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1. RESUMEN

Los frutos de acuerdo a las diferencias fisioldgicas pueden ser clasificados en climatéricos
y no climatéricos. El proceso de maduracion en frutos no climatéricos estd regulado por
hormonas tales como ABA y auxina, las cuales poseen un rol antagénico en la maduracion
de esta clase de frutos, ya que los niveles de ABA aumentan conforme el fruto madura y
los de auxina disminuyen. Fragaria chiloensis, es un fruto no climatérico, cultivado en
Chile, con aroma intenso, sabor muy agradable y color blanco-rosado. Para facilitar el
estudio de este fruto se caracteriz6 en 4 estadios de desarrollo (C1, C2, C3 y C4) y se han
descrito genes que se expresan diferencialmente en estos estadios (Pimente y col., 2010).
Con esta informacién se seleccionaron tres genes con posible respuesta hormonal; un
receptor de ABA perteneciente a la familia de los LANCL2 (F¢LANCL2) y dos genes con
respuesta a auxina FeARP y FcSAUR. Para FcLANCL2, se encontré que posee los
dominios caracteristicos de la familia LANCL2, y sus niveles de transcrito varfan en las
distintas temporadas de cosecha, y posee mayores niveles en el estadio C3. FeARP posee
dominios conservados para la familia de los ARP, presentando sus mayores niveles de
transcrito en estadios tempranos de desarrollo C1 y C2. FeSAUR presenta un dominio
conservado inducible por auxinas, y sus niveles de expresion varian a las distintas
temporadas. Los niveles de transcrito de FcSAUR varian dependiendo de ]a temporada de
cosecha, poseyendo mayores niveles de transcrito en C4 para la temporada 2013 y 2014
que para la temporada 2012 en C3. Para evaluar si FCLANCL2 se regula por fitohormonas
ABA y auxina se aplicd exdgenamente ABA y NAA a los frutos en los distintos estadios

de desarrollo. Se pudo evaluar FeLANCL?2 responde a estas hormonas. Corrobordndose
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ésta respuesta mediante la cuantificacion de niveles de transcrito de genes FeNCED y
FcARF?2 que responden a ABA y auxina respectivamente. Mediante la expresion de este
gen en el sistema heterdlogo de S. cerevisiae se evalud la funcionalidad del producto
génico de FcLANCL?2 de ser un receptor de ABA. Concluyéndose asi que FcLANCL?2,
FcARP y FeSAUR se expresan diferencialmente en los estadios del desarrollo de fruto,
que FeLANCL?2 es regulado por ABA y auxina, y que cumple la funcién bioldgica de ser

un receptor de ABA.

®il



2. ABSTRACT
Fruits are classified according to their ripening process as climacteric and non-climacteric.
In non-climacteric fruits the ripening process is under the control of phytohormones such
as abscisic acid (ABA) and auxins. The leves of ABA rise, whilst those of auxin fall
during this process. Fragaria chiloensis is a non-climateric fruit, cultivated in Chile, with
a pleasant, strong taste and flavor and an attractive color. This fruit was classified in four
development stages (C1, C2, C3 and C4), and differentially expressed genes have been
described in these stages (Pimentel es al., 2010), Of the genes that are differentially
expressed during fruit development, three genes were selected; an ABA receptor encoded
by FeLANCL2, and two auxin-responding genes, FcARP and FcSAUR. FcLANCL2 has
the characteristic domains of the LANCL2 family, and the expression of this gene changes
in the different years of harvest, with highest levels in C3. FCARP has an ARP domain,
and the highest levels of transcript in C1 and C2. FcSAUR has an auxin-induced domain,
and the highest levels are in C4 in 2013 and 2014, but in C3 in 2012. To evaluate whether
FcLANCL2 is regulated by phytohormones, fruits were treated exogenously with ABA or
auxin. FeLANCL2 expression is sensitive to both ABA and auxin. Prove it this response
with the quantification of the transcript levels of FeNCED y FeARF2. The functionality
of FcLANCL?2 as an ABA receptor was demonstrated heterologously in Saccharomyces
cerevisiae. Overall the results suggest that the three genes are differentially expressed in
the different stages of development of fruit of F. chiloensis, that FeLANCL?2 is regulated

by ABA and auxin, and that it has the biological function of an ABA receptor.
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3. INTRODUCCION
3.1.  Desarrollo de fruto y maduracién
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 cierto 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
fisiolégicos, bioquimicos y estructurales. Para frutos con pulpa estos cambios producen
un fruto suculento, un aumento del contenido de aztcares, un aumento del aroma y el
ablandamiento de pericarpo (Osorio y col., 2013), es decir un fruto maduro.
En general, los cambios asociados a la maduracién incluyen el cambio del color, pérdida
del color verde y un incremento en los pigmentos no fotosintéticos; pérdida en la firmeza,
mediante la degradacion de la pared celular y alteracién de la cuticula; aumento del dulzor,
mediante la hidrolisis del almidén y disminucién de dcidos organicos; y el incremento del
aroma, a través de la produccién de compuestos volatiles (Giovannoni y col., 2007).
Entre los cambios que se generan en las caracteristicas cualitativas del fruto se encuentran
por ejemple, el metabolismo de la pared celular y cuticula, causando cambios en la textura

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



cambios estructurales de la pared celular (Tomato & Consortium, 2012). Este proceso si
bien es beneficioso para favorecer ¢l consumo del fruto y la dispersion de la semilla, hace
al fruto sensible al ataque por patdgenos como hongos.

3.2,  Regulacion hormonal en frutos no climatéricos

Los frutos son clasificados segun las diferencias fisioldgicas en climatéricos y no
climatéricos, de acuerdo a la actividad respiratoria y asociacién a la biosintesis de etileno
durante la maduracion del fruto (Giovanoni 2007 y Nath 2014). Caracterizandose asi los
frutos climatéricos en aumentar sus tasa de respiracion y produccién de etileno durante
la maduracion del fruto, mientras los frutos no climatéricos no presentan este aumento
(Vijay y col,, 2011) (Figura 1). La sintesis de etileno es autocatalitica en frutos
climatéricos como el tomate, manzana y banana, y es esencial para la maduracion. De
hecho se ha observado que tanto el bloqueo de la sintesis y de la percepcion de esta
hormona, previene la maduracion (Lanahan y col., 1994).

En frutos no climatéricos el proceso de desarrollo del fruto y de maduracion comienza con
una regulacion transcripcional mediante diferentes factores de transcripcion como son
MADS-9, MYB1 y MYBAI. Estos factores de transcripcion generan una regulacion
hormonal, mediante fitohormonas como el dcido abscisico (ABA), la cual regula
positivamente la maduracion, y auxinas y giberelinas (GA), las cuales inhiben el proceso
de maduracion. También se ha observado una produccion de etileno en la maduracién de
frutos no climatéricos, entre los estadios de desarrollo en los cuales el fruto se encuentra
verde aln, sin embargo, la presencia de esta hormona, no es indispensable para generar la

maduracion del fruto (Osorio y col., 2013).
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Figura 1: Perfil de crecimiento, respiracion y producciéon de etileno durante el
desarrollo, maduracion y senescencia de frutos climatéricos y no climatéricos. El
grafico muestra la relacion entre el crecimiento del fruto (eje de las abscisas) y la tasa
relativa de respiracion, crecimiento y biosintesis de etileno (eje de las ordenadas), para
frutos climatéricos (linea solida) y no climatéricos (linea punteada). Se muestra resaltado
en color plomo, las diferencias que se presentan durante la maduracion del fruto. Frutos
climatéricos aumentan su taza de respiracion y produccion de etileno, mientras los frutos
no climatéricos no presentan ese aumento. Modificado de Vijay y col., (2011).

En estudios de los patrones de acumulacion de hormonas que se presentan durante el
desarrollo de frutos no climatéricos se evidencia que el ABA aumenta sus niveles

conforme el fruto va madurando, mientras que las auxinas, GA y brasinosteroides (BRs)

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

La hormona auxina estimula la expansion del recepticulo durante los primeros estadios
de desarrollo del fruto y en estadios tardios inhibe la maduracién del fruto (Given y col.,
1988), es asf que se ha reportado una disminucion en los niveles de auxina durante la

maduracion del fruto de frutilla Fragaria x ananassa (Nitsch 1950 y Symons y col., 2012)



(Figura 2). También en F. x ananassa, al agregar auxinas a la mitad del tiempo de

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

Developmental Phases

Figura 2: Representacion esquemitica de los niveles hormonales en los diferentes
estadios del desarrollo del fruto de Fragaria x ananassa. Se muestran imagenes
representativas de los distintos estadios del fruto y sus niveles hormonales que estan
representados por el ancho y alto de la figura geométrica de acuerdo a su temporalidad y
abundancia, respectivamente. FL: flor; SG, verde pequefio; LG, verde grande; SW, blanco
pequefio; LW, blanco grande; P, rosado; R,rojo. BR: brasinoesteroides; IAA: 4cido indol
acético; GA: acido giberélico; ABA: 4cido abscisico. Modificado de Symons y col., 2012
En frutos no climatéricos, ABA estarfa cumpliendo un rol similar al que etileno cumple
en frutos climatéricos, como aumentar el tamafio del fruto e incrementar los niveles de
azucar (Jia y col., 2011), por lo cual el incremento de esta hormona seria clave en el
proceso de maduracion del fruto. Ademas la aplicacion exdgena de ABA puede aumentar
la coloracidn en frutos de uva (Ban y col., 2003). Al estudiar receptores de ABA como

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

frutos no llegan a madurar atn después de tratamientos con ABA exégeno (Chai y



col.,2011; Jia y col., 2011), lo cual indicaria que la presencia de receptores de ABA es
importante para que esta hormona pueda sefializar el proceso de maduracion. No obstante,
los mecanismos de sefializacion de ABA atn no se han descrito. Sin embargo en uva, el
analisis del promotor GH3 identificado como un putativo elemento receptor de ABA
(ABRE), indicaria que el contenido de ABA/auxina esta relacionado con la iniciacion de

la maduracion (Béttcher y col., 2010).

3.3.  Fragaria chiloensis como modelo de estudio

La frutilla blanca, Fragaria chiloensis L. (Mill.) es una planta octoploide cultivada en
Chile cuyo fruto es no climatérico. Su distribucion va desde la region del Maule hasta
Chiloé y su produccion en campo se concentra en Curepto (VII Regidn), Chanco (VII
Region), Contulmo (VII Regién) y Purén (IX Regidn). Es parental de Fragaria x ananassa
(frutilla comercial). F. chiloensis presenta resistencia a patégenos y tolerancia a
condiciones de estrés abidtico como salinidad del suelo y baja temperatura (Gonzéles y
col.,, 2013). Actualmente esta especie es estudiada por ser un fruto de interés agronémico,
ya que es considerado un fruto exotico debido a su color blanco, aroma y sabor intenso y
muy agradable. En F. chiloensis se desconocen los genes que estarian regulando la
maduracién, y qué vias metabolicas actuarian en este proceso. Debido a esto, varios
grupos de investigacion se encuentran desarrollando estudios para conocer cuales serian
estos genes y su implicancia biologica durante los diferentes estados de maduracion del
fruto.

Para facilitar el estudio de los cambios de expresion génica en F. chiloensis, se caracterizd

los estados de maduracion del fruto y se clasificaron en base a caracteristicas fenotipicas



cuatro estadios: Cl: recepticulo verde- aquenio verde; C2: receptaculo verde- aquenio
rojo; C3: receptdculo blanco- aquenio rojo y C4: fruto maduro (Figueroa y col., 2008)
(Figura 3).

Usando esta clasificacion, Pimentel y col., 2010 realizé un estudio de expresion génica
diferencial mediante la construccion de librerias de hibridacion sustractiva supresiva
(SSH) en las que se identifican genes que estdn siendo expresados diferencialmente en un
estadio particular del fruto. Gracias a estas librerias, se identificaron y validaron la
expresion de genes de F. chiloensis, tales como pectato liasa, poligalacturonasa, endo-
beta-4-1,4-gluconasa, proteinas de factores de respuesta a auxinas, entre otros (Pimentel
y col., 2010). Esto demuestra que la estrategia ha sido satisfactoria. Bioinformaticamente
se pudieron etiquetar genes basados en informacidn de estas SSH, encontrandose asi genes
asociados a distintos procesos, y asociados a hormonas como ABA y auxina; se estudiaron

tres de ellos en esta tesis de magister.



Figu ra: Estados de de;arroll(; del fruto de agarra chiloensis. Se definieron cuatro
estados de maduracion del fruto los cuales se clasificaron segtin las diferencias fisiolgicas
que presentaban: C1: recepticulo verde- aquenio verde; C2: receptaculo verde- aquenio
rojo; C3: receptaculo blanco- aquenio rojo y C4: fruto maduro. Caracterizados por
Figueroa y col., 2008.

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

Las hormonas se sintetizan en la célula a través de diferentes vias metabdlicas generando
una respuesta en la planta a través de receptores y proteinas de respuesta.

De las fitohormonas presentes en el desarrollo del fruto, las auxinas y ABA tendrian
mayor implicancia para el desarrollo de éste, ya que las auxinas estarian reprimiendo la
maduracion en estadios temprano del desarrollo, y en estadios tardios del desarrollo
llevarian al fruto a la madurez (Daminato y col., 2013; Figueroa y col., 2012). ABA estaria
induciendo la maduracién del fruto mediante el metabolismo de azicares y aumento en
los niveles de antocianinas (Jia y col., 2011). Por lo cual, ABA podria ser considerado un
factor de control de maduracion, porque sus niveles aumentan durante el proceso de
maduracioén del fruto (Symons y cols. 2012).

En las librerias SSH antes mencionadas, a través de una busqueda bioinformatica en
nuestro laboratorio, se encontraron tres distintos genes que posiblemente serfan
hormonalmente regulados por ABA o auxina. El primero de estos genes es un putativo

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

descrita en animales y microorganismos (Sturla y col., 2009) y muestra una alta similitud



con un componente procariotico de la proteina lantionin sintasa C (LanC) (Chen & Ellis,
2008). Dentro de la familia génica de los LANCL, el fragmento del gen identificado en
las SSH codifica una proteina que muestra mayor similitud con la proteina humana
LANCL2, por lo cual la denominamos FcLANCL2. La funcionalidad de LANCL2 en
glébulos rojos humanos es unir ABA, el cual ingresa a través del canal Band 3, y la
presencia de ABA intracelular activa a la enzima adenilato ciclasa resultando en un
incremento de [cAMP]; y la subsecuente liberacion de ATP, lo que generaa'fa una respuesta
vasodilatadora (Vigliariolo y col. 2015).

Las proteinas de la familia LANCL2 se caracterizan por poseer en su estructura 7
dominios transmenbrana, dos sitios de unién a zinc y tres sitios activos para la correcta
deprotonacion de la molécula de afinidad y su correcta ciclacion. Todos estos sitios estan
presentes en el producto génico de FeLANCL2, lo cual es un fuerte antecedente para
proponer su funcién como un receptor de ABA en la frutilla. Como este posible receptor
de ABA (FeLANCL2) aln no ha sido descrito en plantas, y ABA es una dec las
fitohormonas que regula la maduracion del fruto, se considerd para el estudio dentro de
esta tesis.

Otra fitohormona descrita en el proceso de maduracion en frutos no climatéricos es la
auxina. Dentro de las librerias SSH, se encontraron dos genes que presentan dominios
conservados de respuesta a auxinas. Uno de ellos es un gen que codificaria para la proteina
reprimida por auxina (ARP), por lo cual denominamos al gen encontrado FcARP. Este
gen se caracteriza por codificar una proteina de bajo peso molecular entre 9 y 15 kda,
poseer dominios reprimidos por auxina y asociados a dormancia (DRM) (Stafstrom y col.,

1998). En otros modelos se ha descrito que este gen juega un rol importante en el



crecimiento y desarrollo de la planta (Lee y col., 2013), correlacionandose negativamente
a la maduracion de frutos (Reddy y col., 1990).

El nivel de expresidn de este gen en Pyrus pyrifolia “pera asiatica”’, PpARP, es inducido
con IAA (Shi y col., 2013). La expresion de ARP de Brassica rapa en Arabidopsis
thaliana reduce el crecimiento del tejido vegetativo y la productividad de semillas, por lo
que se sugiere que BrARP1 podria actuar como regulador negativo en la maduracion (Lee
y col, 2013). Por estas razones, se decidio estudiar la expresion de FCARP durante el

desarrollo de F. chiloensis.

Finalmente, se encontr6é un gen que posiblemente codifica una proteina del tipo SAUR
(Small auxin up-regulated RNAs) que es diferencialmente expresado en las librerias SSH,
al cual denominaremos FeSAUR. Se plantea que la familia de los SAUR son genes de
respuesta primaria a auxinas y estan involucrados en la via de sefializacion de auxinas
(Wu y col., 2013). Los genes de la familia SAUR se caracterizan por poseer un dominio
conservado inducible por auxinas, carecer de introncs, poseer en la regién 3° UTR
elementos DST (Downstream destabilizing) e interesantemente un pequefio numero de
genes SAUR es reprimido por auxina (Ren y col., 2015). La funcion biolégica de estos
genes es muy diversa, pero se asocian principalmente al desarrollo y elongacién de
organos (Spartz y col., 2014).

Es asi que por la implicancia que posee ABA y auxina, jugando éstas un papel antagdnico
en el desarrollo de frutos no climatéricos, las diferentes caracteristicas asociadas a los
genes FcLANCL2, FeARP y FeSAUR, de los cuales no se ha descrito el rol biologico,

funcionalidad o regulacion hormonal en frutos del genero Fragaria, se encontro interesante



identificar estos genes y evaluar su perfil de expresion y su respuesta frente a hormonas
exogenas a lo largo del desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis que ticne un futuro

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

En el fruto de Fragaria chiloensis los genes F LANCL2, FcSAUR y Fi cARP poseen una

expresion diferencial durante €l desarrollo del fruto.

El gen FcLANC 1.2 es regulado por ABA y auxina en el fruto de Fragaria chiloensis 'y

codifica a una proteina que €S receptora de ABA.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar de FcLANCL2, FcARP y FcSAUR genes con posible respuesta hormonal y
evaluacién de su expresion en los distintos estadios del desarrollo del fruto de Fragaria
chiloensis.
Evaluar la respuesta del gen FeLANCL2 en el fruto de F. chiloensis a ABA Y a auxinay
Ja capacidad de su producto génico de ser un receptor de ABA.
5.2 Objetivos especificos
{. Identificar, aislary cuantificar los niveles de expresion de los genes FcLANCL2Z,
FeSAUR y FeARP en el fruto de Fragaria chiloensis.
2. Evaluar la respuesta del gen FeLANCL?2 frente a ABA'Y auxina en el fruto de
Fragaria chiloensis.
3. Evaluar la capacidad de la proteina FeLANCL2 de unir ABA en Saccharomyces

cerevisiae.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material Biolégico

6.1.1. Frutos de Fragaria chiloensis

Los frutos de Fragaria chiloensis fueron colectados en el distrito de Purén IX Region,
durante el mes de diciembre de los afios 2012, 2013 y 2014, en la localizacion 38°
2'31.87"Sy 73° 8'38.75"0. Eligiéndose frutos de los estadios de desarrollo C1, C2,C3 y
C4 (Figueroa y col., 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 coli DH5a para la amplificacion de los vectores de
clonacién pCR8/GW/TOPO y de expresion en levaduras pAG426GPD-ccdB-EGFP. Las

cepas obtenidas se detallan en la Tabla 1.

También se utilizaron las cepas DB3.1 que permiten la expresion de la toxina ccdB en
bacterias, esto para la obtencion de los vectores de expresion para levaduras. Las cepas se

detallan en la Tabla 1.
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Tablal: Cepas de Escherichia coli usadas en el desarrollo de la tesis de magister.

Cepa Genotipo Procedencia
DB3.1 F- gyrA462 endAl ginV44 A(srl-recA) merB mrr | Life
hsdS20(rg-, mg-) aral4 galK2 lacY1l proA2 | Technologies
rpsL20(Sm") xylS Aleu mtll
DB3.1-si-EGFP DB3.1;[pAG426GPD-ccdB-EGFP] Este estudio
DH5a FrendAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR | Life
nupG  ®80d/acZAMI15 = A(lacZYA-argF)U169, | Technologies
hsdR17(rk” mx™), A—
DH5a- DHSa;[pCR8- FELANCL2-ADNCc] Este estudio
FcLANCL2-ADNc
DH5a- DHS50;[pCR8- FeLANCL2-NST] Este estudio
FcLANCL2-NST
DHS5a- DHS5a;[ pAG426GPD- FeLANCL2-NST-EGFP] | Este estudio
FcLANCL2-NST-
EGFP .
DHS5a-FeSAUR- DH5a;[pCR8- FcSAUR-ADNc] Este estudio
ADNc
DH5a-FcSAUR- DH5a;[pCR8- FeSAUR-ADNg] Este estudio
ADNg
DHS5a-ARP-ADNc | DHSo;[pCR8- FcARP-ADNCc] Este estudio
DH5a- ARP- | DH5a;[pCR8- FcARP-ADNg] Este estudio
ADNg

6.1.3. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Como cepa nativa de S. cerevisiae se usé a BY4742 MATa his341 leu240 lys240 ura340

(WT, OpenBioSystem, Tabla 2) la cual fue transformada con los vectores de expresion en

levadura pAG426GPD-FcLANCL2-NST-EGFP y pAG426GPD-ccdB-EGFP. Esto
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permite la evaluacion de la presencia del producto génico y su localizacion subcelular por

medio de microscopia confocal.

Tabla 2: Cepas de Saccharmyces cerevisiae usadas en el desarrollo de la tesis de magister.

Cepa Genotipo Procedencia
WT BY4742 MATa his3A1 leu2A0 | OpenBioSystem,
lys2A0 ura3A0 Hunstville, AL

WT- FcLANCL2- | WT;  [pAG426GPD-FcLANCL2- | Este estudio
NST-EGFP NST-EGFP]
WT-si-EGFP WT: [pAG426GPD-ccdB-EGFP] Este estudio

6.2. METODOS

6.2.1. Extraccion de acidos nucleicos

6.2.1.1. Extraccion de ARN del fruto de Fragaria chiloensis

Se trabajo con los frutos de Fragaria chiloensis en los diferentes estadios de maduracion
Cl, C2, C3 y C4 (Pimente, 2011). Para la extraccion de ARN se pulverizaron 3 frutos de
F. chiloensis con Nz liquido en un mortero. Se tomo | gramo de tejido pulverizado y se
agregaron 15 mL de solucién tampdn de extraccion CTAB (CTAB 2%, PVP 2%, Tris-
HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 25 mM, NaCl 2M y espermidina 0.05%) y b-mercaptoetanol
2%. Se incubd por 15 minutos a 65°C mezclando por inversion. Terminado el tiempo de
incubacion se agregdé 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitd

fuertemente hasta tener un aspecto lechoso. Posteriormente se centrifugé a 7317 x g
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(COMBI 514R) a 4°C por 40 minutos. Terminado el tiempo de centrifugacion se rescatd

el sobrenadante y se agregd ¥ del volumen de LiCl 10 M, y se dejé a 4°C por 12 horas.

Se centrifugd a 7317 x g por 40 minutos a 4°C, elimindndose el sobrenandante y
resuspendiendo el sedimento en 500 pL de solucion tampén SSTE (NaCl 1 M, SDS 0.5%,
Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA pH 8.0 | mM) a 65°C y 500 pL de etanol 70% frio con
agitacion suave. Luego se termind el proceso de extraceion de ARN usando las columnas
de purificacion de kit de extraccion de ARN de EZNA, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las muestras se cuantificaron en el equipo NanoVue a una absorbancia de 260
(A260). La pureza del ARN obtenido se determiné midiendo la absorbancia de 230 (A230)
y 280 (A2s0), valores de maxima absorcion para sales y proteinas, respectivamente. Las

muestras seleccionadas para su posterior uso fueron las que tenian valores entre 1.8 y 2.2

al calcular el cociente entre Azso/A230 y A2s0/Az2s0. Las muestras se almacenaron a -80°C.
6.2.1.2, Extraccion de ADN genémico de Fragaria chiloensis

Se empled el método de Doyle and Doyle (1990) para la extraccion de ADN gendmico
desde los frutos de Fragaria chiloensis. Para esto se empled 1 g de tejido molido con N2
el cual se incub6 con 15 mL de solucion tampén CTAB (CTAB 2%, PVP 2%, Tris-HCI
pH 8.0 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 2M y espermidina 0.05%) y b-mercaptoetanol 2%.
Se incubd por 15 minutos a 65°C mezclando por inversion. Terminado el tiempo de
incubacion se agregd 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agit6 hasta
tener un aspecto lechoso. Posteriormente se centrifugd a 7315 x g (COMBI 514R) a 4°C

por 40 minutos y se rescatd el sobrenadante. Se transfiri6 a tubos de 1.5 mL y se afiadio
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0.08 volimenes de acetato de amonio 7.5 M frio y 0.54 volimenes de isopropanol frio, se
mezcl6 bien y se dejé incubando a -20°C por | hora. Luego se centrifugd por 3 minutos y
se descartd el sobrenadante. Se lavo con 700 uL de etanol 70% frio y se centrifugd a
14.000 x g por 3 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se agregd 700 pL de etanol 95%
frio y se volvid a centrifugar a 14.000 x g por 3 minutos. Se descarté el sobrenadante y se
dejo secar el sedimento. Luego se agregd 100 pL de agua libre de nucleasas. Se cuantificd

el ADN en el equipo NanoVue (Seccion 6.2.1.1) y se almaceno a -20°C.

6.2.1.3. Extraccion de ADN plasmidial de Escherichia coli

Para la extracciéon de ADN plasmidial de las cepas de E. coli transformantes se procedio
a crecer las colonias en medio LB liquido (triptona 1.0%, extracto de levadura 0.5% y
NaCl 1.0%) con el antibidtico de seleccion, espectinomicina (100 pg/mL) o ampicilina
(200 ng/mL) por al menos 16 horas. El cultivo se centrifugd por 10 segundos a 10.000 x
g, descartdndose el sobrenadante. Luego se agregoé 300 pL de solucion amortiguadora
TENS (TRIS-HCI pH 7.5 10 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, NaOH 0.1 M y SDS 0.5%) y se
agitd fuertemente por 2 segundos. Luego se agregd 150 pL de acetato de potasio pH 4.3
3 M. Las muestras se centrifugaron por 2 minutos a 10.000 x g, sedimentandose el ADN
cromosomico y residuos celulares. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se
agregd 900 pL de etanol 100% a temperatura ambiente. Posterior a esto se centrifugd por
2 minutos a 1.000 x g, se descartd el sobrenadante y se lavd el sedimento 2 veces con |
mL de etanol 80% previamente enfriado (-20°C). Por tultimo se dejo secar el ADN

plasmidial a temperatura ambiente y se resuspendio en agua libre de nucleasas.
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Para las muestras con que se realizaron digestiones enzimaticas o que fueron enviadas a
secuenciar se realizaron miniprep usando el kit EZZ.N.A Plasmid DNA Mini Kit I
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantificé las concentraciones del ADN

mediante el equipo NanoVue, a una absorbancia de 260 (A2¢0).
6.2.2. Cultivo y transformacion de Escherichia coli
6.2.2.1. Condiciones de cultivo Escherichia coli

Las células de E. coli se cultivaron en medio LB liquido (triptona 1.0%, extracto de
levadura 0.5% y NaCl 1.0%), con el antibidtico de seleccion correspondiente, a una
temperatura de 37°C en agitacion constante. Para obtener el LB so6lido se suplemento el

medio liquido con 1.5% de agar.
6.2.2.2. Obtencion de Escherichia coli quimiocompetente.

Para la obtencién de células de E. coli quimiocompetentes se partié con un stock de
bacterias DH5a el cual se inocul6 en un volumen de 15 ml de medio LB y se dej6 16 horas
agitando a 37°C. Se inoculé 1 ml de este cultivo en 250 ml de LB y se dejaron crecer a
28°C hasta alcanzar la DOgoo de 0.3. Luego se centrifugaron a 3.000 x g por 10 minutos a
4°C, se descartd el sobrenadante y se agreg6 5 ml de solucién tampén CCMB80 (C2H3KO2
pH7 10mM, CaCl2.2H20 80 mM, MnCl2.4H20 20 mM, MgCl2.6H20 10 mM y glicerol
10%) para resuspender suavemente las células y luego se completd con la solucidn
CCMB80 hasta 20 ml. Se incubd en hielo por 20 minutos y luego se centrifugd a 2.000 x
g por 8 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 5

m] de solucién CCMBS80, se midio la DOgoo de una mezcla de 200 pL de células

17



resuspendidas y 800 pL de LB. Se agregd CCMB80 a las células resuspendidas hasta
alcanzar una DOgpo entre 1 v 1.5. Se incubaron por 20 minutos en hielo y se alicuotaron
100 pL en tubos de 1.5 mL estériles y frios. La suspension de E. coli quimiocompetente

se almaceno a -80°C.
6.2.2.3. Transformacion de Escherichia coli.

Las células de FE. coli quimiocompetentes preparadas en la Seccion 6.2.2.2 se
transformaron con ADN plasmidial mediante con un golpe térmico. Esto se realizé
agregando la ligacion del gen con el vector de interés a 100 pL de células
quimiocompetentes de E. coli. Se dejé incubar por 30 minutos en hielo, para luego
proceder a dar un golpe térmico a 42°C por 45 segundos y de inmediato se colocd en hielo:
de esta manera el vector ingresa a las células de E. coli. Luego se agregd 500 pL de medio
LB y se dejo crecer a 37°C por 1 hora en agitacién constante. Luego se sembrd en placas
con LB solido suplementado con el antibidtico de seleccién, segiun corresponda
(espectinomicina 100 pg/mL o ampicilina 200 pg/mL). Luego de 16 horas se observo la
presencia de colonias resistentes al antibi6tico, las cuales luego fueron analizadas para

confirmar la presencia del plasmidio y sus caracteristicas.

E. coli se transformé con el vector de clonacion pCR8/GW/TOPOS, que permite obtener

multiples copias del fragmento que se ligd al vector.

También se transformd con pAG426-GPD-cedB-EGFP, vector que permite generar
proteinas de fusion en levaduras. Este vector estd disefiado para generar proteinas de

fusién con la proteina EGFP en el carboxilo terminal de la proteina de interés. Tanto el
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vector pCR8-FeLANCL2-NST como pAG426-GPD-ccdB-EGFP son de la tecnologia
Gateway por lo que se procedio a recombinar ambos vectores. Con la reaccion producto
de la recombinacion se transform¢ E. coli quimiocompetente (Seccion 6.2.2.3.), usando
como antibidtico de seleccion ampicilina 200 pg/mL. Las colonias se dejaron crecer por
16 horas a 37°C. De las colonias obtenidas se seleccionaron 10, se extrajo el ADN
plasmidial (Seccion 6.2.1.3.) y se realizaron ensayos con enzimas de restriccion (Tabla 8).
Para pAG426-GPD-ccdB-EGFP, se empled EcoRI que genera fragmentos de 6877 pb y
1274pb y Ncol que genera fragmentos de 4796 pb y 3352 pb (Figura 18.A). Para pAG426-
GPD-FcLANCL2-EGFP, se empled Xhol que lineariza el vector y da un fragmento de
9031 pb, y Sspl que genera fragmentos de 992 pb, 1177 pb, 1670 pb, 2362 pb y 2630pb.
Ademas la doble digestion de Xhol y Sspl que genera los fragmentos 730 pb, 940 pb, 992

pb, 1177 pb, 2362 pb y 2630 pb (Figura 18. B):
6.2.3. Cultivo y transformacion de Saccharomyces cerevisiae
6.2.3.1. Condiciones de cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Las cepas silvestres de S. cerevisiae se cultivaron en medio YPD (extracto de levadura
1%, peptona 2%, dextrosa 2% y agar 2% en caso de YPD sélido), y las cepas
transformantes en YMM (YNB 0.167%, (NH4)2S04 0.501%, glucosa 2%, mezcla de
aminodcidos 1 (Tabla 3) 0.07%, mezcla de aminodacidos 2 (Tabla3) 0.045% y agar 1.5%

para YMM so6lido) a una temperatura de 30°C con agitacion constante.
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Tabla 3: Composicion de la mezela de aminoacidos usados. Cada mezcla contiene 1gr de

cada aminoacido indicado.

Mezcla de Aminoacidos | Mezcla de Aminodcidos
1 2
Alanina Acido aspértico
Arginina Histidina
Cisteina Isoleucina
Leucina Metionina
Lisina Fenilalanina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Tirosina
Valina
6.2.3.2. Obtencion de Saccharomyces cerevisiae quimiocompetente

Las células de S. cerevisiae quimiocompetentes se obtuvieron mediante la modificacion
del protocolo descrito por Gietz y Woods, 2002. Para esto se inoculd una colonia de
levadura BY4742 proveniente de una placa en 15 mL de YPD liquido. Se incubé a 30°C
hasta una DOgpo de 1. Estos 15 mL se inocularon en un cultivo de 300 mL de medio YPD,
y se crecid a 30°C hasta una DOgoo de 0.2 a 0.3. Luego se centrifugd a 1.000 x g por 10
minutos a 4°C, y el sedimento obtenido se lavd 2 veces con agua destilada estéril fria
centrifugando a 1.000 x g por 10 minutos. Por tltimo se resuspendio el sedimento en 1.5

ml de solucion de acetato de litio 100mM en TE pH7. De esta forma se obtuvieron las
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levaduras competentes, las cuales se mantuvieron en hielo y se procedio a la

transformacion.

6.2.3.3. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

Para la transformacion de S. cerevisiae se uso | pg del plasmidio, 100 pg de ADN de
espermio de salmon denaturado a 100°C por 10 minutos y 100 pL de S. cerevisiae
quimiocompetentes (Seccion 6.2.3.2), las cuales se mezclaron invirtiendo el tubo. A esto
se agregd 600 pL de solucion de polietilenglicol con acetato de litio (Acetato de litio
100mM, TE pH 7.5 y polietilenglicol 3350 40%) preparada al momento de usar y
esterilizada por filtracion. Esto se agité vigorosamente y se dejo incubando por 30 minutos
a 30°C con agitacion constante. Luego se agregd 70 pL de DMSO 100% estéril,
invirtiendo el tubo para mezclar y se enfrid en hielo por 10 minutos. Se incub6 a 42°C por
15 minutos, y luego rapidamente se enfrié en hielo por 5 minutos. Se centrifugd 5
segundos a 10.000 x g y se retiré el sobrenadante. El sedimento de levaduras se
resuspendié en I mL de YMM y se incubd 16 horas a 30°C en agitacién constante. Se
sembré 100 pL de la suspension de levaduras en placas con YMM sélido y se incubaron

a 30°C. Luego de 2 o 3 dias se evaluaron las colonias transformantes.

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

La electroforesis de ADN se realizd en geles de agarosa (SeaKem® Le Agarose- Lonza)
Este gel fue preparado en solucion tampén TAE (acido acético 0.1142%, Tris-HCI 40 mM
y EDTA pH 8.0 2 mM). Las muestras se cargaron en el gel con tampdn de carga (azul de

bromofenol 0.25% y glicerol 30%). La electroforesis se realizd a un voltaje constante de
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90V por 40 min para los productos de PCR y 90 min para las digestiones enzimdticas. El
ADN se tifié con bromuro de etidio (0.5 ug/mL) y se visualizé en un transiluminador de

luz ultravioleta (GeneGenius Clasic, SynGene) a una exposicion de 200 ms.

La purificacién de bandas de ADN en gel de agarosa se realizd 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 prepard un gel de 1.5% de agarosa con solucion tampén MOPS (MOPS 400 mM,
acetato de sodio100 mM, EDTA 10 mM) y formaldehido en solucién 3%. Se denaturd
Tpg en ARN a 80°C por 10 minutos junto a la solucion de carga (formamida desionizada
62.5%, formaldehide 1.14 M, azul de bromofenol 200 pg/ml. xilen cianol 200 pg/ml y
bromuro de etidio 50 pg/ml en MOPS-EDTA-acetato de sodio 1.25%) y luego se cargaron
las muestras en el gel. La electroforesis se realizd en solucion MOPS a 70V por 40
minutos. El gel se visualizd en un transiluminador de luz ultravioleta (GeneGenius
Classic, SynGene) a una exposicion de 200ms. En el gel se observaron las bandas

correspondientes a 28S y 18S.
6.2.6. Sintesis de ADN complementario desde ARN de Fragaria chiloensis

Las muestras de ARN obtenidas con optima calidad segin la seccién 6.2.1.1 fueron
tratadas con DNAsa para eliminar posibles remanentes de ADN gendmico. Cada reaccion
se realizd con 5 pg de ARN total en un volumen de reaccion de 15 pL en agua libre de
nucleasas. El tratamiento con DNAsa tenia una concentracion final de 1 X Tampdn

DNAsa [ (Ambion) con MgClz; 1 U DNAsa | (Ambion); 1,2 U de inhibidor de RNasa
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RiboLock™ (Fermentas). La mezcla se incub¢ durante 2 horas a 37°C e inmediatamente
se procedid a inactivar la enzima con EDTA 1 mM a 65°C por 10 minutos y 75°C por 5

minutos.

Para la sintesis de ADNc se utilizé el sistema ImProm-11® Reverse Transcription de
Promega. Se mezcld 2 pg de ARN libre de ADN con 0.3 pM de partidor antisentido Oligo-
AP. Esto se incub6 por 30 minutos a 70°C, y luego se agregd el mix para la transcripcion
reversa a una concentracion final de: 1X tampén ImProm-IT%, MgCla 10 mM, dNTPs 0.8
mM, inhibidor de RNasa RiboLock 1,5 U y agua libre de nucleasa para un volumen final
de 19 pL. Finalmente, se afiadié 1 pL de la enzima Transcriptasa Reversa a cada tubo. El
programa que se uso para la transcripcion reversa fue: 5 min a 25°C, 90 min a 42°C, 15

min a 70°C y 15 min a 4°C. El producto de la sintesis de ADNc se almaceno a -20°C

Se confirmé la calidad del ADNc obtenido mediante la amplificacion por PCR de FcANS
(1174 pb), gen que codifica para antocianidin sintasa, utilizando partidores especificos y
el programa detallado en la Tabla 4 y 5. Confirmada la integridad del ADNc éste quedd

disponible para PCR cuantitativo en tiempo real.
6.2.7. Disefio de partidores para amplificar los genes de interés.

Los partidores que se usaron en el desarrollo de esta tesis para obtener la secuencia de
ADN genomica y el marco de lectura abierto de los genes en estudio, fueron disefiados
basdndose en la secuencia del genoma de Fragaria vesca, tomando desde el ATG inicial
hasta el codén de término del marco de lectura abierto del gen. Los partidores de qRT-

PCR fueron disefiados haciendo uso del programa GenScript (http://www.genscript.com).
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Para el disefio de los partidores se tuvieron en cuenta pardmetros como temperatura media

de uni6n del partidor (60°C) y porcentaje de guaninas y citocinas (entre 40% y 60%).

Para la obtencién de las versiones del marco de lectura abierto de los genes en estudio sin
el coddon de término (TGA, TAA o TAG), éste se reemplazd, en el partidor
correspondiente, por un coddn que codifique para un aminoédcido radical pequefio (glicina
o serina) y no cargado. De esta manera se permitird expresar las proteinas de fusion

evitando alteraciones en su conformacion.

Los partidores disefiados fueron los siguientes:

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

Nombre Secuencia 5’2 3° Observaciones

FcLANCL2f ATGCCGGATTTCGTTGAAGA Amplifica el marco de lectura
abierto del gen FelANCL2 Para
la secuencia de ADN

FecLANCL2r CAAGACAGAACAAGGTTCAG g
complementario da un largo de
1185 pb.

qFcLANCL2f GAAGGATGCATGGAGGTGAT Partidores usados para qRT-

PCR, que amplifican un
fragmento de 86 pb dentro del
marco de lectura abierto del gen
FelLANCL2

gFcLANCLZ2r TGGGTCAGTCATGTCCAGAA

Partidor reverso usado para
obtener la secuencia de
FelLANCLZ2 sin el coddn de
término.

FeLANCL2-nst | TCCAAGTTCATAACCAGGAAACC

FcARPf ATGCTCAGGAAGGTCCCTCA Amplifica el marco de lectura

abierto del gen FcARP. Usado
para la version de ADN
gendmica (568pb) y ADN
complementario (26 1pb).

FcARPr GCTAGCTTGTCACCTTAACG

qFcARPT AGACGAGGAGCAAGCATCAT Partidores usados para qRT-
PCR., que amplifican un
fragmento de 118 pb dentro del
marco de lectura abierto del gen
FeARP.

qFcARPr AACCAACAACGTGGCATACA
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Partidor reverso usado para

FcARP-nst TCCACGATGATGCTTGCTCC obtener la secuencia de FeARP
sin el coddn de término.
FeSAURF ATGGCGAAAGGTGGAAAGCT Amplifica el marco de lectura
abierto del gen FcARP. Usado
FeSAURr GATCAGCAAGCGTAGAACTC gz;z;sizzrfﬁj‘;;?i%
complementario (374pb).
qFcSAURF GACGACGACGACTCAATCAA Partidores usados para gRT-
PCR, que amplifican un
qFcSAURT TCTCGATCAGCAAGCGTAGA fragmento de 132pb dentro del
marco de lectura abierto del gen
FeSAUR.
Partidor reverso usado para
FcSAUR-nst GAGCAAGCGTAGAACTCGAC obtener la secuencia de FeSAUR
sin el codoén de término.
FcANST ATGGTGACTGCTGCATCCG Amplifica el marco de lectura
abierto del gen FcANS. Usado
FCANSF CAGCGCTTGATTGATGAAGCAGCTA biré 13 vertida d ADN
gen6mica (1174pb) y ADN
complementario (1248 pb).
gFcNCEDf GTTCAAGCTGCAGGAGATGA Partidores usados para qRT-
PCR, que amplitican un
qFecNCEDr GGCGACTCAACCCAGATTAT fragmento de 126 pb del gen
FyNCED (LOC101315210).
qFcARF2f AAGTCTACTGCACGACCAGC Partidores usados para gRT-
PCR, que amplifican un
qFcARF2r CCCGAGGGCATCCAGTTATC fragmento de 92 pb del gen
I'vARF2 (LOC101312532).
gqFcRIB413f ACCGTTGATTCGCACAATTGGTCATCG Partidores usados para qRT-
PCR, que amplifican para el gen
qFcRIB413r TACTGCGGGTCGGCAATCGGACG “aRIB413 (gene33863) un
fragmento de 149 pb.
qFcGAPDHIT TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG Partidores usados para qRT-
PCR, que amplifican un
qFcGAPDHIr AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG fragmento de 121 pb del gen
FaGAPDHI(genel8492).
gFcGAPDH2f CCCAAGTAAGGATGCCCCCATGTTCG Partidores usados para qRT-
PCR, que amplifican un
qFcGAPDH2r ZTGGCAAGGGGAGCAAGACAGTTGGTA fragmento de 117 pb del gen
FaGAPDH2(gene07104).
MI13F GTAAAACGACGGCCAGT Partidores universales que
} amplifican en el vector
MI3R AACAGCTATGACCATG pCRS/GW/TOPO.
EGFP-F CGTAAACGGCCACAAGTTCA Amplifica un fragmento de 411
EGFP-R TTCTGCTTGTCGGCCATGAT pb de la secuencia que codifica a
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-

la proteina fluorescente
verde(GFP).

6.2.8. Amplificacion del marco de lectura abierto mediante PCR.

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

Herculase IT Fusion DNA Polymerase, Agilent Technologies, Inc. Cada reaccion tuvo una

concentracion final de: tampdn de polimerasa 1X, MgCl 1.5 mM, dNTP 200 uM, 250 nM

de partidores en sentido y antisentido y ADN 10 ng. Se emplearon los programas que se

detallan en la Tabla 5. Terminado el programa de PCR se sometid a electroforesis los

amplificados en un gel de agarosa al 1.5% segin la seccién 6.2.4.

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

esta tesis.

Programa de PCR para FedXNS, Programa de PCR  para  FeSADR,
FeLANCL2 ¥y MI3 FeARP y EGFP
Ciclo | Paso Temp (“C) Tiempo Ciclo | Paso Temp (“C) Tiempo
1 1 95 10° 1 1 95 5
35 2 95 45 35 2 G5 45
3 55 45 3 55 45
4 72 17307 4 72 457
1 5 72 7 1 5 T2 7
1 6 10 vel 1 6 10 @
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6.2.9. Clonacion de genes en estudio en vectores de clonamiento utilizando la

tecnologia Gateway.

Para la clonacién del marco de lectura abierto y la secuencia de ADN genémico de los
genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR, se realizd electroforesis del producto de la
amplificacién del gen por PCR y se purificé la banda obtenida segiin la seccion 6.2.4. Este
producto se adenild, agregandole dATP 1 uM por 30 minutos a 70°C, y se ligé al vector
de clonacién pCR8/GW/TOPO, agregando 150 ng de la secuencia de interés a 0.5 ng del
vector linealizado, NaCl 200 mM y MgCla 10 mM. Esto se dejé incubar por 16 horas a
4°C. Para aislar el vector que incorpord el inserto correctamente, se transformo con esta
reaccién células quimiocompetentes de E. coli, segin la seccion 6.2.2.3. Al dia siguiente
se observaron colonias resistentes al antibiotico de seleccion, espectinomicina 100 pg/mL

o ampicilina 200 pg/mL.

Para verificar que la clonacidn haya sido satisfactoria se procedid a verificar la presencia
del gen de interés en el vector. Para esto se extrajo el ADN plasmidial (Seccion 6.2.1.3.)
y se realizd PCR con partidores especificos para el gen siguiendo el protocolo de la seccion

6.2.8.

La direccionalidad del inserto se verificé mediante ensayos con enzimas de restriccion.
Cada reaccion tuvo una concentracién final de 1U de enzima, 100ng de plasmidio y 1X

tampén de enzima. Esta reaccion se incubd a 37°C por 18 horas. Los productos de esta

27



digestién enzimatica fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90V

por 90 min.
6.2.10. Secuenciacion de genes en estudio y analisis de resultados.

Los plasmidios que incorporaron correctamente el gen se enviaron a secuenciar a
Macrogen USA Corp, usando partidores universales M13 que se encuentran en el vector
pCR8/GW/TOPO. Se enviaron de 1 a 3 clones para cada gen en sus distintas versiones

(ADN complementario y gendmico).

Los resultados obtenidos de la secuenciacién fueron analizados bioinformaticamente con
el programa BicEdit. También se compararon las secuencias provenientes de ADN
complementario con las del ADN gendmico, encontrandose las regiones no codificantes
o intrénicas. Con las secuencias provenientes del ADN complementario se realizé BlastN
y BlastP en http://www.ncbi.nlm.nih.gov. y se realizé un drbol de semejanza con otras

secuencias que presentaran alta identidad.
6.2.11. Expresion de FeLANCL2 en Saccharomyces cerevisiae

6.2.11:1. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae con pGPDFcLANCL2-

EGFP

Con el fin de poder expresar la proteina codificada por el gen FcLANCL?2 se recombind,
mediante la tecnologia Gateway, el gen en sentido desde el vector de entrada

(pCR8/GW/TOPO) en el vector de destino para expresion de proteinas en levaduras



(pAG426-GPD-ccdB-EGFP). Para esto se uso 100 ng del vector de entrada, 200 ng del
vector de destino y 1 uL del LR Clonase ® Invitrogen. Se incubd por 3 horas a 26°C y se
finalizo la reaccion agregando 5 uM de Proteinasa K a 37°C por 10 minutos, para inactivar

la reaccion.

pAG426GDP-ccd- EGFP

attR1 attR2

pAG426GDP-FCcLANC-LIKEZ- EGFP

5 3

attBl attB2

Figura 4: Construcciones obtenidas para los vectores de expresion de proteinas en
levaduras.

Luego de la recombinacion se transformaron células de E. coli siguiendo la metodologia
detallada en la seccién 6.2.2.3. Se usd ampicilina (200 pug/mL) como antibidtico de
seleccion y se crecieron en medio LB sélido. A las colonias de E. coli obtenidas se les
extrajo ADN plasmidial (Seccion 6.2.1.3) y se analiz6 mediante PCR la presencia del gen

FeLANCL2 y EGFP (Seccion 6.2.8).

De las colonias de £. coli que hayan presentado el inserto en sentido luego de 1a clonacion

con el producto de la recombinacion, se purificd el ADN plasmidial (Seccion 6.2.1.3) y
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se procedid a transformar S. cerevisiae quimiocompetente segun lo descrito en la Seccion
6.2.3.3, con el pldsmido con el gen inserto (pAG426-FCLANCL2-EGFP) y sin el gen
inserto (pAG426-ccdB- EGFP). Esto con el fin de poder usarlo como control negativo en
todos los ensayos, ya que la cepa de levadura usada (BY4742) es seleccionada mediante
la auxotrofia de ésta al amino 4cido Uracilo (Pronk y col., 2002). Este control negativo
también fue usado en los experimentos con ABA exdgeno. Las células de S. cerevisiae
se crecieron en medio YMM sélido y luego de 2 dias se observaron colonias, las cuales se

analizaron molecularmente.

6.2.11.2. Analisis de localizacion subcelular de la proteina FeLANCL2-EGFP

en S. cerevisiae.

Las levaduras que se transformaron con el plasmido pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP y
pAG426-GPD-ccdB-EGFP fueron observadas al microscopio confocal Zeiss LMS 710.
Para esto crecieron las colonias a analizar en medio YMM liquido por 24 horas, y se
cargaron 5 pL. de éste en un portaobjetos. Las levaduras fueron excitadas por un laser de
488 nm de longitud de onda. La emisidn de la fluorescencia de GFP fue capturada de 505
a 530 nm de longitud de onda. Este experimento se realizd 3 veces para cada colonia

transformante seleccionada.

6.2.11.3. Tincién con el marcador vacuolar FM4-64.
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La tinciéon con FM4-64 permite marcar las membranas celulares involucradas en la
endocitosis, y en tiempos largos de incubacion marca la membrana vacuolar (Baggett y
col., 2003). Las levaduras transformadas con pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP vy
pAG426-GPD-ccdB-EGFP fueron crecidas por 24 horas en medio YMM liquido con 3uM
FM4-64, con agitacion constante a 30°C. 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 longitud de onda para EGFP. En tanto la captura de la
emision fue de 505 a 530 nm para EGFP y de 560 y mayores para FM4-64. Este

experimento se realizé 3 veces para cada colonia transformante.

6.2.11.4. Deteccion de proteinas mediante Western Blot

6.2.11.4.1.  Extraccion de proteinas totales de células de Saccharomyces cerevisiae.

Se cultivaron las levaduras en medio YMM liquido hasta la fase exponencial (DOxso0 =3)
y se sedimento a 3.000 x g por 10 min a 4°C y se lavé con una solucion de azida de sodio
(NaN3 10 mM). Luego se trataron las células con una solucion de lisis en razén de 200mg
de células sedimentadas por ml de solucion de lisis, compuesta por CelLytic Y(Yeast Cell
Lisis/Extraction reagent, Sigma), bolitas de vidrio de 425-600 um (Sigma), DTT 7mM e
inhibidores de proteasas 1X final (Complete protease inhibitor cocktail tablets, Roche).
Las levaduras incubadas en esta solucién se mantuvieron en hielo, y se agitaron
vigorosamente con el equipo Mini-Beadbeater-16 (Bio Spec Product Inc.) por 30

segundos y después 30 segundos en hielo. Esto se repitio por 15 ciclos. Posteriormente a
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esto se centrifugd a 14.000 xg por 10 minutos a 4°C. Se colectd el sobrenadante que es
donde se encuentran las proteinas. Las proteinas se cuantificaron segin el método de

Bradford.

6.2.11.4.2.  Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida para identificar las proteinas extraidas
desde las levaduras. Estos geles estaban compuestos por un gel separador de
poliacrilamida al 10% (Tris-HCI pH 8.8 375 mM, acrilamida-bis-acrilamida 10%, SDS
0.1%, APS 0.1% y TEMED 0.06%), el cual se dejé polimerizar entre dos placas de vidrio
con 1 mm de separacion, y se agregd agua para evitar la formacion de burbujas. Luego se
retird el agua y se agrego el gel concentrador al 5% (Tris-HCI pH6.8 125 mM, acrilamida-
bis-acrilamida 4%, SDS 0.1%, APS 0.1% y TEMED 0.06%). Durante todo el proceso se
evitd la formacion de burbujas. Los volimenes de carga se prepararon mezcldndolos
extractos proteicos de cada muestra con solucion de carga 5x( Tris-HCIl pH8 60mM,
glicerol 25%. SDS 2%, B-mercaptoetancl 28.8mM, azul de bromofenol 0.1%). Esta
mezcla se incubd a 70°C por 15 minutos, con ¢l objetivo de denaturar las proteinas. Se
usaron esténdares de peso molecular para proteinas pre-tefiidos (PageRuler Prestained
Protein Ladder, Fermentas) y regular (PageRuler Unstained Protein Ladder, Fermentas).
La clectroforesis se realizé en solucion de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y
SDS 0.1%p/v) a un voltaje constante de 70V por 30 minutos y luego se aumento el voltaje

a 100V por 2 horas.
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Para visualizar el patron de bandas de proteina, el gel se sumergio en solucién de fijado
(metanol 50% y dcido acético glacial 10%) por 30 minutos a temperatura ambiente con
agitacion constante. Luego se cubrié con solucion de tefiido (metanol 50%, acido acético
glacial 10% y azul de Comassie 0.1%) y se dejé a temperatura ambiente en agitacion
constante por al menos 2 horas. Luego se agregd la solucion de desteiiido (metanol 40%
y acido acético glacial 10%) hasta que el fondo del gel esté totalmente destefiido y se

aprecien las bandas de proteinas.



6.2.11.4.3. Western Blot en membrana de nitrocelulosa

Un gel obtenido segin la seccion 6.2.11.4.2. se cubrié con solucién tampén de
transferencia Bjerrum/Schafer-Nielsen (Tris-HCI 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.0375%
y Metanol 20%) por 10 minutos en agitacion constante. Luego se traspasé a una membrana
de nitrocelulosa mediante transferencia semiseca, a un voltaje constante de 15V por 15

minutos.

Para verificar que las proteinas se hayan transferido correctamente, al terminar la
transferencia, la membrana se tifid con rojo de Ponceau (Ponceau S 0.2%, acido
tricloroacético 30% y acido sulfosalicilico 30%) por | minuto y luego se enjuagd con agua

bidestilada hasta que toda la tincion haya sido removida.

La membrana se incubd por 1 hora a temperatura ambiente con solucién de bloqueo
compuesta por TBS-T (Tris-HCI 20 mM, NaCl pH 8.0 150 mM y Tween-20 0.05%)

suplementado con leche 5%. Luego se enjuagd la membrana por 5 segundos con TBS-T.

La membrana se incub6 con el anticuerpo primario anti ¢GFP producido en ratén (Thermo
Scientific) en la dilucion de 1:5000 en soluciéon TBS-T con leche al 1%. Esto se incub6
por 2 horas a temperatura ambiente y luego la membrana se lavo 3 veces por 10 minutos,
cada vez, en solucién TBS-T. Como anticuerpo secundario se usé anti-mouse-IgG
Peroxidase (Invitrogen) en la dilucion de 1:10000 en solucién TBS-T con leche al 1%. Se
dej6 incubando la membrana por 2 horas a temperatura ambiente y se enjuago 3 veces por

10 minutos cada vez con solucion TBS-T.
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La membrana de nitrocelulosa se reveld usando el kit SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Life Technologies) y se usaron placas radiograficas
Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare Life Sciences) para capturar la emision
obtenida por el sustrato quimioluminiscente. Se dejé 1 minuto la placa radiografica sobre
la membrana de nitrocelulosa. Luego la placa radiogréafica se sumergié por 1 minuto en
solucién de revelado, se enjuagd en agua y se sumergié en la solucién de fijado,

enjuagindose con agua nuevamente. Terminado esto, la placa radiografica se dejo

estilando.
6.2.12 Ensayos de union
6.2.12. 1. Obtencion de esferoplastos de Saccharomyces cerevisiae.

Los esferoplastos son células de levadura a las cuales se les ha removido la pared celular.
Para obtener esferoplastos se crecieron en medio YMM liquido cultivos de levaduras
transformadas con los plasmidios pAG426-GPD—FcLANCL2-EGFP y pAG426-GPD-
ccdB-EGFP hasta que se alcanzaron la fase exponencial (DOyso0 =3). Se centrifugd por
10 minutos a 4 000 RPM en la centrifuga Sorvall™. Las células sedimentadas se
resuspendieron en azida de sodio (NaN3y 10 mM y se volvio a centrifugar por 10 minutos
a4000 RPM. Se resuspendid en un volumen pequefio de azida de sodio 10mM, y se agrego
el mismo volumen de solucion tampoén de esferoplastos 2X (Sorbitol 2.8 M, fosfato de
potasio pH7.5 0.1 M y Azida de sodio 10 mM), 200 pL P-mercaptoetanol y 0.6

unidades/mL de Zymoliase® 100T (Seikagaku Corporation). Se incubé a 37°C con
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agitacion suave. Los esferoplastos son fragiles osmoticamente y se lisan si se transfieren
a una solucion hipoténica. Usando este principio se verifico periddicamente la efectividad
del tratamiento con Zymoliase evaluando la lisis celular al agregar 10 pL. de la suspension
en 1 ml de agua y cuantificar DOxgoo. Esto hasta que la DO 600 obtenida sea la mitad a la
inicial. Las células se centrifugaron a 4.000 RPM por 10 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se resuspendi6 en 20 ml de solucion tampoén de membrana (Sorbitol 0.8M,
EDTA ImM y trietanolamina/dcido acético pH 7.1 10mM) suplementado con fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) ImM. Se cuantificé la cantidad de proteinas mediante el

método de Bradford, y se almacenaron a 4°C.
6.2.12.2. Ensayo de union de [*HJ-ABA a esferoplastos

Para determinar si la proteina FCLANCL2-EGFP une ABA se procedié a incubar los
esferoplastos (seccién 6.2.12.1) con [*H]-ABA (DL-CIS, TRANS-[G-*H]-ABA (Perkin
Elmer), y asi cuantificar la unién a esta hormona que haya ocurrido en las levaduras
transformadas con los plasmidios pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP y pAG426-GPD-

ccdB-EGFP.

Para esto se empled 500 pg de proteina de esferoplastos de cada una de levaduras
transformadas con los plasmidios pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP y pAGﬁZG-GPD-
ccdB-EGFP, los cuales se incubaron por 30 minutos a 25°C en la solucién tampén de
unién (Tris-HCl pH7.3 25 mM, sacarosa 250 mM, MgCly 5 mM, CaCl; 1 mM)

suplementada con [*H]-ABA 0.2 uCi (Perkin Elmer) y tritén 0.1%. El control negativo
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en que levaduras sin transformar fueran incubadas con ABA, no se usé ya que no hay
referencias de que el gen FCLANCL2 se haya encontrado en levaduras. Ademas se usaron
dos concentraciones de (£)ABA 100 nM y 1 uM, para evaluar la eficiencia de la proteina
al unir ABA. Terminado el tiempo de incubacion, se filtré6 en membranas MF-Millipore,
de ésteres mezclados de celulosa, hidrofila, con un poro de 0,45 pm de didmetro
(Millipore), las cuales se secaron en oscuridad y luego se agrego el liquido de centelleo
Ecoscint ORIGINAL (National Diagnostics). Los centellos debido a la radioactividad
fueron cuantificados en el equipo Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer. Se

realizo 1 réplica bioldgicas 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 solucién tampdn A (4cido citrico 0.06 M, NaxHPO4
0.074 M, DMSO 2% y DTT 5 mM, pH4.5) en condicién control y para los tratamientos
hormonales esta solucion se suplementé con ABA ImM o NAA 1mM, segin Opazo y

col., 201 3.

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
bioldgicas, las cuales estaban compuestas de 3 frutos cada una. Estos frutos fueron
sumergidos por 10 minutos en la solucién tampon A (Opazo y col., 2013), con la hormona
o sin ella segun corresponda. Terminado este tiempo, los frutos se sacaron y se tomo un

primer tiempo To y se congelaron con N2 liquido y se almacenaron a -80°C. Los demds
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frutos fueron congelados y almacenados a 30 minutos, 1 horay 12 horas luego del término

de la aplicacién hormonal, determinéndose asf los tiempos T1, T2y Ts.

Se extrajo ARN de estos frutos (Seccion 6.2.1.1.) y se realizo electroforesis en gel de
agarosa denaturante para verificar la integridad de éstas (Seccion 6.2.5.). Se visualizaron
dos bandas definidas correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 188, con lo cual se
infiere la integridad del ARN mensajero. Observada la integridad de ARN se procedié a
tratarlo con DNAsas para evitar posibles contaminaciones con ADN gendémico que
pudiera interferir posteriormente. Para verificar que se haya eliminado el ADN se

amplificé el gen FcANS mediante PCR, usando el ARN libre de DNAsas como templado.

6.2.14. Evaluacion de niveles de transcrito mediante PCR cuantitativo en

tiempo real (qRT-PCR) de los genes en estudio.

Para evaluar la acumulacion del transcrito de los diferentes genes presente en el fruto de
Fragaria chiloensis, en los diversos estadios y luego de los tratamientos hormonales se
realizaron experimentos de qRT-PCR utilizando la sonda fluorescente SYBR green
contenida en el kit SensiMix™ SYBR Hi-Rox (Bioline) y se empled el termociclador

Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies).

Se disefiaron partidores especificos para FcLANCL2, FeSAUR, FeARP (Seccion 6.2.7) y
se utilizaron partidores descritos en la literatura para FeRIB413, FcGAPDHI, FeGAPDH?2
(Amil-Ruiz y col. 2013) como adecuados genes de mantenimiento (housekeeping) en la

especie de Fragaria vesca. Para el caso de tratamientos hormonales y para corroborar que



el tratamiento haya funcionado, se utilizaron genes marcadores de respuesta a hormonas
como FeNCED (ABA) y FcARF2 (auxina) (Jeong-Hwan Mun y col., 2012) (Seccion

6.2.7)

Se determind la eficiencia de cada par de partidores para amplificar los fragmentos de
interés. Para esto, se realizo una reamplificacion mediante PCR en tiempo real para cinco
diluciones (desde 1/100 hasta 1/1+10°) de una amplificacion realizada previamente por
PCR convencional, utilizando cada par de partidores independientemente, esto para que
la concentracién del templado inicial sca mayor a que si se usara como templado ADN
complementario. Luego, la eficiencia de cada partidor (E) se obtuvo de la siguiente

formula:
E = 1 0(—! { pendicnie) (Ecuacién ] )

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

dilucidn.

Una vez obtenida las eficiencias de los partidores, se realizaron las reacciones de qRT-
PCR siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se utilizaron 250 nM del partidor
en sentido y antisentido para la amplificaciéon del fragmento de los genes antes
mencionados, 1 X SensiMix™ SYBR Hi-Rox (Bioline) que posee todos los componentes
necesarios para realizar la reaccion de qRT-PCR incluyendo la sonda SYBR® Green y
dNTPs, ademas de ADN complementario usado fue a una concentracion final de 0.5 ng.

El programa utilizado fue el mismo para todas las reacciones de qRT-PCR (Tabla 8).
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Luego de cada programa de amplificacion se realizé una curva de disociacién, que
consistid en la medicion de la fluorescencia durante la denaturacion del producto de PCR
(95 °C por 107, 50 °C por 57, 70°C por 1" y 95 °C por 1”). La presencia de un tnico pico
en un grafico de fluorescencia versus temperatura fue indicativo de la presencia de un solo
amplificado en la reaccion. Para comprobarlo ademads, se realizo electroforesis a los

productos de la amplificacion mediante qRT-PCR.

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

Ciclos Paso Tem(°C) Tiempo
1 | 25 1’
1 2 95 10°
40 3 95 15%

4 60 15

5 72 157
1 6 95 107
(Curva de | 7 50 57
disociacion ) 8 70 1?

9 95 17

La metodologia utilizada requiere de una condicion que sirve como “calibrador™, la cual
cotresponde a las condiciones normales o sin tratamiento. En esta tesis el calibrador
correspondi6 al estadio C1 en los qRT-PCR donde se midieron los niveles de expresion
del transcrito de los diferentes estadios de desarrollo, y al control To en los tratamientos

hormonales.
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La cuantificacion se realizé utilizando los datos de Ciclo Umbral obtenidos mediante el
programa MxFro Software. Los datos se ingresaron a la Ecuacién 2 (Pfaffl, 2001), junto

a los valores de eficiencia de cada par de partidores, que fue determinado previamente.

(Ecuacion 2)
(1 + Eg@n.yi;feln*n )X Q(Ct - Cf

(]‘ + E gen_normalizador ) +e (Cl gen. normalizador Cfc.'(f/n‘)i'ad‘ru',rmrnm! izaclor )

gen.objetivo calibradur.objetivo )

Razon=

Cada medicién fue realizada en triplicado a partir de tres replicas biologicas. Los datos
obtenidos fueron graficados mediante el programa GraphPad Prism. Se utiliz6 un test de
ANOVA de una via para determinar diferencias significativas (p<0,05) en los promedios
de cada conjunto de datos, seguido de un post-test de Tukey de comparacién multiple,

para evaluar si las diferencias entre el promedio de las réplicas era significativo (p<0,05).
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7. RESULTADOS

7.1.  Obtencion de ADN y ARN desde los frutos de Fragaria chiloensis

Con el fin de obtener la version genoémica de los genes FcLANCL2, FeARP y FcSAUR se
realizo la extraccion de ADN desde el fruto de Fragaria chiloensis (Seccién 6.2.1.2.). El
ADN extraido se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Observandose una
banda por encima de la banda de mayor peso molecular (10 kb) en el marcador de peso
molecular (PM), indicando esto que el ADN extraido se encuentra integro (Figura 5.A).
También se obtuvo ARN desde los estadios de desarrollo de fruto de F. chiloensis C1, C2,
C3 v C4 (Seccion 6.2.1.1). Con el fin de poder sintetizar ADN complementario, aislar y
evaluar los niveles de transcrito de los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR que son
materia de esta tesis. Los ARN obtenidos fueron sometidos a electroforesis en gel
denaturante (Seccion 6.2.5), observandose que las subunidades ribosomales de 28S y 188
corresponden a dos bandas bien definidas, pudiendo inferir que el ARN mensajero se

encuentra integro (FiguraS.B).
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Figura 5: Obtencion de ADN y ARN proveniente de frutos de Fragaria chiloensis. Se
realizd electroforesis a los acidos nucleicos para verificar la integridad de estos. A. El
ADN gendmico obtenido se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1%, se emplearon
frutos del estadio C4. Se observa para ambos casos una banda que es mayor que la banda
de mayor tamaiio en el estandar de peso molecular (10kb). Se indica con las flechas las
bandas correspondientes al ADN. B. Para el ARN extraido de los estadios C1, C2, C3 y
C4 del fruto de F. chiloensis se realizd electroforesis en gel denaturante. Se pueden
observar las bandas correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S (indicadas con flechas)
en todos los estadios. PM: Marcador de peso molecular

7.2.  ldentificacion de genes FcLANCL2, FcARPy FcSAUR en Fragaria chiloensis.
Se aislaron los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR amplificando desde ADN gendmico
y ADN complementario. sintetizado a partir de ARN extraido desde los frutos de F
chiloensis en los estadios C1, C2, C3 y C4 (Seccion 7.1).

Los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR se amplificaron haciendo uso de partidores
disefiados en F. vesca (Seccion 6.2.7).

Al amplificar cada gen se observa lo siguiente: FeLANCL2 presenta una banda Unica que
posee distinto peso molecular al amplificar este gen desde ADN gendmico (2500 pb) o

complementario (1185 pb). indicando esto la presencia de uno o mas intrones a lo largo



de su secuencia gendémica (Figura 6.A). Para el gen FcARP se observa una banda tnica al
amplificar este gen desde ADN genémico (568 pb) y complementario (261 pb), la
diferencia de tamafio entre ambas versiones indicaria también la presencia de uno o mas
intrones en la version gendmica del gen (Figura 6.B). Para el gen FeSAUR se puede ver
la amplificacion de una unica banda desde ADN genémico y complementario que presenta

el mismo tamafio (374 pb), lo cual indicaria que el ADN gendmico no presenta intrones

(Figura 6.C).
A. FcLANCL2 B. FcARP C. FcSAUR

PM ADNg ADNec C- PM  ADNg ADNec C- PM ADNg ADNe C-

A 374pb b
1185ph®
e e

Figura 6: Identificacion de la version genémica y marco de lectura abierto de los
genes FCLANCL2, FcARPy FcSAUR. Se amplificé mediante PCR el largo completo de
los genes FeLANCL2, FeARP y FeSAUR usando como templado ADN genémico (ADNg)
y complementario (ADNc) con la enzima Herculasell. Se realizé electroforesis al
producto de PCR vy se visualizé en gel de agarosa. A. FeLANCL2 presenta un amplificado
usando ADN genémico de 2.500pb y complementario de 1.185pb. B. FcARP posee una
banda en el amplificado desde ADN gendmico de 568pb y complementario de 261pb. C.
FeSAUR corresponde a una banda del mismo tamafio desde ADN genémico y
complementario de 374 pb. Se indica con tlechas las bandas obtenidas para cada gen. PM:
Marcador de peso molecular. C-: Control negativo.

Los fragmentos obtenidos por PCR fueron aislados y purificados desde el gel de
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clectroforesis (Seccion 6.2.4.), y ligados al vector de clonacion pCR8/GW/TOPO. La
reaccion de ligacion se utilizé para transformar £ coli quimiocompetente con €stos
vectores (Seccion 6.2.2.3.). La cepa de L. coli fue crecida en LB solido en presencia de
espectinomicina 100 pg/mb como antibidtico de seleccion, por 16 horas a 37°C. Se
observé Ja presencia de colonias ransformantes en las placas que presentaban los
siguientes genes: FcLANCL2Z amplificado desde ADN complementario (Figura 7.A),
FeARP amplificado desde ADN genémico (Figura 7.B) y complementario (Figura 7.C);
y para FeSAUR amplificado usando como templado ADN genémico (Figura 7.D) y
complementario (Figura 7.E). Para el gen FeSAUR se realizaron las transformaciones
desde ambos amplificados, para verificar que las secuencias scan iguales y que no

presentaran intrones en su secuencia.



FCARP(-Q'\'DNC) i

Figura 7: Escherichia coli transformante con vectores de clonamiento que portan los
genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR en sus versiones ADN genémico y
complementario de Fragaria chiloensis. La figura muestra placas con LB solido mas
espectinomicina 100 pg/mL, luego de 16 horas a 37°C. Se obtuvieron colonias desde los
siguientes genes ligados a PCR8/GW/TOPO: A. pCR8-FcLANCL?2 en su version de ADN
complementario. B. pCR8-FcARP para la secuencia de ADN genémico. C. pCR8-FcARP
para la secuencia de ADN codificante. D. pCR8-FcSAUR con secuencia de ADN
gendmico. E. pCR8- FcSAUR para la secuencia de ADN codificante. Las flechas sefialan

algunas de las colonias que se analizaron. ADN gendémico: ADNg; ADN complementario:
ADNc

7.3.  Analisis de la presencia y direccionalidad de los genes FcLANCL2, FcARP y
FcSAUR en el vector pCR8/TOPO/GW.

Luego de obtener las colonias de E. coli transformante se verificd que la clonacion haya
sido satisfactoria y con el gen en una orientacion particular dentro del vector, esto para
posteriormente recombinar los genes en vectores de expresién que permitirdn expresar

una proteina etiquetada mediante la tecnologia Gateway.
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Para verificar que la clonacién haya sido satisfactoria se procedio a verificar la presencia
del gen de interés en el vector. Para esto se extrajo el ADN plasmidial (Seccion 6.2.1.3.)
y se realizd PCR con partidores especificos para el gen siguiendo el protocolo de la seccidn
6.2.8. Obteniéndose asi una banda tinica del mismo tamafio a la obtenida al amplificar los
genes desde ADN complementario en la Seccion 7.2. (datos no mostrados). Esto indicd
que la clonacién de los fragmentos de PCR fue satisfactoria.

Para verificar la direccionalidad del inserto respecto el vector se evalud el patrén de corte
con enzimas de restriccion, las cuales se detallan en la tabla 7. En esta tabla ademas se
indica los tamafios esperados de las bandas para considerar que los fragmentos estan en la
orientacion adecuada para su posterior clonamiento en vectores de expresion.

Tabla 7: Enzimas de restriccion empleadas para los distintos plasmidios con el gen de

interés en pCRE/GW/TOPO y tamafio de los fragmentos esperados para verificar la
direccionalidad del inserto en el vector.

Productos esperados de
COEEEE;JO(;TO ENZIMAS la digestion é)nzimzitica
(pb)
bCR8-FCLANCL2 Xbal 2864, 1138
(4002pb) ADNc EcoRI 2758, 1244
EcoRV 4002
pCR8-FCARP EcoRI 338, 2758
(3096 pb) ADNc EcoRV 289, 2807
CR8-FcARP .
(3%3 ob) ADNg Eco RI 645, 2758
pCR8-FcSAUR EcoRlI 436,2758
(3194 pb) ADNc Aval, Xbal 1300, 904, 435, 306, 249
g??f;;‘;%;ﬁg EcoRlI 436, 2758

Para remover el fragmento insertado completo se empled la enzima EcoRI, ya que esta
enzima corta por fuera del sitio de topoisomerizacion del plasmidio pCR8/GW/TOPO

(Seccion 6.2.9). Adicionalmente se usaron las enzimas Xbal para pCR8-FcLANCL2 con
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la cual genera dos fragmentos de 1244 pb y 2758 pb y EcoRV que corta dentro del inserto
de FeLANCL2, linearizando el vector generando un fragmento de 4002 pb. De esta manera
se confirmd un clon cuyo inserto se encontraba en sentido (Figura 8.A). Para pCR8-
FcARPc se uso la enzima EcoRV que debe generar dos fragmentos, uno de 289 pb y otro
de 2807 pb. Efectivamente se encontré dos clones cuyo inserto se encontraba en sentido
(Figura 8.B). En pCR8-FcSAURCc se encontrd que en tres clones analizados el inserto
analizado se encontraba en sentido (Figura 8.D). En este caso se usé Aval y Xbal
generando fragmentos de 249 pb, 306 pb, 435 pb, 904 pb y 1300 pb, encontrdndose que
las 3 colonias analizadas se encontraban en sentido (Figura 8.D). Para los genes
amplificados desde ADN gendémico FcARP y FeSAUR en el vector de clonacion
pCRE/GW/TOPO se realizaron digestiones enzimaticas con EcoRI y la digestion liberd
por completo el fragmento insertado, de tamafio muy similar al obtenido por PCR en la

seccién 7.2. (Figura 8 C y E).

Rl EcclRV 0 ?{.!3! = . Ecori_';;if

A FcLANCL2 (ADNc) PM Ll sl e

3kbp o o

1.5kb >
kb
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904pb

B. FeARP (ADNc)

C. FcARP (ADNg)

435ph p

306ph
249pb

Figura 8: Analisis de la direccionalidad de los genes FcLANCL2, FcARPy FeSAUR
en el vector pCR8/GW/TOPO. Para evaluar la direccionalidad del gen insertado se
realizaron ensayos con enzimas de restriccidén y luego fueron sometidos a electroforesis
de agarosa 1.5%. En la imagen se resaltan los clones cuyos insertos se encuentren en
sentido esperado en el vector. A. pCR8-FcLANCL?2 digerido con las enzimas Xbal, EcoRI
y EcoRV. B. pCR8-FcARP digerido con la enzima EcoRV. D. pCR8-SAUR digerido en
doble digestioén con las enzimas Aval y Xbal. C y E. También se realizaron digestiones
enzimaticas a los insertos en pCR8 provenientes de ADN genomico de FeARP y FeSAUR,
obteniéndose el tamafio bandas de esperado para el caso de la digestion con EcoRI. PM:
Marcador de peso molecular. s/d: plasmidio sin digerir. ADN genémico ADNg; ADN
complementario: ADNc

49



Los plasmidios que presentaban el gen en el sentido esperado en el vector de clonacion
pCRE/GW/TOPO se enviaron a secuenciar haciendo uso de partidores M13 que se
encuentran en la secuencia del vector y flanquean el inserto, y asi poder conocer la
secuencia nucleotidica de los genes FeLANCL2, FeARP y FeSAUR, y compararlas con las
secuencias en F. vesca, en la base de datos www.strawberrygenome.org, desde la cual fue
que se disefiaron los partidores. Se enviaron a secuenciar los clones 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 gendmico y complementario.

7.4.  Analisis bioinformitico de los genes en estudio

Luego de secuenciar los genes FcLANCL2Z, FcARP y FecSAUR insertos en
pCRE/GW/TOPO usando los partidores universales M3, se procedié a analizar las
secuencias obtenidas. Para esto primero se buscaron los partidores especificos para cada
gen dentro de la secuencia, y se depurd la secuencia del gen de interés de las pertenecientes
al vector pCR8/GW/TOPO. Con las secuencias depuradas, se procedi6 a realizar BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov) y se encontrd que la secuencia mas similar era de F. vesca.

Luego se compararon ambas secuencias y se hallo las similitudes que poseian ambas. Se
buscaron los dominios conservados de las proteinas que codificaban los genes FeLANCL2,

‘cARP y FcSAUR. Se compararon las secuencias aminoacidicas con las de otras especies
y se generd un arbol filogenético. También se compararon las secuencias provenientes
desde ADN gendmico y ADN complementario para realizar la distribucion exon-intrén
de cada gen.

Se encontrd que el gen FeLANCL?2 posee gran similitud con el gen LANCL2 de F. vesca,
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con quien comparte un 91% de identidad aminoacidica (Figura 9.A). Este gen codifica
para una proteina de 395 aminoacidos, de los cuales 330 aminodcidos de la secuencia
pertenece a la familia de los LANCL2 (http://prosite.expasy.org/). El producto génico del
gen FeLANCL2 presenta 7 dominios transmenbrana caracteristicos de las proteinas
LANCL2, dos sitios para la union de zinc y tres sitios activos para la correcta
deprotonacion de la molécula de afinidad (posiblemente ABA) y su correcta ciclacion
(Figura 10.A). FcLANCL2 presenta 43% de identidad aminoacidica con LANCL2
presente en humanos, teniendo los dominios transmembrana y sitios conservados
mencionados. Asi mismo, FcLANCL2 posee 61% de identidad aminoacidica con un
receptor acoplado a la proteina G de A. thaliana, que podria unir ABA y desencadenar
una respuesta a esta hormona. Sin embargo esto no ha sido demostrado para la proteina
de 4. thaliana. Al realizar un arbol filogenético para agrupar las secuencias mas similares,
se obtiene que FeLANCL?2 se agrupa en el mismo clado que LANCL2 de F. vesca (Figura
9.B).

FeARP posee gran similitud aminoacidicacon ARP de F. x ananassa (90%), con F. vesca
(88%) y con 4. thaliana (64%) (Figura 9.C). Este gen codifica para una proteina de 86
aminoacidos de los cuales 52 aminodcidos conforman un dominio presente en la familia
de los genes reprimidos por auxina y asociados a dormancia (Figura 10.B). FcARP se
observa en el mismo clado que sus parientes F. x ananassa y F. vesca, y cerca a M.
domestica que también pertenece a la familia de las Rosaceae. Al comparar la secuencia
de ADN gendmica y ADN complementario se puede obtener la distribucién exén-intrén,
encontrandose asi que el gen FcARP presenta 4 exones y 3 intrones a lo largo de su

secuencia (Figura 11.A)

L
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Se encontr6 que el gen FeSAUR posee gran similitud con el gen SAUR de F. vesca, con
quien comparte un 98% de similitud aminoacidica y en 4. thaliana al gen SAUR con quien
comparte mayor similitud es AthSAUR78 (57%) (Figura 9.D). FeSAUR codifica para una
proteina de 124 aminodcidos, de los cuales una region de 90 aminoécidos pertenece al
dominio conservado inducible por auxina (Figura 10.C). FeSAUR se encuentra en el
mismo clado que una proteina inducible por auxina en F. vesca (Figura 9.F) y posee el
98% de identidad aminoacidica con esta secuencia. La secuencia de FeS4UR no presenta
intrones va que las secuencias obtenidas desde ADN gendémico y complementario son

exactamente iguales (Figura 11.B).
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Figura 10: Representacion grafica del producto génico de FcLANCL2, FcARP y
FcSAUR. Las secuencias fueron analizadas en la base de datos Prosite
(http://prosite.expasy.org/) del que se obtuvo los dominios caracteristicos para cada
proteina. A. FeLANCL2 de 385aa de largo presenta 7 dominios transmembrana (morado),
sitios activos caracteristicos de esta familia de proteinas (amarillo) y sitios de unioén a zinc
(naranja) y una regién conservada de 330aa de largo para la familia de los LANCL. B.
FcARP de 86aa de largo presenta un dominio conservado de 52aa perteneciente a la
familia de los genes reprimidos por auxina. C. F'eSAUR de 124 aa de largo presenta un
dominio conservado de 90aa para la familia de genes inducibles por auxina.
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Figura 11. Distribucién exon-intron de los genes FcARP y FeSAUR. Se compararon
las secuencias de ADN gendmico y complementario de los genes FeARP vy FcSAUR. A.
FeARP presenta 4 exones “E” y 3 intrones “I” a lo largo de su secuencia. B. FeSAUR no
presenta intrones a lo largo de su secuencia ya que el ADN gendémico y complementario
son del mismo tamafio.

7.5.  Niveles de transcrito de los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR en los
distintos estadios de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis de la temporada
2014

Con el ADN complementario sintetizado a partir de los estadios C1, C2 C3 y C4 del fruto
de F. chiloensis se realizaron ensayos de qRT-PCR para evaluar asi los niveles de
transcrito de los genes en las distintas etapas del desarrollo de éste (Seccion 6.2.14.).

Se pudo observar que los niveles de transcrito de los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR
varian a lo largo del desarrollo del fruto de F. chiloensis. El hecho que estos genes se
expresen diferencialmente confirma el haberlos encontrado en las SSH (Pimentel y col.,
2011).

Es asi que el gen FcLANCL2 aumenta sus niveles de transcrito en el estadio C2 con
respecto al C1 (Figura 12.A). El mayor nivel de transcrito, cercano a 3 veces con respecto

al estadio de C1, se obtiene en el estadio de C3 y luego este disminuye en C4, el que sin

embargo es mayor que Cl (Figura 12.A).



Para FcARP presenta niveles de transcrito similares en el estadio de C1 y C2, y en el
estadio de C3 disminuye 3 veces con respecto al estadio C1 y C2, para luego disminuir 6
veces con respecto al estadio de C3 (Figura 12.B). Este comportamiento del gen FeARP
en el fruto podria correlacionarse con el patrén de acumulacién de auxina en frutos del
género Fragaria (Symons y col., 2012).

El gen FeSAUR aumenta sus niveles de transcrito conforme el fruto va desarrollandose,
presentando en el estadio C2, 5 veces mas niveles de transcrito que en el estadio de Cl,
en el estadio de C3, 10 veces mds que en el estadio de C2 y los mayores niveles de
transcrito en el estadio C4, presentado en este estadio 100 veces mas niveles de transcrito

que en el estadio C1 (Figura 12.C).
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Figura 12: Niveles de expresion de los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR en los
distintos estadios de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis. Analisis de los niveles
de transcrito en los estadios C1, C2, C3 y C4 del fruto de F. chiloensis por qRT-PCR de
los genes FcLANCL2 (A), FcARP (B) y FeSAUR (C). Se utilizaron frutos colectados en
la temporada 2014. Se usd FeRIB413 como gen normalizador. Los resultados se expresan
en niveles de transcrito relativos al estadio C1. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas, con sus
respectivas tres réplicas técnicas. Andlisis estadistico ANOVA y post test de Tukey
(p<0.05).



7.6.  Niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FcARP y FeSAUR en los
distintos estadios de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis en dos temporadas
de cosecha: 2012 y 2013.

F. chiloensis genera frutos de manera anual, los cuales son cosechados en el sur de Chile
en el mes de diciembre. Para evaluar si la expresion diferencial de los genes FeLANCL2,
FcARP y FcSAUR es reproducible en diferentes temporadas de crecimiento de fruto, se
analizaron los niveles de transcrito de estos genes en dos temporadas anteriores; 2012 y
2013. En este analisis se observé que los genes FeLANCL2 y FeSAUR mostraban algunas
variaciones en los cambios de niveles de transcrito a través del desarrollo del fruto. Sin
embargo FcARP presenta la misma tendencia en sus niveles de transcrito en los estadios
de desarrollo del fruto en las tres temporadas analizadas 2012, 2013 y 2014.

Es asi que FeLANCL2 presenta mayores niveles de expresion en los estadios de C2 y C3
en ambas temporadas (Figura 13 A y B). Sin embargo las veces de cambio con respecto
al estadio de C1 en cada temporada son distintas, pudiendo observarse que en la temporada
del 2012, el estadio C2 varia 4 veces con respecto a Cl. En la temporada 2013, el estadio
C2 varia 1.5 veces con respecto a Cl. Para el estadio C3 se observa que FeLANCL?2
presenta los mismos niveles de expresién 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 C1, en ambas temporadas (Figura 13.A y B).

FecARP presenta niveles de transcrito muy similares en ambas temporadas. Observandose
asi que en el estadio de C1 y C2 los niveles de transcrito son muy cercanos a uno, y en ¢l

estadio C3 disminuyen tanto para la temporada 2012 como para la temporada 2013. En el
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estadio de C4 disminuye 10 veces con respecto al estadio C3 (Figura 13 C y D).

El gen FeSAUR varia sus niveles de transcrito entre la temporada del 2012 y 2013.
Presentando en estadio de C2 un aumento en los niveles de transcrito de 5 veces en la
temporada 2012 y 10 veces en la temporada 2013, con respecto al estadio C1 (Figura 13
E y F). En el estadio C3 se observa un aumento de 20 veces en la temporada 2012 y casi
100 veces en la temporada 2013 con respecto al estadio C1 (Figura 13 E y F). Sin embargo
en el estadio C4, sus niveles decaen a mitad con respecto al estadio C3 en la temporada
2012. En la temporada 2013, el gen FeSAUR, aumenta sus niveles de expresion hacia 120
veces con respecto al estadio C1 veces presenta para la temporada 2012 (Figura I3 E y

F).
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Figura 13: Comparacion de los niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FcARP
y FcSAUR en los distintos estadios de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis
colectados en las temporadas 2012 y 2013. Analisis de los niveles de transcrito en los
estadios C1, C2 C3 y C4 del fruto de F. chiloensis por qRT-PCR de los genes FeLANCL2
(A y B), FeARP (C y D)y FeSAUR (E y F). Se usdé FeRIB413 como gen normalizador.
Frutos colectados en temporada 2012 (A, Cy E) y 2013 (B, D y F). Se realizé una réplica
bioldgica con triplicados técnicos. Andlisis estadistico ANOVA y post test de Tukey
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7.7.  Sintesis de ADN complementario desde ARN de frutos Fragaria chiloensis
tratados con ABAy NAA

Los tratamientos fueron realizados en el estadio C2 porque es un estadio en el cual el fruto
se encuentra inmaduro, v tedricamente los niveles de ABA se encuentran bajos
comparados con los niveles del ultimo estadio del desarrollo del fruto (C4) (Figura 2), y
al agregarle ABA sc espera, segtin nuestra hipotesis que el gen FeLANCL2 se induzca con
esta hormona. También se realizaron tratamientos con NAA en el mismo estadio de
desarrollo del fruto, esto ya que estas dos hormonas estdn intimamente relacionadas en la
maduracion del fruto, y al realizar los tratamientos en el mismo estadio se espera poder
comparar los resultados obtenidos para FeLANCL2, segln el estadio analizado.

Los frutos del estadio C2 colectados en la temporada 2014 se sometieron a tratamientos
hormonales con ABA 1 mM y NAA 1 mM (Seccion 6.2.13). Se extrajo ARN de estos
frutos (Seccién 6.2.1.1.) y se verificé la integridad de éstos (Seccién 6.2.5.) (Figura 14.A).
Observada la integridad de ARN se procedié a tratarlo con DNAsas para evitar posibles
contaminaciones con ADN gendmico que pudiera interferir posteriormente. Para verificar
que se haya climinado el ADN se amplificé el gen FcANS mediante PCR, usando el ARN
libre de DNAsas como templado. Al no observar amplificacion se puede concluir que el
tratamiento fue efectivo (Figura 14.B). Con el ARN libre de ADN, se sintetizd ADN
complementario (Seccion 6.2.6.) y se verificé su integridad y calidad amplificando el gen
FeANS (Seccidn 6.2.8.). En este caso se observé una banda tnica y definida de 1174 pb
para el ADN complementario (Figura 14.C.). La distinta intensidad de las bandas (Figura
14.C) puede explicarse debido a los diferentes niveles de transcrito que presentan para

este gen en tratamientos con ABA y NAA, los cuales se han reportado que se inducen en



tratamientos con ABA (Chai y col., 2011).
Al observar la integridad del ADN complementario se procedio a analizar los niveles de

expresion de los genes FcLANCL2, FeNCED, FeARF2 y FeGAPDH?,
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A.
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Figura 14: Obtencion de ADN complementario desde ARN de frutos de Fragaria
chiloensis en el estadio C2 tratados con ABA y NAA. A. ARN extraido de los frutos en
estadio C2 sometidos a tratamientos hormonales, y su respectiva condicién control, sometido
a electroforesis en gel denaturante a 70V por 40 min. Se observan las bandas correspondientes
al ARN ribosomal 28S y 188, sefialado con flechas. B. Electroforesis del producto de PCR de
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FcANS usando ARN tratado con DNAsa. El control positivo usado (C+) es ADN gendmico
de I'. chiloensis. C. Verificacion de la integridad y calidad del ADN complementario mediante
la amplificacion de FcANS (1174 pb). El control positivo usado (C+) es ADN gendmico de
F. chiloensis y para el control negativo(C-) se empled agua como templado. T0: Tiempo cero
luego del tratamiento hormonal. T1: 30 min luego del tratamiento hormonal. T2: 1 hora luego
del tratamiento hormonal. T3:12 horas luego del tratamiento hormonal. PM: Marcador de peso
molecular.

7.8.  Efecto de ABA en los niveles de transcrito de FcLANCL2 en el estadio C2 del
fruto de Fragaria chiloensis

Para evaluar si el gen FceLANCL2 responde a ABA se realizaron tratamientos hormonales
con | mM de ABA (Seccidn 6.2.13). Se analizé los niveles de transcrito de este gen, luego
de distintos periodos de tiempo del tratamiento con 1 mM de ABA y en condicidn control.
Los resultados se expresaron como las veces de cambio del tratamiento con ABA respecto
a la condicion control respectiva.

Se obtuvo que los niveles de transcrito del gen FeLANCL2 aumentaron 2 veces luego de
30 minutos (T1) y 1 hora (T2) de terminado el tratamiento con ABA. La mayor induccidn
se obtuvo a las 12 horas después del tratamiento con ABA (T3), presentando 4 veces de
cambio respecto al control de su mismo tiempo, e induciéndose mas de 6 veces con
respecto a las veces de cambio del tiempo inicial (T0) (Figura 15.A).

Para verificar que el tratamiento realizado con ABA efectivamente causa cambios a nivel
gendmico, se analiz6é como respondia un gen reportado en la literatura que se induce por
ABA en F. x ananassa. NCED es un gen cuyo producto génico esta involucrado en la
biosintesis de ABA en F. x ananassa (Jia y col., 2011) la cual deriva de Fragaria
chiloensis. Se observa que este gen responde tempranamente al tratamiento con ABA,

induciéndose 6 veces luego de 30 minutos (T1) respecto al tiempo inicial luego de
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terminado el tratamiento (T0), siendo esta diferencia en el tiempo T1 estadisticamente
significativa con respecto a los demas tiempos del tratamiento (Figura 15.B). Luego de 1
hora y 12 horas de terminado el tratamijento, T2 y T3 respectivamente, las veces de cambio
del gen FeNCED son similares a las de tiempo T0, y las veces de cambio de este gen
respecto a su control es 1, es decir no hay diferencias entre la condicién tratamiento y la
condicion control (Figura 15.B). Esto confirmaria la efectividad del tratamiento hormonal

con ABA en los frutos de F. chiloensis.
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Figura 15: Efecto de ABA en los niveles de transcrito de I cLANCL2 en el estadio C2
del fruto de Fragaria chiloensis. Analisis de los niveles de transcrito por gRT-PCR luego
de un pulso de 1 mM de ABA de frutos de estadio C2 de la temporada 2014. T0: 0 minutos
Juego del pulso hormonal de 10 minutos. T1: 30 minutos luego del pulso hormonal, T2: 1
hora luego de pulso hormonal T3: 12 horas luego del pulso hormonal. Los niveles de
transcrito de cada tratamiento fueron normalizados con su respectiva condicion control
(iguales condiciones de tratamiento sin ABA). Se evalud los niveles de transcrito de
FcLANCL2 (A), y del gen FeNCED que fue usado para evaluar la efectividad del
tratamiento con ABA (B). Se realizaron tres réplicas biologicas con sus respectivas tres
réplicas técnicas para cada biologica, en cada experimento. FeGAPDH2 fue usado como
gen normalizador. Anélisis estadistico ANOVA de una via y post test de Tukey (p<0.05)



7.9.  FEfecto de NAA en los niveles de transerito de FcLANCL2 en el estadio C2 del
fruto de Fragaria chiloensis.

La hormona auxina es importante en el desarrollo de frutos no climatéricos como £,
chiloensis, especificamente en los estadios mas tempranos ya que propicia la division
celular, entre otras funciones (Cherian y col., 2014). No se han reportado estudios respecto
a que los genes de la familia de los LANCL2 sean regulados por auxina. Este gen comparte
homologfa con un receptor acoplado a la proteina G de 4. thaliana (61%) y se ha reportado
que las proteinas G modulan el transporte de auxina (Urano y col., 2013), por lo cual el
gen FeLANCL?2 podria presentar respuesta a auxina.

Por ello se evalud la respuesta del gen FeLANCL?2 frente a tratamientos con auxina
exdgena. Para ello se utilizé la auxina dcido 1-naftalenacético (NAA). Se realizaron
tratamientos en el fruto de estadio C2, esto para poder comparar los resultados de respuesta
del gen FeLANCL?2 en el mismo estadio, tanto para ABA como para NAA.

Para esto se analizo los niveles de transcrito del gen FeLANCL2 en el fruto de F. chiloensis
tras ser sometido a un pulso con 1 mM NAA (Seccion 6.2.13.) por 10 minutos (10) y se
evalud a tiempos posteriores de 30 minutos luego de pulso hormonal (T1), luego de 1 hora
del pulso hormonal (T2) y después de 12 horas del pulso hormonal (T3). Se usé como gen
normalizador FeGAPDH?. Se referenciaron los datos al tiempo TO del pulso con NAA y
se graficaron las veces de cambio del gen en ¢l tratamiento respecto del control (Figura
16).

Al analizar los resultados en la Figura 16.A se observa que FelANCL2 presenta una
induccién estadisticamente significativa de 8 veces luego de 30 minutos del pulso

hormonal con NAA. Esto significa que el gen es sensible a los cambios inducidos por el
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tratamiento. Sin embargo a tiempo posteriores los niveles de transcrito disminuyen
alcanzando niveles que no presentan diferencias significativas al tiempo TO (Figura 16.A).
Para verificar que el tratamiento con NAA exogeno fuese efectivo se analizd un gen que
responda a NAA en Solanum lycopersicum (Zouine y col., 2013). Los niveles de
acumulacion de esta hormona en el fruto de S. lycopersicum son similares a los de
Fragaria x ananassa. Se evalud los niveles de transcrito del gen FeARF2 en tratamientos
con NAA evaluando las veces de cambio respecto al tratamiento control. Este gen se
indujo luego del pulso con NAA (T0), mostrando una induccién de 3.5 veces con respecto
al tratamiento control del mismo tiempo (Figura 16.B). Esta induccion cae
aproximadamente un 50% luego de una hora (T2) del tratamiento y alin mas luego de 12

horas del pulso hormonal (T3) (Figura 16.B).
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Figura 16: Efecto de 1a auxina NAA en los niveles de transcrito de FeLANCLZ en el
estadio C2 del fruto de Fragaria chiloensis. Analisis de los niveles de transcrito por
qRT-PCR luego del pulso hormonal con NAA de frutos del estadio C2 de la temporada
2014. TO: 0 minutos luego del pulso hormonal de 10 minutos. T1: 30 minutos luego del
pulso hormonal, T2: 1 hora Juego de pulso hormonal T3: 12 horas luego del pulso
hormonal. Cada tratamiento fue normalizado con su respectivo control, observandose asf
las veces de cambio para los genes FeLANCL2 (A) y el gen FeARF2 (B), descrito como
un gen que responde a auxina. Se realizaron tres réplicas biolégicas y tres réplicas técnicas
para cada réplica bioldgica en cada experimento. FeGAPDH?2 fue usado como gen
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normalizador para los tratamientos hormonales. Andlisis estadistico ANOVA de una via
y post test de Tukey (p<0.05).

7.10 Niveles de transcrito de los genes FCNCED y FeARF2 en los distintos estadios
de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis

Debido a que los genes FeNCED y FeARF?2 responden a los tratamientos con hormonas
ex6genas en el fruto de F. chiloensis similar a lo descrito en otros modelos (Figura 15y
16), se evalu¢ los niveles de transcrito de estos genes en los distintos estadios de desarrollo
de fruto como referencia de los niveles de ABA y auxina en los {rutos. Si bien no se puede
establecer una relacién directa entre la expresion de estos genes y el nivel de hormonas,
podria existir una correlacion positiva entre los niveles de acumulacion de transcrito de
estos genes con la hormona correspondiente.

Es asf que para el gen FeNCED los niveles de transcrito aumentan 30 veces del estadio
C1 al C2, y estos vuelven a aumentar hacia el estadio C3 aproximadamente 100 veces,
respecto al estadio C1. Los mayores niveles de transcrito de este gen se presentan en el
estadio C4, que se observan 300 veces mas niveles de transerito con respecto a Cl (Figura
17.A). Este aumento concuerda con el patron de acumulacion de ABA en frutos del género
Fragaria (Symons y col., 2012).

FeARF2 muestra niveles de expresion muy similares entre los estadio C1, C2 y C3, sin
embargo hacia el estadio de C4 se ve que los niveles de transcrito disminuyen 3 veces con
respecto a los demds estadios (Figura 17.B). Esta disminucidén hacia el estadio C4
concordaria con el patrén hormonal de auxina en el desarrollo de frutos del género

Fragaria (Symons y col., 2012)
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Figura 17: Niveles de expresion de los genes FCNCED y FcARF2 en los distintos
estadios de desarrollo del fruto de Fragaria chiloensis. Anélisis de los niveles de
transcrito en los estadios C1, C2, C3 y C4 del fruto de F. chiloensis por qRT-PCR de los
genes FeNCED (A) y FcARF2 (B). Se utilizaron frutos colectados en la temporada 2014.
Se usd FeRIB413 como gen normalizador. Los resultados se expresan en niveles de
transcrito relativos al estadio C1. Se realizaron 3 replicas bioldgicas, con sus respectivas
tres réplicas técnicas. Anélisis estadistico ANOVA y post test de Tukey (p<0.05).

7.11. Expresion del gen FeLANCL2 en Saccharomyces cerevisiae.

[La secuencia del marco de lectura abierto del gen FeLANCL?2 obtenida en la seccion 7.3
fue amplificada sin el codén de término con el fin de recombinar esta secuencia en un
vector de expresion de protefnas en levaduras. Por ello, se diseflaron partidores para
amplificar el gen, reemplazando el codon de término TAA por GGA, que codifica para el
aminodcido glicina y de esta manera permitir expresar la version de la proteina con una
proteina de fusién de fusion. Se eligi6 el aminoécido glicina para evitar alteraciones en la
conformacion final de la proteina de fusion C-terminal. Esta secuencia FeLANCL2Z
contenida en pCR8/GW/TOPO, pCR8-FCLANCL2-NST (Seccion 6.1.2) se recombin6 en
el vector de expresion del proteinas en levaduras pAGA426-GPD-ccdB-EGFP, y se

transformé E. coli quimiocompetentes. Para verificar la cotrecta recombinacion se realizo
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ensayos con enzimas de digestién (Tabla 8), y se pudo observar el tamafio de bandas

esperado para pAG426-GPD-ccdB-EGFP (Figura 18. A) y para pAG426-GPD-

FcLANCL2-EGFP (Figura 18. B).

Tabla 8: Enzimas de restriccién empleadas para analizar los distintos plasmidios con ¢l
gen FeLAN-LIKE2 en el vector pAG426-GPD-cedB-EGFP y tamafio de los fragmentos
esperados para verificar la direccionalidad del inserto.

CONSTRUCTO

ENZIMAS DE

TAMANO DE LOS

RESTRICCION FRAGMENTOS (ph)
pAG426-GPD-cedB- EcoRI 6877, 1274
EGFP Ncol 4796, 3352
Xhol 9031
(1A A by =
Fﬁiﬁffﬁggpp Sspl 992, 1177, 1670, 2362 vy 2630
- e Xhol+Sspl 730, 940, 992, 1177, 2362 y 2630
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Figura 18: Corroboracién de las construcciones pAG426-GPD-cedB-EGIP y
pAG426-GPD-FCLANCL2-EGFP  mediante digestion enzimatica. Se realizd
restriccién enzimatica para verificar que se haya dado correctamente la recombinacion y
el gen FeLANCL?2 se encuentre en sentido con el promotor GPD. A. Para pAG426-GPD-
ccdB-EGFP, se emplearon las enzimas EcoRI cuyo patron de corte debe originar bandas
de 6877pb y 1274pb y con Ncol bandas 4796 pb y 3352 pb. B. Para pAG426-GPD-
LcLANCL2-EGFP, se realizaron digestiones enzimaticas cuyo patrén de corte debe
originar bandas con Xhol de 9031 pb, con Sspl de 992 pb, 1177 pb, 1670 pb, 2362 pb y
2630pb y con la doble digestion Xhol y Sspl bandas de 730 pb, 940 pb, 992 pb, 1177 pb,
2362 pb y 2630 pb. Para visualizar los productos de la digestion se realizo electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%. Con flechas se indica el tamafio de los fragmentos obtenidos
para cada digestion, PM: Marcador de peso molecular. SD: plasmidio sin digerir.

Con el vector final de pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP (Figura 18.B), se procedio a
transformar S. cerevisiae quimiocompetentes (Seccion 6.2.3.3.).

Se obtuvieron colonias transformantes para las células de S. cerevisiae que adquirieron el
plasmidio pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP y pAG426-GPD-ccdB-EGFP (Figura 19)
que serfa usado como control negativo en los ensayos, debido a la auxotrofia que posee la

cepa de levaduras usada (BY4742).
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Figura 19: Saccharomyces cerevisiae transformante con pAG426-GPD-FCLANCL2-
EGFP y pAG426-GPD-ccdB-EGFP. Sc transformaron S. cerevisiae de la cepa BY4742
quimiocompetentes y se crecieron en medio minimo YMM sélido que carece de uracilo
como seleccion auxotrdfica. Luego de 48 horas se observaron colonias en las placas de
cultivo.

7.12. Analisis de la acumulacion de la proteina Fe-LANCL2-EGEFP en
Saccharomyces cerevisiae.

Para evaluar la expresion y acumulacion de la proteina fusionada a EGIP, en las colonias
de S, cerevisiae se seleccionaron 10 colonias de las placas pGPD-FcLANCL2-EGFP y
pGPD-ccdB-EGFP (Seccion 7.11), las cuales se crecieron en medio YMM liquido por 48
horas. Se analiz6 la presencia ¢ intensidad de Ia fluorescencia utilizando el microscopio
de fluorescencia Olympus 1X70, de cada colonia (clones). Las levaduras de diferentes
colonias presentaban variacion en la intensidad de la fluorescencia (Figura 20), e incluso
se pudo observar fluorescencia en levaduras que presentaban pGPD-ccdB-EGFP (Figura
20.C).

De las colonias observadas se seleccionaron las del clon 1 (Figura 20.A) y el clon 5 (Figura
20.B) de las levaduras transformadas con el plasmidio pGPD-FcLANCL2-EGEP, esto en
base a la intensidad de la fluorescencia que presentaban las células. Para las levaduras

transformadas con el vector sin inserto, pGPD-ccdB-EGFP, se selecciond el clon 3 (Figura

20.C), que presentaba una leve fluorescencia de distribucion en toda la célula, similar a la
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de los demas clones.

A. pGPD-FcLANCL2-EGFP B. pGPD-FcLANCL2-EGFP C. pGPD-si-EGFP
Clon | Clon 5 Clon 3

Figura 20: Expresion de EGFP en pGPD-FcLANCL2-EGFP y pGPD-cedB-EGFP
en S. cerevisiae. Las células de S cerevisiue transformadas con el vector pGPD-
FcLANCL2-EGFP, clon 1 (A) y clon 5 (B) y pGPD-ccdB-EGEP, clon 3 (C) se observaron
en el microscopio de fluorescencia a 40x bajo las mismas condiciones de captura de
imagen (apertura y tiempo de exposicién). La barra de tamafio indica 20 wm. Con flechas
sc indican las levaduras observadas.

Para poder diferenciar la ubicacién subcelular de las protefnas fluorescentes, estas
colonias seleccionadas se observaron al microscopio confocal Zeiss LMS 710.

Para esto las levaduras se crecieron en medio YMM liquido por 24 horas a 30°C con
agitacion constante agregando el trazador vacuolar FM4-64 a una concentracion final del
3 uM, esto para delimitar la vacuola de estas células y poder distinguir la ubicacion de la
proteina de fusion a EGFP.

Para los clones 1 y 5 con el inserto FeLANCL2-EGFP se puede observar fa localizacion
de la proteina FeLANCL2-EGFP (Figura 21.A y B), concentrada en un cuerpo pequefio
endosomal. Al visualizar el trazador FM4-64 se puede observar la presencia de la vacuola

con morfologia normal (Figura 21. D y E), al igual que en las levaduras control (pAG426-

GPD-ccdB-EGFP, Figura 21.F). El cuerpo con EGFP no colocaliza con las vacuolas pero
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se encuentran muy cercanos a ella (Figura 21 G y H). Sin embargo los clones | y 5 para
FcLANCL2-EGFP no presentan fa misma intensidad de sefial para la proteina fusionada
a EGFP, lo cual podria deberse a la diferencia de expresion y acumulacion de proteina que
presentan.

Para el caso del clon transformado con el vector pAG426-GPD-ccdB-EGFP, se puede
observar una leve sefial para EGFP, pero ésta tiene una distribucion citoplasmatica (Figura
21.C). La expresion y acumulacion de la proteina GFP utilizando este vector se ha
reportado (Vasquez 2013). La diferencia en la distribucion de EGFP indica que en las
levaduras transformadas con pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP se esta acumulando una
proteina de fusién que es distinta a la proteina soluble EGFP.

La evidencia de que la proteina FcLANCLZ sc encuentra presente en cuerpos
intracelulares nos ayudo a disefiar ia estrategia a seguir para realizar los ensayos de unidn

a ABA y probar la funcionalidad de FcLANCL2 de ser receptor de esta hormona.
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FcLANCL2-EGFP FcLANCL2-EGFP -EGFP
Clon 1 Clon 5

FM4-EGFP

Campo Claro

Figura 21: Analisis de la distribucion subcelular de la proteina FcLANCL2 en
Saccharomyces cerevisiae. Las células de Saccharomyces cerevisiae que acumulan la
proteina FecLANCL2-EGFP o son portadoras del vector pGPD-si-EGFP (expresan EGFP)
fueron incubadas con FM4-64 (3uM) por 24 horas, permitiendo as{ demarcar la membrana
vacuolar. La figura muestra una imagen representativa de los distintos campos
observados. Para cada imagen se muestra la fluorescencia emitida por EGFP (primera
fila), 1a del marcador FM4-64 (segunda fila), la superposicién de EGFP en verde y FM4-
64 cn rojo (tercera fila) y el campo claro (cuarta fila). Las células se excitaron a 488 nm
de longitud de onda para GFP y a 514 nm de longitud de onda para FM4-64. En tanto la
captura de la emision fue de 505 a 530 nm para GFP y de 560 nm y mayores para FM4-
64. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss 710 con un aumento
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dptico de 63x y un aumento digital del 4x. Este andlisis se realizo tres veces para cada
colonia transformante. Cada imagen posec una barra de tamafio que corresponde a 5 pm.
7.13 Andlisis de la expresion de FcLANCL2-EGFP en Saccharomyces cerevisiae

Las proteinas se extrajeron segin lo sefialado en la seccion 6.2.11.4.1. Luego de revelar
la membrana de nitrocelulosa en placas radiograficas, se pudo observar que las levaduras
que presentaban —EGFP muestran una banda de un tamafio aproximado de 30 kDa, lo cual
concuerda con el tamafio de EGFP reportado en la literatura (Tsien, 1998). Al observar
las levaduras transformadas con FCLANCL2-EGFP se puede observar una banda de un
tamafio aproximado de 75 kDa, lo cual es lo esperado para la proteina FcLANCL2-EGFP
(Figura 22) . Los carriles que muestran en simbolo (*) fueron extracciones de proteinas
con otro método de extraccion (método de Laemmli, 197), en ellas no se ven bandas
definidas, o cual se deberia por que la extraccion de proteinas no es la adecuada para

proteinas de membrana.

76



FCLANCL2-EGFP

-EGFP # CLON1  CLONS5

il

4~75 kDa

~30 kDa

Figura 22: Western Blot anti-EGFP a las proteinas extraidas desde Saccharomyces
cerevisiae. En el carril 1 y 2 correspondiente a EGFP, se observa una banda de
aproximadamente 30 kDa correspondiente a EGFP. En los carriles correspondientes a
FCLANCL2-EGFP, para el clon 1y 5 se observa una banda de aproximadamente 75 kDa
correspondiente a la protefna fusionada. Anticuerpo secundario usado anti-mouse-IgG
Peroxidase. Revelado en placa radiogréfica.

7.14. Obtencién de esferoplastos de Saccharomyces cerevisiae que acumulan la
proteina de fusion FCLANCL2-EGFP.

Los esferoplastos son células de levadura a las cuales se les ha removido la pared celular
por accion de enzimas que degradan ésta (Figura 23). Se obtuvieron esferoplastos para
facilitar la entrada de [*H]-ABA y ABA a las levaduras y asi poder desarrollar los ensayos
de unién (Seccion 6.2.12.2).

Con la evidencia obtenida que la proteina de fusion se localiza en una membrana celular
(Seccién 7.12), es que se procedid a la obtencion de esferoplastos desde cultivo liquido
con las levaduras transformadas con pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP (Clon 1y 5) v

pAG426-GPD-ccdB-EGFP (Clon3) (6.2.12.1). Cabe destacar que se usaron levaduras

que fueron transformadas y no se usaron las de tipo silvestre, porque las transformadas
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presentaban auxotrofia a uracilo en el medio de crecimiento y de seleccién, caracter
ausente en las cepas silvestre. Este cardcter permitié comparar entre estas dos cepas, ya
que las levaduras de la cepa BY4742 que poseen el plasmido, crecen en ausencia de
uracilo. Al comparar esta cepa con la silvestre existen mayores diferencias de
proliferacién en los distintos medios de crecimiento y una mejor seleccion de los
esferoplastos, que luego se usaron en los ensayos de union. Resuspendidos  los
esferoplastos en la solucién tampén de membrana, se determind la integridad de los estos,
los cuales poseian los insertos pAG426-GPD-FCLANC-LIK2-EGFP (clon 1 y clon 5) y
pAG426-GPD-ccdB-EGFP (clon 3) mediante el microscopio optico Nikon Eclipse E2

(Figura 24).
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Pared celular

Membrana vacuolar

FcLANCL2-EGFP
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citonlasmatica
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con Zymoliasa esferoplastos
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Figura 23: Representacién grafica de la obtencién de esferoplastos desde células
intactas de Saccharomyces cerevisiae. Se crecieron las levaduras con los insertos
pAG426-GPD-FcLANC-LIK2-EGFP y pAG426-GPD-ccdB-EGFP hasta que alcanzaron
la fase exponencial y se incubd con la enzima Zymoliasa por 7 horas, durante las cuales
se monitorio la accion de la Zymoliasa evaluando su sensibilidad a cambios en la presion
osmotica.

pGPD-FcLANCL2-EGFP pGPD-FcLANCL2-EGFP pGPD-si-EGFP
__Clon 1. _Clon 5. o s

Figura 24: Esferoplastos desde levaduras con el inserto pAG426-GPD-FcLANCL2-
EGFP y pAG426-GPD-ccdB-EGFP. Luego del tratamiento con la enzima Zymoliasa,
se obtuvieron esferoplastos para pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP Clon | (A), pAG426-
GPD-FcLANCL2-EGFP Clon 5 (B) v pAG426-GPD-si-EGFP(C). Los esferoplastos
fueron observados a un aumento de 40x, en el microscopio optico Nikon Eclipse E2. La
barra de tamafio indica 10 pm.
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7.15. Ensayo de Unién de FcLANCL2-EGFP a PH]-ABA

Para evaluar la funcionalidad del producto génico de FCLANCL2 de ser un receptor de
ABA, se incubaron los esferoplastos permeabilizados con detergente para permitir el
acceso de la hormona. Se utilizaron iguales cantidades de proteina de los esferoplastos
obtenidos en la seccion 7.13, con [PH]-ABA (DL-CIS, TRANS-[G-*H]-ABA, Perkin
Elmer). Obteniéndose asi que el clon 1 y el clon 3, que acumulan la proteina de fusion
FcLANCL2-EGFP, a los 30 minutos de incubacién con ['H]-ABA acumulan una mayor
cantidad de ABA que los esferoplastos del clon 3 que acumulan EGFP (SI) en el
citoplasma. Se aprecia que €l nimero de nMoles incorporados por mg de proteina es
mayor y estadisticamente diferente en estos clones que en el control. Este resultado indica
que la proteina FeCLANCL2-EGFP estarfa uniendo [*H]-ABA en el sistema heterélogo de
S. cerevisiae en los clones que expresan el gen de F. chiloensis.

Se aprecia también que los nMoles incorporados de ABA por mg de proteina luego de |
hora de incubacién son siempre significativamente menores estadisticamente que a 30
minutos de incubacién. Lo cual indicaria que la union de ABA con el receptor se gencraria
a los 30 minutos de incubacion y serfa transiente.

Tras una hora de incubacidn no se observaron diferencias significativas entre ninguno de
los clones evaluados tanto para los que acumulaban FeLANCL2-EGFP como para los que

acumulaban la proteina EGFP sola.
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Figura 25: Ensayo de union de [PH]-ABA en esferoplastos de Saccharomyces
cerevisiae. La unién de [*H]-ABA es reportada en nMoles de ABA incorporados. Se
incubd 1pM de () ABA con 0.2 pCi de [*H]-ABA. Se muestra ¢l clon 1 y 5 de las
levaduras transformadas con el plasmidio pGPD-FcLANCL2-EGFP, y el clon 3 con
pGPD-ccdB-EGFP (S1). En gris claro se muestra el tiempo de incubacién de 30 minutos
y en gris oscuro 1 hora de incubacién. Se cuantificaron los centellos por minuto (CPM) y
se normalizaron a nimero de nMoles de ABA incorporados por mg de proteina presentes
en los esferoplastos. El experimento se realizd con una réplica bioldgica y tres réplicas
técnicas. Andlisis estadistico prueba t (p<0.05).

Asi mismo, con el clon 5 de FCLANCL2-EGFP, que reportd mayores niveles de union
comparados con EGFP (Figura 25), se realizaron ensayos con distintas concentraciones
de ABA (100 nM y | uM), para este modo evaluar si la unién era dependiente de la
concentracion de ABA presente. Se observé mayor unién al receptor FeLANCL2-EGFP
cuando la concentracion de ABA es de | uM, presentando una diferencia de hasta 30
veces mas unién al emplear la concentracion de 1 pM con respecto de la de 100 nM

(Figura 26). También se observa que con 100 nM de ABA, existen diferencias

significativas a 1 hora de incubacion entre los esferoplastos que acumulan FeLANCL2-
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EGFP (clon 5) y los que acumulan EGFP. La union es dependiente del tiempo de
incubacién y de la concentracion de ABA, presentando diferencias significativas entre los
esferoplastos que acumulan FcLANCL2-EGFP (clon 5) y los que acumulan EGEFP (clon
3) entre los diferentes tiempos de incubacién (30 minutos y 1 hora) y las diferentes

concentraciones de ABA (100 nM y | uM).
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Figura 26: Ensayo de uniéon de [PH]-ABA en esferoplastos de Saccharomyces
cerevisiae, con ABA 100 nM y 1 pM. La unién de [°H]-ABA es reportada en nMoles/mg
de proteina. Se incubd 100 nM y 1uM de () ABA con 0.2 pCi de [*H]-ABA. Se muestra
el clon 5 de las levaduras con el plasmidio pGPD-FcLANCL2-EGFP, y el clon 3 de
pGPD-ccdB-EGFP (EGFP). Se cuantificaron los centellos por minuto (CPM) y se
normalizaron a nimero de nMoles de ABA incorporados por mg de proteina presente en
los esferoplastos. El experimento posee una réplica biologica y tres réplicas técnicas.
Andlisis estadistico prueba t (p<0.03).

82



8. DISCUSION

8.1.  Los genes FcLANCL2, FcARP y FcSAUR presentan regiones conservadas
caracteristicas de las familias génicas a las cuales pertenecen.

Para FcLANCL2, obtuvo la secuencia de ADN codificante, que comprendia el marco de
lectura abierta de este gen. La secuencia desde ADN gendmico no se pudo obtener, ya que
se presentaron problemas de ligacién al vector pCR8/GW/TOPO. Hasta la culminacion
de esta tesis no se ha podido obtenerla, lo cual puede deberse a que su tamafio era
demasiado (aproximadamente 2500 pb) para clonar y/o a que la cantidad del producto de
PCR era muy poca para llevar a cabo la reaccion de ligacion. Sin embargo, a pesar de
incrementar la cantidad de producto de PCR, y el tiempo de ligacion, no se obtuvieron
colonias de E. coli transformantes que presentaran la secuencia de FelANCL2 desde ADN
genodmico.

Al analizar la secuencia aminoacidica proveniente del ADN codificante se destaca que la
secuencia presenta los dominios caracteristicos de la familia de los LANCL2, ya que posec
7 dominios transmembrana que haria que esta proteina se localizara en una membrana.
Ademads posee dos sitios para la union de zinc y tres sitios activos para la correcta
deprotonacion de la molécula de afinidad y su correcta ciclacion, los cuales otorgarian la
capacidad de unir ABA. Estas propiedades concordarian con las de LANCL2 que ha sido
descrita en humanos caracterizandose como una proteina que une ABA, localizada en la
membrana plasmadtica con el sitio de unién a ABA hacia el lado citoplasmatico de los
gldbulos rojos (Vigliariolo y col. 2015). Esta proteina, FeLANCL2, difiere del receptor
acoplado a la proteina G especificamente en que este uUltimo poseen 4 dominios

transmembrana en su secuencia, en comparacion con los 7 que presentan las proteinas de



la familia de los LANCL2.

Se aislo la secuencia desde el ADN gendmico y ADN complementario del gen FcARP. Al
comparar ambas secuencias se dedujo que la estructura del gen corresponde a 4 exones y
3 intrones generando un producto génico de 9.65 kDa. El producto génico de FCcARP posee
un dominio conservado para la familia de los genes reprimidos por auxina (Stafstrom y
col., 1998). En base a la secuencia, se esperaba que el clonamiento de ADN
complementario del gen considerara el marco de lectura completo, sin embargo en
diciembre del 2014, se realiz6 un estudio de transcriptomica de F. chiloensis, el cual
mostrd que la secuencia del gen FeARP identificado en esta tesis estaba incompleta hacia
el extremo 5 (datos atin no publicados de nuestros colaboradores en la Universidad de
Talca). También se ha publicado que en £ x ananassa la proteina ARP tiene un peso
molecular de 12.5 kDa (Reddy y col., 1990), lo cual también indica que la secuencia que
se obtuvo de FcARP se encuentra incompleta en el extremo 5°. Sin embargo el dominio
que le da la funcionalidad al gen se encuentra hacia el extremo 3’.

Al aislar la secuencia de FeSAUR desde ADN gendmico y complementario se encontrd
que no posee intrones lo cual es caracteristico de la familia SAUR (Ren y col., 2015). El
analisis de transcriptomica realizado en la Universidad de Talca indica que la secuencia
obtenida es la misma que se logrd clonar y secuenciar en esta tesis, indicando que la

secuencia que poseemos presenta el marco de lectura abierto completo del gen.

8.2.  Los niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FcARPy FeSAUR varian a
lo largo de los estadios de desarrollo del fruto, en distintas temporadas de cosecha.

Se obtuvo que los niveles de transcrito de FELANCL2 eran similares entre las temporadas
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del 2013 y 2014, pero muy diferentes en el estadio C4 con respecto a la temporada del
2012. Esta variacién podria deberse a que las condiciones climaticas presentadas en el

2012 fueron diferentes a las del 2013 y 2014 (hitp://agromet.inia.cl/). Esto sugiere una

regulacion post transcripcional para FeLANCL2, dependiente de las condiciones del
medio ambiente. As{ mismo, este gen al ser propuesto como un posible receptor de ABA,
se esperarfa que sus niveles vayan aumentando conforme los niveles de esta hormona
incremente, sin embargo no es el tinico receptor de ABA que posee este fruto (Lizana y
col., 2014). Este receptor podria no estar siendo requerido para el Gltimo estadio del fruto
o se habria estado acumulando en los estadios previes de su desarrollo.

En las tres temporadas, se presentaron los mismos patrones de niveles de transcrito del
gen FedRP, por lo cual podriamos decir que los niveles de transcrito de este gen no son
afectados por las condiciones ambientales que presentaron las distintas temporadas. Los
mayores niveles de transcrito se encuentran en los estadios de C1 y C2, lo cual discrepa
con la categorizacién de este gen al ser descrito como un gen reprimido por auxina, Sin
embargo se ha demostrado que el gen ARP en otros frutos posee un comportamiento
similar al encontrado en . chiloensis (Shi y col., 2013). También se ha descrito que este
gen responde a tratamientos con auxina (Lee y col., 2013), lo cual coincidiria con que los
niveles de transcrito del gen sean mayores en los estadios de C1 y C2. El dominio ARP
de este gen también estd asociado a la dormancia de la semilla (Rae y col., 2013), lo cual
serfa indicador que al disminuir los niveles de transcrito de este gen en C3 y C4, el embrion
dentro del aquenio se encontrarfa maduro, lo cual se comprobd mediante el rescate de
embriones realizado por la Dra. Analia Espinoza (trabajo no publicado).

Los niveles de transcrito de FeS4 UR varian en las diferentes temporadas de cosecha. Entre
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la temporada del 2013 y 2014 el patrdn de nivel de transcrito es muy similar (aumenta
hacia el estadio de C4), sin embargo en la temporada del 2012 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 diferentes condiciones ambientales entre el 2012 y las temporadas 2013-
2014.

El gen FeSAUR posee un dominio inducible por auxina, sin embargo se ha reportado que
un pequefo grupo de genes pertenecientes a la familia SAUR en A. thaliana se reprime
por auxinas. Al hacer BLAST contra la base de datos de A. thaliana

(www.arabidopsis.org) se encontrd que este gen posee mayor identidad con el gen

AtSAUR78, que se encuentra dentro de este pequefio grupo de genes SAUR reprimidos por
auxinas (Rem y col., 2015), lo cual coincidiria con el patrén observado de este gen en las
temporadas del 2013 y 2014.

8.3. FcLANCL2 responde a los tratamientos con ABA y auxina.

Se obtuvo que FeLANL?2 responde a ambas hormonas, ABA y la auxina NAA, de manera
diferencial. Se ha reportado que estas hormonas participan en el proceso de desarrollo de
frutos no climatéricos y en especial para el género Fragaria (Symons y col., 2012). Lo
encontrado al analizar las veces de cambio de FeLANCL2 frente al tratamiento con ABA
es de alrededor de 3.5 veces de cambio luego de 12 horas del pulso hormonal. Al
FeLANCL?2 responder positivamente a ABA sugeriria que posee una auto-regulacién
dependiendo de los niveles de ABA que se censen en la célula, una propiedad que se ha
visto para otros genes (Becskei y col., 2001). Al observarse también respuesta a NAA, el
cual aumenta casi 8 veces 30 min luego del pulso hormonal, afirmaria la implicancia de

ambas hormonas a lo largo del desarrollo del fruto.
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Al buscar en el genoma de F. vesca la secuencia promotora para el gen I'vLANCL2, con
el cual FeLANCL2 presente una alta identidad aminoacidica y nucleotidica, se encuentra
que la secuencia promotora del gen FVLANCL2 posee motivos regulatorios de respuesta
a hormonas como ABA y auxinas. Es asi que serfa interesante obtener la secuencia
promotora del gen FeLANCL2, y asi poder identificar si los motivos presentes en F. vesca
se conservan en F. chiloensis.

También, al observar los niveles de transcrito de los genes que se usaron como marcadores
de que los tratamientos hayan funcionado se pudo observar que FeNCED aumentaba sus
niveles de transcrito y este incremento se puede homologar al incremento de ABA en el
fruto (Symons y col., 2012 y Jia y col., 2011). Ademas el patron de expresion de FeARF2,
que se empled para evaluar la efectividad de tratamiento con NAA, se puede homologar
al patrdn de acumulacion de auxina en frutos del género Fragaria (Symonsy col., 2012).
Sin embargo, seria ideal poder contar con los niveles reales de ambas hormonas en los
distintos estadios del desarrollo del fruto.

8.4. [En 8. cerevisiae la acumulacion de la proteina FcLANCL2-EGFP se observa
en un cuerpo intracelular.

Las colonias obtenidas luego de la transformacion de S. cerevisiae con el plasmidio
FcLANCL2-EGFP, poseian distinta intensidad de sefial fluorescencia, lo cual puede
deberse a las diferencias en la acumulacion de proteinas que presentan las distintas
colonias entre si. La diferente acumulacion de proteinas podria deberse a que el plasmidio
en S. cerevisiae se encuentra en multicopia de lo que depende ¢l nivel de expresion de la
proteina FCLANCL2-EGFP, y por ello todos clones no responden de la misma mancra.

Al observar los distintos clones seleccionados de acuerdo a la intensidad de la sefial de
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EGFP, al microscopio confocal, se obtuvo que FCLANCL2-EGFP presentaba cuerpos
intracelulares cercanos a la vacuola los cuales no se encontraban en las levaduras que
acumulaban EFGP de manera citoplasmatica (transformadas con el vector pAG426-GPD-
ccdB-EGFP), indicando que la localizacion de estos cuerpos intracelulares se deberia a la
transformacion de la proteina de fusiéon FcLANCL2-EGFP. La proteina FCLANCL2-
EGFP se esperaba que se localizara en la membrana citoplasmatica de S. cerevisiae, al
igual que se localiza en la membrana plasmatica de los globulos rojos en humanos
(Vigliarolo y col., 2015). Sin embargo esto no fue asi confirmando lo que ha sido
reportado anteriormente en cuanto que al expresar proteinas en un organismo heterélogo
no siempre poseen la misma ubicacion subcelular (Molbaek y col., 2015). Sin embargo,
la proteina posee 7 dominios transmembrana, por lo cual al encontrarla en un cuerpo
intracelular siguiere que la conformacién como una proteina de membrana se mantiene en
el sistema heterdlogo de S. cerevisiae.

8.5.  Las levaduras transformantes presentan acumulacion de FeLANCL2-EGFP.
Asimismo al realizar un western blot anti-EGFP, para detectar la presencia de la proteina,
se observa que las levaduras que poseen el vector vacio, presentan una banda con peso
molecular de la proteina EGFP sola, y en las colonias de levadura transformadas con
FcLANCL2-EGFP esta banda de EGFP desaparece y aparece una banda de mayor
tamafio, de aproximadamente 75 kDa, tamafio esperado para la proteina FCLANCL2
fusionada a EGFP. Por ende, las levaduras que observamos en el confocal con el vector
vacio, la fluorescencia emitida es la presencia de la proteina EGFP, y la fluorescencia que
se emite en las levaduras transformadas con FCLANCL2-EGFP, es debido a la presencia

de la proteina de interés FCLANCL2-EGFP.
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Ambas evidencias, nos indican que la proteina que observamos en el cuerpo intracelular
es FcLANCL?2 fusionada a EGFP, la cual la podemos detectar mediante microscopia
confocal y mediante Western-Blot.

8.6. Los esferoplastos que acumulan la proteina FeLANCL2-EGFP unen [*HJ-
ABA en Saccharomyces cerevisiae.

Al observarse diferencias al comparar a 30 min de incubacion a 25°C entre los
esferoplastos procedentes de colonias de levadura que presentaban pAG426-GPD-
FcLANCL2-EGFP con respecto a la colonia que presenta pAG426-GPD-ccdB-EGEP, se
puede sugerir fuertemente que en el sistema probado, la proteina FcLANCL?2 es capaz de
unir ABA, al igual que la proteina homdloga LANCL2 en globulos rojos de humanos
(Vigliarolo y col., 2015).

También se probaron distintos tiempos de incubacion con ABA. A una hora de incubacion
no se encontraron diferencias significativas entre los esferoplastos procedentes de colonias
de levadura que presentaban pAG426-GPD-FcLANCL2-EGFP con respecto a la colonia
que presenta pAG426-GPD-ccdB-EGFP, sugiriendo esto que la unidn entre el receptor y
ABA es transiente (Li y col., 2014). Esto concordaria con la definicion biolégica de
receptor. Este tipo de ensayos ha sido realizado anteriormente exitosamente para definir
la funcionalidad de ciertos receptores hormonales tanto para ABA y etileno (Kharenko y
col., 2013 y Schaller y col., 1995).

La unién observada entre los esferoplastos que no acumulaban la proteina de estudio
puede deberse a las uniones inespecificas que se generan entre las membranas de las
levaduras con el [PH]-ABA que se incubd. Es asi, que un resultado similar para otra

proteina 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 unién distinto de cero, entre las levaduras que se
usaron sin el gen inserto y la hormona con la cual s¢ incubd. Sin embargo, cabe destacar
que no hay referencias de la presencia del gen FCLANCL?2 en levaduras y por esta razdn
no fue necesario un control negativo de tratamiento de levaduras sin transformar con
ABA.

Se prob6 que la unién de [*H]-ABA con el receptor FeLANCL2-EGFP era dependiente la
concentracién de ABA lo cual se ha reportado para otros receptores de ABA. en los cuales
la afinidad de union es dependiente de la concentracion de ABA presente (Liu y col., 2007,

He y col., 2014 y Kharenko y col., 2013).
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9. CONCLUSIONES
Se identificaron los genes FeLANCL2, FcARP y FeSAUR de F. chiloensis.
Las secuencias aminoacidicas de FeLANCL2, FcARP y FeSAUR poseen alta
identidad con sus secuencias homologas en F. vesca, presentando dominios
conservados caracteristicos de sus familias génicas correspondientes.
Los niveles de transcrito de los genes FcLANCL2, FeARP y FeSAUR varian en los
distintos estadios de desarrollo del fruto del . chiloensis.
La expresion diferencial de FcARP en fruto de F. chiloensis es similar en las tres
temporadas de cosecha diferentes, lo cual indica que los niveles de transcrito de
este gen no se ven afectados por factores medio ambientales, los cuales fueron
diferentes en las tres temporadas de cosecha.
La expresion diferencial de FeLANCL2 y FeSAUR es similar en las temporadas
2013 y 2014, pero distinta para ambos genes en 2012, lo cual sugiere que las
condiciones medio ambientales como temperatura, cantidad de precipitacion,
horas frio entre otros, afecta la expresion diferencial de estos genes.
El patrén de expresion de FcARP coincide con la funcién biolégica de dormancia
asociada a este gen.
El patrén de expresion para los niveles de transcrito del gen FeS4UR correlaciona
con la funcién de auxina en la elongacion de las células en los estadios finales de

desarrollo.
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— El patron creciente de expresién del gen FelANCL2 se correlaciona con la
importancia de ABA para el desarrollo del fruto, y el que sea requerido para sensar
ABA.

—~ El gen FeLANCL?Z en frutos de F. chiloensis es sensible a los tratamientos con
ABA y auxina exdgena.

— La respuesta del gen FcLANCL2 frente a los tratamientos con ABA sugiere un
loop regulatorio positivo de esta hormona con el receptor, ya que los niveles de
transcrito del gen aumenta conforme el tiempo de incubacién va aumentando.

- El patrdn de los niveles de transcrito de los genes reporteros de ABA y auxina,
FeNCED y FeARF2 respectivamente, sugirieren que el patron de acumulacion de
estas hormonas a lo largo del desarrollo de fruto de F. chiloensis es similar al
observado en F. x ananassa.

— La proteina FcLANCL2-EGFP localizada en un cuerpo intracelular, es capaz de
aumentar la union de ABA de esferoplastos de Saccharomyces cerevisiae.

— La unién de ABA inducida por FcLANCL2-EGFP es transiente y dependiente de
la concentracion de ABA, lo que es consistente con ser una proteina receptora de
ABA.

~ FcLANCL2, FCARP y FeSAUR se expresan diferencialmente en los estadios del
desarrollo de fruto, FeLANCL2 es regulado por ABA y auxina, y cumple la

funcion biolégica de ser un receptor de ABA.

Es asi que con el trabajo realizado en el desarrollo de esta tesis, se comprueba a hipétesis,

ya que los genes FeLANCL2, FeARP y FeSAUR se expresan diferencialmente a lo largo



de desarrollo del fruto, el gen FeLANCL?2 responde a los tratamientos hormonales de ABA

y auxina exégena, y el producto génico de 'eLANCL2 es capaz de unir ABA.
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