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RESUMEN

El cerezo (Prunus avium) y el durazno (Prunus persica) corresponden a cultivos de
exportacion de alta rentabilidad para Chile. Dentro de los diversos factores comerciales
asociados al fruto, se encuentran pardmetros fisiol6gicos como el tamafio del fruto, sélidos
solubles y tiempo de maduracion, algunos de los cuales se conocen como indices de
maduracion. Estos, son regulados en diversas especies por reguladores del crecimiento de
plantas, entre los cuéles se encuentra citoquinina, una fitohormona involucrada en los
procesos de division y diferenciacion celular. Con el objetivo de estudiar los factores
moleculares de cereza y durazno involucrados en la respuesta a citoquinina, en este trabajo
se realizaron andlisis cuyo objetivo es determinar si en frutos de cereza y durazno los “Top
25 de genes inducidos por citoquinina”, que son fuertemente inducidos por citoquinina en
la planta modelo Arabidopsis, mantienen este patron de expresion frente al tratamiento

exogeno de citoquinina.

Mediante BLAST bidireccionales, se identificaron 12 y 13 posibles ortélogos de este
conjunto de genes en el genoma de Prunus avium y Prunus persica respectivamente,
donde 11 de ellos se comparten entre ambas especies. De estos 11 posibles genes ort6logos
analizados en la plataforma INTERPROSCAN, todos presentaron los dominios proteicos
caracteristicos de las proteinas codificadas por estos genes de Arabidopsis. Ademas,
analisis a nivel gendmico de estos posibles ortélogos mostraron que, algunos de estos
genes conservan su estructura genomica, mientras que otros divergen entre las especies.
Dentro del mismo analisis, se observd que todos los 11 genes presentan elementos en cis

de respuesta a citoquinina a lo largo de sus loci. Adicionalmente, algunos presentan
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elementos en cis de respuesta a giberelina y acido abscisico, sugiriendo que podrian estar
regulados por mas de una fitohormona. De estos 11 genes, la localizacion genética de
cinco de ellos se encuentra dentro de algun QTL previamente descrito y localizado en el
mapa TxE, mientras que tres de ellos estan dentro de un QTL de Ripening, sugiriendo que
estos genes podrian estar relacionados con este proceso. Los niveles de transcrito de siete
de estos posibles ortélogos fueron medidos mediante RT-qPCR, mostrando que la
expresion es inducida por la aplicacion exdgena de citoquinina en cereza y durazno, y lo

hacen en una manera especie especifica.

Los resultados sugieren que estos genes estarian bajo los mecanismos moleculares por los

cuéles la fitohormona citoquinina ejerce su regulacion.
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ABSTRACT

In Chile, Sweet cherry (Prunus avium) and Peach (Prunus persica) are high yield export
crops. Among the diverse commercial factors associated with these fruits, physiological
parameters such as fruit size, soluble solids and the ripening time, some of which are
known as indicators for the ripening. These have been described to be regulated in various
species by plant growth regulators such as cytokinin. With the aim of studying the
molecular factors associated with cytokinin response of sweet cherry and peach, the
present study focused on performing analyses to identify if the “Top 25 cytokinin induced
genes”, which are strongly modulated by the phytohormones cytokinin in the model plant

Arabidopsis thaliana, are conserved in sweet cherry and peach fruits.

Using a bidirectional BLAST, 12 and 13, putative orthologous of this set of genes were
identified in the Prunus avium and Prunus persica genomes, respectively, 11 of which are
conserved between both species. Of these 11 putative orthologous genes analyzed in the
INTERPROSCAN platform, they all presented the protein domains characteristic of the
proteins encoded by Arabidopsis genes. Additionally, analysis of these putative
orthologous at the genomic level revealed that, some of these genes are conserved in the
genomic structure, while others diverge between the species. Within the same analysis,
these 11 genes have cis-regulatory elements to cytokinin throughout their loci.
Additionally, some have gibberellin and abscisic acid responsive cis-regulatory elements,
suggesting that they could be regulated by more than one phytohormone. Of these 11
genes, five of them are located in a QTL previously described and positioned on the TXE

map, while three of them are in a Ripening QTL, suggesting that these genes could be
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related to the ripening process. The transcript levels of seven of these putative orthologous
were measured by RT-gPCR, showing that the expression is induced by exogenous
application of cytokinin in sweet cherry and peach, and they do so in a species-specific

manner.

The results suggest that these genes are candidate genes possibly responsible for the
underlying molecular mechanisms by which the phytohormone cytokinin exerts its

regulation.
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INTRODUCCION
1. Laimportancia de los frutos de cerezo y durazno

En Chile, segun la ODEPA, tanto el cerezo (Prunus avium) como el durazno (Prunus
persica) estan dentro de las 10 principales especies frutales de exportacion. Esto es debido
a la temporalidad en el crecimiento y produccion de los frutos en nuestro pais, los cuéles
se ajustan a las demandas internacionales (ODEPA, 2016). Esta oportunidad competitiva
ha significado para Chile altos ingresos econémicos en los ultimos afios. Asegurar la
produccion de estos frutales es de gran importancia para el mercado chileno, el cual
enfrenta el desafio de cumplir con las exigencias del mercado internacional, las cuales son
cada vez mayores. Es por esto que se han implementado diversos programas de
mejoramiento asociado a estos frutales, donde se encuentran la mejora de la calidad del
fruto, el tiempo de floracion, la auto-compatibilidad, la resistencia a “cracking” y la

resistencia a enfermedades, entre otros.

Tanto cerezo como durazno son especies de arboles perennes pertenecientes a la prolifica
familia de frutales Rosaceae, y en particular, ambas son especies del género Prunus, los
cudles se caracterizan por poseer un carozo lignificado que protege a la semilla. Prunus
avium es una especie diploide (2n=16) con 8 cromosomas, su genoma posee un tamafo
aproximado de 280 Mpb, con 10.148 scaffolds y 43.673 transcritos que codifican
proteinas. ElI genoma fue secuenciado desde el cultivar “Satonishiki” y publicado por
Shirasawa y cols. en el afio 2017.
Prunus persica también es una especie diploide (2n=16) con 8 cromosomas, su genoma

tiene un tamafo aproximado de 280 Mpb con 26.873 genes y 47.089 transcritos que



codifican proteinas (IPGI, 2015). El genoma del cultivar “Lovell” fue secuenciado y
publicado por la “Iniciativa Internacional del genoma de Durazno” (IPGI) el cual ya va en
su segunda version (IPGI, 2015).
La liberacidn de estos datos gendmicos, convierten a Prunus avium y Prunus persica en
buenos modelos fruticolas para estudiar en mas detalle el desarrollo de estos frutos a nivel

molecular.

2. Desarrollo del fruto de cereza y durazno

Ambos frutos presentan un patrén de crecimiento doble sigmoidal, que ha sido dividido
en tres etapas (Connors, 1919). La primera etapa corresponde a una fase inicial de
crecimiento exponencial llamada “Etapa I” (o S1); una segunda fase lag o “Etapa II” (o
S2) caracterizada por la lignificacion del carozo y por un lento crecimiento del fruto; y
una tercera fase o “Etapa III” (o S3), caracterizada por un aumento en el tamarfio del fruto
(Connors, 1919; Crane, 1964). Tonutti y cols. (1997) incluyeron un cuarto estadio (“Etapa
IV” 0 S4) para frutos climatéricos, en el cual se detectd la maxima taza de respiracion del
fruto, la que indica el comienzo del estadio de maduracion o ripening del fruto. El
incremento en el tamario de los frutos durante su desarrollo ha sido atribuido a dos factores
principales: el incremento en el nimero de células (division celular) y el incremento en el
tamafio celular (expansion celular) (Combe, 1976; Scorza, 1991). Estudios en cultivares
de durazno han concluido que la division celular esta presente durante la primera fase de
crecimiento; y la expansion celular se presenta en la primera y tercera fase del crecimiento
(Combe, 1976; Scorza, 1991; Bonghi y cols., 2011). Es en esta Gltima etapa donde tiene

cabida el proceso de maduracion o ripening de los frutos climatéricos. Segin como ocurre



este proceso se han descrito dos tipos de frutos: climatéricos y no-climatéricos. Los frutos
climatéricos son aquellos cuya maduracion ocurre por un aumento en la concentracion
enddgena de la fitohormona etileno que conlleva un aumento en la respiracion celular,
desencadenando el proceso de maduracion fisiologica del fruto (Burg y Burg, 1962). El
proceso de maduracion de los frutos no-climatéricos aun no es bien dilucidado. En frutos
no-climatéricos, el proceso de maduracion se encuentra liderado por mas de una hormona,
donde la interaccion entre éstas pareciera jugar un rol importante (McAtee y cols., 2013).
En este contexto, las cerezas corresponden a frutos no-climatéricos, mientras que los
duraznos corresponden a frutos climatéricos. Todos estos procesos involucrados en el
desarrollo, crecimiento y maduracion del fruto se encuentran bajo una compleja
regulacion hormonal que afecta el desarrollo del fruto. Dentro de este grupo de hormonas
se encuentra citoquinina, cuya participacion se ha descrito principalmente durante los
estados tempranos de desarrollo del fruto (McAtee y cols., 2013; Teribia y cols., 2016),

pero que podria ser relevante los procesos de maduracion.

3. Lafitohormona citoquinina como regulador del crecimiento en frutos

Las citoquininas son fitohormonas que regulan diversos procesos en las plantas: tanto en
el crecimiento, desarrollo, y respuesta a estimulos ambientales. Las citoquininas son
hormonas vegetales, derivadas de la adenina, que se diferencian entre si por las
sustituciones en el nitrogeno seis (N6) del anillo purinico. De este modo, existen distintos
tipos de citoquininas tales como la trans-zeatina (tZ), isopentiladenina (iP) vy
benzilaminopruina (BA), entre otras (Kieber, 2002). La Zeatina es una citoquinina que

fue aislada desde las semillas del maiz (Letham y cols., 1963) y no fue hasta que el



investigador Hall en el afio 1973 designo que el término “citoquinina” es aplicado a un
componente que promueve el crecimiento y la diferenciacion en cultivos celulares,
estimulando la division celular, siendo la Zeatina la citoquinina natural con mayor
actividad (Staden y Davey, 1978; Mujica K., 2016). La mayoria de las citoquininas
enddgenas aisladas y caracterizadas se han estudiado en frutos (Staden y Davey, 1979;
Mujica K., 2016). Tanto en durazno como en cerezo se sabe que, durante las primeras
semanas de desarrollo que es cuando hay mayor division celular, los frutos presentan altos
niveles de trans-zeatina que declinan rapidamente durante el periodo de lignificacion
(Arnau y cols., 1999; Teribia y cols., 2016). A pesar de esto, citoquinina pareciera jugar
un rol mas alla que solo el inicio del desarrollo del fruto. Un estudio realizado en cereza
var. Bing, mostr6 que la aplicacion exdgena de 4 citoquininas sintéticas (BA, CPPU,
Topoliny TDZ) a 9 DAFB aumentaban el peso de los frutos, su firmeza y el contenido de
solidos solubles, a su vez que retrasaba la coloracion del exocarpo, siendo CPPU y Topolin
las citoquininas mas efectivas (Zhang y Whitting, 2015). Estudios provenientes del
laboratorio en el cual fue elaborada esta tesis, en durazno var. Sweet September, mostraron
que la aplicacién exdgena de TDZ en cada uno de los puntos del desarrollo (S1, S2 y S3)
aumentaba el tamafio de los frutos, a su vez que prolongaba el tiempo de cosecha (Meisel,
datos no publicados). Resultados similares se han obtenido en diversos otros estudios en
frutales, donde se observa que se aumenta el tamafio del fruto en manzana (Sterne y cols.,
2003), kiwi (Famiani y cols., 2007), arandano (Retamales y cols., 2014), y pera (Glozer e
Ingels, 2007); y en ocasiones, también se ve afectada la maduracion (Iwahoriy cols., 1988;

Ogata y Saito, 1989).



A pesar de gque existe abundante informacion de citoquinina sobre el efecto fisioldgico en
diversos frutales, y de que es una de las fitohormonas mas clasicas y a la cual se le atribuye
un rol fundamental en el desarrollo de frutos, los mecanismos moleculares que explican

la accion de citoquinina no han sido completamente comprendidos.
4. Genes modulados por citoquinina

La citoquinina, como todas las fitohormonas, regula diversos procesos en las plantas al
inducir la expresion de multiples genes, involucrados en diversas rutas génicas y de esta
forma produciendo cambios en el desarrollo y respuestas fisioldgicas de las plantas. La
via de respuesta génica clasica a citoquinina corresponde a las respuestas de tipo A, B 'y
C descritas en Arabidopsis thaliana (Sakai y cols., 2000). Una gran parte de la regulacién
transcripcional de citoquinina es mediada por los reguladores de respuesta de tipo B, los
cuéles son factores de transcripcion de la familia MYB; mientras que la respuesta de tipo
A'y C corresponden a genes que producen una retroalimentacion negativa de la respuesta,
apagando la via. A pesar de que la respuesta tipo B es de la que mas se conoce respecto a
la regulacion transcripcional de citoquinina, se han descrito numerosos otros genes por la

cual citoquinina también estaria ejerciendo su rol regulatorio.

Los primeros genes en respuesta a citoquinina fueron identificados en Arabidopsis
thaliana, y es en esta planta modelo donde se tiene la mayor informacion respecto a
respuesta génica frente a citoquinina (Schmdalling y cols., 1997). En Arabidopsis se han
descrito genes con distintas funciones que responden a citoquinina, entre ellos reguladores
ya mencionados de respuesta tipo A, B y C; genes de la via de percepcion de citoquinina

(Inoue y cols., 2001); del catabolismo de citoquinina (Werner y cols., 2001). Otros genes



que responden a citoquinina estan relacionados: con la accion de auxina, giberelina y
etileno (Schmilling y cols., 2012); estrés bidtico y abidtico, formacion de pared celular,
metabolismo primario, ingreso de nutrientes y fotosintesis (Werner y Schmdlling, 2009).
De esta forma la fitohormona citoquinina regula numerosos procesos fisioldgicos en

plantas.

En el afo 2015, Brenner y Schmilling describieron un conjunto de genes que
denominaron “Top 25 de genes inducidos por citoquinina”, por ser los genes cuya
induccion por citoquinina era consistente en diferentes ensayos realizados en la planta
modelo Arabidopsis thaliana, en distintos tejidos y condiciones, resumiendo asi, una
década de estudios transcriptdmicos a gran escala sobre citoquinina en esta planta. En esta
lista se encuentran genes que codifican para reguladores de respuesta tipo A, factores de
transcripcion, enzimas relacionadas con degradacion proteica, con plegamiento de
proteinas y que participan en diversas rutas metabolicas (sintesis de flavonoides, sintesis
de aminoacidos, catabolismo de citoquinina, entre otras). Un resumen de estos genes se
muestra en la Figura 1. En este esquema se puede ver a través de qué genes citoquinina
ejerceria su rol regulatorio en los procesos de desarrollo y respuesta en Arabidopsis
thaliana. Los genes de esta lista se enmarcan en diversos procesos fisiologicos, tales como
estrés abiotico, estrés bidtico, homeostasis de citoquinina, via de respuesta a etileno, via
de respuesta a giberelina, via de respuesta a auxina, respuesta a luz y asimilacion de
nutrientes. Estos genes regulados por citoquininas podrian ayudar a dilucidar los

mecanismos por los cuéles citoquinina logra sus efectos, formando una red de sefializacién



que inducen el crecimiento y desarrollo, asi como la respuesta a diversos estimulos

(Bhargava y cols., 2013).

A pesar de que existe abundante informacion sobre el efecto fisiologico de la aplicacion
de citoquinina exdgena en frutos, las bases moleculares que subyacen sobre estos procesos
han sido poco estudiadas. Es por esto que la meta de este trabajo es identificar genes de
respuesta a citoquinina en frutos de cereza y durazno, utilizando como guia la lista descrita
por Brenner y Schmulling (2015), y asi tener un mayor conocimiento molecular de los
efectos fisiologicos de citoquinina en estas dos especies frutales.
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Figura 1. Funciones molecualres y procesos biologicos del “Top 25 de genes inducidos por
citoquinina” descrito en la planta modelo Arabidopsis thaliana (Brenner y Schmulling, 2015). Esta
lista de genes resume 10 afios de analisis transcriptémicos en la planta modelo, frente a tratamientos
exogenos de citoquinina. Estos genes se enmarcan con diversas funciones moleculares como factores
de transcripcion, plegamiento de proteinas, degradacion de proteinas, entre otros; y en diversos procesos
bioldgicos tales como via de respuesta e etileno y a otras fitohormonas, respuesta a luz, entre otros.



HIPOTESIS

En Prunus avium y Prunus persica se encuentran conservados ortélogos del “Top 25 de
genes inducidos por citoquinina” descrito en Arabidopsis thaliana, que se expresan
diferencialmente en frutos maduros de estas especies, al ser tratados con citoquinina

exogena.
OBJETIVO GENERAL

Identificar, caracterizar y comparar, en los genomas de Prunus avium y Prunus persica,
posibles ortdlogos del “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis
thaliana; y determinar el efecto de la aplicacion exdgena de la citoquinina trans-zeatina

en la expresion de este conjunto de genes en frutos maduros de cereza y durazno.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar en Prunus avium y Prunus persica posibles ortélogos para el “Top 25 de
genes inducidos por citoquinina” descrito en Arabidopsis thaliana, analizando la

estructura genémica de los distintos loci de éstos y su localizacion genética.

2. Determinar si los posibles ortélogos para este conjunto de genes presentan una
expresion diferencial frente a la aplicacion exdgena de trans-zeatina, en frutos

maduros de Prunus avium y Prunus persica.



MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal de Prunus avium y Prunus persica

Las muestras bioldgicas de durazno, Prunus persica var. September Sun, fueron
recolectadas del fundo “Santa Helena” perteneciente a la empresa “Agricola Arcahue”,
ubicado en la comuna de Graneros, Region del General Libertador Bernardo O’Higgins.
Se tomaron al menos 10 frutos de durazno, en proceso de maduracion, por arbol; y se
realiz6 un pool de frutos para cada arbol (un total de 3 arboles). En el caso de cerezas,
Prunus avium var. Lapins, fueron recolectadas del centro experimental de la Universidad
Catolica de Valparaiso ubicado en la comuna de Quillota, Region de Valparaiso. Se
tomaron al menos 25 frutos de cerezo, en proceso de maduracion, por arbol; y se realizd
un pool de frutos para cada arbol (un total de 3 &rboles). En ambos casos, se trasladaron
inmediatamente al laboratorio para realizar los tratamientos con la hormona citoquinina a

temperatura ambiente.

2. Tratamiento con trans-zeatina en frutos de Prunus avium y Prunus persica en

etapa de post-lignificacion.

Los tratamientos se realizaron con citoquinina trans-zeatina (Sigma-Aldrich) a diferentes
concentraciones de la hormona para ambos frutos maduros. Se cortaron laminas finas de
cada fruto, los cuales posteriormente se mezclaron para obtener un pool de frutos por
arbol. Las laminas se sumergieron en una solucion de tampén sodio-fosfato (NaPi) para
evitar su oxidacién. Luego, se utilizd la hormona trans-zeatina (tZ) a 10 nM y 100 nM

diluidas en tampdn NaPi. De esta forma, el experimento se realiz6 en 3 condiciones de



tratamiento para cada especie: Tampon NaPi como muestra control sin hormona, 10 nM
de trans-zeatina y 100 nM de trans-zeatina. El pool de laminas se sumergi6 en la solucién
correspondiente a un tratamiento y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora, como
es indicado por Hwang y Sheen (2001) para la planta Arabidopsis. Las laminas se

congelaron en nitrogeno liquido y se guardo a -80°C para su posterior uso.

3. Extraccion de ARN total de frutos de Prunus avium y Prunus persica.

La extraccion de ARN total a partir de frutos maduros de cereza, se llevo a cabo utilizando
el método descrito por Jaakola y cols. (2001). Las muestras congeladas a
-80 °C de frutos de cerezo se molieron en nitrégeno liquido usando un mortero
previamente esterilizado y a -20 °C. Aproximadamente 5 g de tejido molido fue colocado
en un tubo Corex de 30 mL, se agregaron 10 mL de tampon de extraccion (CTAB 2%
[p/v], PVP 2% [p/v], Tris-HCI 200 mM, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, pH 8.0) previamente
calentado a 65 °C. Se agregaron 200 uL de B-mercaptoetanol (concentracion final 2%
[v/v]) bajo campana, se agitaron en vortex y se incubaron durante 10 min a 65 °C, agitando
los tubos suavemente cada 3 min. Los tubos se agitaron en vortex durante un minuto y
luego se centrifugaron a 1845 g por 15 min a 4 °C. La fase acuosa (sobrenadante) se llevo
a un nuevo tubo de 30 mL y se extrajo 3 veces con 1 volumen de cloroformo : alcohol
isoamilico (24:1), agitando en vortex durante 5 min y centrifugando a 1845 g por 20 min.
cada una. Se calculo el volumen de LiCl 10 M a agregar al volumen total de fase acuosa
extraida considerando que el LiCl debia quedar a una concentracion final de 3M. Luego,
se mezclo suavemente y se dejo precipitando toda una noche a 4 °C, en hielo. Al dia

siguiente, la solucién incubada se centrifugd a 1.845 g por 30 min a 4 °C. Se giro el tubo
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para descartar la fase acuosa y sacar el exceso de liquido, quedandonos so6lo con el
precipitado. El precipitado se disolvio con 500 pL de solucion tampén SSTE
(Concentracion final NaCl 1 M, SDS 0,5 % [p/v], Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0)
previamente calentado a 65 °C, pipeteando suavemente con pipeta de 1 mL.
Posteriormente, se traspasaron las muestras a tubos de 2 mL y se agregd 1 volumen (500
pL aproximadamente) de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1), se agitd en vortex por
30 seg. y se centrifug6 a 21.910 g por 10 min a 4 °C. Luego, se extrajo la fase acuosa y se
realizd, igual a la anterior, una nueva extraccion con cloroformo : alcohol isoamilico
(24:1). Se extrajo el sobrenadante y se agregaron 2 volimenes de etanol 100% enfriado a
-20 °C. Se dej6 precipitando por 40 min a -80 °C. Posteriormente, se centrifugaron los
tubos a 21.910 g por 30 min a 4 °C y luego se retir6 el etanol por inversion del tubo,
dejando secar el precipitado durante 3 a 5 min. sobre un trozo de toalla absorbente. Se
lavé el sedimento con 500 pL de etanol 70 % enfriado a -20°C, y se centrifug6 por 5 min
a21.910 g a 4°C. Luego, se eliming el etanol por inversion del tubo y se dej6 secando el
precipitado por 5 min. sobre un trozo de toalla absorbente. Una vez que se evapord la
mayor cantidad de etanol posible, se resuspendio el sedimento en 25 pL de H»O tratada
con DEPC (1%), previamente calentada a 55 °C. Finalmente, se guard6 a -80 °C para su

posterior uso.

La extraccion de ARN total a partir de frutos maduros de duraznos, se llevo a cabo
utilizando el método descrito por Meisel y cols. (2005). Las muestras congeladas a -80 °C
de frutos de durazno se molieron en nitrogeno liquido, usando un mortero previamente

esterilizado. Aproximadamente 5 g de tejido molido fue colocado en un tubo Corex de 30
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mL, se agregaron 10 mL de tampon de extraccion (CTAB 2 % [p/v]), PVP 2 % [p/v]),
Tris-HCI 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 2 M, pH 8,0) previamente calentado a 65 °C. Se
agregd 92 mL de B-mercaptoetanol (0,92 % [v/v]) y se incub6 durante 10 min a 65 °C
agitando el tubo suavemente cada 3 min. En seguida, se agregd 1 volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y se agit6 en vortex durante 5 min. Se centrifugd por 30 min a
1845 g, a una temperatura de 4 °C en la centrifuga Universal 320R de Hettich zentrifugen.
Se recuperd la fase acuosa, y se realizd una nueva extraccion de cloroformo: alcohol
isoamilico, como se describid anteriormente. La nueva fase acuosa que se obtuvo se
mezclé con 1,2 mL de Cloruro de litio (LiCl) 10 M por cada 4 mL de sobrenadante
recuperado. Se agitd suavemente la solucidn, y se incub6 a 4 °C durante toda una noche.
Luego, la solucion incubada se centrifug6 a 1845 g durante 90 min a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 1 mL de solucion SDS 0,5 %.
Inmediatamente se le agregd un volumen de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1), se
agitd por 5 min en vortex, y la solucion se traspasé a un tubo de 2 mL. Se centrifugo a
21.910 g por 10 min a4 °C, se recupero la fase acuosa la cual se mezcl6 con 0,7 volimenes
de isopropanol 100%, dejando precipitar a -80°C por 40 min. Se homogenizé por
inversion suavemente y se centrifugd a 21.910 g por 30 min a 4 °C. Se elimino el
sobrenadante, el sedimento se lavo con etanol 70 % frio y se centrifugé a 21.910 g por 10
min a 4 °C. Posteriormente se elimino el sobrenadante por inversion del tubo, dejando
secar sobre una toalla abosrbente por 5 min, y se re suspendio el sedimento en 25 uL H.O
tratada con DEPC (1%) previamente calentado a 55 °C. Finalmente, se guardo6 a -80 °C

hasta su uso.
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4. Cuantificacion y determinacion de pureza e integridad de ARN total, de frutos

de Prunus avium y Prunus persica.

La concentracion de ARN total fue medida en el equipo Nano Quant de TECAN a 260
nm, mediante el software i-Control V1.10. Para determinar la calidad del ARN se observo
la razon entre las absorbancias Azeo/Azg0. Para descartar contaminacion de proteinas se
permitio un rango entre 1,8 y 2,1. La integridad del ARN se analizé a través de
electroforesis en gel denaturante 1,2% de agarosa. EI ARN se visualizé en el gel de
agarosa con Gel-Red Nucleic Acid Stain de BIOTUM. La electroforesis se realizé con
solucion tampdn de corrida MOPS 1X con una diferencia de potencial de 70V durante 40
min. La visualizacién se realizo en el trans-iluminador FOTO/UV 21 de FOTODYNE, y
la integridad se determind por la presencia de las bandas rRNA 28S y 18S, donde la

primera debe ser el doble en intensidad de la segunda.

5. Digestion enziméatica de ADN desde ARN de frutos de Prunus avium y Prunus

persica.

Las muestras de ARN de frutos de cereza y durazno fueron tratadas con ADNasa
TURBO™ de Invitrogen, con el fin de eliminar las posibles trazas de ADN que quedasen
en las muestras extraidas. La reaccion se llevé a cabo segun las especificaciones del
producto: hasta 10 pg de RNA a una concentracion final menor o igual a 200 ng/pL, 1 uL
de ADNasa TURBO™ 2U/uL, 2,5 pL de buffer de reaccion 10X, agua libre de nucleasas
hasta completar un volumen final de 25 pL. Se incubd a 37 °C por 30 min. agitando cada
5 min. La reaccion se termind inactivando la enzima con 2,5 pL del inactivador de

TURBO DNase, incubando 5 min a temperatura ambiente, agitando cada 1 min.
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Finalmente, se centrifug6 a 9200 g por 5 min para precipitar el inactivador, rescatando el

sobrenadante.
6. Transcripcion reversa de ARN de frutos de Prunus avium y Prunus persica.

La reaccion de transcripcion reversa se llevo a cabo usando el sistema First Strand cDNA
Synthesis Kit de Thermo SCIENTIFIC segun las especificaciones del producto: Para cada
reaccion se utilizaron 1 pg de ARN total previamente tratado con ADNasa TURBO™ de
Invitrogen, 1 pL de partidor Oligo(dT)1s8 100 uM y se llevd a un volumen final de 11 pL
con agua libre de nucleasas. Inmediatamente se agrego a la reaccion 4 pL de Buffer de
reaccion 5X (Tris-HCL 250 mM pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 1
pL de Inhibidor de ARNasa RiboLock 20 U/uL, 2 pL de mix de dNTP 10 mM, y
Transcriptasa reversa M-MulV 20 U/uL. Se incub6 a 37 °C por 1 h y se detuvo la reaccion
calentandola a 70 °C por 5 min. Asumiendo que el ARN se retro-transcribe con una
eficiencia sobre el 99%, se diluy6 1 pL en 9 pL de agua libre de nucleasas para que

quedase a una concentracion de 10 ng/uL.

7. Identificacion de posibles ortélogos para el “Top 25 de genes inducidos por

citoquinina” de Arabidopsis en Prunus avium y Prunus persica.

La identificacion de posibles ortdlogos para el “Top 25 de genes inducidos por
citoquinina” de Arabidopsis en cereza y durazno, se realizO mediante BLAST
bidireccionales. Se tomaron las secuencias proteicas de estos 25 genes desde la base de

datos de Arabidopsis VV10.0 (descargada desde TAIR, www.arabidopsis.org, y visualizada

en el software CLC Genomics Workbench v9.5.3) y se realiz6 un primer tblastn (matriz
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de sustitucion BLOSUM®62) desde éstas secuencias hacia los genomas de cereza v1.0 y

durazno v2.1 (descargadas desde GDR, www.rosaceae.org). Se escogio el mejor

candidato para cada secuencia considerando un e-value menor a 102y un porcentaje de
identidad mayor o igual al 70 % en el BLAST. Posteriormente, se tomé la secuencia
codificante a proteina cds de estos candidatos desde los genomas de cereza y durazno, y
se realizd un tblastx (matriz de sustitucion BLOSUMG62) hacia el genoma de Arabidopsis.
Considerando los mismos parametros del primer BLAST, se escogieron como los posibles
ortologos del “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis a aquellas
secuencias que tuvieran como mejor candidato a las secuencias iniciales de Arabidopsis

utilizadas en el primer BLAST, cerrando asi la bidireccionalidad.

8. Alineamiento de secuencias e identificacion de dominios conservados entre el
“Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis y los posibles

ortélogos para Prunus avium y Prunus persica.

La prediccién de los dominios presentes en la secuencia aminoacidica de cada posible
ortélogo se realizd mediante la plataforma INTERPROSCAN de la European
Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk/interpro/). Los posibles ortélogos identificados,
fueron alineados con miembros de las familias génicas de Arabidopsis thaliana
respectivas para cada posible ortélogo, mediante la herramienta bioinformatica ClustalW
(Larkin y cols., 2007). Los alineamientos fueron visualizados con la plataforma en linea

BoxShade (www.embnet.vital-it.ch/software/BOX form.html).
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9. Analisis cuantitativo de expresion génica mediante reaccion de PCR en tiempo

real.

Se realizé una cuantificacion relativa de la abundancia de transcritos de cereza y durazno
en proceso de maduracion mediante gRT-PCR. Los partidores fueron disefiados en el
software Vector NTI Express Designer V10.3. Las secuencias para amplificar los
segmentos de los genes en estudio (posibles ortdlogos para el “Top 25 de genes inducidos
por citoquinina”) se muestran en la Tabla 1 del material suplementario, mas el gen de

Poliubiquitina 10 (UBQ10), el cual se us6 como gen de referencia.

La eleccion de un gen de referencia adecuado, se basoé en la publicacion de Xia Ye y cols.
(2015) para genes de referencia en cereza, cuyos partidores TEF2, ACT1 y UBQ10 ya
habian sido previamente utilizados también para durazno. Se utilizé el gen que mostrara
tener menor tasa de cambio en ambas especies frente al tratamiento con citoquinina, el

cual fue UBQ10.

Se determind la eficiencia de los partidores para una reaccién de gRT-PCR mediante el
programa LinRegPCR (Ruijter y cols., 2009), el cual se basa en el ajuste de datos crudos
obtenidos desde la reaccion de qRT-PCR para definir la fase exponencial de amplificacion
y con esto, el ciclo donde existe fluorescencia por sobre la fluorescencia ruido (Cq), para

calcular la eficiencia promedio del partidor en las diferentes muestras.

La reaccion de gRT-PCR fue realizada en el equipo Rotor-Gene Q de QIAGENE,
mediante el software Rotor-Gene Q series V2.1.0. Las reacciones se llevaron a cabo

usando el sistema Fast Plus EvaGreen gPCR Master Mix de Biotum segun las
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especificaciones del producto: 5 uL de EvaGreen Master Mix 2X (tampon de reaccion,
dNTPs, EVA Green y Cheetah™ Taq), 0.5 pL de partidor forward 10 uM, 0.5 de partidor
reverse 10 uM, 10 ng de cDNA templado en 1 pL y 3 pL de agua grado de biologia
molecular. Las condiciones para cada reaccion de gRT-PCR se basaron en las
recomendadas por el producto utilizado: 1 ciclo para la activacion de la enzima por 2 min.
a 95 °C; 45 ciclos de denaturacion por 5 s. a 95 °C, hibridacion por 5s. a la Tm promedio
para cada par de partidores (Tabla 1 del material suplementario) y extension por 25 s.
a 72 °C. La curva de melting se realizo entre los 72 °C y 95 °C, donde se verifico que los

partidores se unieran a un producto Unico, visualizandose un Gnico peak de fluorescencia.

10. Anélisis estadistico de la cuantificacion de la expresion génica mediante reaccion

de PCR en tiempo real

El andlisis estadistico se realiz6 bajo una distribucion no paramétrica sin homogeneidad
de varianzas (Karlen y cols., 2007; Goni y cols., 2009), las diferencias significativas se
calcularon con el test de Friedman para datos que no cumplen una distribucion normal. La
representacion grafica de los datos y el analisis estadistico fueron realizados mediante el

software GraphPad Prism V6.0.

11. Comparacién de la estructura gendmica de los loci de los posibles ort6logos para

el “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis.

La comparacién de la estructura gendémica de los loci de los posibles ortélogos
encontrados en cereza y durazno fue realizada utilizando las bases de datos para

Arabidopsis, Prunus avium y Prunus persica descargadas desde TAIR y GDR
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respectivamente, analizadas y visualizadas con el software CLC Genomics Workbench
v9.5.3. La basqueda de posibles elementos regulatorios en cis para citoquinina y otras
fitohormonas fue realizada con el mismo software. La representacion grafica de los
resultados obtenidos se realizO mediante la plataforma en linea Exon-Intron Graphic

Maker (www.wormweb.org/exonintron).

12. Localizacion de los loci de los posibles ortologos para el “Top 25 de genes

inducidos por citoquinina” de Arabidopsis en el mapa de ligamiento TxE.

La localizacion de los loci en el mapa de ligamiento TXE de los posibles ortélogos
encontrados en cereza y durazno, fue realizada utilizando la base de datos para Prunus
persica descargadas desde GDR, analizadas y visualizadas con el software CLC Genomics
Workbench v9.5.3. Se buscaron en el genoma marcadores moleculares tipo SSR (simple
sequence repeat) y SNP (single nucleotide polymorphism) que flanquearan los loci de los
posibles ortélogos y con éstos se estimd la posicion en el mapa de ligamiento TXE,
utilizando la base de datos de marcadores moleculares disponible en la herramienta cMAP
de GDR y el mapa de ligamiento TXE descrito en el libro “Genetics, Genomics and

Breeding of Stone Fruits” (Kole y Abbott, 2012).
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RESULTADOS

1. Posibles ortélogos para el “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de

Arabidopsis thaliana en Prunus avium y Prunus persica.

Para evaluar la respuesta génica a la aplicacion exdgena de citoquinina en frutos de cereza
y durazno, se identificaron en Prunus avium y Prunus persica los posibles ortélogos para
el “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis descrito por Brenner y
Schmulling (2015). Los genes de esta lista presentan una respuesta génica consistente en
diferentes ensayos a citoquinina en la planta modelo. Mediante BLASTS bidireccionales,
se encontraron en la base de datos de secuencias codificantes (CDS) de Prunus avium
(v1.0) y Prunus persica (v2.1), las secuencias descritas en las Tablas 1 y 2,
correspondiente a posibles ortélogos del “top 25 de genes inducidos por citoquinina” de

Arabidopsis.

Con los andlisis bioinformaticos, se encontraron 12 posibles ortdlogos en cereza del “Top
25 de genes inducidos por citoquinina”, y 13 posibles ortélogos en durazno. Hay 11
posibles ortdlogos que son compartidos entre cereza y durazno que corresponden a los
genes descritos en las tablas como: SHD, CRF2, CKX4, CPK28, NRP2, GIS3, PAPS,
FLS1, PRNPH3 y dos genes codificantes para proteinas de funcion desconocida (loci
At1g28100 y At5g41590) las cuales se denominaron UP1 y UP2, respectivamente (por

unknown protein).
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Segun la informacion disponible en TAIR, los genes fueron divididos en los siguientes
grupos: posibles genes que codifican para factores de transcripcion; genes relacionados
con degradacion de proteinas; genes relacionados con plegamiento de proteinas; genes
relacionados con metabolismo; genes relacionados con respuesta a patdgeno; y genes
relacionados con asimilacion de nutrientes. Un resumen de esto se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Categorias funcionales de los 11 posibles ortdlogos del “Top 25 de genes inducidos por
citoquinina” de Arabidopsis, conservados entre Prunus avium y Prunus persica.

Categoria Genes Locus A. thaliana Locus P. avium Locus P. persica
agrupados
Factor de CRF2 AT4G23750.1 Pav_sc0001335.1_g640.1.mk | Prupe.5G114100.1
transcripcion GIS3 AT1G68360.1 Pav_sc0001488.1_g050.1.mk | Prupe.1G314000.1
Degradacién CPK28 AT5G66210.1 Pav_sc0000044.1_g540.1.mk Prupe.7G168400.1
de protel’nas PRNPH3 AT1G50280.1 Pav_sc0000410.1_g280.1.mk Prupe.1G344900.1
P Iegam iento SHD AT4G24190.1 Pav_sc0002154.1_g060.1.mk Prupe.1G363900.1
de proteinas NRP2 AT1G18800.1 Pav_sc0000877.1_g330.1.mk | Prupe.5G191400.1
CKX4 AT4G29740.2 Pav_sc0000129.1_g070.1.mk | Prupe.7G208400.1
Metabolismo
(anabolismo/ | UP1 AT1G28100.4 Pav_sc0001107.1_g140.1.mk | Prupe.1G217100.3
catabolismo) FLS1 AT5G08640.1 Pav_sc0000030.1_g1320.1.mk | Prupe.1G502700.1
Eaetsépglge:;a a up2 AT5G41590.1 Pav_sc0000886.1_g840.1.mk | Prupe.5G207300.1
QeSirTJitI?i(;ir?tr:as PAPS8 AT2G01890.1 Pav_sc0000893.1_g850.1.mk | Prupe.1G337700.1

Para apoyar la hipotesis de que estos genes corresponden a posibles ortélogos de los genes
descritos en Arabidopsis, se realizé un alineamiento de las secuencias aminoacidicas
codificadas por dichos genes en las 3 especies y con las familias génicas de dichos genes
en Arabidopsis, segun correspondiese con el software ClustalW (exceptuando los loci

At1g28100 y at5g41590 por ser proteinas de funcion desconocida). Ademas, se buscd si
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A

Dominio AP2/ERF

ATCRF1

0 ATCRF2
IS TN S W KFRGVRQRPWGKWAAE IRDP R 'TAEEAAIVYDNAAIELRGPDALTNF

o PPECRF2 KFRGVRQRPWGKWAAEIRDP [RRVRLWLGT DTAEEAA:VYDNAAIQLRGPDALTNF
ATCRF3 LGTFYTAEEAAYVYDNAAIBLRGPDALTNF
ATCRF4 LGTF'TAEEAAIVYDNAAIELRGPDALTNF
ATCRF7
ATCRF8

B

ATZAT7
ATZATS
ATZAT11
AT1G49900
AT1G68360
AT3G01030
AT3G53600
AT4G04404
AT5G56200
OATGIS3
OPPEGIS3
(PAVGIS3
ATGIS
ATGIS2

Figura 2. Las secuencias aminoacidicas codificadas por los posibles genes que codifican para
factores de transcripcion PavCRF2, PpeCRF2, PavGIS3 y PpeGIS3 presentan dominios conservados
de las familias de CRF y GIS de A. thaliana. A. Alineamiento del dominio AP2/ERF caracteristico de
los CRF de A. thaliana (1 al 7), el cual se ve estd altamente conservado en los posibles ortélogos
encontrados en cereza y durazno, con los residuos de Arg y Trp que interactian con la doble hebra de
ADN (*). B. Alineamiento del dominio C2H2/C2HC zinc fingers caracteristico presente en las proteinas
GIS de A. thaliana (1 al 3) junto con otras proteinas de esta familia, el cual presenta el motivo QALGGH
gue esta altamente conservado.

poseian los dominios proteicos correspondientes a la informacion existente para dichas
proteinas de Arabidopsis en la plataforma en linea de INTERPROSCAN. Los resultados
de los alineamientos los dominios proteicos encontrados se muestran en las Figuras 2 y
S5-S9 del material suplementario. En la Figura 2 se muestra la comparacion secuencias
aminoacidicas para los genes CRF2 (1A) y GIS3 (1B) con sus respectivas familias génicas
de Arabidopsis. Para el factor en respuesta a citoquinina CRF2, tanto en cereza como en
durazno se encuentra el dominio AP2/ERF caracteristico de esta familia génica, y se

encuentra altamente conservado presentando los aminoacidos de arginina y triptéfano que
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interacttan con la doble hebra de ADN (Allen y cols., 1998). Para la proteina GIS3 se
observa que tanto en cereza como en durazno presenta el dominio dedos de zinc
caracteristico de esta familia génica, con el motivo QALGGH (Englbrecht y cols., 2004).
De este modo, a las secuencias  Pav_sc0000410.1 g280.1.mk vy
Pav_sc0001335.1 g640.1.mk de cereza se denominaron PavCRF2 (Prunus avium
cytokinin response factor 2) y PavGIS3 (Prunus avium glabrous inflorescence stem 3),
respectivamente; y a las secuencias Prupe.59114100.1 y Prupe.1g314000.1 de durazno se

denominaron PpeCRF2 y PpeGIS3, respectivamente.

Estos resultados fueron consistentes con lo descrito anteriormente para las secuencias
aminoacidicas de CRF2 y GIS3. Se observa gue las secuencias aminoacidicas de CPK28,
PRNPH3, SHD, NRP2, CKX4, FLS1, PAP8, UP1 y UP2, identificadas en Prunus avium
y Prunus persica (Figuras S5-S9 del material suplementario) presentan los dominios
caracteristicos para cada familia de proteinas: dominios quinasa y EF-hand para CPK28
y los dominios BTB/POZ y NPH3 para PRNPH3 (Figura S5); el dominio HSP90 para
SHD y el dominio NAP para NRP2 (Figura S6); el dominio FAD oxidasa de union a
citoquinina para CKX4, los dominios Nod-hem dioxigenasa y oxoglutarato para FLS1 y
el dominio aceto-acetato decarboxilasa para UP1 (Figura S7); el dominio tipo LURP-one

para UP2 (Figura S8); y el dominio fosfatasa metal-dependiente para PAP8 (Figura S9).

1.2 Estructura genomica de los posibles ortologos para el “top 25 de genes inducidos

por citoquinina” de Arabidopsis en Prunus avium y Prunus persica.

Se compar0 la conservacion a nivel de estructura gendmica entre los genes segun la

informacion disponible en los genomas respectivos de cada especie, incluyendo
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Arabidopsis con el fin de evaluar posibles criterios de conservacion y/o divergencia entre
las especies. Ademas, se busco posibles elementos en cis regulatorios a citoquinina a lo
largo de las estructuras de los genes en las tres especies, que puedan dar indicios de la
modulacion por esta fitohormona. También, se buscaron posibles elementos cis
regulatorios de otras fitohormonas como el acido giberélico y el acido abscisico, que

pudiesen estar jugando un rol regulatorio en la expresion de estos genes.

En la Figura 3A se muestra la estructura genémica del locus que codifica para la proteina
CRF2 en Arabidopsis, y de los loci en Prunus avium y Prunus persica. En esta, la
estructura es bastante conservada en las tres especies, presentando un Gnico exon.
Ademas, el locus para Arabidopsis presenta mayor cantidad de elementos en cis de
respuesta a citoquina que los loci de Prunus avium y Prunus persica. En cuanto a los
elementos cis-regulatorios, el locus de Arabidopsis, presenta elementos en cis de respuesta
a giberelina y a acido abscisico, este ultimo también presente en el locus para Prunus
persica. El locus de Prunus avium no presenta elementos cis regulatorios a giberelina ni
a acido abscisico. De forma similar se observa para los loci de GIS3 en las tres especies,
presentando un Unico exon. Todos presentan elementos en cis de respuesta a citoquinina,
pero s6lo los loci de Arabidopsis como de Prunus persica presentan elementos cis

regulatorios giberelina y acido abscisico.

En la Figura 3B se presenta la estructura genomica de los loci que codifican para las
proteinas relacionadas con plegamiento de proteinas SHD y NRP2 de Arabidopsis, y de
sus posibles loci en Prunus avium y Prunus persica. Para SHD, la estructura se encuentra

muy conservada en las tres especies con 15 exones y 14 intrones. Hay elementos en cis de
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respuesta a citoquinina y giberelina en todos los loci, y hay un elemento de respuesta a
acido abscisico solo en el locus de Arabidopsis. Para NRP2 también se observa una
estructura muy conservada entre las tres especies, con 10 exones y 9 intrones, presentando
en todos elementos en cis de respuesta a citoquinina y giberelina. Sélo el locus de Prunus

avium presenta elementos de respuesta a acido abscisico.

Por otra parte, en el locus que codifica para la proteina relacionada con respuesta a
patdgeno UP2 de Arabidopsis, y en sus posibles loci en Prunus avium y Prunus persica
(Figura 3C), se observa que la estructura se encuentra muy conservada en las tres
especies, con dos exones y un intron. Ademas, en todos se presentan elementos cis
regulatorios a citoquinina. Para cereza y durazno, hay conservacion de elementos en cis

de respuesta a acido abscisico, que no se encuentra en Arabidopsis.

En la figura 3D se presenta la estructura gendémica de los loci que codifican para las
proteinas relacionadas con degradacién de proteinas CPK28 y PRNPH3 de Arabidopsis,
y de sus posibles loci en Prunus avium y Prunus persica. Para CPK28, la estructura
gendmica es bastante conservada entre las tres especies, presentando 12 exones y 11
intrones. Ademas, poseen elementos en cis de respuesta a citoquinina, y so6lo el locus de
Arabidopsis presenta elementos en cis de respuesta acido giberélico y &cido abscisico. Por
otra parte, en los modelos para PRNPH3, hay una conservacion en la estructura gendmica
entre los loci de Arabidopsis y Prunus persica, que es distinta de Prunus avium. Los tres
poseen elementos en cis de respuesta a citoquinina. Tambieén, los tres presentan elementos
en cis de respuesta a giberelina, aunque se encuentran distribuidos de forma distinta en los

tres loci. Sélo el de Arabidopsis presenta elementos en cis de respuesta a acido abscisico.
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Por otra parte, en el locus que codifica para la proteina relacionada con asimilacion de
nutrientes PAP8 de Arabidopsis, y en los loci de sus posibles ortélogos en Prunus avium
y Prunus persica (Figura 3E), se observa que la estructura se encuentra es mas similar
entre cereza y durazno, con un exon y un intrén menos que en el locus de Arabidopsis. En
los loci de las tres especies se encuentran elementos cis regulatorios de respuesta a

citoquinina y a giberelina.

Finalmente, en la Figura 3F se presenta la estructura genomica de los loci que codifican
para las proteinas relacionadas con metabolismo CKX4, FLS1 y UP1 de Arabidopsis, y
de los loci de sus posibles ortdlogos en Prunus avium y Prunus persica. Para CKX4 la
estructura gendmica es mas conservada entre Arabidopsis y Prunus persica, mientras que
en Prunus avium presenta una estructura que es muy distinta. Todas presentan elementos
en cis de respuesta a citoquininay giberelina, siendo mayor la cantidad para Prunus avium.
Para FLS1 se ve que la estrcutura se encuentra bastante conservada en las tres especies,
con tres exones y dos intrones. En las tres se encontraron elementos cis regulatorios de
respuesta a citoquinina. También, en Arabidopsis y en Prunus avium, hay elementos cis
regulatorios de respuesta a giberelina. Para UP2, se ve que la estructura se encuentra
bastante conservada en las tres especies, con dos exones y un intrén. En todos se
encontraron elementos cis regulatorios de respuesta a citoquinina, y tanto en Prunus avium

como en Prunus persica se encontraron elementos cis regulatorios a acido abscisico.

29



1.3 Localizacion genética de los loci de los posibles ortélogos de durazno para el “top
25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis en el mapa de ligamiento

TXE.

Para poder posicionar los posibles ortdlogos en el mapa de ligamiento TXE (Kole y
Abbott, 2012), se buscaron marcadores moleculares tipo SSR y SNP que flanqueasen los
genes de estudio en el genoma de Prunus persica y que estuviesen en este mapa genético;
de esta forma, estimar entre qué distancias genéticas se podrian encontrar estos genes.
Debido a que cereza y durazno presentan un alto nivel de sintenia, y que informacion
gendmica y genética de durazno se ha utilizado en programas de mejoramiento de cereza,
se utilizaron marcadores moleculares encontrados en durazno para el posicionamiento del
conjunto de genes en estudio, a través de la informacion disponible en el genoma de
durazno versién 2.1. Los resultados de esto se encuentran en las Figuras 4A, 4B y 4C.
Los genes en estudio se encuentran en los grupos de ligamiento 1, 5y 7. Hay 6 genes de
interés en el grupo de ligamiento 1, tres en el grupo 5y dos en el grupo 7. PpeUP1,
PpeFLS1, PpeUP2, PpeNRP2 y PpeCKX4 se encuentran cercanos a QTLs previamente
descritos en distintos mapas de ligamiento de especies del género Prunus, posicionados
en el mapa TXE (Tabla 4) (Kole y Abbott, 2012). Ademas, FLS1, UP2 y NRP2 se

encuentran cercanos a un QTL relacionado con Ripening (Tabla 4).
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Figura 4. Localizacion genética de los 11 posibles ort6logos de Prunus persica del “Top 25 de genes
inducidos por citoquinina” de Arabidopsis en el mapa de ligamiento TXE. Se muestra la localizacion
genética del conjunto de genes en estudio en el mapa de ligamiento TXE descrito por Kole y Abbot
(2012). La localizacién genética se realizd utilizando marcadores tipo SSR y SNP, que flanquean los
genes de estudio. A. UP1, GIS3, PAP8, SHD, PRNPH3 y FLS1 se ubican en el grupo de ligamiento 1.
B. UP2, CRF2 y NRP2 se ubican en el grupo de ligamiento 5. C. CPK28 y CKX4 se ubican en el grupo
de ligamiento 7. A la izquierda se ubican los mapas de ligamiento, con las distancias genéticas en cM
(centiMorgan). Al centro, los cromosomas con las distancias fisicas en Mb (Megabases).

Tabla 4. QTLs posiblemente asociados a los posibles ortdlogos del “Top 25 de genes inducidos por
citoquinina” de Arabidopsis, compartidos entre Prunus avium y Prunus persica.

Gen I%;L:ﬁzr?t% Dlsstgrrlr;:;eége(gﬁ;cll)ca QTL posiblemente asociado

PpeUP1 1 28.60 —28.90 Blooming date*

PpeGIS3 1 35.70 -

PpePAP8 1 35.70 -

PpeSHD 1 35.70 -

PpePRNPH3 1 35.70 - 40.50 -

PpeFLS1 1 57.20 - 66.30 Blooming date?/Chilling requirement?/Ripening*
PpeUP2 5 21.70 Blooming date®/Chilling requirement®/Ripening?
PpeCRF2 5 21.70 - 44.00 -

PpeNRP2 5 40.70 — 44.00 Blooming date®/Chilling requirement®/Ripening?
PpeCPK28 7 42.50 -

PpeCKX4 7 49.00 Blooming date®

Fan y cols, 2010; 20lukolu y cols., 2009; *Dirlewanger y cols, 2009.



2. Analisis de los efectos de la aplicacion exdgena de citoquinina sobre el perfil de
expresion de los posibles ortologos en cereza y durazno para el “Top 25 de genes

inducidos por citoquinina” en frutos de Prunus avium y Prunus persica.

Para realizar un analisis de expresion mediante RT-gPCR es necesario contar con un gen
de referencia, el cual en nuestro caso debia presentar minimas variaciones de expresion
frente al tratamiento con citoquinina exdgena en ambas especies. En el desarrollo de esta
tesis, se utilizé el gen Ubg10 que codifica para la proteina Poliubiquitina 10 (UBQ10), el
cual ha sido descrito previamente como un gen de referencia tanto para durazno como
para cereza (Ye y cols., 2015). Para cada tratamiento (Control, 10 nM o 100 nM) se
utilizaron 3 réplicas bioldgicas, provenientes de 3 arboles de Prunus avium var. Lapins y
de 3 arboles de Prunus persica var. September sun. La amplificacion por RT-gPCR de
cada muestra se realizd en duplicado técnico. Los datos fueron graficados como
abundancia relativa a Ubg10 de transcrito de cada gen en los distintos tratamientos. La
abundancia relativa corresponde al valor entregado por la ecuacion de dCt (Livak y

Schmittgen, 2008), la cual considera al gen de interés contra el gen de referencia.

Los resultados obtenidos mediante las reacciones de RT-gPCR muestran que, para cereza,
en su mayoria existe un patron de aumento en la abundancia relativa de transcrito de los
diferentes genes tanto a 10 nM como a 100 nM de trans-zeatina, exceptuando el gen
PavCKX4 el cuél no presenta diferencia ni tendencia al tratamiento de 100 nM de trans-
zeatina. Para el factor de transcripcion PavCRF2 (Figura 5A) hay un aumento

significativo en la abundancia relativa de transcrito al tratamiento de 100 nM respecto del
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Figura 5. Los posibles ortélogos en Prunus avium y Prunus persica para el “Top 25 de genes
inducidos inducidos por citoquinina” de Arabidopsis cambian su expresion frente al tratamiento
de citoquinina exdgena en frutos maduros de cerezo y durazno. Abundancia relativa de transcrito
de: A. Posible factor de transcripcion CRF2 en Cereza (PavCRF2) y Durazno (PpeCRF2) en respuesta
a citoquinina exogena. B. Posibles genes relacionados con degradacién de proteinas en Cereza
(PavCPK28 y PavPRNPH3) y Durazno (PpeCPK28 y PpePRNPH3) en respuesta a citoquinina
exogena. C. Posibles genes relacionados con plegamiento de proteinas en Cereza (PavSHD y PavNRP2)
y Durazno (PpeSHD y PpeNRP2) en respuesta a citoquinina exégena. D. Posibles genes relacionados
con metabolismo en Cereza (PavCKX4 y PavUP) y Durazno (PpeCKX4 y PpeUP) en respuesta a
citoquinina exdgena. La abundancia de transcrito fue medida por RT-qPCR vy es relativa al gen de
referencia UBQ10 de cada especie. La informacién mostrada corresponde al promedio entre 3 réplicas
bioldgicas (n=3). Las columnas representan el promedio + barra SEM. Los asteriscos (*) indican que la
abundancia relativa de transcrito en respuesta al tratamiento es estadisticamente diferente en
comparacion con su respectivo buffer, p-value<0.05.
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tratamiento control, confirmando que este gen es inducible a altas concentraciones de
citoquinina en frutos de cerezo. Para los genes relacionados con degradacion de proteinas
PavCPK28 y PavPRNPH3 (Figura 5B), hay una tendencia al aumento en la abundancia
relativa de transcrito con ambas concentraciones de trans-zeatina, siendo en PavCPK28
estadisticamente diferente con ambas. Para los genes relacionados con plegamiento de
proteinas PavSHD y PavNRP2 (Figura 5C), existe una tendencia al aumento en la
abundancia relativa de transcrito a ambas concentraciones de trans-zeatina en frutos de
cerezo, pero no existen diferencias estadisticamente significativas. Finalmente, para los
genes relacionados con metabolismo PavCKX4 y PavUP1 (Figura 5D), hay diferencias
estadisticas sélo para el gen PavUP1 a ambas concentraciones de trans-zeatina en frutos
de cerezo, mientras que para PavCKX4 se observa una tendencia al aumento sélo al

tratamiento con 10 nM de citoquinina.

Por otra parte, los resultados obtenidos muestran que, para durazno, existe un patron de
aumento en la abundancia relativa de transcrito de los diferentes genes a 10 nM de trans-
zeatina, pero no hay tendencia alguna al tratamiento con 100 nM de trans-zeatina. Para el
factor de transcripcion PpeCRF2 (Figura 5A), hay una tendencia (pero no
estadisticamente significativa) al aumento en la abundancia relativa de transcrito al
tratamiento de 10 nM de trans-zeatina. Para los genes relacionados con degradacion de
proteinas PpeCPK28 y PpePRNPH3 (Figura 5B) hay un aumento en la abundancia
relativa de transcrito en respuesta a 10 nM de trans-zeatina con diferencias estadisticas en
ambos casos, y no se observa diferencias a 100 nM de trans-zeatina. Para los genes

relacionados con plegamiento de proteinas PpeSHD y PpeNRP2 (Figura 5C) hay un
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patron similar al descrito para los genes anteriores. Existe un aumento en la abundancia
relativa de transcrito en respuesta a 10 nM de trans-zeatina, con diferencias estadisticas
para ambos genes, mientras que al tratamiento de 100 nM de trans-zeatina no se observa
diferencias con el tratamiento control. Finalmente, para los genes relacionados con
metabolismo PpeCKX4 y PpeUP1 (Figura 5D) se observa una tendencia al aumento en
la abundancia relativa de transcrito al tratamiento con 10 nM de trans-zeatina, la cual
presenta diferencias estadisticas solo en el gen PpeCKX4, y en ambos casos no hay

diferencias estadisticas al tratamiento con 100 nM de trans-zeatina.
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DISCUSION

1.1 Identificacion de posibles ortélogos para el “top 25 de genes inducidos por

citoquinina” de Arabidopsis en Prunus avium y Prunus persica.

Se encontraron en la base de datos de secuencias codificantes (CDS) de Prunus avium 'y
Prunus persica 11 secuencias que presentaron un alto porcentaje de identidad para los
genes de Arabidopsis thaliana anotados como SHD, CRF2, CKX4, CPK28, NRP2, GIS3,
PAPS8, FLS1, PRNPH3y 2 genes codificantes para proteinas de funcion desconocida UP1
y UP2. Las secuencias identificadas para estos genes se muestran en la Tabla 1, donde se
filtr6 para todas que el porcentaje de identidad arrojado por el BLAST realizado fuese
mayor al 70%, en ambas direcciones. En otras especies vegetales como arroz, maiz,
tomate y alamo también se han descrito ort6logos de genes involucrados en la respuesta a
citoquinina (Ito y Kurata, 2006; Fernandes y cols., 2009; Tsai y cols., 2012; Shi y cols.,
2013; Raines y cols., 2016; Immanem y cols., 2013). También existen disponibles
secuencias de posibles ortélogos in silico de genes de respuesta a citoquinina en diversas

especies de plantas (http://www.phytozome.net), las cuales poseen los dominios

caracteristicos de estos tipos de familias génicas. Para el caso de dlamo y durazno, se
evidencio la presencia de méas de un ortélogo para genes involucrados en la sefializacion
en respuesta a citoquinina (Immanem y cols., 2013). Estas evidencias sugieren la
duplicacion genica de esta familia de genes de forma evolutiva entre las especies. Caso
similar ocurre con los genes analizados en el desarrollo de esta tesis, donde en varios casos
algunos genes poseian varios posibles ortélogos basados en el porcentaje de identidad

(mayor a 70%), pero dado que se realizo un blast bidireccional seleccionamos solo el
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mejor resultado en ambas direcciones dejando fuera otras secuencias, aunque cabe
mencionar que estas podrian tener mejor porcentaje de identidad con otro gen de la familia

génica (y ser posibles paralogos).

En las secuencias identificadas como posibles ortélogos para CRF2 en Prunus avium y
Prunus persica, se encontré el dominio AP2/ERF caracteristico de esta familia génica
descrita en Arabidopsis thaliana. Los CRFs se encuentran cercanamente relacionados a
los miembros de la familia génica AP2 de Arabidopsis y median una gran parte de la
respuesta transcripcional a citoquinina, superponiéndose funcionalmente con los ARR de
tipo B (Rashotte y cols, 2006). Ambas secuencias presentaron los residuos de Arg y Trp

conservados, responsables de la interaccion con la hebra de ADN (Allen y cols., 1998).

De la misma forma para GIS3, en las secuencias identificadas en Prunus avium y Prunus
persica, se encontrd el dominio C2H2/C2HC zinc fingers caracteristico de esta proteina.
Las proteinas que presentan este dominio pertenecen a una extensa familia génica descrita
en Arabidopsis, en donde algunos se encuentran asociados con el metabolismo de ARN,
remodelacion de cromatina, y en su gran mayoria en Arabidopsis se ha sugerido o descrito
por participar en regulacion transcripcional (Englbrecht y cols., 2004). En particular, GIS,
GI1S2, y GIS3 han sido descritos como factores de transcripcion pertenecientes a la familia
de proteinas C2H2 zinc fingers las cudles regulan la formacion de tricomas en las
inflorescencias, a través de la sefializacion de giberelina y citoquinina (Sun y cols., 2014).
En ambas secuencias, tanto en cereza como en durazno se encontré el motivo QALGGH
caracteristico de esta familia génica (Englbrecht y cols., 2004). Ademas, presentaron un

alto porcentaje de identidad con las secuencias de GIS3 de Arabidopsis.
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En las secuencias identificadas como posibles ortélogos para CPK28 en Prunus avium y
Prunus persica, se encontraron los dominios Quinasa y EF-hand caracteristicos de esta
familia de proteinas. Las proteinas CPKs, son mediadores de respuesta de diversos
estimulos enddgenos y ambientales, y lo hacen uniendo Ca*?, estimulando su actividad
quinasa y asi iniciar o continuar la cascada de fosforilaciones (Cheng y cols., 2002). En
Arabidopsis se ha descrito que estas proteinas presentan en su mayoria cuatro dominios
EF-hand capaces de unir Ca+2. En ambas secuencias, tanto de cereza como de durazno,
se encontraron cuatro dominios EF-hand con el residuo de glicina conservado descrito
previamente y presentando un alto porcentaje de identidad con la secuencia de

Arabidopsis (Cheng y cols., 2002).

Estos resultados fueron consistentes con lo encontrado previamente para las secuencias
aminoacidicas de CRF2, GIS3 y CPK28. En las secuencias aminoacidicas de PRNPH3,
SHD, NRP2, CKX4, FLS1, PAP8, UP1 y UP2, identificadas en Prunus avium y Prunus
persica, se encontraron los dominios caracteristicos para cada familia de proteinas: los
dominios BTB/POZ y NPH3 para PRNPH3 (Pedmale y Liscum, 2007); el dominio HSP90
para SHD (Krishna y Gloor, 2001); el dominio NAP para NRP2 (Park y Luger, 2006); el
dominio FAD oxidasa de union a citoquinina para CKX4 (Schmilling y cols., 2003); los
dominios Nod-hem dioxigenasa y oxoglutarato/hierro dependientes para FLS1 (Winkel y
cols., 2008); el dominio fosfatasa metal-dependiente para PAP8 (Li y cols., 2002); el

dominio aceto-acetato decarboxilasa para UP1; y el dominio tipo LURP-one para UP2.
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1.2 Estructura genémica de los posibles ortologos para el “top 25 de genes inducidos

por citoquinina” de Arabidopsis en Prunus avium y Prunus persica.

Para proporcionar evidencia sobre la regulacion de los posibles ortélogos del conjunto de
genes en estudio en Prunus avium y Prunus persica, se estudio la conservacion a nivel de
la estructura gendémica de éstos segun la informacién disponible en los genomas
respectivos de cada especie, incluyendo Arabidopsis por ser la referencia desde donde

fueron encontrados estos.

Previamente se ha descrito que los reguladores de respuesta tipo B, los cuales pertenecen
a la familia de proteinas MYB, son reguladores de respuesta positivos que inducen la
expresion génica, y de esta forma se encuentran modulando la via de respuesta a
citoquinina. Estos, se unen a la doble hebra de ADN identificando motivos cis-regulatorios
presentes en esta (Bhargava y cols., 2013). En este trabajo se identificé que todos poseian
estos elementos cis-regulatorios a citoquinina en su estructura, tanto en la region
promotora, intrones y exones. Hoy en dia sabemos que no sélo la region promotora es
importante para inducir la expresion génica; en el contexto celular son diversos los
factores que podrian estar afectando la induccion/represién de un gen, como por ejemplo
la condensacion y des condensacion de la cromatina (Lauria y Rossi, 2011). Como se
indica en la Figura 3, los elementos cis-regulatorios a citoquinina se encuentran a lo largo
de toda la estructura de los genes, con lo cual podrian estar ayudando a la expresion no
solo a través de la region promotora sino también en la des-condensacion de la hebra y
permitir asi la transcripcion. Ademas, existen algunos genes que presentan elementos cis-

regulatorios a otras fitohormonas, como é&cido giberélico y acido abscisico. Estos
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hallazgos son relevantes, dado que tanto citoquinina como giberelina se han estudiado en
conjunto ampliamente en diversas especies, debido a que su aplicacion exdgena en estas
produce cambios fisioldgicos similares, especialmente en frutales (Hoad y cols., 1992).
Un crosstalk entre estas hormonas ha sido descrito en Arabidopsis, donde la giberelina
estaria reprimiendo la expresion de ARR1 (regulador de respuesta a citoquinina) mediante
la degradacion de la proteina RGA, la cual promueve la expresion de este regulador de
respuesta (Moubayidin y cols., 2010). Ademas, dentro del conjunto de genes estudiados
se encuentra GIS3, el cual ha sido previamente descrito no s6lo en respuesta a citoquinina
sino también a giberelina (Sun y cols., 2014). Esta informacion sugiere que el conjunto de
genes estudiados en este trabajo podrian ser potenciales genes de crosstalk entre estas
hormonas. Por otra parte, encontrar elementos en cis-regulatorios de distintas hormonas
sugiere que la induccion de estos genes podria estar mediada por mas de alguno de estos

reguladores de crecimiento, complejizando asi la via de respuesta a estas hormonas.

En la seccion anterior se mostro el perfil de expresion de siete posibles ortologos del “Top
25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis en frutos maduros de cereza y
durazno al ser tratados con citoquinina exdgena. Se observd que la respuesta de estos
posibles ortélogos varia entre cereza y durazno, y no siempre se ve una induccion al
tratamiento con citoquinina, como se describe en la planta modelo Arabidopsis. En esta
seccidn analizamos los distintos loci a nivel de estructura genémica para evaluar posibles
conservaciones y/o divergencias entre las especies que puedan dar indicios de las
diferencias observadas. Se encontraron elementos en cis regulatorios a citoquinina a lo

largo de las estructuras de los genes en las distintas especies, pero también de otras
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fitohormonas como el acido giberélico y el acido abscisico, sugiriendo que la expresion
de estos genes podria estar siendo inducida no sélo por citoquinina sino también por otras
fitohormonas, explicando asi las diferencias encontradas en estos 2 frutales frente al
tratamiento con citoquinina exdgena, respecto de lo descrito previamente en la planta

modelo.

1.3 Localizacion genética de los loci de los posibles ortélogos de durazno para el “top
25 de genes inducidos por citoquinina” de Arabidopsis en el mapa de ligamiento

TXE.

En programas de mejoramiento de especies vegetales (plant breeding), los mapas de
ligamiento con marcadores moleculares en cortos intervalos de distancia genética (mapas
saturados), son la principal herramienta que se ocupan con este fin. El mapa de ligamiento
TXE corresponde a un mapa genético elaborado de cruces entre almendra y durazno, el
cudl es usado como referencia para las especies de la familia Rosaceae, en especial
especies del género Prunus. La co-segregacion de estos marcadores moleculares con
caracteres de importancia agronémica permite la deteccion de QTLSs, responsables de las
variaciones fenotipicas observadas. En este trabajo se buscaron marcadores moleculares
tipo SSR y SNP en el genoma de Prunus persica, que flanqueasen los genes de estudio
para posicionarlos en el mapa genético TXE. De acuerdo con los mapas genéticos
realizados para cereza, la estructura del genoma de cereza se ha predicho ser similar a la
del genoma de durazno, implicando que el orden de los marcadores es conservado entre
estas dos especies (Guajardo y cols., 2015). Ademas, informacion genomica de durazno,

asi como de otras especies de la familia Rosaceae, han sido utilizadas para programas de
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mejoramiento en cereza (Illay cols., 2011). Es por esto por lo que el conjunto de genes de
interés fue posicionado en el mapa de ligamiento TXE a través de marcadores moleculares
encontrados en el genoma de Prunus persica, gracias al alto nivel de sintenia entre estas

2 especies (Jung y cols., 2009; Arus y cols., 2010).

Una vez posicionados los genes en el mapa genético TXE (Kole y Abbot, 2012), se
encontré que 5 cinco de ellos se localizan en regiones donde previamente se habian
descrito QTLs de interés comercial (Tabla 4). Estos QTLs provienen de diferentes
cruzamientos entre especies del género Prunus y fueron llevados hasta el mapa de
ligamiento TXE utilizando marcadores moleculares en comun (Kole y Abbott, 2012). En
particular, PpeFLS1, PpeUP2 y PpeNRP2, se encuentran en regiones de QTLs
relacionados con Ripening. En la introduccidn de este seminario de titulo se mencionaron
varios trabajos donde la aplicacion exodgena de citoquinina era capaz de modificar
parametros fisioldgicos en el desarrollo de diversos frutales, en algunos de ellos se
modificaba el proceso de maduracion y alteraba ciertos indices de este, mostrando su
relacién con el proceso de maduracion de los frutos. Resulta interesante entonces que
posibles genes modulados por la fitohormona citoquinina se encuentren en regiones

asociadas a QTLs de Ripening.
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2. Analisis de los efectos de la aplicacion exdgena de citoquinina sobre el perfil de
expresion de los posibles ortologos en cereza y durazno para el “Top 25 de genes

inducidos por citoquinina” en frutos de Prunus avium y Prunus persica.

De los 11 genes en estudio, se midieron siete de ellos, de los cudles tres responden al
tratamiento con trans-zeatina en Prunus avium var. Lapins (PavCRF2, PavCPK28 vy
PavUP1) y cinco al tratamiento con trans-zeatina en Prunus persica var. September sun
(PpeCPK28, PpePRNPH3, PpeSHD, PpeNRP2 y PpeCKX4) (Figura 5). En general, del
conjunto de genes estudiados, tanto en cereza como en durazno presentan una tendencia
al inducir su expresion al tratamiento de 10 nM de trans-zeatina, y tres y cinco de ellos
presentan diferencias estadisticas en cereza y durazno respectivamente. Estos resultados
podrian hacerse mas robustos aumentando el nimero de réplicas bioldgicas, debido a que
el analisis estadistico ocupado (test no paramétrico) es mas estricto al analizar las
diferencias de los resultados entre muestras (Karlen y cols., 2007; Goni y cols., 2009). Un
mayor numero de réplicas ayudaria a aumentar las diferencias estadisticas si estas réplicas
se comportan similares a la tendencia observada en estos resultados. Por otra parte, al
tratamiento a 100 nM de trans-zeatina, en cereza existe una tendencia al aumentar la
abundancia relativa de transcrito de estos genes (PavCRF2, PavCPK28 y PavUP1),
mientras que en durazno no se observa esto. Esto podria deberse a que en durazno existe
una inhibicion en la expresidn de estos genes mediada por citoquininas en frutos de Prunus
persica, lo que es concordante con el modelo de sefializacion de respuesta a citoquinina
descrito en Arabidopsis thaliana, donde existe una retroalimentacion negativa mediada

por ARRs tipo A (To y Kieber, 2007). Resultados similares se han obtenido en durazno
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previamente, donde los genes codificantes para las proteinas RR1 y RR6 de durazno
aumentan su expresion a tratamientos de 10 nM de trans-zeatina, pero disminuyen al
tratamiento de 100 nM (Avendarfio, 2011). También, se ha descrito para genes en respuesta
a citoquinina en Arabidopsis que se produce una disminucion en la expresion de estos
genes con 1 UM de trans-zeatina en comparacion a plantas control (Kiba y cols., 1999;
Sakai y cols., 2001). Es interesante que en cereza este patrén no se observe. Un caso
particular es el gen codificante para la proteina CKX4 el cual presenta un patrén similar
de expresion tanto en cereza (PavCKX4) como en durazno (PpeCKX4), con una alta
variabilidad al tratamiento de 10 nM (Figura 5D). Esto se puede deber a que al ser un gen
relacionado con la degradacidn de las citoquininas, su presencia/ausencia sea muy sensible
al tratamiento, y de esta forma el momento en el cuél las muestras fueron tratadas y

guardadas debe ser lo mas exacto posible, siendo critico para obtener mejores resultados.

Los genes en cereza cuya abundancia relativa de transcrito presentan diferencias
estadisticas al tratamiento respecto del grupo control corresponden a PavCRF2,
PavCPK28 y PavUP1. Los dos primeros genes se encuentran involucrados en via de
respuesta a etileno, y como se present6 en los resultados de este trabajo, también en
respuesta a citoquinina, aunque se vinculan de forma distinta. La familia de CRFs son
factores de transcripcion que permiten un crosstalk entre ambas vias, aunque su funcion
aun no es bien dilucidada; si bien se les atribuye regular otros genes de respuesta a
citoguinina que no son mediados por los ARR tipo B, también se cree que responden a
etileno modificando la biosintesis de esta hormona en Arabidopsis (Cary y cols., 1995).

Por otra parte, CPK28 es una proteina involucrada en la degradacion de las proteinas
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MATSs (Metionina adenosil-transferasas), las cuéles son responsables de catalizar la
formacion de SAM (S-adenosil-metionina). SAM es un precursor en la biosintesis de
etileno, de esta forma CPK28 afecta a la biosintesis de etileno y la via de respuesta rio
debajo de este en Arabidopsis (Jin y cols., 2017). Conforme esto, citoquinina estaria
modulando la via de respuesta a etileno en cereza mediante la induccion en la expresion
de estos dos genes (PavCRF2 y PavCPK28). Estos resultados son relevantes, debido a
que cereza es un fruto no-climatérico y su proceso de maduracion no se encuentra liderado
por la fitohormona etileno. Sin embargo, como se presento en este trabajo, los efectos que
produce citoquinina los podria estar ejerciendo bajo estos genes que modulan la biosintesis
de etileno. Por otra parte, el gen codificante para una proteina de funcion desconocida
PavUP1 aumenta su expresion al tratamiento con citoquinina exdgena en cereza. Si bien
este gen no posee una funcion asociada, presenta una anotacion GO relacionado con la
sintesis de xantdfilas, las cuales son un tipo de carotenoides. De esta forma, citoquinina

estaria modulando estos metabolitos secundarios en esta etapa del desarrollo del fruto.

Los genes en durazno cuya abundancia relativa de transcrito presentan diferencias
estadisticas al tratamiento respecto del grupo control corresponden a PpeCPK28,
PpePRNPH3, PpeNRP2, PpeCKX4 y PpeUP1. Como ha sido mencionado, CPK28 afecta
negativamente la biosintesis de etileno, lo cual en un fruto climatérico como el durazno
puede afectar el proceso de maduracién y retrasarlo, lo que es concordante con los datos
presentes en este laboratorio (Meisel, datos no publicados). Al igual que en cereza,
PpeUP1 aumenta su expresién al tratamiento de citoquinina, potencialmente modulando

la sintesis de metabolitos secundarios. A diferencia de lo que sucede en cereza,
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PpePRNPH3, un gen involucrado en los mecanismos de respuesta a luz, aumenta su
expresion. PpeNRP2, el cuél es un gen relacionado con el plegamiento de histonas, ha
sido vinculado con modular potencialmente mecanismo de expresion génica mediante la
condensacion y des condensacion de la cromatina, de esta forma citoquinina podria estar
afectando otras vias de respuesta mediante la expresion de este gen. También, a diferencia
de lo obtenido en cereza, PpeCKX4 aumenta su expresion con lo cual en este fruto
citoguinina estaria auto-regulando sus niveles mediante la degradacion de si misma, como

se ha visto en trabajos previos (Avendafio, 2011).

De los 11 genes estudiados, cuatro de ellos no fueron incluidos en el analisis. Esto, debido
a que dos de ellos (UP2 y FLS1) no presentaron amplificacidn tanto en frutos de cerezo
como de durazno, no siendo detectados; y otros dos (PAP8 y GIS3) en la curva de melting
habian diversos peaks, con lo cual se infiere que los partidores estan generando distintos
amplicones en las muestras (Figuras 9 y 10 del material suplementario). En el primer
caso, esto se puede deber a que los niveles de transcrito para esta isoforma de la enzima
son muy bajos en las muestras o bien no estén presentes en las muestras analizadas (tanto
en cereza como en durazno). También se puede deber a que los partidores disefiados (en
base a los genomas de durazno y cereza) no amplifiquen en las variedades estudiadas en
este trabajo (September sun y Lapins, respectivamente). En el segundo caso, donde en las
curvas de melting se pueden ver distintos peaks, se infiere que podrian haber amplificado
diferentes amplicones. Esto puede deberse a que los partidores fuesen inespecificos y
pudiesen estar amplificando mas de un amplicon. También, que los partidores formasen

dimeros, aunque fueron disefiados evitando complementariedad entre ellos.
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A partir de estos resultados obtenidos en este trabajo se elaboré una tabla resumen
mostrando los genes que estarian induciendo su expresion frente al tratamiento exégeno

de citoquinina en frutos de cereza var. Lapins y frutos de durazno var. September sun:

Tabla 5. Resumen de los genes que estarian induciendo su expresion al tratamiento exégeno de
citoquinina en frutos de Prunus avium y Prunus persica en proceso de maduracion. 1 indica que
induce su expresion al tratamiento. “ns” indica que no existen diferencias estadisticas significativas.

Gen Cereza 10 nM Cereza 100 nM  Durazno 10nM  Durazno 100 nM
CRF2 ns 1 ns ns
CPK28 1 1 1 ns
PRNPH3 ns ns 1 ns
SHD ns ns 1 ns
NRP2 ns ns 1 ns
CKX4 ns ns 1 ns
UP1 1 1 ns ns
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CONCLUSIONES

Hay 12 posibles ortologos para el “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de
Arabidopsis en Prunus avium: PavSHD, PavCRF2, PavCKX4, PavCPK28, PavNRP2,
PavGIS3, PavPAPS, PavFLS1, PavPRNPH3, PavUP1, PavUP2 y PavCYP81F

Hay 13 posibles ortologos para el “Top 25 de genes inducidos por citoquinina” de
Arabidopsis en Prunus persica: PpeSHD, PpeCRF2, PpeCKX4, PpeCPK28,
PpeNRP2, PpeGIS3, PpePAP8, PpeFLS1, PpePRNPH3, PpeUP1l, PpeUP2,
PpeARRG6 y PpeARRS.

La aplicacion exdgena de citoquinina en frutos maduros de cereza induce la expresion
génica de PavCRF2, PavCPK28 y PavUP1.

La aplicacion exdgena de citoquinina en frutos maduros de durazno induce la
expresion genica de PpeCPK28, PpePRNPH3, PpeNRP2, PpeCKX4 y PpeUP1.
Estos analisis sugieren que citoquinina modula la expresion génica de estos genes en
una manera especie especifica, mostrando genes que presentan una expresion
conservada entre estas especies (CPK28 y UP1), y genes que presentan una expresion
que difiere entre estas especies (PRNPH3, NRP2 y CKX4).

Los loci de estos posibles ortélogos mostraron conservaciones y divergencias en la
estructura intron-exon y de elementos en cis de respuesta a citoguinina, giberelina y
acido abscisico, sugiriendo que podrian estar potencialmente modulados no sélo por
citoquinina.

Los loci de PpeFLS1, PpeUP2 y PpeNRP2 se encuentran cercanos a un QTL

relacionado con Ripening, sugiriendo que podrian estar involucrados en este proceso.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

o0 s a5

Figura Suplementaria 1. Electroforesis en gel de agarosa 1,2% para bandas de ARNr 28Sy 18S, de
las muestras de frutos de cerezo variedad Lapins, antes y post-digestion enzimatica con DNAsa.
A. Integridad del RNA extraido desde las nueve muestras de cerezo variedad Lapins, previo a la digestion
enzimética con DNAsa. B. Integridad del ARN extraido desde las nueve muestras de cerezo variedad
Lapins, post-digestion enzimatica con DNAsa. La integridad, en ambos casos, se evalla por la
visualizacién de las bandas rRNA 28S (banda superior, doble en intensidad) y 18S (banda inferior).
L1: Arbol 1, buffer; L2: Arbol 1, 10 nM; L3: Arbol 1, 100 nM; L4: Arbol 2, buffer; L5: Arbol 2, 10 nM;
L6: Arbol 2, 100 nM; L7: Arbol 3, buffer; L8: Arbol 3, 10 nM; L9: Arbol 3, 100 nM.
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Figura Suplementaria 2. Electroforesis en gel de agarosa 1,2% para bandas de ARNr 28Sy 18S, de
las muestras de frutos de durazno variedad September sun, antes y post-digestién enzimatica con
ADNasa.

A. Integridad del ARN extraido desde las nueve muestras de durazno variedad September sun, previo a la
digestion enzimatica con ADNasa. B. Integridad del ARNA extraido desde las nueve muestras de durazno
variedad September sun, post-digestion enzimatica con ADNasa. La integridad, en ambos casos, se evalla
por la visualizacion de las bandas ARNr 28S (banda superior, doble en intensidad) y 18S (banda inferior).
S1: Arbol 1, buffer; S2: Arbol 1, 10 nM; S3: Arbol 1, 100 nM; S4: Arbol 2, buffer; S5: Arbol 2, 10 nM;
S6: Arbol 2, 100 nM; S7: Arbol 3, buffer; S8: Arbol 3, 10 nM; S9: Arbol 3, 100 nM.
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Figura Suplementaria 3. Electroforesis en gel de agarosa 2% para productos de PCR convencional
de muestras de ARN, extraidas de frutos de cerezo, digeridas enzimaticamente con ADNasa. Se
utilizaron partidores especificos para amplificar el gen TEF2 (amplicén 128pb), con el fin de verificar que
no hubiese trazas de ADN en las muestras de ARN tratadas con ADNasa Turbo.
L1: Arbol 1, buffer; L2: Arbol 1, 10 nM; L3: Arbol 1, 100 nM; L4: Arbol 2, buffer; L5: Arbol 2, 10 nM;
L6: Arbol 2, 100 nM; L7: Arbol 3, buffer; L8: Arbol 3, 10 nM; L9: Arbol 3, 100 nM. C+: ADNg cereza.
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Figura Suplementaria 4. Electroforesis en gel de agarosa 2% para productos de PCR convencional
de muestras de ADNc de frutos de durazno. Se utilizaron partidores especificos para amplificar el gen
PRNPH3 en muestras de ADNc de frutos de durazno (amplicon 174pb), el cual en ADN genémico
amplifica ademas un intrén (292pb), con el fin de verificar que no hubiese trazas de ADN en las muestras
de ADNCc de frutos de durazno.
S1: Arbol 1, buffer; S2: Arbol 1, 10 nM; S3: Arbol 1, 100 nM; S4: Arbol 2, buffer; S5: Arbol 2, 10 nM;
S6: Arbol 2, 100 nM; S7: Arbol 3, buffer; S8: Arbol 3, 10 nM; S9: Arbol 3, 100 nM; C+: ADNg Durazno.
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Figura Suplementaria 5. Los posibles genes que codifican para proteinas relacionadas con
degradacion de proteinas PavCPK28, PpeCPK28, PavPRNPH3 y PpePRNPH3 presentan los
dominios caracteristicos de las familias de CPK28 y NPH3 de A. thaliana. El alineamiento de los
posibles ortélogos encontrados con miembros de las familias de CPK28 y NPH3 de A. thaliana mostro
regiones altamente conservadas. A. Se muestra el alineamiento de los dominios quinasa y EF-hand
caracteristicos de las proteinas quinasas dependientes de calcio de A. thaliana (se muestran 10 de ellas),
el cual se ve esta altamente conservado en los posibles ortélogos encontrados en cereza y durazno, con el
sitio de unién a ATP (caja amarilla), sitio activo de accidn quinasa (caja azul) y sitios activos de unién a
calcio (cajas rojas), con el conservado aminoacido de (*). B. Se muestran los alineamientos de los

dominios BTB/POZ y NPH3, caracteristicos de las proteinas de la familia PRNPH3 de A. thaliana (se
muestran 7 de ellas).
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Figura Suplementaria 6. Los posibles genes que codifican para proteinas relacionadas con
plegamiento de proteinas PavSHD, PpeSHD, PavNRP2 y PpeNRP2 presentan los dominios
caracteristicos de las familias de HSP90 y NAP de A. thaliana. El alineamiento de los posibles
ortélogos encontrados con miembros de las familias de proteinas HSP90 y NAP de A. thaliana mostrd
regiones altamente conservadas. A. Se muestra el alineamiento de los dominios HSP90 tipo ATPasa N-
terminal y C-terminal, caracteristicos de las proteinas HSP90 de A. thaliana (1 al 7), a la que pertenece
SHD, el cual se ve esta altamente conservado en los posibles ortélogos encontrados en cereza y durazno,
con el sitio de unidn a ATP (caja azul). B. Se muestran los alineamientos del dominio de la familia NAP,
caracteristicos de estas proteinas de A. thaliana (1 al 4 y NRP1), con los motivos caracteristicos de este
dominio IPSFWLT (caja amarilla) y ESFFNFFS (caja azul), los cuales se encuentran conservados entre
las proteinas NAP y entre las proteinas NRP.
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B Dominio Nod-hem dioxigenasa N-terminal
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Dominio superfamilia acetoacetato decarboxilasa
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Figura Suplementaria 7. Los posibles genes que codifican para proteinas relacionadas con
metabolismo PavCKX4, PpeCKX4, PavFLS1, PpeFLS1, PavUP1, PpeUP1 presentan los dominios
caracteristicos de las familias de CKX y FLS, y el dominio de la superfamilia acetoacetato
decarboxilasa de la proteina de funcién desconocida 1 (UP1) de A. thaliana. El alineamiento de los
posibles ortdlogos encontrados con miembros de las familias de proteinas CKX y FLS, y con la proteina
de funcion desconocida de A. thaliana, mostré regiones altamente conservadas. A. Se muestra el
alineamiento de los dominios de unién citoquinina y FAD, y Oxidasa de unién a FAD, caracteristicos de
las proteinas citoquininas oxidasas de A. thaliana (1 al 7), donde se encuentra el motivo GIWePHPWLNL
conservado (caja azul). Ambos dominios se han descrito ser altamente variables entre los miembros de
esta familia. B. Se muestran los alineamientos del dominio Nod-hem dioxigenasa y Oxoglutarato/gierro-
dependiente, caracteristicos de las proteinas FLS de A. thaliana (1 al 6), que se encuentran altamente
conservados. C. Se muestra el alineamiento del dominio perteneciente a la superfamilia acetoacetato
decarboxilasa, el cudl fue encontrado en las secuencias de las 3 especies, siendo muy conservado.
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Dominio de la familia tipo LURP-one
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Figura Suplementaria 8. Los posibles genes que codifican para proteinas relacionadas con respuesta
a patégeno PavUP2 y PpeUP2, presentan el dominio de la familia de proteinas LURP-one, también
presenta en la secuencia de A. thaliana. Se muestra el alineamiento del dominio perteneciente a la
familia de proteinas LURP-one, el cual fue encontrado en las secuencias de las 3 especies, siendo muy
conservado.
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Figura Suplementaria 9. Los posibles genes que codifican para proteinas relacionadas con respuesta
similacion de nutrientes PavPAP8 y PpePAPS8, presentan el dominio de la familia de proteinas
fosfatasas metal dependientes de A. thaliana. Se muestra el alineamiento del dominio perteneciente a la
familia de proteinas PAP, el cual se ve que es altamente variable entre los miembros de esta familia, como
ha sido descrito para Arabidopsis. Se ve que se encuentran presentes los motivos consensos DxG, GDxxY,
GNH(E,D), VxxH y GHxH (cajas azules), descritos previamente para Arabidopsis.
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Figura Suplementaria 10. Los partidores disefiados para amplificar los posibles ortdlogos de los
genes GIS3 y PAPS, en cereza y durazno, generan multiples amplicones. Se observa que en la curva
de melting existen diferentes peaks, y no un peak Gnico que es lo esperado, con lo cual se infiere que los
partidores estdn amplificando inespecificamente. En la figura, a modo de ejemplo, se muestra el caso de
los partidores para PAP8 en muestras de cCDNA de cereza.

Figura Suplementaria 11. Los partidores disefiados para amplificar los posibles ortélogos de los

genes FLS1 y UP2, en cereza y durazno, no presentan amplificacion. Se observa que en la curva de
progreso no existe amplificacion para las muestras estudiadas, s6lo para el control positivo (DNAg de

durazno). En la figura, a modo de ejemplo, se muestra el caso de los partidores para FLS1 en muestras de
cDNA de durazno.

66



Tabla suplementaria 1. Lista de partidores utilizados en el desarrollo de este seminario de titulo para el
analisis de expresion génica mediante RT-qPCR. Los partidores que amplifican producto tanto en cereza
como durazno estan anotados como “Prunus”; mientras que, los partidores que amplifican producto sélo
en cereza o en durazno estan anotados como “Pav” o “Ppe”, respectivamente. Los partidores para el gen
de referencia UBQ10 amplifican el producto en ambas especies.

Nggqrtzirso?d Direccién Gen Secuencia 5' TmoC Tamaﬁé)b;;)r)nplicén
PrunusO1F Forward NRP2 ATGATATCATCAAGTCCATTCCCG 55,8
PrunusO1R Reverse NRP2 TGGCGTAACCAGACTTCACA 514 196
Prunus02F Forward UP1 CTTGGTGGCTTCTTTCTTGC 51,7
Prunus02R Reverse UP1 CCTTTCGTCCATGATCACAA 50,6 160
Prunus03F Forward PRNPH3 | GTCGTCTTCTACGTCCTCTTCTC 50,8
Prunus0O3R Reverse PRNPH3 | GCACCCAAACTCTGGAAGAGTT 54 e
Ppe04F Forward GIS3 GCACAACTCCCCCTACATCCCCAT 62,8
Ppe04R Reverse GIS3 TAGCTCTGCAGCCTCAGCCATG 59,2 1
Pav04F Forward GIS3 ACAATTTCCACAGTAACTTCCGC 54,1
Pav04R Reverse GIS3 GGGAATTGCTGAACTCACG 50,3 166
PrunusO5F Forward PAP8 GTGTTTTGCATTTCTTTGGTCG 54
Prunus05R Reverse PAP8 CCTTCCCATCTGTAAAGCAAC 50,7 196
Ppe07F Forward CRF2 ATGAATCCGGCTGTTAAGTACA 50,9
Ppe07R Reverse CRF2 TCGTTGATGAACCTCTTGACTC 50,9 200
PavO7F Forward CRF2 TGTCCAATCAAATACACTGAGCAC 53,4
PavO7R Reverse CRF2 AACTCGTCTTCTTCGCCACT 50,6 1o
Prunus08F Forward SHD ATGAGGAAGTGGACGATCCC 52,6
Prunus08R Reverse SHD TAGCCCATTGGGAACAGCC 54,7 102
Prunus09F Forward CKX4 GGGTACAGTCTTCGTGATGATC 50,2
Prunus09R Reverse CKX4 GCTATGCTGAAAGGAGTGGAAATA 53,7 1o
Prunus12F Forward FLS1 AGATCCTGAACCAAATTGTAGAGG 52,6
Prunus12R Reverse FLS1 TCTGGAGGCTTCGCATAAAC 52,1 100
Prunus13F Forward UP2 TGAAATCTTTGTCAAGGTCTGTCC 54
Prunus13R Reverse UP2 CGACCCGATAAACGAGATCT 50,9 e
Prunus15F Forward CPK28 ATGGGTGGTTGCTTCTCCA 52,5
Prunus15R Reverse CPK28 CATTGGGTCTATTGGTCCTTCT 51,5 7
UBQ10_FW Forward UBQ10 AAGGCTAAGATCCAAGACAAAGAG 54.6
UBQ10_REV Reverse UBQ10 CCACGAAGACGAAGCACTAAG 55.6 146
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