el

proceso de maduración del fruto. Además la aplicación exógena de ABA puede aumentar

la coloración en fi'utos de uva (Ban y col., 2003). Al estudiar receptores de ABA como

FaCHLFVABAR y FaPYR se ve que al ser silenciados en frutos de F. x ananassa, los

frutos no llegan a madurar aún después de tratamientos con ABA exógeno (Chai y



col.,20ll; Jia y col.,201l), lo cual i¡rdicaría que la presencia de receptores de ABA es

importante para que esta hormona pueda señalizar el proceso de maduración. No obstante,

los mecanismos de señalización de ABA aún no se hatl descrito. Sin embargo en uva, el

análisis del promotor GH3 identificado como un putativo elemento receptor de ABA

(ABRE), indicaría que el contenido de ABA/auxina está relacionado con la iniciación de

la maduración (Bóttcher y col.,20l0).

3.3. Fragariu cltiloensis como modelo de estudio

La frutilla blanca, Fragaria chiloensis L. (Mill.) es una planta octoploide cultivada en

Chile cuyo fruto es no climatérico. Su distribución va desde la región del Maule hasta

Chiloé y su producción en campo se concentra en Curepto (VlI Región), Chanco (VII

Región), Contulmo (VII Región) y Purén (IX Región). Es parental de Fragaria x ananassa

(frutilla cornerci al). F. chiloens¡s presenta resistencia a patógenos y tolerancia a

condiciones de estrés abiótico como salinidad del suelo y baja temperatura (Gonzáles y

col., 20l 3). Actualmente esta especie es estudiada por ser un fruto de interés agronómico,

ya que es considerado un fruto exótico debido a su color blanco, aroma y sabor intenso y

muy agradable. En F. chiloensis se desconocen los genes que estarían regulando Ia

maduración, y qué vías metabólicas actuarían en este proceso. Debido a esto, varios

grupos de investigación se encuentÍan desarrollando estudios para conocer cuáles serían

estos genes y su irlplicancia biológica durante los diferentes estados de maduración del

fruto.

Para facilitar el estudio de los cambios de expresión génica en F. chiloensis, se caracterizó

los estados de maduración del fruto y se clasificaron en base a características fenotípicas



cuatro estadios: Cl: receptáculo verde- aquenio verde; C2: receptáculo verde- aquenio

rojo; C3: receptáculo blanco- aquenio rojo y C4: fruto maduro (Figueroa y coI.,2008)

(Figura 3).

Usando esta clasificación, Pirnentel y col.,2010 realizó un estudio de expresión génica

dilerencial mediante la construcción de liblerías de hibridación sustractiva supresiva

(SSH) en las que se identifican genes que están siendo expresados diferencialmente en un

estadio particular del fruto. Gracias a estas librerías, se identificaron y validaron la

expresión de genes de F. chiloensis, tales como pectato liasa, poligalacturonasa, endo-

beta-4-l,4-glucor, asa, proteínas de factores de respuesta a auxinas, entre otros (Pimentel

y col.,2010). Esto demuestra que Ia estrategia ha sido satisfactoria. Bioinformaticamente

se pudieron etiquetar genes basados en infonnación de estas SSI-[, encontrándose así genes

asociados a distintos procesos, y asociados a hormonas como ABA y auxina; se cstudiaron

tles de ellos en esta tesis de magíster.



Figura 3: Estados de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensi.r. Se definieron cuatto
estados de maduración del fruto los cuales se clasificaron segitn Ias diferencias fisiológicas
que presentaban: Cl: receptáculo verde- aquenio verde; C2: receptáculo vetde- aquenio
rojo; C3: receptáculo blanco- aquenio rojo y C4: fruto maduro. Caracterizados por
Figueroa y col., 2008.

3.4. Posibles genes involucrados en la maduración de Fragaria chiloensis.

Las hormonas se sintetizan en la célula a través de diferentes vías metabólicas generando

una respuesta en la planta a través de receptores y proteínas de respuesta.

De las fitohonnonas presentes en el dcsarrollo del fruto, las auxinas y ABA tendrían

mayor implicancia para el desarrollo de éste, ya que las auxinas estarían reprimiendo la

maduración en estadios tcmprano del desarrollo, y en estadios tardíos del desarrollo

llevarían al lruto a la madurcz (Daminato y col.,20l3;Figueroa y col.,20l2). ABA estatía

induciendo Ia maduración del fruto mediante el metabolismo de azúcares y aumento en

losnivelesdeantocianinas(Jiaycol.,201I).Porlocual,ABApodríaserconsideradoun

factor de control de maduración, porque sus niveles aumentan durante el proceso de

maduración del fruto (Symons y cols. 201 2).

En las librerías SSH antes mencionadas, a través de una búsqueda bioinformática en

nuestro laboratotio, se encontraron tres distintos genes que posiblemente serían

hormonalmente regulados por ABA o auxina. El pritrero de estos genes cs un putat;vo

receptor de ABA, perteneciente a la familia de las proteínas LANCL, la cual se encuentra

descrita en animales y microorganismos (Sturla y co|.,2009) y muestm una alta sir¡ilitud
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con un col"nponente procariótico de la proteína lantionin sintasa C (LanC) (Chen & Ellis,

2008). Dentro de la farnilia génica de los LANCL, el fragmento del gen identificado err

las SSII codifica una proteína que muestra mayor similitud con la proteína humana

LANCL2, por lo cual la denominamos FcLANCL2. La funcionalidad de LANCI.2 en

glóbulos rojos humanos es unir ABA, el cual ingresa a través del canal Band 3, y la

presencia de ABA intracelular activa a la enzi¡na adenilato ciclasa resultando en un

incrernento de [cAMP]¡ y la subsecuente Iiberación de ATP, lo que generaría una respuesfa

vasodilatadora (Vigliariolo y col. 2015).

Las proteínas dc la familia LANCL2 se caracterizan por poseer en su estructura 7

dolninios transmenbrana, dos sitios de unión a zinc y tres sitios activos para la correcta

deprotonación de la molécr.rla de afinidad y su correcta ciclación. Todos estos sitios están

presentes en el producto génico de FcLANCL2,lo cual es un I'uerte antecedente para

proponer su función como un receptor de ABA en la frutilla, Como este posible receptor

de ABA (FcLANCL2) aún no ha sido descrito en plantas, y ABA es una de las

fitohormonas que regula la maduración del fruto, sc consideró para ei estudio dentro de

esta tesis.

Otra fitohormona descrita en el proceso de maduración en filtos no climatéricos es la

auxina. Dentro de las librerías SSH, se encontraron dos genes que presentan dominios

conservados de respuesla a auxinas. Uno de ellos es un gen que codificaría para la proteína

reprimida por auxina (ARP), poL Io cual denominamos al gen encontrado FcARP. Esle

gen se caracteriza pol codificar una proteína de bajo peso molecular entre 9 y l5 kda,

poseer dominios rcprimidos por auxina y asociados a dormancia (DRM) (Staf'strom y col.,

1998). En otros modelos se ha descrito que estc gen juega un ro1 impoftante en el



crecimiento y desarrollo de Ia planta (Lee y col,, 2013), correlacionándose negativamente

a la maduración de frutos (Reddy y col., 1990).

El nivel de expresión de este gen en Pyrus pyrifolir, "pera asiática ", PpARP. es inducido

con IAA (Slri y col., 2013). La expresión de ARP de Brassica rapa en Arabidopsis

thaliana reduce el crecimiento del tej ido vegetativo y la productividad de senr illas, por lo

que se sugiere que BrARP I podría actuar como regulador negativo en la maduración (Lee

y col, 2013). Por estas razones, se decidió estudiar la expresión de FcARP durante eI

desarrcrllo de F. chiloensis.

Finalmente, se encontró un gen que posiblemente codifica una proteína del tipo SAUR

(Srrall auxin up-regulated RNAs) que es difelencialmente expresado en las litrrerías SSH,

al cual denominaremos Fc,9l [/R. Se plantea que la familia de los SAUR son genes de

respuesta primaria a auxinas y están involucrados en la vía de señalización de auxinas

(Wu y col.,2013). Los genes de la familia SAUR se caracterizan por poseer un dominio

conservado induciblc por auxinas, carecer de intrones, posegr en la región 3' UTR

elementos DST (Downstream destabilizing) e interesantemente un pequeño número de

genes SAUR es reprimido por auxina (Ren y co[., 2015). La función biológica de estos

genes es muy diversa, pero se asocian principalmente al desarrollo y elongación de

órganos (Spartz y col.,20l4).

Es así que por la implicancia que posee ABA y auxina,jugando éstas un papel antagónico

en el desanollo de frutos no clinratéricos, las diferentes caracteristicas asociadas a los

genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR, de los cuales no se ha descrito el rol biológico,

funcionalidad o regulación hormonal en ftutos del genero Fragaria, se encontró interesante



identificar estos genes y evaluar su pcrfil de explesión y su respuesta frente a hornronas

exógenas a 1o largo del desanollo del fruto de lTragario chiloensis que ticne un futuro

promisorio en el mercado internacional por sus cualidades organolépticas.
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4. IIinótesis
Dado los antecedentes antes expuestos se plantean las siguientes hipótesis:

En el lruto de Fragaria chiloensislos genes FcLANCLZ' FcSAtlR y FcARP poseen una

expresión dilerencial durante el desarrollo del fruto'

El get't Fc),ANCL2 es regulado por ABA y auxina en el ftuto de Fragaría chiloensi's y

codifica a una proteína que es receptora de ABA'

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

ldentificar de FoLANCL2' FcARP y F0SAUR genes con posible respuesta hornronal y

evaluación de su expresión en los distintos estadios del desarrollo del lruto de Fragaria

chiloensis.

Evaluar la respuesta del gen FcLANCL2en el fruto de F chiloensis a ABA y a auxlna y

la capacidad de su producto génico de ser un receptor de ABA'

5.2 Objetivos esPecíficos

l. Identificar, aislar y cuantificar los niveres de expresió, de los genes FcLANCL2'

FcSAuR y FcARP en el fruto de Fragario chiloensis'

2. Evaluar la respuesta del gen FcLANCL2 frente a ABA y auxina en el fruto de

Fragaria chiloensis'

3. Evaluar la capacidad de Ia proteína FoLANCL2 de unir ABA en Saccharotnyces

cerevisiae-
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6. MATERIAL Y MÉTODOS

6.1, Material Biológico

6.1.1. !-rutos rle Fragaria chiloensis

Los frutos de Fragaria chiloensis fueron colectados en el distrito de Purén IX Región,

durante el mes de diciembre de los años 2012,2013 y 2014, en la localización 38"

2'31.87"S y 73'8'38.75"O. Eligiéndose frutos de los estadios de desarrollo CL,C2,C3 y

C4 (Figueroa y co1.,2008), lo cuales fueron guardadas a 4"C y trasladados al laboratorio

para ensayos posteriores.

6.1.2. Cepas de Escherichia coli

Se utilizaron cepas de Escherichia col.i DH5a para la anrplificación de los vectores de

clonación pCRS/GWTOPO y de expresión en levaduras pAC426GPD-ccdB-ECFP. Las

cepas obtenidas se detallan en la Tabla 1 .

También se utilizaron las cepas DB3.l que permiten la expresión de la toxina ccdB en

bacterias, esto para la obtención de los vectores de expresión para levaduras. Las cepas se

detallan en la Tabla L

12



Tablal: Cepas de Escherichia coli usadas en el desarrollo de la tesis de magister.

6.1.3. Cepas d,e Sacclturcmyces cerevisiae

Como cepa nativade S. cerevisiae se usó a BY4742 X,lATa his3l1 le u2/0 l1ts2/0 urajzl1

(WT, OpenBioSystern, Tabla 2) la cual fue translorntada con los vectores de expresión en

levadura pAG426GPD-FcLANCL2-NST-ECFP y pAG426GPD-ccdB-EGFP. Esto

Cepa Cenotipo Procedencia

D83.I F- gyrA462 endAl g)nv44 A(sr1-recA) mcrB mm

hsdS2O(ra-, rnu-) aral4 galK2 lacYl ploA2
rpsl2O(Sm') xyJ5 AIeu nrtll

Life
Technologies

DB3.l-si-EGFP DB3. I ;IpAG426GPD-ccdB-EGFP] Este estudio

DI 15u F-endAl glnV44 thi-l recAl relAl gyrA96 deoR

nupG @80d/¿rcZAMl5 L(lacZYA-ttrgF)U169-
hsdR I 7(rr mr*), l.-

Life
Technologies

DH5cr-

FcI.ANCL2-ADNc
DH5o:[pCR8- FcLANCL2-ADNc] Este estudio

DH5o-
FcLANCL2-NST

DH5a:f pCR8- FcLANC I-2-N S'l-l Este estudio

DH5o-
FcLANCL2-NST-
EGFP

DFl5u;l pAG426GPD- IrcI-ANCl,2-NST-EGIrPl Este estudio

DH5o-FcSAUR-
ADNc

DH5o;IpCR8- ITcSAU R-ADNc] Este estr¡dio

DII5s-FcSAUR-
ADNg

DH5a;[pCRS- FcSAUI{-ADN g] Este estudio

DI-{5o,-ARP-ADNc DH5urf pCR8- FcARP-ADNcl Estc estudio

DH50- ARP-

ADNg
DH5c;[pCR8- FcARP-ADNg] Este estudio
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penrite la evaluación de [a presencia del producto génico y su localización subcelular por

medio de microscopia conlocal.

Tabla 2: Cepas de Saccharntyces cerevisiae usadas en el desarrollo de la tesis de magistcr.

6.2. NIÉTODOS

6.2.1. Extracción de ácidos nucleícos

6.2.1.1. lxtracción de Altl,i dcl fruto tlc l;rtgurio chilocnsis

Se trabajó con los frutos de Fragaria chiloensis en los diferentes estadíos de nraduración

Cl, C2, C3 y C4 (Pimente, 2011). Para la extracción de ARN se pulverizaron 3 frutos de

F. chiloensis con N2 líquido en un mortero. Se tomó I gramo de tejido pulverizado y se

agregaron 15 mL de solución tanrpón de extracción CTAB (CTAB 2%, PYP 2oA, Tris-

HCI 100 niM pl{ 8.0, EDTA 25 mM, NaCl 2M y espermidina 0.057o) y b-nrercaptoetanol

2%. Se incubó por l5 minutos a 65oC mezclando por inversión. Terminado el tiempo de

incubación se agregó I volumen de cloroformo:alcoliol isoamílico (24:l) y se agitó

fuefiemente hasta tener un aspecto lechoso. Posteriormente se centrifugó a 7317 x g

Cepa Genotipo Proccdcncia
WT 8Y4742 MATa his3A1 le u2A0

lys2A0 ura3A0

OpenBioSystem,

Hunstville, AL
WT- FcLANCL2-
NST-ECFP

WT; IpAG426CPD-FcLANCL2-
NST-EGFPI

Este estudio

WT-si-ECFP WT; [pAG426GPD-ccdB-EGFP.I Este estudio
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(COMBI 514R) a 4"C por 40 minutos. Terminado el tiempo de centrifugación se rescató

el sobrenadante y se agregó % del volur¡en de LiCI 1 0 M, y se dejó a 4oC por i 2 horas.

Se centrifugó a 7317 x g por 40 minutos a 4"C, eliminándose el sobrenandante y

resuspendiendo el sedimento en 500 pL de solución tarnpón SSTE §aCl I M, SDS 0.5%,

Tris-HCl l0 mM pH 8.0, EDTA pFI 8.0 I mM) a 65"C y 500 ¡rL de etanol 70oá lrio con

agitación suave. Luego se terminó el proceso de extracción de ARN usando las columnas

de purificación de kit de extracción de ARN de EZNA, siguiendo las instrucciones del

fabricante. Las muestras se cuantificaron en el equipo NanoVue a una absorbancia de 260

(Azoo). La pureza del ARN obtenido se determinó midiendo la absorbancia de 230 (Az¡o)

y 280 (Axo). valores de máxima absorción para sales y proteínas, respectivamente. Las

muestras seleccionadas para su posteriot uso fueron las que tenían valores entre 1.8 y 2.2

al calcular el cociente entre Azro/Azro y Azar/A:ao. Las rnuestras se almacenarcn a -80"C.

6.2.1.2. Extracciirn rlc ADN genómico da Fragoriu tliloansis

Se empleó el rnétodo de Doyle and Doyle (i990) para Ia extracción de ADN gcnómico

desde los frutos de Fragaria chÍloensis. Para esto se empleó I g de tejido moiido con N:

el cual se incubó con l5 mL de solución tampón CTAB (CT AB 2%. PYP 2%, Tris-]lCl

pH 8.0 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 2M y espermidina 0.05%) y b-merc aptoefanol2o/o.

Se incubó por 15 minutos a 65oC mezclando por inversión. Terminado el tiempo de

incubación se agregó I volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:l) y se agitó hasta

tener un aspecto lechoso. Posteriormente se centrifugó a 73 15 x g (COMBI 5 l4R) a 4'C

por 40 minutos y se rescató el sobrenadante. Se transtlrió a tubos de 1.5 mL y sc añadió
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0.08 volúmenes de acctato de amonio 7.5 M frío y 0.54 volúmenes de isopropanol frío, se

mezcló bien y se dejó incubando a -20'C por I hora. Luego se centrifugó por 3 minutos y

se descaftó el sobrenadante. Se lavó con 700 ¡rL de etanol J)o/o frio y se centrifugó a

14.000 x g por 3 minutos. Se descartó el sobrenadante y se agregó 700 pL de etanol 95%

frio y se volvió a centrifugar a 14.000 x g por 3 rninutos. Se descartó el sobrenadante y se

dejó secar el sedimento. Luego se agregó 100 ¡rL de agua libre de nucleasas. Se cuantificó

el ADN en el equipo NanoVue (Sección 6.2.1.1) y se almacenó a -20oC.

6.2.1.3. Extracción de ADN plasmidial de Esclterichia coli

Para Ia extracción de ADN plasrnidial de las cepas de E coll transformantes se procedió

a crecer las colonias en medio LB líquido (triptona l.0o%, extracto dc levadura 0.5olo y

NaCl 1.0%) con el antibiótico de sclección, espectinomicina (100 pg/mL) o ampicilina

(200 pg/ml) por al nrenos l6 horas. E,l cultivo se centrifugó por 10 segundos a 10.000 x

g, descartándose el sobrenadante. Luego se agregó 300 ¡rL de solución anroúiguadora

TENS (TRIS-HCI pH 7.5 l0 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, NaOH 0.1 M y SDS 0.5%) y se

agitó fuerternente por 2 segundos. Luego se agregó 150 ¡rL de acetato de potasio pI-I 4.3

3 M. Las muestras se centrilugaron por 2 minutos a 10.000 x g, sedimeutándose el ADN

cro¡nosómico y residuos celulares. E[ sobrenadante se transfirió a un tubo lirnpio y se

agregó 900 ¡r L de etanol 1 00% a ternperatura ambiente. Posterior a esto se centrifugó por

2 minutos a 1.000 x g, se descartó el sobrenadante y se lavó el sedimento 2 veces con I

mL de etanol 80o/o pleviamente enfriado (-20'C). Por último se dejó secar el ADN

plasmidial a ten'lperatura ambiente y se resuspcndió cn agua libre de nuclcasas.
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Para las muestras con que se realizaron digestiones enzir¡áticas o que fueron enviadas a

secuenciar se realizaron ¡niniprep usando el kit E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit I

siguiendo las instrucciones del labricantc. Se cuantificó las concentraciones del ADN

mediante el equipo NanoVue, a una absorbancia de 260 (A:oo).

6.2.2. Cultivo y transformación rJe Escherichia coli

6.2.2.1. Condiciones de cultivo .Escl¡¿rich ia coli

Las células de E. coli se cultivaron en medio LB líquido (triptona I.0olo, extracto de

levadura 0.5% y NaCl 1.0%), con cl antibiótico de selección correspondiente, a una

temperatura de 37'C en agitación constante. Para obtener el LB sólido se suplementó el

medio líquido con I .570 de agar.

6.2.2.2. Oblención cl,c Esclterichiu coli q u inriocompctente.

Para la obtención de células de E. coli quimiocompetentes se partió con un stock de

bacterias DHso el cual se inoculó en un volumen de I 5 ml de medio LB y se dcjó l6 holas

agitando a 37'C. Se inoculó I r¡l de este cultivo en 250 ml de LB y se dejaron crecer a

28oC hasta alcanzar la DOooo de 0.3. Luego se centlifugaron a 3.000 x g por l0 rninutos a

4"C, se descartó el sobrenadante y se agregó 5 ml de solución tampón CCMB8O (CzH¡KOu

pl{7 1OmM, CaCl:.2H:O 80 mM. MnClr.4Il:O 20 mM, MgClz.6I'{zO 10 nrM y glicerol

l0%) para resuspender sr-ravemente las células y luego se completó con la solución

CCMB8O hasta 20 ml. Se incubó en hielo por 20 minutos y luego se centrifugó a 2.000 x

g por 8 minutos a 4'C. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 5

ml de solución CCMB80, se midió la DOooo de una mezcla dc 200 ¡rL de células
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resuspendidas y 800 ¡rL de LB. Se agregó CCMBSO a las células resuspendidas hasta

alcarzar una DOooo entre I y 1.5. Se incubaron por 20 rninutos en hielo y sc alicuotaron

I 00 ¡rL en tubos de 1.5 nll. estériles y fr'íos. La suspensión de E. coli quimiocompetente

se almacenó a -80"C.

6.2.2.3. Transformación de Esch ct'ichiu coli.

Las células de E. coli quimiocompetentes preparadas en la Sección 6.2.2.2 se

tLansformaron con ADN plasrnidial mediante con un golpe térmico. Ésto se ¡ealizó

agregando la Iigación del gen con el vector de interés a 100 pL de células

quimiocompetentes de E coli. Se dejó incubar por 30 minutos en hielo, para luego

proceder a dar un golpe térmico a 42'C por 45 segundos y de inmediato se colocó en hielo;

de esta manera el vector ingresa a las células de E. coli. Luego se agregó 500 pL de medio

LB y se dejó crecer a 37oC por t hora en agitación constante. Luego se sembró en placas

con LB sólido suplementado con el antibiótico de selección, según corresponda

(espectinomicina I 00 ¡rglml- o ampicilina 200 ¡rglrnl-). Luego de 16 horas se observó la

presencia de colonias resistentes al antibiótico, las cuales luego fueron analizadas para

confirmar la presencia del plasmidio y sus características.

E. coli se transformó con el vector de clonación pCR8/CW/TOPO8, que pemite obtener

rnúltiples copias del fragmento que se Iigó al vector.

También se transformó con pAG426-GPD-oodB-EGFP, vector que permite generar

proteínas de lusión en levaduras. Este vector está diseñado para generar proteínas de

fusión con la proteína EGFP en el carboxilo terminal de la proteína de interés. Tanto el
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vector pCRS-FoLANCL2-NST como PAG426-CPD-oodB-EGFP son de la tecnología

Gatcway por lo que se procedió a reconrbinar ambos vectores. Con la reacción producto

de la recombinación se transformó E coil quimiooompetcnte (Sección 6.2.2.3.), usando

como antibiótico de selección ampicilina 200 pg/ml. Las colonias se dejaron crccer por

16 lroras a 37"C. De las colonias obtenidas se seleccionaron 10, se extrajo el ADN

plasmidial (Sección 6.2.1 .3.) y se realizaron ensayos con enzimas de testricción (Tabla 8).

Para pAG426-GPD-codB-EGFP, se empleó EcoRl que gencra fragrnentos de 6877 pb y

1274pb y Ncol que genera fragmentos de 4796 pb y 3352 pb (Figura l8.A). Para pAG426-

GPD-FcLANCL2-EGFP, se empleó Xhol que lineariza el vector y da un fragmento de

9031 pb, y SspI que genera fragmentos de 992 pb, 1177 pb, 1670 pb, 2362 pb y 2630pb.

Adernás la doble digestión de Xhol y SspI que genera los fragmentos 730 pb, 940 pb,992

pb, 1177 pb,2362 pb y 2630 pb (Figura I 8. B);

6.2.3. Cultivo y transformacién de Saccltaromyces cerevisiae

6.2.3.1. Conrlicioncs dc cultivo de Sut'churonltccs ceravisiae

Las cepas silvestres de S. cerevi.siae se cultivaron en medio YPD (extracto de levadura

1%, peptona 27o, dextrosa 2oA y agar 2oA en caso de YPD sólido), y las cepas

transformantes en YMM (YNB 0.167%, (NH+)2SO.r 0.501%. glucosa 2%o, mez.cla de

aminoácidos I (Tabla 3) 0.071:o, mezcla de aminoácidos 2 (Tabla3) 0.045Yo y agar 1.5ouo

para YMM sólido) a una temperatura de 30'C con agitación constante,
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Tabla 3: Composición de la mezcla de aminoácidos usados. Cada mezcla contiene 1gr de

cada aminoácido indicado.

Nlezcla dc Aminoácidos

1

Mezcla de Aminoácidos

2

Alanina Acido aspártico

Arginina Histidina

Cisteina Isoleucina

Leucina Metionina

Lisina Fenilalan ina

Treonina Pro lina

Triptofáno Sel ina

Titosina

Valina

6.2.3.2. Obtcnción tfe Soct lt o ront-l¡ ccs c¿ revis i ae quimioconrpetente

Las células d,e S. ceret¡isiae quimiocompetentes se obtuvieron mediante la modificación

del protocolo descrito pol Gietz y Woods, 2002. Para esto se inoculó una colonia de

levadura 8Y4742 proveniente de una placa en l5 mL de YPD líquido. Se incubó a 30"C

hasta una DOooo de I . Estos I5 mL se inocularon en un cultivo de 300 mL de mcdio YPD.

y se creció a 30'C hasta una DOooo de 0.2 a 0.3. Luego se centrifugó a 1.000 x g por l0

minutos a 4'C, y el sedimento obtenido se lavó 2 veces coll agua destilada estéril fría

centrif'ugando a 1.000 x g por 10 minutos. Por último se resuspendió el sedimento en 1.5

ml de solución de acetato de litio 100mM en TE pH7. De esta folma se obtuvieron las
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levadruas compctelrtes.

tl ansformación.

las cuales se mantuvieron en hielo y se procedió a la

6.2.3.3. Transformación de Saccltaromttces cercvisioe

Para la transformación de S. cereyisiae se usó I pg del plasrnidio, 100 ¡rg de ADN de

espermio de salmón denaturado a 100'C por l0 minutos y I00 ¡rL de S. cerevisiae

quim iocompetentes (Sección 6.2.3.2),las cuales se mezclaron inviftiendo el tubo. A esto

se agregó 600 pL de solución de polietilenglicol con acetato de litio (Aceraro de litio

100mM, TE pH 7.5 y polietilenglicol 3350 40%) preparada al nromento de usar y

esterilizada por filtración. Esto se agitó vigorosamente y se dejó incubando por 30 mirTutos

a 30"C con agitación constante. Luego se agregó 70 pL de DMSO 100% estéril,

invirtiendo cl tubo para mezclar y se enfrió en hielo por l0 minutos. Se incubó a 42oC por

I 5 minutos, y luego rápidarnente se enfrió en hielo por 5 minutos. Se centrif'ugó 5

segundos a 10.000 x g y se retiró el sobrenadante. El sedimento de levaduras se

resuspendió en 1 r¡L de YMM y se incubó 16 horas a 30"C en agitación constante. Se

sembró 100 ¡rL de la suspensiórr de levaduras cn placas con YMM sólido y se incubaron

a 30'C. Luego de 2 o 3 días se evaluaron las colonias transformantes.

6.2.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa y purilicación de bandas.

La electroforesis de ADN se realizó en geles de agarosa (SeaKem@ Le Agarose- Lonza)

Este gel fue preparado en solución tampón TAE (ácido acético 0.1142%, Tris-HCl 40 rnM

y EDTA pH 8.0 2 mM). Las muestras se cargaron en el gel con tampón de carga (azul de

bromofenol 025% y glicerol 30%). La clectrofbresis se realizó a un voltaje constante de
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90V por 40 min para los productos de PCR y 90 min pata las digestiones enzilnáticas. El

ADN se tiñó con bromuro de etidio (0.5 pe/mL) y se visualizó en un transilunrinador de

Iuz ultravioleta (GeneGenius Clasic, SynGene) a una ex1:osición dc 200 ms.

La purificación de bandas de ADN en gel dc agarosa se realizó haciendo uso del kit

Wizard@ SV Gel and PCR Clean-Up System siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.2.5 Electroforesis en gel denaturante de ARN de Fragaria chiloensis

Se preparó un gel de 1-50lo de agarosa con solución tampón MOPS (MOPS 400 mM,

acetato do sodio100 rnM, EDTA 10 mM) y fomaldehido en solución 3ol0. Se denaturó

1¡rg en ARN a 80"C por l0 minutos junto a la solución de carga (forman'rida desionizada

62.5%. fonlaldehido 1.14 M, azul de [rromofenol 200 ¡g/ml. xilen cianol 200 ¡rg/:nl y

bronruro de etidio 50 pglrrl en MOPS-EDTA-acetato de sodio 1.25o/o) y luego se cargaron

las muestras en el gel. La electroforesis se lealizó en solución MOPS a 70V por 40

minutos. El gel se visualizó en un transilu¡ninador de luz ultravioleta (GeneGenius

Classic, SynCene) a una exposición de 200rns. En el gel se observaron las bandas

correspondientes a 28S y I 8S.

6.2.6. Síntesis de ADN complemcntario dcsde ARN de Fragnria cltiloensis

Las muestras de ARN obtenidas con óptima calidad según la sección 6.2.1.1 fueron

tratadas con DNAsa para elirninal posibles remanentes de ADN genómico. Cada reacción

se realizó con 5 ¡rg de ARN total cn un volumen de reacción de 15 pL en agua libre de

nucleasas. El tratamiento con DNAsa tenía una concentración final de I X Tampón

DNAsa I (Arnbion) con MgCl2; I U DNAsa I (Ambion); 1,2 U de inhibidor de RNasa
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RibolockrM (Fermentas). La mezcla se incubó durante 2 horas a 37oC e inmediatamente

se procedió a inactivar la enzima con EDTA I mM a 65'C por l0 rlinutos y 75"C por 5

minutos.

Para la sírrtesis dc ADNc se utilizó el sistema ImProrl-ll'D Reverse Transcription de

Promega. Se mezcló 2 ¡rg de ARN libre de ADN con 0.3 pM de partidor antisentido Oligo-

AP. Esto se incubó por 30 minutos a 70'C, y luego se agregó el rrix para la transcripción

reversa a una concentración final de: 1X tampón ImProm-II@, Mgclz 10 ¡nM, dNTPs 0.8

mM, inhibidor de RNasa Ribolock 1,5 U y agua libre de nucleasa para un volumen final

de 19 pL. Finalrrente, se añadió I ¡rL de la enzinra Transcriptasa Reversa a cada tubo. El

prograrna que se usó para la transcripción reversa fue: 5 min a25"C,90 min a 42"C, 15

min a 70'C y 15 min a 4"C. El producto de la síntesis de ADNc se ah¡acenó a -20'C

Se confinnó la calidad del ADNo obtenido mediante la amplificación por PCR de FclN,S

(1 174 pb), gen que codifica para antocianidin sintasa, utilizando partidores específicos y

el programa detallado en Ia Tabla 4 y 5. Confirmada la integridad del ADNc éste quedó

disponible para PCR cuantitativo en tiernpo real.

6,2.7. Diseño de partidores para amplificar los gcnes de interés.

Los partidores que se usaron en el desarrollo de esta tesis para obtener la secuencia de

ADN genómica y el marco de lectura abierlo de los genes en estudio, fueron diseñados

basándose en la secuencia del genoma de Fragaria vesca, tomando desde el ATG inicial

hasta el codón de término del marco de lectura abierto del gen. Los partidores de qRT-

PCR fueron diseñados haciendo uso del programa GenScript (http:/iwww.genscript.com).
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Pafa el diseño de los partidores se tuvieron en cuenta parámetros como temperatr-rra media

de unión del partidor (60oC) y porcentaje de guaninas y citocinas (enlre 40%o y 600A).

Para la obtención dc las versiones del marco de lectura abierto de los gcnes en estudio sin

el codón de término (TGA, TAA o TAG), éste se reemplazó, en el partidor

correspondiente, por un codón que codifique para un aminoácido radical pequeño (glicina

o serina) y no cargado. De esta manera se permitirá expresar las proteínas de lusión

evitando alteraciones en su confon¡aciólr.

Los partidores diseñados fueron los siguientes:

Tabla 4: Parlidores usados para el desarrollo de esta tesis de magister.

Nombrc Sccuenci¡ 5'-} 3' Olrseryacioncs

FcLANCL2f ATGCCGGATTTCCTTCAACA Amplifica el marco de lectura

abierto del ger ltcl,.,lNCl,2 Pata
la secuencia de ADN
conlplemertario da un lalgo de

I 185 pb,

FcL,ANCI-2r CA ACACAC A ACAACCTl'CAC

qFcLANCL2f GAAGGATCCATGCAGCTGAT Partidores usados pata qRT-

PCR, que amplifican un

fragmento de 86 pb dentro del

marco de lectura abierto del gen

I¡cLANC L2

qFcl-ANCL2r TGGGTCAGTCATGTCCAGAA

FcLANCL2-¡st TCCAACTTC]ATAACCACGA AACC

Partidor reverso usado para

obtener la secuencia de

|tcl,.4NCL2 sin ei codón de

término.
jrc A RPf A1'GCTCAGCAACCTCCC'f CA Amplifica el marco de lectura

abierto del gen Fc,lRP. Usado

para la versión de ADN
genómica (568pb) y ADN
compleruentar io (26 lpb).

FcARPT CCTACCTTGTCACCTTAACG

qFcARPf AG ACC A C G ACCA AC C¡\TCAT Partidores usados para qRT-

PCR, que anrplifican un

fragmcnto de 118 pb dentro del

nrarco de lectu¡a abierto del gen

Fc,4RP.

qFcARPr AACCAACAACCTGGCATACA
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FcARP-nst TCCACGATGATGCTTGCTCC

Partidor reverso usado para

obtener Ia secueücia de FcARP

sin el codón de término.

FcSAURf ATGGCGAAAGCTGCAAAGCT Amplifica el marco de lectura
abierto del gen Fc,,lRP. Usado
para Ia versión de ADN
genómica (374pb) y ADN
co¡¡plenrentario (374pb).

FcSAURT GATCAGCAAGCGTAGAACTC

qFcSAURf CACCACCACCACl'CAATCAA Partidores usados para qRT-

PCR, que amplifican un

fragÍrento de l32pb dcrtro del

marco de lectura abierto del gen

l;cSAUR.

qFcSAURT TCTCGATCACC,\AGCC'IAGA

FcSAIJR-nst GA CCA A GCCTAC AACTCC A C

Partidor reverso usado para

obtener la secuencia de FcSAUR

sin el codón de término.

FcÁNSf ATGGTGACT'CCTCCATCCG Amplifica el ¡narco de lectura

abierto del gen FC,{NS. Usado

para la versió[ de ADN
genómica (1 l74pb) y ADN
complcmentario (1 248 pb).

FcANST CACCOCTTCATTCATGAAGCAGCTA

qFcNCEDf CT1'CAAGCTCCACGACATCA Panidores usados para qR'I-
PCR, que anpliiican uD

fragmento de 126 pb del gen

i.i,i¡C1iD (Locr 0 I 3 1 s21 0).

qFcNCtDr CC CC A CTCA A CC C AC ATl'41'

qFcARF2f A ACTCTA CTCC ACGA CCAC C Partidores usados para qRT-

PCR, que amplifican un

fragmento de 92 pb del gen

t.\'AR F2 (LOCI? I 3 1 2532\.

qFcARF2r CCCCAGGCCATCCACTTATC

qFcRlB4l3f ACCCTTCAT'ICGCACAA'ITCGTCATCC Partidores usados para qRT-

PCR, que amplifican para el gen

FoRl ll1 I 3 (gene33863) un

fragmento de 149 pb.

ql"cRlB4 l3r .I'ACTCCCCCTCCGCAATCCGACC

qFcCAPDHIf .I'CCAl'CA.C] CCC]¡\CCCACAAGAC'f G Partidores usados para qRT-
PCR, que amplifican un

fragmento de 121 pb del gen

FaGA P D I'I I (getel8492).
qFcGAPDHIT ACCACCCACAACCTTTCCCACAC

qF'oGA PDH2f CCCAAGTA AGGAl'GCCCCCATGTTCG Parlidores usados para qRT-

PCR, que amplifican un

fragmcDlo de I 17 pb del gen

F«G.,1 ¡' D H 2 (genal7 104) .

qFcGAPDH2¡'
TTGGCAAGGCGACCAACA CAGTTCGTA
c

\413t- CTAAAACGACGGCCACT Partidores universales que

amplifican en el vector
pCR8/CW/TOPO.

M 13R AACACCTATGACCATC

ECFP.F CGTAAACCCCCACAA.CTTCA Amplifica un fragmento de 4l I

pb de la secuencia que codifica aECFP-R TTCTGCTTCTCGGCCATCAT
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¡a proteína fl uorescente

verde(CFP

6.2.8. Arnplificación del marco dc lectura abieúo mediante PCR.

Los distintos genes en €studio se amplificaron mediante la enzima de alta fidelidad

Flerculase II Fr"rsion DNA Polymelase, Agilent Technologies, lnc. Cada reacción tuvo una

conccntración final de: taÍnpón de polimelasa 1X. MgCl 1.5 mM, dNTP 200 pM, 250 nM

de partidores en sentido y antiscntido y ADN l0 ng. Se emplearon los programas que se

detallan en la Tabla 5. Terminado el programa de PCR se sometió a electrofbresis los

amplificados en un gel de agarosa al 1.5% según la sección 6.2.4.

Tabla 5: Programas de amplificación para los diferentes genes usado en el desarrollo de

esta tesis.

Ploqr',lrn1¡ de I'(lR lru:¡ ¡.c-'ljlif,

ñ'¿.lrlic¿: ]' [Il3
L'iclo P¡so Ternp (': (') Tiorn¡ro

I 1 95 I rl'

95 -15 "

55

-t 12 1'i0"

5

1 6 10

I'l og':rma de PCR pu'¡¡ .Fc,t,.-l ¿?,

FclRP ¡- EI}FP

(,'iclo f,¡so T§rnp (: (') Ti¡rnIo

I 1 95 5'

i5 95

55 :l-§"

l I5-'

I

I 6 10
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6.2,9. Clonación de genes en estudio en vectores de clonamiento utilizando la

tecnología Gateway.

Para Ia clonación del marco de lectura abiefto y la secuencia de ADN genómico de los

genes FcIANCL2, FcARP y FcSAuR, se realizó electroforesis del producto de la

amplificación del gen por PCR y se purificó la banda obtenida según Ia sección 6.2-4.Esfe

producto se adeniló, agregándole dATP I ¡rM por 30 minutos a70oC,y se ligó al vector

de clonación pCR8/GWTOPO, agregando I50 ng de la secuencia de interés a 0.5 ng del

vector linealizado, NaCl 200 rnM y MgClz 10 mM. Esto se dejó incubar por l6 horas a

4'C. Para aislar el vector que incorporó el inserto correctamente, se tmnsfbrmó con esta

reacción células quimiocompetentes de E. coli, según Ia sección 6.2.2.3. Al día siguiente

se observaron colonias resistentes al antibiótico de selección, espectinonr icina 100 ¡rglmL

o ampicilina 200 ¡rglml.

Para verificar que Ia clonación haya sido satislactoria se procedió a verifica¡ la presencia

del gen de interés en el vector. Para esto se extrajo el ADN plasmidial (Sección 6.2.1.3.)

y se realizó PCR con partidores específicos para el gen siguiendo el protocolo de la sección

6.2.8.

La direccionalidad del inserto se verificó rnediante ensayos con enzimas de restricción.

Cada reacción tuvo una concentración {inal de I U de enzima, l00ng de plasnridio y lX

tampón de enzi¡na. Esta reacción se incubó a 37'C por 18 horas. Los productos de esta
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digestión enzimática fueron analizados por clectroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90V

por 90 rnin.

6.2.10. Secuenciación de genes en estudio y análisis de resultados.

Los plasniidios que incorporaron correctarrente el gen se envialon a secuenciar a

Macrogen USA Corp. usando padidores universales I\413 quc se cncuentran en el vector

pCRS/GWTOPO. Se enviarolr de I a 3 clones para cada gen en sus distintas versiones

(ADN cornplementario y genórnico).

Los resultados obtenidos de la secuenciación fueron analizados bioinformaticamente con

el programa BioEdit. También se compararon las secuencias provenientes de ADN

complementario con las del ADN genómico, encontrándose las regiones no codificantes

o intrónicas. Con las secuencias provenientes del ADN complementario se realizó BlastN

y BlastP en http://rwvw.ncbi.nlm.nih.gov. y se realizó un árbol de semejanza con otras

secuencias que presentaran alta identidad.

6.2.11, Expresión de FcLANCL2 en Succharomltces cerevisiae

6.2.11.1.

EGFP

Transformación de Saccltaromyccs cerevisiue con pGPDFcLANCL2-

Con el fi:r de poder expresar la proteírra codiflcada por cl gen FcLANCL2 se recombinó,

mediante 1a tecnología Gatcway, el een en scntido dcsde el vector de entrada

(pCR8/GW1'OPO) en el vcctor de dcstino para expresión de ploteír.ras cn levaduras



(pAG426-GPD-oodB-EGFP). Para esto se usó 100 ng del vector de entrada,200 ng del

vector de destino y I ¡rL del LR Clonase @ lnvitrogen. Se incubó por 3 horas a 26oC y se

finalizó la reacción agregando 5 pM de Proteinasa K a 37oC por l0 rninutos, para inactivar

la reacción.

pAG426GDP-ccd- EG FP

Figura 4: Construcciones obtenidas para los vectores de expresión de proteínas en
Ievaduras.

Luego de la lecombinación se transfon¡aron células de E coii siguicndo la metodología

detallada en la sección 6.2.2.3. Se usó arnpicilina (200 ¡rg/ml-) conro antibiótico dc

selección y se crecieron en medio LB sólido. A las colonias de E. coli obtenidas se les

extrajo ADN plasmidial (Sección 6.2.1 .3) y sc analizó mediante PCR la presencia del gen

FcLANCL2 y trGIP (Sección 6.2.8).

I)e las colonias de E. coli qsehayan presentado el inserto en sentido luego de la olonación

con el producto de la reconrbinación, se puliticó cl ADN plasrnidial (Sección 6.2.1 .3) y

pAG426GDP- FcLAN C-L¡KE2- EGFP
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se procedió a transformar,S. cereyisiae quimiocompetente según L: descrito en la Sección

6.2.3.3, con el plásmido con el gen insefto (pAG426-FCLANCL2-EGFP) y sin el gen

inscrto (pAG426-ccdB- EGFP). Esto con el fin de poder usarlo como control negativo en

todos los ensayos, ya que la cepa dc levadura usada (BY4742) es seleccionada mediante

la auxotrofia de ésta al amino ácido Ulacilo (Pronk y col., 2002), Este control negativo

también fue usado en los experimentos con ABA exógeno. Las células de S. cerevisiae

se crecieron en medio YMM sólido y luego de 2 días se obsen¿aron colonias, las cuales se

analizaron moleculannente.

6.2.11.2, Análisis de localización subcelular de la proteína FcLANCL2-EGI'P

en S. cerevisise,

Las levaduras que se transformaron con el plásrnido pAG426-GPD-FoLANCL2-EGFP y

pAG426-GPD-ccdB-EGFP fueron observadas al microscopio confocal Zeiss LMS 710.

Para esto crecieron las colonias a analizar en medio YMM líquido por 24 horas. y se

cargaron 5 pL de éste en un poftaobjetos. Las levaduras fueron excitadas por un laser de

488 run de longitud de onda. La emisión de la fluorescencia de GFP fue capturada de 505

a 530 nrn de longitud de onda. Este experimento se realizó 3 veces para cada colonia

transfonnante seleccionada.

6.2.11.3. Tinción con el marcador vacuolar FM4-64.
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La tinción con FM4-64 permite marcar las membranas celulares involucradas en la

endocitosis, y en tiempos largos de incubación marca la membrana vacuolar (Baggett y

col., 2003). Las levaduras transfon'nadas con pAG426-GPD-FcLANCL2-ECFP y

pAG426-GPD-ccdB-EGF'P fueron crecidas por 24 holas en mcdio YMM líquido con 3¡tM

FM4-64, con agitación constante a 30oC. De esta manera el FM4-64 delimita la

membrana de la vacuola. Las levaduras se excitaron a 514 nm de longitud de onda para

visualizar FM4-64 y a 488 nm de longitr"rd de onda para EGFP. En tanto la captura de la

emisión fue de 505 a 530 nm para EGFP y de 560 y mayores para FM4-64. Este

experimento se realizó 3 veces para cada colonia tlansfon¡ante.

6.2.11.4.

6.2.11.4.1.

Detección de ¡rroteínas mediante Western Blot

Extracción de proteínas totales de células de Succhuromyces cerevisiae,

Se cultivaron las levaduras en medio YMM líquido hasta la fase exponencial (DOr.eoo =3)

y se sedimentó a 3,000 x g por l0 min a 4'C y se lavó con una solución de azida de sodio

§aN: 1 0 mM). Luego se trataron las células con una solución de Iisis en lazón de 200nrg

de células sedimentadas por ml de solución de lisis, compuesta por Cellytic Y(Yeast Cell

Lisis,/Extlactioir reagent, Sigrra), bolitas de vidrio de 425-600 pm (Sigma), DTT 7mM e

inhibidores de proteasas lX final (Complete protease inhibitor cocktail tablets, Roche).

Las levaduras incuba<.las en esla solución se mantuvieron en hielo. y se agitaron

vigorosamente con el equipo M ini-Beadbeater- 16 (Bio Spec Product krc.) por 30

segundos y después 30 segundos en hielo. Esto se repitió por l5 ciclos. Posteriormente a
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esto se centrifugó a 14.000 xg por 1 0 minutos a 4"C. Se colectó el sobrcnadante que cs

donde se encuentran las proteínas. Las proteínas se cuantificaron según el método de

Bradford.

6.2.11.1.2. Electroforesis dc protcínas en gel dc ¡roliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizó electroforesis en gel de poliacrilamida para identificar'las proteínas extraídas

desde las levadulas. Estos ge)es estaban compuestos por un gel separador de

poliacrilamida al l0% (Tris-HCl pI{ 8.8 375 mM, acrilamida-bis-acrilamida l0%, SDS

0. I %, APS 0.1% y TEMED 0.06%), el cual se dejó politnerizar entre dos placas de vidrio

con 1 mm de separación, y se agregó agua para evitar la fbrmación de burbujas. Luego se

retiró el agua y se agregó el gel concentrador al 5% (Tris-HCI pH6.8 125 mM, acrilamida-

bis-acrilamida 4%, SDS 0.1%, APS 0. I % y TEMED 0.06%). Durante todo el proceso se

evitó la forrnación de burbujas. Los volúmenes de carga se prepararorl mezclándolos

extractos proteicos de cada muestra con solución de carga 5x( Tris-HCl pFIS 60mM,

glicerol 25%,, SDS 2%, B-mercaptoetanol 28.8mM, azul de bromofenol 0.1%). Esta

mezcla se incubó a 70'C por 15 minutos, con cl objetivo de denaturar las proteínas. Se

usaron estándares de peso molecular para proteínas pre-teñ¡dos (PageRuler Prestained

Protein Ladder, Fennentas) y regular (PageRuler Unstained Protein Ladder, Fennentas).

La electroforesis se realizó en solución de corrida (Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM y

SDS 0.1%p/v) a un voltaje constante de 70V por 30 minutos y luego se aumentó el voltaje

a 100V por 2 horas.
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Para visualizar el patrón de bandas de proteína, el gel se sumcrgió en solución de friado

(metanol 50% y ácido acético glacial 10%) por 30 minutos a temperalura ambiente con

agitación constante. Luego se cubrió con solución de teñido (metanol 50%, ácido acético

glacial 10Yo y azul de Corrassie 0.1%) y se dejó a tenrperatura ambiente er, agitación

col'rstante por al menos 2 horas. Luego se agregó ia solución de desteñido (metanol 40%

y ácido acético glacial 10%) hasta que el fondo del gel esté totalmente desteñido y se

apr€cien las bandas de proteínas.
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6-2.11.4.3. Western Blot cn membrana de nitrocelulosa

Un gel obtenido según la sección 6.2.11.4.2. se cubrió con solución tampón de

transferencia Bjerrunr/Schafer-Nielscn (Tris-HCI 48 mM, glicina 39 ¡nM. SDS 0.0375%

y Metanol 20%) por I 0 minutos en agitación constante. Luego se traspasó a una membrana

de nitrocelulosa mcdiante transferencia semiseca, a un voltaje constante de 15V por l5

minutos.

Para verificar que las proteínas se hayan transferido corrcctamente. al terminar la

transferencia, la membrana se tiñó con ro.jo de Poncear"r (Ponceau S 0.2%, ácido

tricloroacético 30oAy ácido sullosalicílico 30%) por 1 lninuto y luego se enjuagó con agua

bidestilada hasta que toda la tinción haya sido removida.

La membrana se incubó por t hora a temperatura ambiente con solución de bloqueo

compuesta por TBS-T (Tris-HCI 20 nrM, NaCl pH 8.0 150 rnM y Tween-20 0.05%)

suplementado con leche 5Vo. Luego se er.rjuagó la membrana por 5 segundos con TBS-T.

La membrana se incubó con el anticuerpo prinrario anti eGFP producido en ratón (Thermo

Scientific) en la dilución de 1:5000 en solución TBS-T con leche al l%. Esto se incubó

por 2 horas a temperatlira ambiente y luego la membrana sc lavó 3 veces por l0 minutos,

cada vez, en solución TBS-T. Como anticuerpo secundalio se usó anti-nrouse-lgG

Peroxidase (lrrvitrogen) en la dilución de I : I 0000 en solución TBS-T con leclie al I %. Se

dejó incubando la membrana por 2 horas a temperatura ambiente y se enjuagó 3 veces por

I 0 minutos cada vez con solución TBS-T.
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La membrana de nitrocelulosa se reveló usando el kit SuperSignalrM West Pcmto

Maximum Sensitivity Substrate (Life Technologies) y se usaron placas radiográficas

Amerslram lJyperñlmrM ECL (GE Healthcare Life Sciences) para capturar la emisión

otrtenida por el sustrato quinr iolumin iscente. Se dejó I nrinuto la placa radiogr,áfica sobre

la membrana de nitrocelulosa. Luego la plaoa radiográfica se surnergió por I minuto en

solución de revelado, se enjuagó en agua y se sumergió en Ia solución de ftjado,

enjuagándose con agua nuevamente. Terminado esto, la p)aca radiográfica se dejó

estilando.

6.2.12

6.2.12.1.

Ensayos dc unión

Obtención dc esferoplastos de Sacchurom¡,ces ccrevisiae.

Los esferoplastos son cé1ulas de levadura a las cuales se les ha removido la pared celular.

Para obtener esferoplastos se crecieron en medio YMM líquido cultivos de levaduras

translolmadas con los plasmidios pAG426-GPD-FoLANCL2-ECFP y pAC426-GPD-

ccdB-EGFP hasta que se alcanzaron la fase exponencial (DOr.ooo =3). Se centrifugó por

l0 minutos a 4 000 RPM en la centrifuga SorvalllM. Las células sedi¡¡entadas se

resuspendieron en azida de sodio (1',laNt¡ l0 mM y se volvió a centrifugar por 10 minutos

a 4000 RPM. Se resuspendió en un volumen pequeño de azida de sodio 10mM, y se agregó

el mismo volumen dc solución tampón de esferoplastos 2X (Sorbitol 2.8 M, fosfato de

potasio pH7.5 0.1 M y Azida de sodio I 0 mM), 200 pL B-mercaptoetanol y 0.6

unidades/ml de Zymoliase@ 100T (Seikagaku Corporation). Sc incubó a 37'C con

35



agitación suave. Los esferoplastos son frágiles osmóticaÍ]ente y se lisan si se transfieren

a una solución hipotónica. Usando este principio se verificó periódicamente la el!ctividad

de1 tratamiento con Zymoliase evaluando la lisis celular al agregar 10 pL de la suspensión

en 1 ml de agua y cuantificar DOrooo. Esto hasta que la DO r,ooo obtenida sea la mitad a la

inicial. Las células se centrifugaron a 4.000 RPM por 10 minutos a 4oC, se descartó el

sobrenadante y se resuspendió en 20 ml de solución tampórr de membrana (Sorbitol 0.8M,

EDTA 1mM y trietanolamina./ácido acético pH 7.1 l0mM) suplementado con fluoruro de

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM. Se cuantificó la cantidad de proteínas mediante el

método de Bradfbrd, y se almacenaron a 4oC.

6.2.12,2. Ensayo de unión de [rH]-ABA a esferoplastos

Para determinar si la proteína FcLANCL2-EGFP une ABA se procedió a incubar los

esferoplastos (sección 6.2.12.1) con [3LI]-ABA (DL-CIS, TRANS-IGJHI-ABA (Perkin

Elmer), y así cuantificar la unión a esta l'rormona que haya ocurrido en las levaduras

transformadas con los plasrnidios pAG426-CPD-FoLANCL2-EGFP y pAG426-GPD-

ccdB-EGFP.

Para esto se empleó 500 ¡rg de proteína de esferoplastos de cada una de levaduras

transformadas con los plasmidios pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP y pAG426-CPD-

ccdB-EGFP, los cuales se incubaron por 30 rrinutos a 25oC en la solución tampón de

unión (Tris-HCl pH7.3 25 nrM, sacarosa 250 mM, MgCIr 5 mM, CaCb I rnM)

suplementada con []H1-ABA 0.2 pCi (Perkin Elmer) y tritón 0.1%. El control negativo
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en que levaduras sin transfor¡nar fueran incubadas con AEIA, no se usó ya que no hay

referencias de que el gen FcLANCL2 se haya encontrado en levaduras. Además se usaron

dos concentraciones de (+)ABA 100 nM y 1 pM, para evaluar la eficiencia de la proteína

al unir ABA. Terminado el tiempo de incubación, se filtró en membranas MF-Millipore,

de ésteres mezclados de celulosa, hidrófi|a, con un poro de 0,45 pnr de diámetro

(Millipore), las cuales se secaron en oscuridad y luego se agregó el líquido de centelleo

Ecoscint ORIGINAL §ational Diagnostics). Los centellos debido a Ia radioactividad

fueron cr.rantificados en el equipo Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer. Se

realizó I réplica biológicas de este ensayo con tres réplicas técnicas cada una.

6.2.13. Tratamientos hormonales en los frutos de Fragaria chiloensis.

Los frutos fueron sumergidos en la solución tampón A (ácido cítrico 0.06 M, Na:HPO¿

0.074 M, DMSO 2% y DTT 5 mM, pH4.5) en condición control y para los tratamientos

hormonales esta solución se suplementó con ABA lmM o NAA 1mM, según Opazo y

co1.,2013.

Para realizar este ensayo se seleccionaron un total de 108 frutos para los tratamientos de

ABA (36), NAA (36) y el control (36). Para cada tratamiento se consideraron 3 réplicas

biológicas, Ias cuales estaban compuestas de 3 frutos cada una. Estos frutos fueron

sumergidos por 10 minutos en la solución tanrpón A (Opazo y col., 201 3), con 1a honnona

o sin ella según corresponda. Teminado este tiempo, los frutos se sacaron y se tomó un

primer tiempo To y se congelaron con Nz líquido y se almaccnaron a -80oC. Los demiis
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liutos fucron congelacios y alnlaoenados a 30 ntitltttos, I hora y i2 horirs lucgo dc1 tómino

de 1a arplicación horr¡onal. deterln inánclose así los tiernpos'['r. T: ¡"1';'

Se extrajo :\RN cle eslos fiutos (Sccción 6.2.1.1.) y se realizt'¡ electroloresis en gel dc

ag¿lrosa detlaturantc para verilicar. la integ;'idad dc éstas (Sección 6.2.5.). Se visualizaron

dos ban<.las c.letlniclas corresponclientes a los AR^\ tit¡osomales 28S y 18S' cou io cual se

intiere la integridad clel ARN nleusajero. observada la integridad de ARN se prooedió a

tratarlo con I)NAsas para cvitat posibles contaminaciones con ADN getrómico tltic

purliera interf'crir posteriornlentc. Para I'erific¿rr qr:e se ha1'a elitrinado el ADN se

amplilicó el gcn 1ir.,{,Nl! medianre I,cR. usando e I ARN ljbre de DNAsas cotro tcnrplado.

6.2.14. Evaluación de niveles de transcrito mediante PCR cuantitativo en

tiempo rcal (qRT-PCI1) dc los gcnes en estudio.

para evalLrar. la acumr.rlación dei transcrito de los difcrentes genes plesente en el ltuto de

l'rogtrítt r:hiloen,sis^ cn los diversos estadios 1'ltlcgo dc Ios Lratanlientos hort¡onales se

realizaron experitrentos de qRT-PCR utilizancLo la sc¡nda lluorescente SYBR glcen

conre nida cn el kjt SensiMixTNr SYIJR I Ij-Rox (Bioline) ¡, se empleó e l terl¡ocicladot'

S t r ato ge n e i.llx 3 00i)P (A gi lcnt'l'echnolo gies)

Se cliseñaron partidores cspecíficos partt FcLANCt'2' 'trc'\}t'7?, -/ii''4R1' (Sccción 6 2 7) y

se utilizaron partidores clescritos en 1a lile ratura para Í'cRIBl 1 3, I'cCi APD fI I , FcGAP Dl12

(Arnit-Ruiz 1 col. 20 i 3) cotno aclecrrados gcnes clc nantcll il.nietlto (hoLrsekecping) cn la

espccie alc Fr(tgctrio test:o. Para el cast¡ dc tratamientos honrtonales y pata corLobotar que



el ttatamiento haya fi.rncionado, se utilizaron genes tnarcadores de respuesta a hormonas

como FcNCED (ABA) y FcARF2 (auxina) (Jeong-l-lwan Mun y col., 2012) (Sección

6.2.7)

Se determinó la eficiencia de cada par de partidores para amplifical los fragmentos de

interés. Para esto, se realizó una reamplificación mediante PCR en tiempo real para cinco

diluciones (desde l/100 hasta 1/1-106) de una amplificación realizada previamente por

PCR convencional, utilizando cada par de partidores independientemente, esto para que

la concentración del templado inicial sea mayor a que si se usara conro templado ADN

compJementario. Luego, Ia eficiencia de cada parlidor (E) se obtuvo de la siguicnte

fórmula:

E = l}(-t/ Paúo't¿l (Ecuación l)

Donde la pendiente se obtiene de la recta en un gráfico del ciclo urnbral (Ct) v/s la

dilución.

Una vez obtenida las eficiencias de los partidores, se realizaron las reacciones de qR'f-

PCR siguicndo las instrucciones del fabricante. Para ello se utilizaron 250 nM del partidor

en sentido y antisentido para la amplificación del li'agrnento de los genes antes

mencionaclos, 1 X SensiMix'rM SYBR Hi-Rox (Bioline) que posee todos los componentes

necesarios para realizar Ia reacción de qRT-PCR incluyendo la sonda SYBR@ Green y

dNTPs, además de ADN complementario usado fue a una concentración final de 0.5 ng.

El programa utilizado fue el nrisnro para todas las rcacciones de qRT-PCR (Tabla 8).
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Luego de cada plograrna de arnplilrcación se reaiizó una curva de disociación. que

consistió en Ia medición de la fluorescencia durante la denaturación del producto de PCR

(95 oC por l0",50 "C por 5".70'C por l" y 95 oC por l"). La presencia de un único pico

en urr gráfico de fluorescencia versus telrperatura fue indicativo de 1a presencia de un solo

amplificado en Ia reacción. Para comprobarlo aderlás, se realizó electroforesis a los

productos de la amplificación mediante qRT-PCR.

Tabla 6: Prograrna de q RT-PCR usado para todos los partidores usados.

Ciclos Paso Tem('C) Tiempo

1 l 25 1'

1 2 95 l0'
40 3 95 l5'

4 60 15"

5 7Z t5"
I

(Curva de

disociación )

6 95 t0''
7 50 5"

8 '70 l"
9 95 1"

La metodología úilizada rcquiere de u:ra condición que sirve como "calibradot'', la cr:al

corresponde a las condiciones no¡rrales o sin tratamiento. En esta tesis el calibrador

correspondió al estadio C1 cn los qR'|-PCR donde se midieron los niveles de expresión

del transcrito de los difelentes estadios de desarrollo, y al oontrol T0 en los tratamientos

hormonales.
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La cLrantificac jón se rcaiizó utiliz¿nclo ios clalr:rs de Ciclo L.llllblal ol¡tenidos mediante el

plog[alnatr/xfl.oScl/iv.ttrc.I-,osciaLosseingt.esatonaiaEcLlacitil.t2(P14tfl.2001).itrnto

alosvaloresclccflcicnciadecaclapardepartidor'es.quefiledclen)lilladoptcvialncnte,

( Ecuación 2)

Razón =
Inr )*n(o - Ct cal¡bto¿or

+ 8 r",, ,,,,,.,,**,)+ e\Ct 
"", 

,"-*n-u- - Cl catihn¿ot.kanndtrzd¿ar

Cada mer-iición file realizacla cn triplicado a paúir de tres replicas biológicas l'os datos

obtcnidos tiretotr graficados mccliante ei programa ()raphPad I'rislr' Se ul11izó un test de

ANoVAdeunavíaparadetet.tlinat.dil.elcnciassigniñcalivas(p<0.05)cnlosprotnedios

cle cacia coniunto de ciatos. scguiclo dc ull post-1csL cle TLrkcl' dc conrparación nlúLtiple'

pala evaluar si las dilcler¡cias entre el plonrcdio ,:1e Ias réplicas cra signiñcalivo (p<0'05)'

á"'7--"4

ád9j3. u.9!

41



7. RESULTADOS

7.1. Olrtención de ADN y ARN desde los frutos de Frugaria chiloensis

Con el fin de obtener la versión genón.rica de los gencs FcIlNCL2. FcARP y FcSALTR se

realizó Ia extracción dc ADN desde el fruto de Fragat'ia chiloensi.s (Sección 6.2.1,2.). El

ADN extraído se sometió a electrofb¡esis en gcl de agaosa al l0lo. Ol¡servándose una

banda por encima de la banda de mayor peso molecular (10 kb) en el matcador de peso

molecuiar (PM), indicando esto que el ADN extraído se encuentra integro (Figura 5.A).

También se obtuvo ARN desde los estadios de desarrollo de fruto de F. chiloensi,s Cl,C2,

C3 y C4 (Secciórr 6.2.1.1). Con el fin de poder sintctizar ADN complementario, aislar y

evaluar los nive le s de transcrito de los genes FcL,ANCL2, FctlRP y .FcSl {,/R que son

materia de esta tesis. Los ARN obtenidos fueron sonretidos a electroloresis en gel

denaturante (Sección 6.2.5). observándose que las subunidades ribosomales de 28S y l85

corresponden a dos bandas bien definidas, pudiendo inlerir que el ARN tnensajero se

encuentra integro (Figura5.B).
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B.

Figura 5: Otrtcnción de ADN y ARN proveniente de frutos de Fragalia chiloensis. Se

realizó electroforesis a los ácidos nucleícos para verificar la integridad de estos. A. El
ADN genómico obtenido se sometió a electroforesis en gel de agarosa al l0l0, se emplearon
frutos del estadio C4. Se obserua para anrbos casos una banda que es nlayor que la banda
de mayor tamaño en el estándar de peso molecular ( I 0kb). Se indica con Ias 1'lcchas las

bandas corresporrdientes al ADN. B. Para el ARN extraído de los estadios C1, C2, C3 y
C4 del fruto de F. chiloen.sis se realizó electroforesis en gel denaturanle. Se pueden

observar las bandas correspondientes aIARN ribosomal 28S y l8S (indicadas con fleclras)
en todos los estadios. PM: Marcador dc peso molecular

7.2. Identi{icación rle genes FcLANCL2, FcARPy FcSAUR en Fragari« chiloensis.

Se aislaron los ger.res FcLANCL2. FcARP y FcSAUR an'tplificando desde ADN genómico

y ADN complementario, sintetizado a paÉir de ARN extraído desde los frutos de ¡l

chiloensís en los estadios C1, C2, C3 y C4 (Sección 7.1).

Los genes FcLLNCL2, FcARP y FcSAUR se anrplilicaron haciendo uso de partidores

diseñados en F. vesca (Sección 6.2.7).

Al arnplificar cada gen se observa lo siguier.rte: FcLANCL2 presenta una banda única que

posee distiuto peso lnolccular al amplificar este gen desde ADN genómico (2500 pb) o

complementario (1 185 pb), indicando esto la presencia de uno o rtás intrones a lo largo

C1 C2 C4

285' :
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de su secuencia genómica (Figura 6.A). Para el gen FcARP se observa ura banda única al

ampliflcar este gen desde ADN genómico (568 pb) y complementario (261 pb). la

dilercncia de tar¡año entre arnbas versiones indicaría también la presencia de uno o más

intrones en la versió¡r genómica del gen (Figula 6.8). Para el gen FcSl UiR se puede ver

la amplificación de una única banda desde ADN genómico y complementario que presenta

el misrno tamaño (374 pb), lo cual indicaría que el ADN genórnico no plesenta intrones

(Figura 6.C).

A. FcLANCL2 B. FcARP

ADNC C-

C. FcSAUR

PM 
^DNg ^DNc^DNg 

ADNC

568pb

261pb

Figura 6: Identificación ile la versión genómica y marco de lectura abierto de los
genes I-clÁNCL2, FcAkPy FcSAIlft. Se arnplificó mediante PCR el largo conrpleto de

los genes I'cZINCZ 2, FcARP y FcSA{-/R usando cono templado ADN gcnómico (ADNg)
y complemcntario (ADNc) con la enzima Flerculasell. Se realizó electroforesis al

producfo de PCR y se visualizó en (el de agarosa. A.. FcLANCI2 presenta r-rn amplificado
usando ADN genórnico de 2.500pb y completnentario de 1.1 85pb. B. FcARP posee una

banda en el anrplificado dcsds ADN genórnico de 568pb y complernerltario de 261 pb. C.
FcSAUR corresponde a una banda del mismo tan'Iaño desde ADN genómico y
complementario de 374 pb. Se indica con flechas las bandas obtenidas para cada gen. PM:

Marcador de peso molecular. C-: Contlol negativo.

Los fragmentos obtenidos por PCR fi¡ero¡r aislados y purificados desde el gel de

44.
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clcctlolbr-esis (Sección 6.2.4.),,v ligado-s al I'ec1or de clotración pClllS/GW/TOIr0 La

reacción cie ligacirin sc utilizó para ttaLlslbrtlrrr E cr''11 qtr imiocompelcntc con cstos

vectores (Sccción 6.2.2.1.). La ccpa de I col¿ fi-re crecicla en LB sólido etl prcsencia cle

espe ctit.totricina 100 ¡rg/mL como antibititico tle sclccción' pol' I 6 horas a 37"C Sc

r¡bseruó la presencia dc colol.tilts trallsl'orll-lallles en ias placas que ptescntaban los

sisrLir:ntcsgenes:/'iI;lVC./,?anlplil'icrrioclescleAll'-\ctltrplementario(lrigtrraTA)'

Fc,lR,P amplificaclr¡ clcsrle ADN gentirr.rico (Figura 713) l complementario (|igura 7 C)'

y para Fc,57 L''tl arnplilic;rdo usando cot¡o lctnplaclo Ai)N genónrico (IiigLrra 7 i)) ¡

conrplementatio (Figula 7.[). Para el gen ]:-cS'ltiR se realizrtron l:t¡ Llartsiorrll¡ciorlcs

desde ambos arrlplificaclcts, pala vctilicar qLtc las secrtencias sean igltalcs y qLle no

pIC-.nlllilll irl I,"lC\ ill \U q\'illCn( J
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Figura 7: Escherichia coli transformante con vectores de clonamiento que portan los
genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR en sus yersiones ADN genómico y
complementario de Fragario cl¡iloensi"'. La figura muestra placas con LB sólido más
espectinomicina 100 pgÁrrl, luego de 16 horas a 37"C. Sc obtuvieron colonias desde los
siguientes genes Iigados a PCR8/GW/TOPO: A. pCR8-FcLANCL2 cn su versiórr de ADN
conrplementario. B. pCR8-FcARP para 1a secuencia de ADN genónrico. C. pCR8-FcARP
para la secuencia dc ADN codificante. D. pCR8-FcSAUR con secuencia de ADN
genónrico. E. pCRS- FcSAUR para la secuencia de ADN codificante. Las flechas scñalan
algunas de las colonias que se analizaron. ADN genómico:ADNg; ADN complententario:
ADNc

7.3. Análisis de la presencir y direccionalidad de los genes FcLANCL2, FcARP y

FcSAUR en el vector pCRS/TOPO/GW.

Luego de obtensr las colonias de -E coll transfon¡ante se verificó que la clonación l.raya

sido satisfactoria y con el gen en una orientación pafiicular denlro del vector, esto para

posteriolmente recornbinar los genes et't vectores de expresión que permitirán expresar

una proteína etiquetada mcdirnte la tecnología Gateway.
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Para verificar c¡ue la clonación haya sido satisfactoria se procedió a verificar la presencia

del gen de interés e¡r el vector. Para esto se extrajo el ADN piasmidial (Sección 6.2.1.3.)

y se realizó PCR con paúidores específicos para e1 gen siguiendo el protocolo de Ia secciórr

6.2.8. Obteniéndose así una banda única del mismo tamaño a la obtenjda al arrplificar ios

gencs desde ADN cornplernentario en la Sección 7.2. (datos no mostrados). Esto indicó

que Ia clonación de los fragrentos de PCR fue satisfactoria.

Para verificar la direccionalidad del inserlo respecto el vector se evaluó el patrón de corte

con enzimas de restricción, las cuales se dctallan en la tabla 7. En esta tabla además se

indica los tamaños esperados de las bandas para considerar que los fragmentos están en Ia

orientación adecuada para su posterior clonamiento en vectores de expresión.

Tabla 7: Enzimas de restricción empleadas para los distintos plasmiclios con el gen de
interés en pCRS/GWTOPO y tamaño de los fragn.rentos esperados para verificar Ia
direccionalidad del inserto en el vector.

CONSTRUCTO
(tamaño)

[:,NZIMAS
Productos esperados de
la d igcstiírn enzimática

(nb)

pCR8-FcLANCL2
(4002pb) ADNc

Xbal 2864, r138
EcoI{l 2758. 1244
EcoRV 4002

pCR8-FcARP
(3096 pb) ADNc

E coll I 338.2758
EcoRV 289.2807

pCR{t-FcAIt P
(3.103 nb) ADNc Eco RI 645,27 58

pCRS-FcSAUR
(31 94 pb) ADNc

EcoIlI 436.2158
Aval, Xbal r300. 904. .r3s. 106, 249

pCRS-FcSAUR
(31 94 nb) ADNg

F,lcoRl 436.2758

Para remover cl fragmento insertado completo se er:rplcó ia enzima EcoRI, ya que esta

enzima corta por lirera del sitio de topoisomerización dcl plasutidio pCRS/CW/TOPO

(Sección 6.2.9). Adicionalmente se usaron 1as enzimas Xba[ para pCR8-FcLANCL2 con
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Ia cual genera dos fragmentos de 1244 pb y 2758 pb y EcoRV que cofta denfo del inserto

de FcLANCL2,linearizando el vcctor generando un fragmento cle 4002 pb. De csta manera

se confinró un clon cuyo inserto se encontraba en sentido (Figura 8.A). Para pCR8-

FcARPc se usó la enzima Ecol(V quc debe generar dos fragmentos, uno de 289 pb y otro

de 2807 pb. Efectivamenle se encontró dos clones cuyo inserto se encontraba en sentido

(Figura 8.8). En pCRS-FcSAURc se encontró que en tres clones analizados el inserto

analizado se encontraba en sentido (Figura 8.D). En este caso se usó AvaI y' Xbal

generando fragmentos de 249 pb, 306 pb, 435 pb,904 pb y 1300 pb, encontrándose que

las 3 colonias analizadas se encontraban en sentido (Figura 8.D). Para los genes

amplificados desde ADN genómico FcARP y FcS¡lttR en el vector de clonación

pCR8/GW/TOPO se realizaron digestiorres enzimáticas con EcoRI y la digestión Iiberó

por cornpleto el fragmento insedado, de tamaño nruy sirnilar al obtenido por PCI{ en la

sección 7.2. (IiguLa 8 C y E).

A Icll-N¡(r1,2 (AllNc)
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FcIRP (ADNc) C. 1'cl,RI (ADNg)

E. Fc'SIUR (ADNg)

Figura 8: Análisis de la direccionalidad dc los genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR
en el vector pCR8/G}Y/TOPO. Para evaluar la direccionalidad dei gen insertado se

lealizalon ensayos con enzimas de restricción y luego lueron sometidos a elegtrofbresis
de agarosa 1.5oA. En la irnagen se resaltan los clones cuyos insertos se encl¡entrcn en

sentido esperado en cl vector. A. pCRS-FcLANCL2 digcrido con Ias enzimas XbaI, EcoRI
y IicoRV. B. pCRtl-FcARP digerido con la cnzima EcoRV. D. pCR8-SAUR digerido en

doble digestión con las enzimas Aval y Xbal. C y E. También se realizaron digestioncs
enzimáticas a los insertos en pCRS provenientes de ADN genórrico de Fc,4RP y FcS,lUR.
obteniéndose el ta:n¡ño bandas de esperado para el caso de la digestión con EcoRl. PM:
Marcador de pe so rnolecular. s/d: plasrrridio sin digerir. ADN genómico ADNg: ADN
corrpJementario: ADNc

D. Fc.flUR (ADNc)
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Los plasrnidios que presentaban el gen en el sentido esperado en el vector de clonación

pCR8/GW/TOPO se enviaron a secucnciar haciendo uso de partidores M13 que se

encuenh"an en la secuencia del vector y flanquean ei insefto, y así poder conocer la

secuencia nucleotídica de los genes -FcZlNCL2, FcARP y FcSAUR, y compararlas con las

secuencias en F- ve.sca, en ia base de datos www.strawberrygenomc.org desde la cual fue

que se diseñaron los partidores. Se enviaron a secuenciar los ciones que se encontraban

en sentido (indicados con flechas en la Figura 8), tomando de uno a tres clones para cada

gen, en las versiones de ADN genómico y cornplementario.

7.4. Análisis bioinformático de los gcnes cn estudio

Luego de secuenciar los genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR inseftos en

pCRS/GW/TOPO usando ios patidores universales M I 3, se procedió a analizar las

secuencias obtenidas. Para esto plirnero se buscaro¡r los partidores específicos para cada

gen dentro de la secuencia, y se depr¡ró Ia secuencia del gen de inter és de las pertenecientes

al vector pCR8/GW/TOPO. Con las secuencias depuradas, se procedió a realiza¡ BLAST

(n+vrv.rcbi.n ltn.nih.gaf) y se encontró que la secuencia más similar era de F. vesca.

Luego se compararon ambas secuencias y se halló las sir¡ilitudes que poseían arnbas. Se

buscaron fos dominios conservados de las proteínas que codificaban los genes FcLANCL2,

I,-cARP y FcSAUR Se compararon las secuencias aminoacídicas con las de otras especies

y se generó un árbol filogenético. También se compararon las secuencias provenientes

desde ADN genómico y ADN cornplemcntario para realizar la distribución exón-intrón

de cada gen.

Se encontró que el gen FcLANCL2 posee gran similitud con el geÍ¡ LANCL2 de Í'. yesca,

50



con quien comparte un 9106 rle identidad anrinoacídica (Figura 9.A). Este gen codifica

para r,lna proteína de 395 aminoácidos, de los cuales 330 aminoácidos de Ia secuencia

pertenece a la far¡ilia de los LANCL2 (http://plosite.expasy.org/). El producto génico del

gen FcLANCL2 presenta 7 dominios transmenbrana caracterfsticos de las proteínas

LANCL2, dos sitios para la unión de zinc y tres sitios activos para la corecta

deprotonación de la ¡nolécula de afinidad (posiblemente ABA) y su correcta ciclación

(Figura l0.A). FcLANCL2 presenta 43Yo de identidad aminoacídica con LANCL2

presente en humanos, teniendo los dominios transmembrana y silios conservados

mencionados. Así mismo, FcLANCL2 posee 61% de identidad aminoacídica con un

receptor acoplado a la proteína G de A. thaliana, que podría unir ABA y desencadenar

una respuesta a esta homlona. Sin embargo esto no ha sido demostrado para la proteína

de A. thaliana. Al realizar un árbol filogenético para agrupar las secuencias mas similares,

se otrtiene que FcLANCL2 se agrupa cn el mismo clado que LANCL2 de l-. ve.sca (Figtra

e.B).

Fcl-(P posee gran similitud aminoacídicacon ARP de F, x tmanossa (90%), con F. t'asca

(88%) y con A. tholiana (64%) (Figura 9.C). Este gen codifica para una proteína de 86

aminoácidos de los cuales 52 aminoácidos conforman un donriuio presente en 1a far¡ilia

de los genes reprimidos por auxina y asociados a don¡anoia (Figura 10.8). FcARP se

observa en el mismo clado que sus parientes F. x rmana,y.¡a y F. vesca, y cerca a M.

domestico que también peftenece a la fanrilia de las Rosaceae. Al cornpalar Ia secuencia

de ADN genómica y ADN complementario se puede obtener la distribución exón-intrón,

encontrárrdose así que el gen FcARI'presenta 4 exones y 3 inirones a lo largo de su

secuencia (Figura I LA)
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Se encontró que el gen FcSAUR posee gran sir¡ilitud con el gen SAUR de l'. vesca, con

quien comparte un 98% de similitud aminoacídicay enA. thaliana al gen SAURcon quien

comparte mayor similitud es A|hSAURTS (57%) (Figura 9.D). F)SAUR codifica para una

proteína de 124 aminoácidos, de los cuales una región de 90 aminoácidos pertcnecc al

dominio conservado inducible por auxina (Figura 10.C). FcSAUR se encuentra en el

misr¡o clado que una proteína inducible por auxina en F. :¡esca (Figura 9.F) y posee el

98% dc identidad anrinoacídica con esta secuencia. La secuencia de FcSAURno presenta

intrones ya que las secuencias obtenidas desde ADN genómico y compleinentatio son

exactamente iguales (Figura 1 I .B).
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H t11]1,?,""',,0..," ü i:li""
sitio de unión de

Zinc

60aa 390aa
Familia LANC-LIKE

86aa
aa33 aá 85

Familia genes reprimidos por auxina
Dominio asoc iado a donnancia

C.

1aa 1-24 aa
20 aa 

Famitia Inducible por auxina 
110 áa

Figura l0: Representación gráfica del producto génico de FcLANCL2, FcARP y
FcSAUR. Las secuencias fueron anaiizadas en la base de datos Prosite
(http://plosite.expasy.orgi) del que se obtuvo los dor¡inios característicos para cada
proteína. A. FcLANCL2 de 385aa de largo presenta 7 dominios trans:¡en.iblana (morado),
sitios activos característicos de esta familia de proteínas (amarillo) y sitios de unión a zinc
(naranja) y una región conservada de 330aa de largo para la farnilia de los LANCI-. B.
FcARP de 86aa de largo preserlta un dominio conservado de 52aa perteneciente a la
familia de los genes reprimidos por auxina. C. FcSA(./R de 124 aa de largo presenta un

dominio consewado de 90aa para la familia de genes inducibles por auxina.
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A. FcARP

I I

B. FcSAUR

Figura 11. Distribución exón-intrón de Ios gencs FcARP y FcSAUR. Se compararo:r
Ias secuencias de ADN genómico y complementario de los genes FcARP y FcSAUR. A,
FcARP presenta 4 exones "E" y 3 intrones "I" a lo largo de su secuencia. B. FcStlUR no
presenta intrones a lo lalgo de su secuencia ya que el ADN genórrico y complenrentario
son del mismo tamaño.

7.5. Niveles de transcrito de los gcnes FcLANCL2, FcARP y Fc§l UR en los

distintos estadios de desarrollo del fruto de Fragaría chiloensis de la temporada

20t4

Con el ADN complertenlario sintetizado a parlir de los estadios Ci, C2 C3 y C4 del lruto

de F. chiloen.sis se realizaron ensayos de qRT-PCR para evaluar así los niveles de

transcrito de Ios genes en las distintas etapas del desarrollo de éste (Sección 6.2. 14.).

Se pudo observar que los niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FcARP y FcSA(/R

varían a lo largo del desanollo del fruto de F. chiloensis. El hecho que estos genes se

expresen diferencial¡rente confinra el haberlos encontrado en las SSII (Pimentel y col.,

201 1).

Es así que el gen FcLANCL2 aumenta sus niveles de transcrito en el estadio C2 con

respecto al Cl (Figura 12.A). El mayor nivel de transcrito, cercano a 3 veccs con respecto

al estadio de Cl, se obtiene en el estadio de C3 y luego este disminuye en C4, el que sin

embargo es Írayor que C I (FiguLa 12.A).
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Para FcAllP prcsenta niveles de trauscrito similares en el esladio de C1 y C2, y en el

estadio de C3 dismirruye 3 veces con respccto ai estadio C1 ),C2,para luego disminuir 6

veces co¡1 respccto al estadio de C3 (Figura 12.8). Este comportamiento del gen FcARP

en el fruto podría correlacionarse con el patrón de acumulación de auxina en frutos del

género Frugaria (Synrons y col.,2Ol2).

El gen,[c'.94UR aumenta sus niveles de transcrito conforme el fruto va desarrollá¡rdose,

presentando en el estadio C2, 5 veces más niveles de transcrito que en el estadio de Cl,

en el estadio de C3. 10 veces más que en el estadio de C2 y los mayores niveles de

transcrito en el estadio C4, presentado en este estadio I00 veces más niveles dc transcrito

qne en el estadio Cl (Figura l2.C).
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Figura 12: Nivelcs de expresión de los genes FcLANCL2, FcARP y ,FcSl UIi en los
distintos estadios de desarrollo del fruto dc ,Fr¿zg4 ria chiloensis. Análisis de los niveles
de transcrito en los estadios Cl,C2,C3 y C4 del fruto de F. chiloensis por qRT-PCR de
los genes FcLANCL2 (A), FcARP (B') y F1SAUR (C). Se utilizaron frutos colectados en
la tenrporada 2014. Se usó itRlBlJJ como gen nornralizador. Los lesultados se expresan
en niveles de transcrito relativos al estadio C1. Se realizaro¡r 3 réplicas biológicas, con sus
respectivas tres réplicas técnicas. Análisis estadístico ANOVA y post test de Tukey
(p<0.0s).
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7.6. Niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, ItcARI'y FcSA[/n en los

distintos estadios de desarrollo del liuto de Fragaria cltiloensis en dos temporadas

de cosecha: 2012 y 2013.

F. chiloensis genera frutos de maneLa anual, los cuales son cosechados en el sur de Chile

en el mes de diciembre. Para evaluar si la expresión diferencial de los genes FcLANCL2,

FcÁRP y FcSAtlR es reproducible en diferentes temporadas de crecirniento de fruto, se

analizaron los niveles de transcrito de estos genes en dos temporadas anteriores; 2012 y

2013.8n estc análisis se observó que los genes FcZl NCL2 y FcSAUR mostraban algunas

variaciones en los cambios dc niveles de transcrito a través del desarrollo del fruto, Sin

embargo Icl.RP presenta la mjsrna tendencia en sus niveles de transcrito en los estadios

de desarrollo del fruto en las tres terrporadas ¿rnaiizadas 2012,2013 y 2014.

Es así que FcLANCL2 presenta mayores niveles de exprcsión en los estadios de C2 y C3

en ambas tenrporadas (Figura l3 A y B). Sin embargo las veces dc cambio con respecto

al estadio de C1 en cada temporada son distintas, pudiendo observarse que en la temporada

del 201 2. el estadio C2 varía 4 veces con respecto a C I . En 1a ternporada 201 3, el estad io

C2 varia 1.5 veces con respecto a Cl. Para el estadio C3 se observa que FcLANCL2

prcsenta los nismos niveles de expresión que en el estadio C2, a cada temporada

respectiva. Los niveles de transcrito decaen del estadio C3 al C4, llegando estos a ser

similares a los del estadio Cl, en ambas temporadas (Figura l3.A y B).

Fc,4 RP presenta niveles de transcrito muy siurilares en ambas temporadas. Observándose

así que en el estadio de Cl y C2 los niveles de transcrito son muy cercanos a uno, y en el

estadio C3 d isminuyen tanto para la tenrporada 20 I 2 como para Ia temporada 201 3. En el



estadio de C4 disminuye 10 veces con respecto al estadio C3 (FiguLa l3 C y D).

El gen FcSAUR varía sus niveles de lranscrito entre Ia temporada del 2012 y 2013.

Presentando en estadio de C2 un aumento en los niveles de transcrito de 5 veces en Ia

temporada 2012 y l0 veces en la temporada 2013, con respecto al estadio Cl (Figura 13

E y F). En el estadio C3 se observa un aumenlo de 20 veces en la temporada 2012 y casi

I 00 veces en la temporada 2013 con respecto al estadio C I (Figura 1 3 E y F). Sin enrbargo

en el estadio C4, sus niveles decaen a mitad con respecto al estadio C3 en la temporada

2012.En la temporada 20 I 3, el gen FcSAUR. aumenta sus niveles de ex¡rresión hacia 1 20

veces corl r:especto al estadio Cl veces presenta para la temporada 2012 (Figura l3 E y

F).
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Figura l3: Conrparación de los nivelcs de transcrito de los genes FcLANCL2, F:ARP
y FcSAUR en los distintos estadios de desarrollo dcl fruto dc Frugariu chiloensis
colectados en las temporadas 2012 y 2013. Análisis de Ios niveles de transcrito cn los
estadios C I , C2 C3 y C4 del fruto de F. chiloensi.s por qRT-PCR de los genes FcLtlNCL2
(A y B), FcIRP (C y D) y FcSAUR (E y F). Se rtsó FcRIB-ll3 coino gen norrnalizadot'.
Frutos colectados en tcnrporada 2012 (A, C y E) y 2013 (8, D y F). Se rcalizó una réplica
biológica con triplicados técnicos. Análisis estadístico ANOVA y post tcst de'1'ukey
(p<0.0s)
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i.i. Síntcsis tle r\DN conr p lcmcn(trrio tlcsrie Al{N dc frutos I't'tgariu chiloansis

tratados con ABA y NA;\

l,os tratalnicntos luc¡t¡n realizados en el cstadio C2 polque cS rlll cslailir¡ trn cl cual el fl'utO

se ericllcutra inlraduto, y lcriricatnente los niveies cle AB;\ se etrcLlctrtt'an bajos

conrparacios con los rliveles dcl rjliiltro cstadio del clesarfirllo cLel fnlio (C.+) (F-igura ]). 1'

:rl agregallc ABA sc espcta. según nucsfra hiptitcsis clue el gcn Fr',i-,4,\ C'1.2 se inditzca con

csta holl.rona. T:unt¡ién se l calizaroll trataluie ntos colr NAA cn el tnisnri¡ esladio cle

dcsarrollo deL lruto. esto )a quc estas dos hormonas estiín íntir-nalnenl.e rclacic,nadls elr la

r¡acluració¡t dcl liuto. v al rcalizar los tr¿rlan.ticntos en cl lttismo e-starlio se cspera poicr

coniparar ios rcsLrltacios obtcnidos pat:a Fc'l.ANC [.2, según e1 cstadio analizado.

i ,os lt.Lrtos clel e stadio Cf coleclados c-n lir tetrporada 20 1.1 se somclicron a tratalniciltos

hormonales con AB.A 1 rrM .v NAA I nM (Sección 6.2.13). Sc ext'.ajo ARN dc estos

f-nrtos (Secc ión 6.2. 1 . 1 .) 1 se verificó la integlidad cle éslos (Secciór.r (r '1 5. ) (Figura l 'i A)'

Obscrvada la integridad de ÁRN se procedió a tratarlo con l)N¡\sas pa|a eVitar posilrles

conlantinacioncs cotr ADN gl:nóntico que pudicra intcrfit ir posteriorme lrte. P¡rrt verillcar

qLre se ha¡'a clinrinad,¡ cl ,\DN se arnplificó e1 ge n l'c.'li\,S rrcdiantc PCR, usando cl Ai{N

librc cle DNAsas como templsdo. Ai no t¡l¡sen,¡rr atnplilicación se ptrcdc conclr-rir quc el

tratamiento fue electivo (FigLrra 14.8). Con el ,A,llN libre cle ADN. se sinteLizó ADN

cr-)'nlrlcrncntarir-r (Sccción 6.2.(r.) y se verificó su intcgricl:rd y calidad amplificando cl gen

Ic,.l,\i! (Sección 6.2.8.). lrn cstc caso se observó una banil¿r única I ciefinicla de 1174 pb

pa|a el ADN cotnple nrenla[io (l'igtrra 1;1.C.). La distinta intcnsid¡d dc 1as barrilas (l'-iguIa

l4.Ci) prrcdc expJicarsc dcl¡icli¡ a los dil'crentcs ltiveles cle ltanscrito Llue prcsentan para

este gcÍr en trat¿lmicntos con ABA y N.\A, los cu¿¡les sc lran rr:porti'.do quc se iltducen etr
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tratamientos con ABA (Chai y col.,20l1).

Al observar la integridad del ADN complementario se procedió a anahzar los niveles de

expresión de los genes FcLANCL2, FcNCED, FcARÍ'2 y FcGAPDH2.

<_ ABA _________+ <_ NAA -________+ <_ CONTROL __r"

A.

?RS

tRs

B.

PM

C.

PM

<-- ABA

TTT
CONTROL

TT
-------+ <- NAA 

-+ 
<-

TTTTTT
->

TC

1.5kb

I .2kb

<- ABA

TTT
CONTROL

TT TCTTTTTT

Figura 14: Obtención de ADN complementario desde ARN de frutos dc Fragtria
chiloensis en el estadio C2 tratados con ABA y NAA. A. ARN extraído de los fi'utos en
cstadio C2 sometidos a trataÍnieDtos hornlonales, y su res¡:ectiva ct¡ndición corltro], solrretido
a electroforesis en gel denaturante a 70V por 40 nrin. Se obsen'an las bandas correspondientes
al ARN ribosomai 28S y J8S, señalado corl flechas. B. E,lectroforesis del ploclucto de PCR de
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-Fc,4NS usando ARN tratado colt DNAsa. El contt'ol positivo usado (C.l) es ADN genórnico
de F. chiloen,sis. C. Verificación de la integridad y calidad del ADN complementario rrredianre
la amplificación de FcANS (117a pb). El control positlvo usado (C+) cs ADN genórnico de
F. chiloensis y para el contl'ol negativo(C-) se empleó agua como tenrplado. T0: Tiempo cero
luego deltratamiento homonal. Tl: 30 min luego del tratamiento hormo nal. T2: 1 hora Iuego
del tr ¿rtamiento lronnonal. T3:12 horas lucgo del lratam iento hormonal. PM: MzLrcador de pcso
molccular.

7.8. Efecto de ABA en los niveles de transcrito ¡le FcL,tlNCL2 en el estadio C2 del

fruto de Fruguria ch ilo¿n sis

Para evaluar si el gen FcLANCL2 responde a ABA se realizaron tratamientos honnonales

con I mM de ABA (Sección 6.2.1 3). Se analizó los niveles de trarlscrito de este gcn, luego

de distintos periodos de tiempo del tratamiento con 'l mM de ABA y en condición control.

Los resultados se expresaron como las veces de cambio cl"l tratamjento con ABA respecto

a la condición control respectiva.

Se obtuvo que los niveles de transcrilo del gen FcLANCL2 aumentaron 2 veces luego de

30 minutos ('f I) y t hora (T2) de terminado el tratamiento con ABA. La mayor inducción

se obtuvo a las I2 horas después del tratamiento con ABA (T3), presentando 4 veces de

cambio respecto al control de su mismo tiempo, e inducjérrdose más de 6 veces cot.r

respecto a Ias veces de cambio del tiempo inicial (T0) (Figura I5.A).

Para verificar que el tratami€nto realizado con ABA efectivamente causa cambios a nivel

genómico. se analizó cómo respondía un gen repodado en [a literatura que se induce por

ABA en F. x anana.tsa. NCED es un gen cuyo producto génico está involucrado en la

biosíntesis de ABA en F. x ananassa (Jia y col.,20ll) la cual deriva de Fragaria

chiloensis. Se observa que este gen respondc ternpranamcnte al tratamiento con ABA,

jnduciéndose 6 vcces luego de 30 minutos (T1) respecto al tiempo inicial luego der
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tcnlinad0 el tralaÍtriento (T0). siendo csia dilctcncia en cl tienlpo TI cstadislicamcnlc

sigtrilicatiVa con rcspecio a los clen¡irs liempos r-le1 tratalnicllto (figtlra l5.B). [,Lrcgo de 1

hrJra 1' 1 2 hoLas cle teu nirraclo el n at¿1lnjentr¡- T2 r' 1'3 r'espccl ivatlletüe. Ias veccs dc catnlrio

clcl gcn 1- c'\ (-.[r? son sjnrilarcs a 1as dc tiernpo T0, y las veces dc calnbio Ce cstc gelt

respecto a su control es l. cs clccjI no ha1, di1'erencias elltrc la colrdición tralamienlo y lit

condic jón cont|ol (Figut'a l5.B). Esto coniitnraría 1a cftctiYidati clel liratalllie ,llo hLlrlnonal

con AIJA en los llrrtos de f'. cltilott'tsi.:.
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Figura i5: El'ecto dc ]\IJA cn los nir.eles dc lranscrito ¡le Fcl,AliCL2 clr el cst¡dio (12

dei fruto tlc Frog uri« ch iloen sis. Anhlisis de los n ivcles cic trarscrito po' qll-f-PCI{ lLrcgo

clc ur.t pulso de I mN4 cle ABA dc fiL¡tt¡s de estaclitr Ci2 clc la tcrnporada 201 4. T0: 0 ll.linutos

Juego tJel pulso honl]onal de l0 nrinLltos. I I : ,10 trinrrtos ILrego del pulso htirrnonal. '12: 
I

hori lLrego de puiso honlronal Ti: l2 lroras Iucgo del ¡rLrlso h.rrnonal. Los nivcles cie

tl.rrnscrito clc cada tratatniento I'ucron norntalizados coll Su respectiva cOndición conlt'ol

ltgiralcs conrliciotics de tlalan.tiento sin ABA). Se evalLrii los irivclcs cle tralrscrito dc

F;LANCL,2 (A). 1, cicl gcn i2'IrC'ED que fuc t-Lsaclo para cv¿llrar la el'ectiviciad del

trat¿illliento con AIIA (I3). Se rcalizarotr trcs r'éplicas biológicas coll strs le5p§cti\as trL-\

réplicas técnicas parir cada bioLógica, eu cada experimc¡lo l;'c'G,4PDl[2 1'uc usado cotlto

gcn nonralizador. Análisis cstadístico ANOVA dc Lrna vía v post test dc Tuliel'(p<0.05)
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.l.t), EI'ccto rlc NAA en los niYelcs «le lrtrlscrito dt l.-cLANCL2 en el cst¿dio c2 dcl

fruto de liragariu ch iloeu sis,

La honr.:ona auxina es impoñante en cl desarrollo de lrutus no climatóricos conlo ¡l

thiloen,;is. espe cíficamclrte cn los cstadios t.nás lcnrpranos ¡'a qr.rc pro¡ricilt ia divisióll

cclular. cntre otLi1s 1'unciones (f'lre|ian ¡ co1..201'1). No se han reportado esturlir-rs rcspecto

a qLre los genes dc la lárr tiia cle los t-ANC I.,2 sean t elLl lldos pot auxilla. Estc gell colllparte

horrrolog.ía con r1tl rcccptor acoplado a la pr.oteína G de 1. thuliuno (6196) 1' se lia rcportaclo

quc las pL.otcínas G lr]odulan e1 tr¿l[sporLe cie auxin¿r (Urano ¡, co].. 2013). por lo cual cl

c..lr[. 1y'\,r / -'nu.lria lrlccnlJl reil\rl\"il.l ¡:t rill¡.

Por ello se §,aluó la rospuesla dc1 gen FcLlNCil l'rente a tratatnientos ct¡tl ¿LLl.ritta

exógcna. P¡ra clii.r se Lrtilizó la ¡urina ácido 1-nafialcnacótico (NAA). Sc tcalizaton

tratallictitos en cl frtrto dc estadit¡ C2, esto para poclcr colnparar los resultaclos dc respttesta

rje I gen ft 2.-1,\ CLl en cl rnistro csladio, talrlo para A13A cotl.lo para NAA.

Pa¡a csio se arralizó ios nivcles dc lranscril,o Cci ge r.r / c'L,ll'(,2.1 cll e 1 ftulo de [:. tltilocttY'is

Lras scr sornetido a un pulso coil I nr\'l NAA (Sección 6.2.1-1.) por l0 rltir.tutc¡s ('i-0) y sc

evaluó a tiempos postcriorcs de i0 rrrinutos hrcgo de pulso hotrronal ('11). lucgo de i hora

deL pulso honnonal ('f2) l dcspriés dc i2 horas del pulsc, hormonal ('1 3). Se ttsó como gen

norrrraliz¡clor. I.'c{lAPD1.I2. Sc rcferencieron los datos al ticlrlltl I 0 de1 pLrlso oon NAA ¡

se gral,icaron Jas veces cle celnbirr clcl gen cn cl tratallieÍito respccto clcl control (l::igura

16).

Al analizar Ios resulLados en la l--igLrra l6.A se obsctva guc FcLTINCI-2 prcsenln tlna

indr-rcción estaclísticat¡re ntc sjgr.lificariva de 8 veces Iuego de i0 :rinutos dci pui:;o

hor;uonal con NAA. Esto signiiica que c1 gen es scnsible a los calnbios indLrcidos po| el
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tratalricnto. Sin cmbargo a tielnpo postetiolCs los niveles dc tianscrilo disnlinurcn

alcanzan<lo trivcles que lto presentan dile¡eucias significalivas al tiempo T0 (irigura I 6.4).

Irara veriflcar qr¡e el tratamienio con NAA exógcno fuese cl'ectivo sc analizó t¡ll gen que

rcsportda a NAA err Sr¡luntnt b'cttP¿ r tit ttt¡¡ (Zuuillc y col.' 2013) l'os nivclcs de

acrrr.nulacjór¡ rle est:r ]tt¡nnona en cl lluto de S. ll,copcrtitu i¡r¡ sol.l sitlljlarcs a los dc

Fragtrria x (.tnonus,\ú. Se evaluó los tiileles cic transctito dcl gen ltl1l1'3 cll tratamicntos

con NAA evaluando las vcces de cambjo tespecto al tral.al.]licilto control. Este gcll sc

inrluio lricro de1 pu1s0 con LNAA ('1 0). rrost|ando ttna j¡rducción de J.5 vcccs coll [esl]ecto

al tlatarriento control clcl rristno ticttrpo (FigLua 16.8). Llsta inCtrcción cae

aploximaclirmenle un 500/n luego dc una hoLa (T2) del tlatarnicllt,.¡ 1' aún m:rs Iuego dc 12

horas del pulso hoLmonal ( I 3) (FigLrra 1 {r.B).

il

n

.9

2

B.

t\

¡

5
E

T3Tl)T2l'1

Iiigura 16: trifecto dc lit aurina NAA en los niyeles dc tr¿rlscrito tlc ltt'I-¿lNCL2 n el

cstarlio C2 del I'l'uto de Frriluriu chiloensis. Análisis dc los nivcles de transcrito pot'

ql{ l -PCR luego cieJ pulso horuronal con NAA de frulos del cstadio C2 dc la temporada

2014. T0: 0 minutos luego del ptrlso hotmonal de 10 mitlrttos. Tl: i0 ll'linlrtos lirego clel

¡rulso horrnonal. l2: I hora luego de pttlso hornronal 'l i: l2 llt¡ras lucgo del pulso

irormonal. Cada fatamicnto ft¡e nonl:llizado coll su respcctivo control. obserlálldose así

1as vcccs cle canrbio para los fenes l;cL,'LN(;1,2 (A) ¡' ci gerr FcAllf') (B). desclito conro

Lln gen qire rcsponde ¿r auxina. Se rcalizaror lrcs réplicas biológicas 1'tres ré¡llJcas técnicas

paia cacla réplica biológica en cacia crperitr ento. fcCi,ll'DI[2 1'ue i¡sado cotno gen
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nu.l.nalizador ll¿rra los tratamientos hornlonales. Análisis estadístico ANO\/A dc rll¡a vía

-y post test de 
-i'ul<er' 

(P<0.0,5).

7.i0 Niveles de tr.¿nscrito tlc los gcucs PcNCllD 1. I'cARF2 en los distintos cstatlios

rle desarrollo del fruto tle lrr«guriu chilocnsis

Debido a quc los gcncs l¡'cN('l:D ,t, F cARI,'2 lespoÍiden a Los tratamientLrs colt ilott¡t¡lias

exógenas en el f'ruto cle F. chilocn:i.s sintila| a lo de:;ct ito e n otlos modclo.q ([:igLIra l5 y

1 6). se evaluó krs nivcles de transcrito de estos gencs cn l,-¡s distintos esLaclios dc clcsariollr:r

de 1.¡uto cot¡ro ielcrencia dc los njvcles de ,,\BA y auxina en los fl uttrs. Si bjc:r no sc puedc

cstablecel'una lelacicin clirecta entre la expresión de eStr,S Senes I el nivel de hornlonas.

p,rclría cxistir una colrclación positiva cntte los nirclcs dc acumulación de tlanscrito cle

estos genes con 1a lrormon¿r correspo nd ietrte.

Iis así quc para cl gcrr l'ci¡tC 1:D los ltivclcs dc transcril-o aulllentan 30 vcces del esLadio

C1 al C2,.v eslos vuclven a autrclttar hacia el cstadio Li3 aproxinradanrentc 100 vcces.

respecto al cstadio Cl. L,os n]ilyOres nivelcs de tr¡rtlsctitO de cSLe gell Se prcscntan e]l cl

estadio C4. quc sc obscrvan ,100 r,eces ntás njvcles dc trrilsct ilo coll lcsllcoto a C 1 (lrigtL|a

l7.A). llstc auntento concLrcl da con c1 palrón dc acr-llllulación dc ABA cn firrtos de1 gé:rcro

i:'ragorio (S1'rnons y co1., 20 i2).

Fc,1i1F3 r¡ruestra nilelcs cle expt'csión mul sinril¿rcs entlc los estaclio CI. C1 y C-:. sin

crrbargo hacia cl estaclio de Cr{ sc ve cluc ios nivelcs rle ttalrscrito disn.rinul'cLl I t'cccs colt

respccro a los clemás estariios (Figura 17.8), T:sta disminrrción hacia cl estadio C4

concorclaría con el patrón hol'monal dc auxitra cn el dcsarrollo de flutos tlel górlcro

Fragaria (Syrnons y col., 2012)
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Irigurir 17: Nivcles de exirrcsión dc los genes FcNCED 1' FcARF2 en Ios distintos
est¿rlios clc dcs¿rrollo del frut0 Lle Frug«riu chilaensis, Análisi-. de Ios niveles dc

ttar'rscrito en los csladios C I . C2. C-l y ti'1 del liuto oe F. citilo¿n.si.; por qRT-I'CIl cic ios

genes Ic,,\CED (A) ¡'ft:-.íR1'2 (Ll). Se Lrtilizaron l'rutos colcctark¡s en la t.-rnpoiaria 2014.

Sc usó Ic'1?1BllJ como gett normalizaclor. Los resultacios sc exprcsall ell nivcles de

tianscriLo relatit.os al estaclio fl1. Se lealizalon 3 r-cplicas biológicas. con sus rcspectivas

tles réplicas técnic¿rs. Análisis estadísLico ANOVA v post tesl de 'fuke¡'' (p<0.05).

7.11 . lixprcsión del gcn FcJ-21,\.CI2 et Sutchatonq'cas carcr)is¡te.

La secucncia ilel malco cie Iectura abicrtr¡ dcl gen f'(l,lrval.l oblenid¡ en ll sccci(ln 7.3

fue arrplificacla sin cl codón rlc Lólr¡ino con cl fin de rccoml¡inar esta sccuencia en ull

vector dc expresirin dc proteiras crl ler'adut'as. l'or ello. se disciieron partidores para

arrrplificar el gcn, recurplazando eI codtin de 1érn¡ino TAA por CG;\. quc coclifica pala e1

aminoácido glicina -v dc esta mancra pe |mitiI expresar la I etsióll dc la proteítla con utla

proteína cle fusión de filsión. Se eligiti cl a:rinoiicicio glicina para evilar aiteracioues en la

confbrtración flnal de la proteína de fusitill C-tetlrirlal. llsta secucnci¿r Fcl.,4NCl,2

contenid¿r en pCItSiGWi'tOPO. pCRS-Fct-ANC i.2-N S'l (Sección 6.1.2) sc tecombinó en

el vector cle expresión del prolcínas en levaduras pAG426-CPD-ccdB-EGliP. y se

transl'olró 1t. r,o/i quirnioconlpetcrltcs. Para vcrifical la corrccia recoll.tb jnación sc i'calizó

C4C1

(¡t)
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ensayos con enzimas de digestión (Tabla 8), y se pudo observar

esperado para pAG426-GPD-oodB-EGFP (Figuta 18. A) y

FoLANCL2-EGFP (figura 18. B).

el tarnaño clc band¡s

prra pAG,l26-GPD-

T¿bla 8: Enziln¡s cle resrricción enrplcarl:rs para an:rlizar Ios distintr¡s plasnridios con el

gcn FcLAN-LIKE2 cn eL vectcr pAC;12 6-C PD-ccdB-llcl lr P v tan'laño de los f-r'agmenlos

verilloar Ia clireccionaliriad dei insertol

CONSTRUCTO
ENZIMAS DE

RESTRICCIÓN
TAMAÑO DE LOS

FRAGMENTOS (pb)

pAti4 26-GPD-ccd 13-

I-]GFP

EcoRI 681 t'. 1274

Ncol 4796" 3352

pAG426-GPD-
ircLANCL2 -li(il:P,

Xhol 9031

SspI 99). 117i. 1670. 2362 y 26-10

Xhol rSspI 710. 940, 99). 1111.2-162 r 2630

t0



EcoR

SD I NcoJ PIvl

90llpb

2 63 0pb
2362pb
167 0pb

1177pb
992pY)
94Opb

7 3Opb

Figura 18: Corroboracirin tle lts constn¡cciones pAG'126-Gl'D-ccdB-llCFP r'
pAG.f 26-GPD-F-cL.\hiCL2-tlGFP medi¡nte rligcstión enzirnáticu. Sc rc¿rlizó

lcstricciótr enzillrátic¿r para vcrificat que se lrava daclo cotrectan¡cnte la recombinilción r'

el gen i'c1-.1.,V( il-l se cncuclitt'e cn setrtido con el pi'otnotot'GPl). A. Para p,'\G426-Gl'I)-
ccdB-ECIrP. sc empleaton las enzintas F.coRI cr,r1'o patrón dc cortc dcbe otiginar bandas

de 6877pi-. y 127.lpb ), con Ncol i¡andas 479(r pb ,r' 3352 pb. B. Pala p.'\C;416-(iPD-

1,c1.ANCL2-F.CiFP. se ¡caliz¿rron diqcstiones enzilr:ilicas cu,vo pillró;r dc colte dcllc

originar bandas con,-{hol rie 903 I pb. con Sspl dc 992 pb. I177 p[r, 1ó70 pb.2-16l Pb.v
2630pb y con la clobic digestión Xhoi y Sspl batrdas de 730 pb.9'10 ph,992 pb. i lTlr pb.

2362 pb ¡'2630 pb. l'ara visualizar los productos de Ia digestirin sc l'ci'¡lizó elcctrolbresis

en gel de rgarosa al 1.5?á. Con llcchas se i¡tdica el lar]laño dc 1os liagtrentos obtotli¡ir-¡s

pera cada digestión. PlVl: l\lirrcador tle peso tnolccul:lr. SD: plasmidio sin drgorir'

Con ei r'ector- final de pAC-i426-CPD-f c 1.ANt'L2-EG)r)) (FigLrra 18.I)). se proceclió a

translorrnar § ccrevi.si oe quin.tioconipetctttcs (Sección 6.?.1.i.).

Sc obtuvielon coloni¡s translbt'lnante s paia las céiL¡las de § r¿r'¿r'l:¿¿¿: r¡uc aclqLriticloil cl

plasmidio pAG426-GI'D-FcL.ANCLI-ECIiP 1 pA C'126-OPD'ccdR-l-G I P (FigLrnr 19)

qLic sería usado conro control negativo en los cl'tst¡yr's, debiclo a la auxott olia cliio ptrsee la

ccpa c{c lcvaduras trsada (l}Y4742).
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Figura i9: Succhuntn4'cr:s c¿r¿l'lsl¿¡c trtnstbrmitnte colt p-dG426-GPD-ITCLANCL2-
IGliP v pAC426-G PD-ccdB-E(i]lt', Sc tt':rns1'orrllaLol't ,\. t'u'evi,s'ittc de la ccpa BY't7'12
qu im iooorrpctcrttcs y sc crecierc,ti crti r¡c,.lio rníninro YNfl\4 sólido qLrc carccc dc rtracilo

cor.no selccciirn auxotról'lca. Lr.rego dc 48 lioras se oL¡servarorr coionias err Iirs plttcas de

cullir'o.

7.12. Anáiisis dc la ¿rct¡mulacit'rn de il ¡rrotcína Iic-LANCL2*liGIi'l' en

S ucch uro n¡ces ttrat'i si aa,

Pale evalu¿u la cxprcsión ,v acr-rtrltlación tle Ia proLeína ftrsionada ¿r l.GFP. e n las colorlias

de ,!. c¿ra lr¡r¡¿ se seleccionaron I0 colonias de las placas pCPD-[cl,.A.NCL2-IiGI]P 1'

pGPD-ccd13-ECIP (Sccción 7.1 I,). las crtalcs se crccicton err mcilio YM\{ 1íqLrido pot'18

horas, Se analizó la prcscncia c intensi.led dc la lluotcsccltcia utilizanclo el trticrt.,scopitt

de fluorescencia Ol¡'nrpus 1X70. de cacla colonia (clones). [-as lcradr"itas clc dif'crcntcs

colonias piesentaban variación cn 1a interrsiclad cie Ia fluorescencia (Iiigura 20). c incluso

sc pudo obsen ar fluorcscelrci¿r en lcvldLlras que prcscni¿lbalt pGPD-ccdB-E.ClrP (Figrrra

20.c).

De Iris colonias obscrvadas se seLeccionat on las cle l clon 1 (FigLrra 20.A) ¡ cl clorr 5 (FigLrra

20.B) dc las levaclur-as transl'onnad¿s con eI plasmiclio pGPD-Fci-ANCl.2-LiGFP. esto en

basc a la iulensidld clc la lluoresceltcia que presen[aban las célt.llas. Para ]as levad¡¡ras

transf-onnad¿rs con c1 r,cclot sin inselto, p(iPD-cctlB-l'l(iFP, sc selcccionó cl clon 3 lljigula

20.C)" que picscntaba una leve lluorcsccncia de distribució¡r en tod¡ 1¡r cólula, sitt¡ilar a 1a
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de los demás clones.

A. pCPD-FcLANCL2-EGFP

Cion 1

B. pGPD-FcLANCL2-ECFP

Clon 5

C. pCI,D-si-ECFP

Clr¡rr l

Figura 20: Exprcsión de EGI¡P en pGPD-ItcLAI\Ci,2-liGFP v pliPD-ccdB-Ml-P
en S. cct'ct'isiac. i-as células dc,! ¿s¡'sr'61¿¿¿ tt ¿i n s lorl.naclas con el vcctot' llci)L)-
FcLANCI-2-ECIjP. clon 1 (A) ) clon 5 (B) y pGP D-cc.ll3-lrCPP. clon 3 (C) se obscrvalon

en el micl'oscopit¡ cle flLtorescencia a 40x b:rio 1as rriismrs condicioncs tJc captttt a dc

irragen (apcrtLrra r- tien'lpo de exprrsici(rn). l-a barr¡r de tal¡año in!lica 20 gm. Con 1'lcchas

sc iniiic¿n las levadur¿rs observadas.

I)ala pocicr difere'nciar la Lrbicación subcclular 11e las protcínas lluolcscentes, cstas

colonias sclcccion¿Ldas sc observaron al tricroscopio conlbcal Zciss t,l\4 S 710.

Para csto las ievadrLras se crecicion en lttedio YMM líqLtido por 2'1 horas ¡ 30'C con

agitacirin constaltte aglegando cl trazador vacuol¡rr |N44-tí¡l ¿I una corlccntración linal dcl

3 ¡ lvI, csto para dclimital ia r acuola dc esras cólLllas v podcr distinguir llr ubicación cjc 1a

protcína c1c fusión a ]:IGFP.

Para los cl0ncs I ¡ 5 con el il.rscr.to Fc l-ANC L2-l-CiFP se puedc obsffr,ar Ia localización

dc la proleína F cLAN- U i-2-llalFP (Figuta 21.r\ ¡ B). concerlhach el] u11 cLlcrpo peqLrcilo

endosolu¿tl. Al visuaiizirr cl tr'¡z¡dor l:N4i-64 se pLrcdc observar 1a prcsenciir dc la vacLtola

con morlología nomal (I'igura 2l . D i f ). al igual qrrc cn las lcvaduras control (pAC426-

GPD-ccclB-EGt¡P, Figura 21.F). El cr-rcrpo con ECFI) llo colocaliza cott las vacttoias pct<r
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se eÍ]cucu[ran mu)/ cercanos ¿ ella (Figura 2l G 1'll). Sin r:rrbrrgo ios c]ones i 1'5 para

Fcl,ANCL2-EC}FP no presentan l¿r misma intensidad cic seña1 para 1a prolcína fusionada

a IIGFP. lo cual poclría dcbcrse a la clilll'cncia de expresiótt,v acumulación cle' pl'ote ítra clue

prescr'llan.

Para el caso del clon transfori¡ado coll el vcctor pAC4 26-GI'D-ccdB-L.GFP. se pucdc

obserr,¿r una leve señal pata I:CFP, pclo éste tienc Lura distribLrción citoplasr¡litica (FigLrra

21.C). I-a expresión ¡, acu:rr:iaciritr de la protcína CirP utilizantlo este vectol se ila

reportado (Virsquez 201 3). I-a dil'clcrrcia e n la distribtrcitin de IICf P indica quo ctr lrs

lcvadur¿rs transibn¡acias con pAC426-CPD-FcLANCIL2-[C['P se cstá acLltnLtlando una

ploteúra de firsión quc t:s distinta a la proteína soluble ECFI'.

La evidencja dc qtre la ptotcína Ircl,ANCL2 se encuclltra prescntc en ctlcfpos

in¡racelLrl¿rrcs nos ar udó a diser'lar ia cstt ategia a seg.r-rir para rcalizar los ctr-qayos dc lillión

a ABA 1 pi'obar la 1'uncionalid¿rd de Iicl.-,\NCL2 ale scr rccciltof ¡lr: est¡ horrrrorr¡'
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Figura 2l: Anirlisis de la distribución subcclulirr de la protcína FcLA\CL2 cn

Saccharouyces c¿rcrisiee. Las células dc Soccharom¡.'ce.\ cer¿r¡.\iue que aculrulan la

irroteina Fcl,A-\CI-2-EGFP o son porLadoras de1 ve ctcl pGPD-si-llGFP (expresan ECFP)

fireron ir.rcu l¡adas con INI4-6.] (3 ¡rN4) po r 2.1 horas. pelrr itiendo así dcnrarcar la mcnrbran¿t

r,acuolar. La ligura rrLrestra Llna iilagcn tcptesent¿rtiva dc los clislit.tfos canrpos

obselr,aclos. P¿rrir cad¿:, imagcn sc nruestia la fluoresctenc,ia entitida pot li0itl' (plimcra

iila). la dcl r.narcaclor Flvi4-6{ (segunda fila). la superposición de ECFP en vcidc } FN4'l-

64 cn rojo (tercera fila) 1'el can.rpo claro (cuarta fila). Las célLllas se excil¿itt.rtt a 4.38 nnr

de longitud ile oncla lrara GFP y a 51.1 nnr dc lougitud de onda parn FM4-64. Erl lallto la
captur'a de ia emisión f'uc de,505 a 5i0 nr¡ para CFP 1'Ce -560 rlll ) 1113) ores para Fi\'14-

64. Las imágenes luerr¡n tornadas con cl nricroscopio conlocal Zciss 710 coll Lln allnrento

Fcl.AN(lL2-EC 1']'}
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óptrco de 63x y' un aur'r.rcnk) ciigiral dc1 lx. llste análisis sc ¡calizó trcs vcccs para cada

colonia lranslbrmantc. Cada imagen pcsec Lln¿r bat'ra dc tattt¡ño que cortesponde a 5 ¡it.l.t.

7.f 3 Análisis cle la erprcsitin dc I'cl,¡\NCL2-EGF P en Jrccl¡ al o tttl ces cerevisiue

I-as proteínas sc extraieron segirn 1o señnllcio en la secciólt 6.2.11.r1.1. Luego de tcvclar

la r¡er¡brana de njtrocclulosa en placas ladiográfica.s, se pudo obscrvat'que las ler aduras

cluc plesentaban -l-CiliP mucstran una bancla de utt tamaño aproximado de l0 kDa. lo cLlal

concucLcla con el talnaño de I-CIrP t'epoft:rrJo eu la lite tatura (Tsicn. 1998). Al obset'r'ar

las levacluras translbrmadas con |'cLANCL2-llGI- i'} se puecle obsct'var u:¡a baltda clc un

tanraño aploxirrado dc 75 kDa. 1o cual es io espcrado para 1a proteína Fc1.,A¡'Ci-2-EGFP

(Figura 22) . Los cartilcs qLlc n.luestran en sírtrt¡olo ('i) fueron exttacciotrcs cle ¡rro1cínas

con otro rrétoclo cle extracción (rnétodo de Laer.nmli. 197), en ell"rs no sc vctr bandas

definidas. Io cual se debcría por que la extracción dc protcínas no cs la aclecurtrla pata

protcínas ilc nrenrl¡rana.
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IiC],ANCL,2.LC I]P

-EGFP clo, 
"N 
i c]-ON 5

{ -75 iDa

-30 kDa

Figrrra 22: Western Blot anti-[GIP a lls ¡rroteínas cxtraítlas rlesdt Sttccharanl'ccs
ceravisitc. Irn el carril 1 y 2 colespondicltlc a llCliP, se obsclva rllla banda .le

aprox imadanrcnte 30 kDa cortespondietrle a F-(lFP. Lln los c¿rrrilcs cotrcspondienics a

FCLANCi,2-ECFP. para el clorr I ', 5 se obsc¡vi¡ t.ina banda dc a proxitrailatlle nte 75 l<l)a

corrcspondiente a Ia ploteína lirsionada. Anlicr:crpo secundalio ttsado iinti-tnoLtse-lgC

Pcroxidase. Reve lado en pltrca t'atl iogrhlica.

7.14. Oblcnción dc csfero¡rLlstos dc ,Sacc/¿nr¡¡ ntytcs ¿¿¡¿'¡fui¿¿ que acttntulen la
proteína de lusión F'cLANCL2-tr,G l"i'.
l-os es1'eroplasLos son cé1ulas de levadura ¿L las cualcs se les h¿r rcltrovicio 1a parcd cclular

por acción de enzinras qLre degradan ésla (irigura 23). Se obtuvicron esFeroplastos para

lacilitar 1a entrada de []Hl-ABA ¡ ABA a las levadulas v así poder clcsarrollar los ensa¡'tls

clc un irir.r (Seccirirr 6.).1).2).

Con la evidcncia obteniria clLrc la proteína de lirsión sc Iocaliza cn Lltit r.ncubtarta celular

(Sección 7.i2). es qLrc se proccdió a la obleución de esleroplastos dcsde cr.rltjvo lírirrido

con 1as leveclu¡¿rs transfbrmadas con pA(i,126-G PD-FcL,'\N C I-2- IIGFP ({llon I 
"v 

5) v

pAG426-(i I']D-ccdB DCl P (CIon3) (6.2.12.1). Cnbc dcstacar (lLIe se usaron lcvadutas

que lueron translormadrs ) no se usarol] las ilc tipo silvestre. LrorqLre las traltsfbt lraclas
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prcsclltaLlau aLr\otiofía a uracilo ct1 cl ntc.lio dc ct'ccinriellto y dc seiecci(xl. calácter

alrsentc c1'r las cepas silvestrc. Este catílctcr pcitnitió comparar eJltre estas clos cepris. 1'a

que les icve.illrils cie la ccp:L RY:17¡12 rluc ¡rttsecn e1 plhsmiclo, c¡ecr-ll cn auscllcia dc

u|acrlo, Al colllpal'ar gst¿r cel-ra con la silvcstre (-xisten nla)'ores dil'crcncias dc

pÍolif'eración cn los clistintt¡s i¡cdios cle crccimiento y r:;ra nrejor selección dc los

esferoplastos. qrre lucgo se usarotl en Ios ensa_Vos cle unión. Resuspcndidos Ios

esf'eroplastos en Ia soiuci(ilt tatlrilón dc ntcrrbrana, se det¡:rminó Ia integridad de los cstos.

Ir¡s cualcs poseian los insenos pAC'126-GPD-FcL:\NC-l-li(2-EGI-'l,, (c1on 1 y cion -s) Y

pAG,tr26-GPD-ccdf]-E.Cr FP (cioir 3) nrediantc ei r,rictoscopio óplico Nikorr Eciipse B2

(Figura 2,1).



ffi Paled celular ffi Membrana vacuolar

iVlenrblana §§ r'"raxclz-pcpp

rÉ-=\t"( »¡\..v/
\__

Incubación por 7h
con Zymoliasa

(Lyticasa)

citoolasmáticam
K \-_l/

-==7r
Levaduras intactas Obte nción dc

es1'eroplastos

Figur:r 23: Iic¡r resen fación grírfica de la obtcnción de esferoplastos clesde cólulas

int:rctas dc Soccl¡tromJ,ces cerr:visiur:. Sc crecieron l¡rs leveduras con los illscrtos
pAG,126-Gl'D-Fcl.-ANC-Lll(2-l-CiFP ¡- pACi'12ii-C PD-ccdll- EG FP ha-\14 qtrc alcanzat'ort

la lirsc exponcncial y se incubó con la enzima Zymoliasa por 7 hotas, clLtt¡tttc las cuales

sc monitorio la acción de Ia Zyrnoliasa evrluando su scnsibiljdad a cainbios cn Ia presión

osnrrilica.

pCPD-FcLANCL2-EGEP nCPD-Fcl.ANCL2-EGFP

I,'igura 24: Esfero¡rlestos dcsdc lcvatluras con el ülscrto pr\G'126-(iPD-Fc[,ÁNCl,2-
EGFP v pAG;126-GlD-ccdB-llGIiP. [.ucgo clel trat¿tnrielrto con Ia errzima Z¡'rloliasa.
sc obtuviclon esferoplastos pala pAC.126-GPD-lict-ANCL2-llCFI'CIon L (A). pA(i426-
Ci'D-licLANCl-2-llClFP Clon 5 (Ll) f pAC426-GI'D-si-l:.GIrI'(C). Los esltlo¡'lrstos
fiLelon obscn,edos r un ar¡rncnto cle.10r. cn el rnicroscopio óptico Nikon Eclipsc E2. La
ir:ule de tar-.raño lndica I0 prl.

pGPD-si-EGFP

l9

C lon .l

C.R.



7.15. Ensavo clc UnirSu de F-cLANCL2-IiCIrP a []Hl-ABA.

Par¿r u,¡lurL la funciorralidad dcl lrrorlucto génico de FcLA\CL2 dc scr tln tcceplor dc

ABA. sc incrrl¡¡to:r los eslcto¡rllstos pernteabilizados con deter-qenlc para peruriiir el

:icceso clc l¡ 1¡orntona. Se Lltilizaron igrrales cantidades cie protcína de ios csfctoplastos

ol¡rciridos en Lr sccci(¡n 7. I 3. cou f 
rl ll-AB,^ (DL-CllS. ]'lt-ANS-L(i-rl Il-ABA. I)e |k jn

i:llrrer). Obtcniéndose así que el clon I y el clon 5, quc acuntltlatr la proteina clc lirsióll

Ircl-A\CL.2-l-C, FP. a los 30 ntiltutos de incubación con [rl ll-AI],\ act¡nrulan Lrna mit]or

cantidad clc ABA quc los eslblo¡rlastos tlcl clon 3 quc acurnLllan LiCijP (Si) en el

citoplasma. Se aprecia riue el nit;rero de ttN'lolcs incolporados por Ilg clc l-'rotcína cs

nta¡ c,r' r' cstad ísticall cn le diltrcntc e1l estos clOnes qltc cn ci contrc¡1. Esle ttrstlit:ldo indica

quc la 1[oteír']a FcLANCLI-EGITP cstería trnicndo [rl1]-ABA en e1 sistema hetcltilogo dc

S. cerevisiuc cn los clones qLrc exprcsen e1 gcn de lr. chiben¡is.

Se aprecia tanrbién clue los :rN4oles incorpotaclos c1e AL3A por tltl dc proteílla luego dc 1

hora de incuba.cirin sctr.t sicurpre significntivanrcntc rrenores cstad ísticalrrc tttc qrte a 30

m in¡tos rje incLibac ión. L.o cLlal inclicaría clue la nnión r,1e AiJA con e l leccptol se gctlct at ía

a 1os i0 rrinutcs dc incubaci(lr 1'scría transientc.

Tras una hora de incL¡baciiin no sc obscrvaron diitrencias si-snificatir,:rs crttre ningutto de

los cli¡nes evaluados tanto para los que acrLtnulal¡all Fcl,ANCL2-EGFP cotno pata los qlte

acurrulaban la ¡rroteína IIGFP soLa.
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Tiempo

[:o rntn

H oo.in

I cl.A|iCL2 FcLAt '\CL2 ECFP
ECIFP E.CIiP Clonl
Clon 1 Clon 5

Figura 25: Ilns:rvo tlc unión tlc []Hl-ABA en esleroplastos rJe Socchurotn¡'ctts

ceret,isiutt. [,a unión de L]ll]-ABA es reportacla cn n\lo1es de AB¡\ itlcorporados. Se

incLrbó 1 pM cie (:-) ALjA con 0.2 ¡LCi de lrl il-ABA. Sc i.nuestra cl clon I 1' 5 clc 1:rs

Icvaduras transfbl'rnadas con cI plasmiclio pGI'}D-Fci,AN CL2-E[;l]P. ¡' el clon 3 corr

pGPD-ccdB-liCiIrP (Sl). I-n gris claro sc rnuestra eJ ticrnpo cle incubación cle 30 r¡int¡tos

1,'en gris oscLrro I Irora cle incul¡ación. Se cuantiflcaron los centcllos por lllil'lLlto (ClPNl) y

se normalizaron ¿r núrmcro de nN{oles Cc ABr\ incoipotacios por lllg.ic prote ina prcscl'ltcs

en los esleloplastos. El experimcnto se realizó con r-t:ra t'éplica biológica y tl'cs léplicas
técnicas. Análisis estadístico prLrell¿r t (p<0.05).

Así irisr¡r¡. con el cloi.t 5 de FoLAN Cl,2-IiGF P, qire rcirottó uayores niveles de unirill

corrparaclos con E(lFP (Figula 25). se realizaron en-§ayos coll distintas conccntraciones

dc AllA ( 100 nN4 f' I pM), pa1'a csle modo n aluar st la unión eta depcndienle de la

col.rccntr:rcióu.le ABA presente. Se o'oservó mayor ttnión al receptor lrc LANCI-2-lr(ii- P

cuando La conccntración de AIIA cs r1c 1 ¡r\4. prcscntanrlo una clilelencia dc hasla -10

veccs urás unión a1 enrplcar la conccntt'ación de 1 ¡rN{ coll rcsl)eclo clc Ia dc 100 nM

(Figrrra 26). 'f¿nrbiórr se oL¡sen'e quc cotl 100 Irl\4 de AIIA. cxisten cli{'ercncia:i

significativas a t hora cic incLIl-.¡ciótt elitre 1os e s1'eroplastos quc acttlltulan Fcl,ANCL2-

:]
-

at
1. I

2'i
<;

?

81



ECFP (clon 5) y los que acutrulan EGF-P. La uniótt cs dc¡rencliente dcl ticr;lpo de

incui¡ación ¡'de la concentt'ación de AB;\.1-",rcse;rtando dilerencias si¡lrlilicativas cnlre los

esf'cropl:rstos itre acuurulan Fc 1,.,\NflL2-f:G FP (clon 5,) y los que actt:rrltltil ECFP (cloll

3) cntre los dil'erurtcs ticmpos dr: incLrbacicill (30 minutos ¡, i hoLa) ¡'las ililcrcntcs

conccntraciones de ABr\ (i 00 n \'l ) l ¡N,I).

elnpo

30 min

60 mir.t

FcLANCL2 EGFP
ECFP
Clon 5 Clon3

ITcLANCI-,2 ECFP
EGFP
Clon 5 Clon3

100 nM ABA L pN'I ABA

Figura 26: Ilnsal'o de unión tlc lsHl-AB.\ en- cslcroplasfos Llc Suct:lturontlct:s
cei'ct,isi«a, con ABr\ 100 nN{ 1' I ¡r.}1. La uniritr dc {rlll-AB,\ es rcporta.l¡ cn ulvlc¡1cs,/rnq

clc p|oteína. Se incubó 1 00 n lv'I 1' I ¡r\{ i1e (+) A BA con 0.2 pt.'i dc Jri il-AllA. Se rtrucstra

el clon 5 dc las Ievadiitas con cl plas;midio pGPD-J:'cl.ANCL2-EGFP..r'el ciorr I de

pGPD-ccdB-l-GFP (E.CI-P). Se cu:rntiflcalon los ccntcllos pot nrit.tttto (Lil'1\4) 1' :;c

nonnalizaron a número dc ttMoles de ABr\ ittcolporados por trg dc pt'oteína presellte el1

ios eslcroplastos. Ll cxpcrintento llosee ulla r'Úplica [riológicn y ties réplicas lécllic¿rs.

Anirlisis estadístico pt'uclra t (p':().05).
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8. DISCUSION

8.1, Los gcncs I'-cL¿ll¡iCL2, lq'c,.lRP v FcSAUR prescntzrn regiones consrn'arlas

características de las familias génicas a las cuales pcrtenecen.

Para FcLANCL2. obtuvo Ia secuelrcia de ADN codiflcante, que comprendía el nrarco de

lectura abierta de este gen. La secuencia desde ADN genómico no se pudo ob1er1er, ),4 que

se presentaron problemas de ligación al vector pCRS/GWTOPO. Hasta la cultninación

de esta tesis no se ha podido obtenerla, lo cual puede debersc a que su tamaño em

del¡asiado (aproxir.nadamente 2500 pb) para c)onar y/o a que la cantidad del producto de

PCR era muy poca para llevar a cabo la reacción de Iigacióri. Sin embargo. a pesar de

incrementar la cantidad de producto de PCR, y el tietnpo de ligación, no se obtuvieron

colonias de E coll transfonnantes que presentaran la secuencia de lcLlNCZ2 desde ADN

genómico.

Al analizar la secuencia aminoacídica proveniente del ADN codificante se destaca que Ia

secuencia presenta los dom inios característicos de la familia de los LANC L2, ya que posec

7 dominios lransmembrana que haría que esta proteína se localizara en una mcmbrana.

Además posee dos sitios para la unión de zinc y tres sitios activos para Ia corecta

deprotonación de la rnolécula de afinidad y su con:ecta ciclación, los cuales otorgarían Ia

capacidad dc unir ABA. Estas propiedades concordarían con las de LANCL2 quc ha sido

descrita en lrunranos caracterizándose como una proteína que une ABA, localizada en Ia

membrana plasmática con el sitio de unión a ABA hacia el lado citoplasn.rático de los

glóbulos rojos (VigJiariolo y col. 2015). Esta proteína, FoLANCL2, difrere del receptor

acoplado a la protcína G cspecíficamente en que este últir¡o poseen 4 dominios

transmembrana en su secuencia. en conrparación con Ios 7 que presenlan las proteínas de
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la familia de los LANCL2.

Se aisló la secuencia desdc el ADN gcnómico y ADN complementario del gen FcARP. Al

comparar ambas secuencias se cledujo que la estructura del gen corresponde a 4 exones y

3 intrones generando un producto génico dc 9.65 kDa. EI producto génico de FcARP posee

un dominio conservado para la farr.rilia de los genes reprirnidos por auxina (Stafstrorn y

col., 1998). En base a la secuencia, se esperaba que el clonatniento de ADN

complementario del gen considerara el marco de lectura completo, sin embargo en

diciembre del 2014, se realizó un estudio de transcriptórnic a de F. chik¡ensls, el cual

mostró que la secuencia del gen FcARP identificado en esta tesis estaba irrconrpleta hacia

el extrenro 5' (datos aún no publicados de nuestros colaboradores en la Universidad de

Talca). Tanrbién se ha publicado que en F x anondsstr la proteína ARP tiene un peso

molecuiar de 12.5 kDa (Reddy y col., 1990), lo cual también indica que la secuencia que

se obtuvo de FcARP se encuentla inconrpleta en el extremo 5'. Sin enrbargo el don.rinio

que le da la funcionalidad al gen se encuentra ltacia el extlemo 3'.

Al aislar la secuencia de FcSAUR desde ADN genónico y complementario se encontró

que no posee intrones lo cual es característico de la familia SAUR (Rcn y col.. 2015). El

análisis de transcriptomica realizado en la Universidad de Talca indica que la secuencia

obtenida es la misnra que se logró clonar y secuenciar en esta tesis, indicando que la

secuencia que poseemos pr€senta el marco de lcctura abierto conrpleto del gen.

8.2. Los n iveles de transcrito de los genes l"cZ.,l NCL2, FcARP y Jflc,§24 [/1i varían ¿l

lo largo de los estadios de desarrollo del fruto, en distintas temporadas de cosecha.

Se obtuvo que los niveles de tÍanscrito de FcLANCL2 era¡r si¡Iilares entr.e las temporadas
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clei 2_013 ,r,201,1. per.o nul,difcrcntcs en c1 esradio C4 con respecto a la 1Ürporada c1el

2012. Esta var.iación porlria debclsc a qLtc las coltdiciones climhticas prcsentadas en cl

20ll lueron dilcrcrtes a las deI 2013 y 2014 (llll"tri,l¡tr'!lr-!!l,t i1l i-t.r'1r). Esto sLrgicre una

regulación post t ra n scripcioniLl para Ft'1,,1NCL2. clepenclicnte dc las coniliciones clel

ntcdio aurbiente. r\sír¡isrno. cstc gen a1 Ser proprteslo CLrnlo Lln posiblc reccpror dc ABA.

se espcraría qrre suii ltivcles vavan aunrentando conlitrl¡e ios niveies de est¡ l¡onllolra

increl.ncute. sin cnttlar.¿o l'ro cs el Úrnicc¡ reccplor de ABA qr.rc llosee cste fiuto (Lizana y

co1.^ 201r1). Estc rccclttor llo(1ría no csLirr sicndo rcqucrido para el último estaclio dcl 1'rulo

o se hat¡r'ía eslaclo acLtntuiando e¡i lt¡s csliLilios prer ios cle su clcsarrollo.

En 1aS trcs terlporadas. sc prcselttarol.t 1os tnismos patroncs dc niveles dc tlanscrito del

gen Ic.,1RP. Por lo cual po,-lríatros clecir quc los nilcies de lranscrito dc e.rie gcn no sott

afectaclos pol las condicioncs alul¡ir:ntalcs qtLo pl'csentaloll las disiintas lemporaclas Los

malores niYelcs de lranscrito -ce encuentr¿ 1 en los cstarlios dc C1 y ti2, 1o cual discrepa

con ia categorizacirilt de eslc gen al scr clescrito cor¡o r.rn gcn reptirniclo pot a,:rina. Sit.l

einbalgo se he. dcrnoslrado cluc eI gcn AI{P en oltos fi'utos pOSüc ull conrp,rllslllierrto

sinrilar al encontrarlo en F. cltiloen.tis (Shi ¡,col.. 2013).'l'arrbién se ira ciescrito que cstc

gcn respontlc ¿r tratamientos con auxina (l-ce v col.. 2013). lo cuai coincidiría con (:lue los

nivelcs cle tr¿rnscrito del gen scan il.la),ores eÍt los cstadios dc Lli y C2. El clonliirio ¡\l1P

c1e este gcl1 1al¡1.¡]én est¿i asociado ¿r la dotrn¿rncia de Ia sclnilla (Rac -v coL.. 2013), lo cual

ser.ia indicaclor quc al clis¡rinuir ios niveles cle t|anscl'ito dc cstc gctl en C3 1 C,i. el clrbrjón

clelrn'o clcl arlueniit sc encontraría ntaduro. lo crtal se cornplobri nlediante cl rcsc¿llc de

cnrbliLxlcs r.calizado pcr Il Dra. Analía Espinoza (trabaio no putrlicado)

Los ¡r ivclcs de transcr;to de ¡'c,S-4 a? vat ian en Ias d ilcrcntcs lenrporadas de cr¡scclta. llntl c
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la temporada del 2013 y 2014 cl patrón de nivel de transcrito es muy similar (aumenta

hacia el estadio de C4), sin cmbargo e¡r la temporada del2012 difiere en el estadio de C4.

en el cual los niveles de transcrito decaen 3 veces con respecto al estadio de C3, pudiendo

esto deberse a las d iferentes condicioncs ambiontales entre el 2012 y las ternporadas 201 3-

2014.

El gen FcSAUR posee un donrinio inducible por auxina, sin embargo se ha reportado que

un pequeño grupo de genes pertenecientes a la familia SAUR en A. thaliano se reprime

por auxinas. Al hacer BLAST contra la base de datos dc ,4. thaliana

(wrvu,.a.rabidolsis.olg) se encontró que este gen posee mayor iclcntirlacl con el gen

AISAUR7\, que se encuentra dentro de este pequeño grupo de genes Sl L? reprimidos por

ar"rxinas (Rem y col., 2015), lo cual coincidiría con el patrón observado de este gen en las

temporadas del 20 I 3 y 201 4.

8.3. FcLANCL2 responde a los tratamientos con ABA y auxina.

Se obtuvo que FcLANL2 responde a anrbas hon¡onas, ABA y la auxina NAA, de nranera

diferencial. Se ha reportado que estas lronnonas paúicipan en el proceso de desarrollo de

frutos no climatéricos y en especial para el género Fragaria (Symons y col., 2012). Lo

encontrac{o al analizar las veces de ca¡nbio de FcLANCL2 frente al tratamiento con ABA

es de alrededor de 3.5 veces de cambio luego de 12 horas del pulso hormonal. Al

lrcLANC L2 responder positivamente a ABA sugeriría que posee una auto-regulación

dependicndo de los niveles de ABA que se censer en Ia célula, r"rna propiedad que se ha

visto para otros genes (Becskei y ool., 2001). Al observarse también respuesta a NAA, el

cual aumenta casi 8 veces 30 min lucgo del pulso hormonal, afirmaría la implicancia de

arnbas hornronas a Io largo del desarollo del fl'uto.
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Al buscar en el genoma de F. vasca la secuencia prornotora para el gcn FvLANCL2, con

el ctal FcLANCL2 presente una alta identidad aminoacidica y nucleotídica, se encuentra

que la sccuencia promotora del gen FvLANCL2 posee motivos regulatorios de respuesta

a irormonas como ABA y auxinas. Es así que sería interesante obtener la secuencia

promotora del gen FcLANCL2. y así poder identificar si los motivos presentes en.F. I'e,srrrl

so conscrvan en F. cltiloensís.

Tarnbién, al observar los niveles de transcrito de los genes que se usaron corl'ro rltarcadores

cfc que los tratamientos hayan l'uncionado se pudo observar que FcNCED aumentaba sus

niveles de transcrito y este incremento se puede horrologar al incremento de ABA en el

fruto (Symons y co1.,2012 y Jia y col., 201 1). Además el patrón de expresi6n de I-cARF2,

que sc empleó para evaluar la cfectividad de tratamiento con NAA, se puede homoJogar

al patrón de acumulación de auxina en flutos del géncro Fragaria (Synrons y col., 2012).

Sin embargo, sería ideal poder contar con los niveles reales de ambas hon¡onas en los

distir:tos estadios del desarollo del f'r'uto.

8.4. Ln S, cerevisiae la acumulación de la proteína FcLANCL2-EGFP se observa

cn un cuerpo intracclu lar.

Las colonias obtenidas luego de la transformación de S. ceret,isiae con el plasmidio

FcLANCL2-EGFP, poseian clistinta intensidad de señal fluorescencia, lo cuai puede

dcberse a las dif-erencias en la acumtrlación de proteínas que prescntan las distintas

colonias entre sí. La difclenle acumulación de proteínas podría deberse a quc el plasrnidio

en S. cerevisiae se encuentra e¡r rrulticopia de Io que depende el nivel de expresión de la

proteína I-cLANCL2-EGFP, y por ello todos clones no responden de la misma mancra.

AI observar los distintos clones seleccionados de acuerdo a la intcnsiciad de la señal de
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ECFP, al microscopio confocal, se obtuvo que FoI-ANCL2-EGFP pr.esentaba cuerpos

intracelulares ccrcanos a la vacuola Ios cuales no se encontmban cn las levaduras qrie

acumulaban EFGP de manera citoplasnática (hansfornradas con el vector pAC426-GPD-

ccdB-EGFP), indica¡rdo quc la loca¡ización de estos cuerpos intl'acehllares se debcría a la

transformación de Ia proteína de fusión FcLANCL2-ECFP. La proteína F'cLANCL2-

EGFP se esperaba que se localizara en Ia menrbrana ciloplasmática de S. ccret¡isicte, tl

igual que se localiza en la membrana plasmática de los glóbulos rojos en huuranos

(Vigliaroio 1, col., 2015). Sin embargo esto no fuc así conf'rnrrando 1o que ha sido

reportado anteriormente cn cllanto que al exprcsar proteínas en un organisnro heterólogo

no siempre poseen la misma ubicación subcelL¡lar (Molbaek y col., 2015). Sin ernbargo,

la proteí.ra posee 7 donri:rios transmerrbrana, por'1o cual al encontlarla en un cuerpo

intracelular siguiere que 1a conformación como una proteína de membrana se mantiene en

cl sistc¡na heterólogo de S. c¿rr vnl¿c.

8.5. Las levaduras transfor¡nantes presentan acumulación de FcLANCL2-EGFP,

Así nrismo ai realizar un western l¡lot anti-EGFP, para detectar la ptesencia de la proteína,

se observa que Jas levaduras que poseen el vector vacio. presentan una banda con peso

molecular cle la proteírra EGFP sola, y en las colonias de levadura transformadas con

FcLANCL2-EGFP esta banda de EGFP dcsaparece y aparece una banda de rnayor

tamaño, de aproximadamente 75 kDa. tamaño esperado para la proteína FcLANCL2

fusionada a EGFP. Por ende, Ias levaduras que observamos en el confocal con cl vector

vacio, la fluorescencia emitida es Ia presencia de la proteína EGFP, y la fluorcscencia que

se emite en las levaduras transformadas con FcLANCL2-ECFP, es debido a la presencia

de la protei.ra de interés FoLANCL2-EGFP.
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Arnbas evidencias, nos indican que

es |'cI-ANCL2 lusionada a EGFP,

confocal y mediante Westem-BIot.

8.6. Los esfcroplastos que acumulan la proteína FcLANCL2-EGFP unen [3H]-

ABA cn S¿ccÍ¿ rotn.t'c(s ceravisiae.

Al obseruarse difelencias al comparar a 30 min de incubación a 25"C entre los

esferoplastos procedentes de colonias de levadura que presentaban pAG426-GPD-

FcLANCL2-EGFP con respecto a Ia colonia que presenta pAG426-GPD-ccdB-EGliP, se

puede sugerir fuefiemente que cn ei sistema probado, la proteína FcLANCL2 es capaz de

unil ABA, al igual que la proteína homóloga LANCL2 en glóbulos rojos de humanos

(Vigliarolo y col., 20 I 5).

Tanrbién se plobaron distintos tiempos de incubación con ABA. A una hora de incubación

no se encontraron diferencias significativas entre Ios esleroplastos procedentes de colonias

de levadura que presentaban pAG426-CPD-FcLANCL2-ECFP con respecto a la colonia

qlre presenta pAG426-GPD-CcdB-EGFP, sugiriendo esto que la unión entre el teceptor y

ABA es tlansiente (Li y col., 2014). Esto concordaría con la definición biológica de

receptor. Este tipo de ensayos ha sido realizado anteriormente exitosamente para definir

la funcionalidad de ciertos receptores honnonales tanto para ABA y etileno (Kharenko y

col., 2013 y Schaller y col., I995).

La ur,ión observada entre los esl-eroplastos que no acu;nulaban la proteína de estudio

puede deberse a las uniones inespecíñcas quc se generan entre las membranas de las

levaduras con el []H]-ABA que se incubó. Es así, que un resultado sirnilar para otra

proteína receptora de ABA ha sido reportado por Khareko y col.,2013, en donde se
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muestra que existe un nivel basal de unión distinto de cero, entre las levaduras que se

usaron sin el gen inserto y ia honrrona con la cual sc incubó. Sin elr.rbargo, cabe destacar

que no hay relerencias de la presencia del gen FoLANCL2 en levaduras y por esta razón

no fue necesario un control negativo de tratamiento de levaduras sin translbrmar con

ABA.

Se probó que Ia unión de fH]-ABA con el receptor FcLA¡NCL2-EGFP era dependiente la

concentración de ABA 1o cual se ha repoftado para otros receptores de ABA, en los cuales

la afinidad de unión es dependiente de la concentración de ABA presente (Liu y col.. 2007,

He ¡. col., 2014 y Kharenko y col., 2013 ).
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9. CONCLUSIONIIS

Se identificaron los genes FcLANCL2, FcARP y FcSA(IR de F. chiloen.sis.

l-as secuencias aminoacídicas de FcLANCL2, FcARP y FcSAIIR poseen alta

identidad con sus secuencias homologas en F. resco, presentando dominios

conservados característicos de sus familias génicas correspondientcs.

Los niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FcAR? y FcSA[d varían en los

distintos estadios de desarrollo del fruto del F. chiloensis.

La expresión diferencial d,e FcARP en fruto de F. chiloen.sis es similar en las tres

temporadas de cosecha diferentes, lo cual indica que los niveles de transclito de

este gen no se ven afectados por factores medio antbientales, los cuales fucron

diferentes en las tres temporadas de cosecha.

La expresión diferencial de FcLANCL2 y FcSAUR es similar.en las tcnpora<Jas

2013 y 2014, pero distint¿l para ambos genes en 2012, lo cual sugiere que las

condiciones medio ambientales como temperatura, cantidad de prccipitación,

horas frio entre otros. afecta la expresión diferencial de estos genes.

El patrón de expresión de FcARP coincide con la función biológica de dormancia

asociada a este gen.

El patrón de expresión para los nivelcs de u.anscrito del gen.Fc.slUR correlaciona

con la función de auxina en la elongación de las células en los estadios finales de

desarollo.
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El patrón crecicnte de expresión del gen F-cL4NCL2 se corrclaciona con Ia

importancia de ABA para ci desauollo del f'r'uto, y el que sea requerido para sensar

ABA.

El gen FcLANCL2 en fiutos de F. chil.oensis es sensible a los tratalt.rienlos cotl

ABA y auxir.ra exógena.

La respuesta de1 gen FcLANCL2 lrcnte a los tratamientos con ABA sugiere un

loop regulatorio positivo de esta horn'rona con el receptor, ya que Ios niveles de

transcrito del gcn aumcrrta conforme el tiempo de incubación va aumentando.

El patrón de los niveles de transcrito dc los genes reporteros de ABA y auxina,

FcNCED y FcARF2 respectivamente, sugirieren quc el patrón de acuntulación de

estas hormonas a lo largo del desarrollo de l'ruto de F. chil.oen.sis es sir¡ilar al

obselvado en F. x anana.sstt.

La protcína FcLANCL2-EGFP localizada en un cuelpo intracelular, es capaz de

aumentar la unión de ABA de esf'eroplastos de Socthurontyce,s ccrevisioe.

La unión de ABA inducida pol IcLANCI.2-UCFP es tl'ansiente y dependicrrte dc

1a concentraciórr de ABA, lo que cs collsistente coll ser una proteína leceptora de

ABA.

- FcLANCL2, FcARP y FcSAUR se expresan difelencialmente cn los estadios del

desarollo de fiuto, FcLANCL2 es regulado por ABA y auxjna, y curr¡rle la

función biológica de ser un receptor de ABA.

Es así que con el trabajo realizado en el desarrollo de esta tesis, se conrprueba a hipótesis,

ya que los gencs FcLANCL2, FcARP y FcSAUR se expresan d iferencialmente a lo largo
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dc clesarrolli¡ de 1 fl-uto. cl gen t.cl.A¡-Ct,2 r'cspoitde a los trat¿ulicntos honnonalcs de ABA

.v auxina cxógcna, ) cI plodllcto génico de I'cLI'\'CL2 es capaz de r¡nir ABr\'
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