ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TiTULO

“lDENTIFIC{-\CI()N DE RUTAS METABOLICAS INVOLUCRADAS EN LA
SINTESIS DE COMPUESTOS CON PROPIEDADES
AROMATICAS EN FRAGARIA CHILOENSIS”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

JONATHAN ELIAS MALDONADO SOTO

Dr. Herman Silva Ascencio
Director Seminario de Titulo

RN (L

Patrocinante e

Comision de Evaluacion

Dra. Lorena Norambuena Morales
Presidenta Comision

Dr. Mauricio Gonzalez
Evaluador

Santiago de Chile, marzo de 2010




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

IDENTIFICACION DE RUTAS METABOLICAS INVOLUCRADAS EN LA SINTESIS
DE COMPUESTOS CON PROPIEDADES AROMATICAS EN FRAGARIA
CHILOENSIS
Seminario de Titulo
entregado a la
Universidad de Chile

en cumplimiento parcial de los requisitos e,
para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular

por
JONATHAN ELIAS MALDONADO SOTO

Octubre, 2009
Santiago - Chile

Director de Seminario de Titulo: Dr. HERMAN SILVA
Patrocinante: Dr. MICHAEL HANDFORD




BIOGRAFIA

Jonathan Elias Maldonado Soto nacié el 7 de febrero del
afo 1982 en Santiago de Chile. Curso su Educacion Media
en el Liceo de Aplicacion de Santiago, donde obtuvo el

premio a la mejor promocion el afio 1999. Desde temprana

edad present6 interés por la ciencia y la tecnologia, lo cual
motivé‘ su ingreso al Plan Comun de la Escuela de Ingenieria de la Universidad de
Chile en el afio 2000. Luego de cursar 3 afios, debe decidir entre las carreras que
ofrece la Universidad y escoge aquella que cumple a cabalidad con sus expectativas
de desarrollo, tanto profesional como intelectual. Asi, en el afio 2003 ingresa a la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular dictada en la Facultad de Ciencias de
la Universidad de Chile.

Los conocimientos en programacion adquiridos en la Facultad de Ingenieria le
permiten iniciar, desde el primer afio de carrera, una pasantia de investigacion en el
area de Bioinformatica del proyecto de investigacion “Genémica Funcional de
Nectarines’, que se realizd en el Laboratorio de Genética Molecular Vegetal de la
Facultad de Ciencias en la Universidad de Chile. En ese laboratorio realizd su primera
Unidad de Investigacién, titulada: “Analisis Bioinformatico para identificar genes
ortélogos de los componentes del citoesqueleto en Prunus persica’, bajo la direccion
de la Dra. Lee Meisel. Los trabajos realizados en el proyecto de genomica funcional de
nectarines se ven reflejados en dos papers de los cuales es coautor: Latorre y col,
2006 y Vizoso y col, 2009. Durante los siguientes 4 afios continud realizando diversas
pasantias bajo la direccién del Dr. Herman Silva (Centro de Biotecnologia Vegetal, U.

Andrés Bello), del Dr. Aldo Solari (Facultad de Medicina, U. de Chile) y del Dr.
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Alejandro Mass (Facultad de Ingenieria, U. de Chile). En el afio 2007 comenzoé su
trabajo en el equipo de investigacion de aroma en frutilla blanca del laboratorio de
Genomica Funcional y Bioinformética Vegetal de la Universidad Andrés Bello, donde
realizé su segunda Unidad de Investigacion, titulada “|dentificacion de rutas
metabélicas involucradas en la sintesis de compuestos con propiedades aromaticas en
Fragaria chiloensis”, bajo |a direccién del Dr. Herman Silva. Este dltimo trabajo fue

continuado para desarrollar posteriormente el tema de su Tesis de Pregrado.
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La presente Tesis la dedico a mis padres con admiracion y agradecimiento.
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RESUMEN

La frutila blanca (Fragaria chiloensis) es una planta nativa de Chile que presenta
caracteristicas organolépticas diferentes a Ia frutila roja comercial (Fragaria X
ananassa). Estos atributos le confieren una originalidad que podria utilizarse para
ofrecerla al mercado como una fruta exdtica. En la presente tesis se identificaron y
analizaron dos rutas metabdlicas involucradas en la biosintesis de dos compuestos
aromaticos de frutilla blanca. Estos compuestos presentan caracteristicas aromaticas
que diferencian a la frutilla blanca de la frutilla comercial. Uno de estos compuestos es
el E-2-Z-6-nonadienol que es detectado sélo en frutilla blanca'y el otro compuesto es el
acido cinamico que es detectado en una concentracién 24 veces mayor respecto a
frutilla roja. Mediante anélisis de homologia de secuencias fue posible identificar genes
ortélogos en frutilla blanca que codifican para las enzimas involucradas en la
biosintesis de estos compuestos. A partir de ello se estudié la expresion de los
principales genes de ambas rutas. Se observé una mayor expresion relativa de la
enzima Lipoxigenasa (LOX) e Hidroperéxido Liasa (HPL) en frutilla blanca respecto de
frutilla roja. Este resultado podria ser la primera evidencia molecular que da cuenta de
la diferencia en la deteccion del compuesto nonadienol entre ambas especies.
Respecto al &cido cinamico, se proponen dos rutas paralelas de biosintesis para los
compuestos derivados, efil y metil esteres de cinamato, en frutilla blanca. En ambas
vias fue posible estudiar la expresion de genes ortdlogos identificados en frutilla blanca
y no se observo diferencia en el perfil de expresién de los genes de ambas vias. Este
resultado, junto a los obtenidos en otros trabajos en frutilla roja, nos penmite proponer

que la transformacién del acido cinamico ocurre indistintamente por cualguiera de las
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ABSTRACT

White strawberry (Fragaria chifoensis) is a native plant from Chile that presents different
organoleptics characteristics compared to the commercial red strawberry (Fragaria x
ananassa). These original characteristics might allow that the white strawberry can be
offered as an exofic fruit. In the present thesis were identified and analyzed two
metabolic pathways in white strawberry that participates in the biosynthesis of two
aromatic compounds. These compounds have interesting aromatic features that make
the white strawberry different from the commercial one. One of these compounds is E-
2.7-6-nonadienol that is detected only in the white strawberry and the second one is
cinammic acid that is detected in a concentration 24 fold higher than in red strawberry.
Using homology sequence analyses, it was possible to identify ortholog genes in white
strawberry for the enzymes involved in the biosynthesis of these compounds. Then was
possible, to study the expression of the major genes for both pathways. It was found a
higher relative expression of the gene that codes for the enzyme Lipoxigenase (LOX)
and Hydroperoxide Lyase (HPL) in white strawberry compared to red strawberry. This
could be the first molecular evidence for the explanation of the differences found in the
detection of nonadienol for both species. Regarding cinnamic acid, in white strawberry
two parallel pathways are proposed for the biosynthesis of the derived compounds,
ethyl and methyl cinnamate. in both pathways it was possible to study the expression of
the orthologs genes identified in white strawberry showing no difference from the
expression profile of the genes. This result, along with the ones obtained in other
studies using red strawberry allow us to propose that the transformation of cinnamic

acid occur interchangeably by either route in both species, which amplifies the
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synthesis of this type of compounds. It was also found a difference in the expression
profile of the enzyme PAL isoform 1 between both species. Because this enzyme is the
direct responsible of the cinnamic; acid synthesis from phenylalanine, this difference in
the expression profile, can be the direct cause of the high difference found in the
compound detection between both species. Taking in consideration these results, we
propose for future investigations to observe if exists disparity in the substrate availability

and/or in the enzymatic activity between both species.

In this Thesis were identified different genes involved in the synthesis pathway of
aromatic compounds in white strawberry and its nucleotide sequences. Also their
expression profiles were studied during fruit development in both species of strawberry.
These results serve as a basis for further works to differentiate and characterize the

fruit features of Fragaria chiloensis, our white strawberry.
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INTRODUCCION

Actualmente la frutilla roja (Fragaria X ananassa) ocupa un jugar importante en la
industria fruticola a nivel mundial. Diferentes cualidades como sus caracteristicas
organolépticas, sus propiedades dietéticas, su-accion antioxidante (Stewart y col, 2004)
y su versatilidad para ser consumida en diferentes formas, han impulsado un fuerte
incremento en su consumo en tode el mundo. La produccién mundial a aumentado
desde 1,8 millones de toneladas en el afio 1980 a 3,8 millones de toneladas en el afio
2007, encontrandose dentro de las diez especies frutales de mayor consumo (Base de
Datos Estadistica FAO, FAOSTAT version 2009; http:/ffaostat.fao.org). En Chile, el
cultivo de la frutilla roja ocupa una superficie aproximada de 4.600 hectareas que
permiten una produccién de 44.669 toneladas métricas cuyo destino es satisfacer la

demanda local y la exportacién como fruta congelada.

La frutila roja comercial, es el resultado de la hibridacién entre dos especies
octoploides: Fragaria virginiana y Fragaria chiloensis, esta ultima, recolectada en el sur
de Chile por el navegante frances A.F. Frezier en el afio 1714 (Darrow, 1966; Wilhelm
& Sagen, 1974). El germoplasma de la frutilla chilena, comtnmente denominada frutilla
blanca, es un importante recurso genético, a partir del cual se han incorporado en las
variedades modernas diversas caracteristicas agronémicas favorables, especiaimente
de sabor y aroma (Hancock, 1999). Presenta una pequefia superficie cultivada en
Chile, concentrando su produccion en 2 [ocalidades: la zona de Curepto (VII regién) y
de Contulmo (VIIl regién), aunque es capaz de crecer bajo una gran variedad de climas

y suelos (Lavin y col, 2000; Becerra y col, 2001).




En cuanto a las caracteristicas comerciales, el fruto de frutilla roja es cultivado debido a
sus cualidades organolépticas que le confieren un sabor, una textura y un aroma muy
apreciado por los consumidores (Bood & Zabetakis, 2002). Su aroma ha sido
extensivamente investigado durante los Ultimos 50 afios y hasta ahora se han
identificado en esta especie mas de 360 compuestos aromaticos (Pérez y col, 1992,
Schieberle, 1994). Basados en €l valor del aroma y en el factor de dilucién, sélo una
pequefia cantidad de esos 360 compuestos volatiles identificados han sido
considerados relevantes en la percepcion del aroma (Pyysalo y col, 1979; Larsen &
Poli, 1992; Schieberle & Hoffmann, 1997; Zabetakis & Holden, 1997). Por otra parte, la
abundancia relativa de volatiles individuales son una huella digital de un cultivar y en
particular de la especie. Es por esto que la relacién entre los volatiles que impactan en
el aroma y variedades de frutilla ha sido tema de estudio de numerosas investigaciones
(Douillard & Guichard, 1990; Larsen & Poll, 1982). En cambio, la frutilla blanca es una
especie promisoria comercialmente debido a que posee caracteristicas organolépticas
muy diferentes a la de la frutilla tradicional, atributos que le confieren una originalidad
que podria utilizarse para ofrecer al mercado una fruta exdtica. Estudios sensoriales
realizados por Adasme y col (2006) concluyen que hay preferencia por la frutilla blanca
sobre la roja, resaltando principalmente el sabor y el dulzor. También destacan la
diferencia mas evidente entre frutilla blanca y frutilla roja que es precisamente su
coloracién en los distintos estadios de desarrollo del fruto, tal como se observa en la

Figura 1.
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Figura 1: Comparaci6n entre distintos estadios de desarrollo del fruto de frutilla blanca y
frutilla roja. Se presentan ordenados desde menor a mayor estadio de desarrollo.

Lamentablemente, la frutilla blanca no se ha posicionado en el mercado pues presenta
problemas asociados a su manejo, maduracién y post-cosecha ya que se deteriora
rapidamente (Adasme y col, 2006).

Uno de los atributos destacados de esta especie es su aroma, cualidad que podria ser
utilizada como una caracteristica de seleccion en un programa de mejoramiento
genético tanto de la frutilla roja, como de otras especies comerciales; sin embargo, el
aroma es un caracter complejo para seleccionar, ya que muchos compuestos volatiles
liberados en alta concentracion por las frutas son percibidos escasamente por los
humanos (Lewinsohn y col, 2001). Por otro lado la frutilla es un fruto no climaterico,
debido a que no incrementa su respiracion ni la produccion de etileno una vez que se
ha cosechado, por lo tanto, solo es posible percibir algunos compuestos aromaticos
durante la madurez de consumo, lo que dificulta ain mas la seleccion de estos
caracteres o compuestos aromaticos (Abeles & Takeda, 1990).

En general, los compuestos aromaticos incluyen una variada seleccién de estructuras

quimicas como esteres, aldehidos, acidos alifaticos, alcoholes, lactosas, terpenos,




compuestos fendlicos volatiles, furanonas y compuestos suifurosos (Tressl y col, 1975,
Sanz y col, 1997). Ademas, la contribucién individual de un compuesto aromético al
aroma total de la fruta depende, entre otros factores, de su concentracion y dei valor
umbral, que es la cantidad minima de compuesto aromatico que puede ser detectado y

reconocido por el 75% de un panel sensorial entrenado (Noble, 1988).

Estos compuestos son sintetizados principalmente en asociacién a las rutas
bioquimicas de acidos grasos, aminoacidos y carbohidratos (Sanz y col, 1997):

- Los acidos grasos son uno de los mayores precursores de compuestoé volatiles
responsables del aroma en la mayoria de las plantas. En general, son catalizados a
través de 2 vias oxidativas principales, la B-oxidacion y la ruta de las lipoxigenasas
(LOX). Ademas, es posible distinguir entre aromas primarios, que son generados por la
fruta o vegetal intacto a través del movimiento intracelular de compuestos volétiles, y
aromas secundarios, que son generados por rompimiento de la integridad celular y/o
por corte o aplastamiento durante el proceso de masticacion de la fruta. Se ha sugerido
que la B-oxidacion es la principal ruta metabélica que produce aromas primarios en la
fruta, mientras que la ruta de LOX puede producir aromas secundarios por ruptura
mecanica {Sanz y col, 1997).

- Los aminoacidos pueden ser precursores directos de algunos aromas, lo que ha sido
observado en frutas, 6 pueden ser precursores indirectos, transformandose en
sustratos para enzimas que generan aromas, principalmente en hortalizas (Sanz y col,
1997). Cuando actGan como precursores pueden contribuir al aroma primario,
liberandose directamente en la madurez de la fruta, tal como alanina, valina, leucina,
fenilalanina o acido aspartico encontrados en platanos (Myers y col, 1970) y tomates

(Yuy col, 1968).




- Los carbohidratos son precursores de un bajo nimero de compuestos arométicos en
plantas. Los terpenos son producidos por la ruta metabdlica de los isoprencides bio-
sintetizados a partir de carbohidratos o lipidos, mientras que las furanonas son
producidas por intermediarios del ciclo de las fosfato pentosas (Sanz y col, 1997).

De esta forma, existe una gran variedad de fuentes para la biosintesis de compuestos
arométicos en los procesos celulares incluyendo los procesos de degradacion, por o
cual el origen de un aroma estara directamente ligado a la identidad de los principales

compuestos detectados en una condicion determinada.

Estudios preliminares de nuesiro laboratorio han identificado los principaies
compuestos volatiles con impacto olfativo que estan presentes solo en frutilla blanca y
no en frutilla roja en estadios de maduracion del fruto (Prat y col, datos no publicados).
Dentro de estos compuestos caracteristicos de frutilla blanca se identificé el 3-oxo-a-
ionol que proviene del metabolismo de carbohidratos y el E-2-Z-6-nonadienol que
proviene del metabalismo de acidos grasos. Los descriptores aromaticos para estos
compuestos fueron de un aroma citrico-floral para el 3-oxo-a-ionol y un aroma a licor
dulce y nuez para el nonadiencl. Estos compuestos contribuyen al aroma caracteristico
de frutilla blanca, por lo cual es interesante estudiar los posibles genes involucrados en
su ruta de biosintesis, y la regulaciéon en la emision de estos compuestos en los
distintos estadios de madurez de la fruta. La presente tesis estd enfocada
principalmente en estudiar la ruta de biosintesis del compuesto nonadienol en frutilla

blanca.

Estructuralmente el compuesto nonadienol es un alcohol alifatico no saturado presente

en distintas configuraciones estéricas. La configuracion identificada en frutilla blanca




corresponde al E-2-Z-6-nonadienol (NDE). Este compuesto fue detectado solo en los
perfiles obtenidos para frutilla blanca y es el principal responsable del aroma dulce y
fresco del pepino (Buescher y col, 2001). También ha sido identificado en otras
especies vegetales como por ejemplo tomate (Baldwin y col, 2000).

Se conoce gue en plantas es sintetizado enzimaticamente desde acido linolénico {un
acido graso poli-insaturado) por una secuencia de reacciones que involucra la accién
de cuatro enzimas: Lipoxigenasa (LOX), Hidroxiperéxido Liasa (HPL), Isomerasas y
Alcohol Deshidrogenasa (ADH) (Heiler & Schieberle, 1997; Buescher y col, 2001).
Respecto a la ruta de biosintesis, el primer paso es la hidroperoxidacion selectiva
sobre un carbono del acido linolénico, lo cual diferencia dos tipos de Lipoxigenasas
(Galliard y col, 2001}):

. Lipoxigenasa C13: Hidroperoxida el carbono 13 del acido linolénico lo cual
deriva, al final de la ruta, en la produccién de compuestos volatiles de 5 y 6 carbonos.
La enzima representante de este grupo es [a LOX de soya.

. Lipoxigenasa C9: Hidroperoxida el carbono @ del acido linolénico, dirigiendo la
ruta de biosintesis hacia la produccion final de un compuesto volatil de 9 carbonos, el
nonadienol. La enzima representante de este grupo es la LOX de papa.

De esta forma, para la biosintesis del compuesto nonadienol es necesario identificar

una enzima Lipoxigenasa tipo CO.

Segun el modelo descrito para la biosintesis de compuestos aromaticos a partir del
acido linolénico (Figura 2), se ha propuesto la existencia de una enzima isomerasa
responsable de la transformacion E-Z-nonadienal a Z-E-nonadienal (Grechkin, 1998;
Noordermeer y col, 1999), pero no existe evidencia asociada a una enzima especifica

en alguna especie vegetal; en cambio, otros autores proponen que la enzima HPL es la




responsable tanto de la actividad liasa como de la actividad isomerasa (Kuroda y col,
2005). De esta forma, la enzima HPL tendria el rol principal dentro de la ruta de
biosintesis del nonadienol.

Es importante destacar que hasta ahora no existe ninguna publicacion asociada a un

gen codificante para HPL dentro de la familia Rosaceae.
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Figura 2: Modelo de la ruta de biosintesis de compuestos arométicos a partir del acido
linolénico basado en Baldwin y col (2000) y Buescher y col (2001). Se representan en rojo
las enzimas que permiten la obtencion de nonadienol, mientras que en azul estan las enzimas
que producen otros compuestos aromaticos. Con flechas rojas se indica el enlace que es
interrumpido por la accion de la enzima HPL. Las circunferencias muestran los productos
obtenidos a partir de la accion de la enzima HPL respectiva. HPL=Hidroperoxido Liasa.
ADH=Alcohol Deshidrogenasa.

Otro compuesto interesante en el perfil aromatico de frutilla blanca es el acido cinamico
pues presenta una concentracion relativa 24 veces mayor que la observada en frutilla

roja (Prat y col, datos no publicados). Los descriptores aromaticos para este




compuesto son aroma a canela, floral, especias y miel (tonos dulces) (Budavari, 2001).
Este compuesto, junto con sus derivados metil, etil y bencil esteres de cinamato, son
los principales componentes del aceite esencial de canela. Estos derivados son
compuestos de aromas intensos que han sido usados recurrentemente en la industria
cosmética y también alimenticia. Considerando lo anterior, el segundo objetivo del
presente trabajo es identificar la ruta de biosintesis del acido cinamico y sus

compuestos derivados en frutilla blanca.

El 4cido cinamico es parte de la ruta de biosintesis de fenilpropanocides y su sintesis es
realizada por la accién directa de la enzima Fenilalanina Amonio Liasa (PAL) sobre el
aminoacido fenilalanina (Lunkenbein y col, 2006a). Respecto a la biosintesis de
derivados metil y etil eteres de cinamato, existen dos rutas propuestas en frutilla roja
(Figura 3). Aharoni y col (2000) identificaron, mediante ¢! uso de microarreglos de
DNA, una enzima Alcohol Acil Transferasa (AAT) cuya actividad esta fuertemente
asociada a la utilizacién de moléculas acil-CoA y alcoholes para formar esteres
aromaticos, entre ellos los esteres de cinamato. Para ello es necesaria la enzima
Cinamoil CoA Ligasa (CCol) que transforma el acido cinamico en el intermediario
cinamoil-CoA. Por otro lado, Lunkenbein y col (2008b) observaron que el fruto de
frutilla roja acumula esteres hidroxi-cinamoil glucosa que pueden servir como
precursores de diversos metabolitos secundarios tales como metil y etil cinamatos
constituyentes del aroma del fruto. Estos autores comprobaron que la accién de la
enzima UDP-glucosa:cinamato Glucosil Transferasa (GT) cataliza la formacion de
cinamoil glucosa y p-coumaroil glucosa durante la maduracion del fruto, lo cual se

correlaciona con el aumento de metil y etil esteres cinamatos. Sin embargo, no




lograron describir una enzima que hiciera la transformacién final desde el intermediario

B-glucosidado hasta los productos derivados.
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Figura 3: Modelo de la ruta de biosintesis de metil y etil cinamatos a partir de acido
cinamico. La ruta con linea segmentada esta basada en Lunkenbein y col (2006b) y la ruta con
linea continua en Aharoni y col (2000). En verde se destaca el compuesto detectado en
frutilla blanca. PAL=Fenilalanina Amonio Liasa. GT=Glucosil Transferasa. CColL=Cinamoil Coa
Ligasa. AAT=Alcohol Acil Transferasa.

En base a los antecedentes descritos, el objetivo general de la presente tesis es
encontrar genes involucrados en la biosintesis de compuestos volatiles identificados en
frutilla blanca. Estos compuestos deben poseer propiedades aromaticas interesantes
desde un punto de vista organoléptico, de forma similar a lo realizado en otras
especies frutales (Lewinshon y col, 2001; Lunkenbein y col, 2006a; Raab y col, 2006;

Wyllie y col, 1996). En particular, el objetivo es estudiar las rutas relacionadas con la

biosintesis de los compuestos aromaticos nonadienol y acido cinamico.




1.1. Objetivos Generales

Relacionar los compuestos aromaticos nonadienol Y acido cinamico

(identificados en el andlisis de compuestos voldtiles de frutilla blanca) con rutas

metabdlicas descritas en otras especies de plantas.

Determinar la existencia de genes ortélogos y su patrén de expresion durante el

desarrollo del fruto de frutilla blanca para cada una de las enzimas descritas en la

biosintesis de los compuestos volatiles identificados.

1.2. Objetivos Especificos

Estudiar la expresién de los genes codificantes para las enzimas involucradas
en la ruta de biosintesis del compuesto nonadienol en frutilla blanca durante los
distintos estadios de desarrollo del fruto mediante RT-PCR y gPCR.

Determinar la presencia de un gen ortélogo a la enzima HPL.

Estudiar la expresién de los genes codificantes para las enzimas involucradas
en la ruta de biosintesis del compuesto 4cido cindmico y sus derivados etil y
metil esteres de cinamato, en frutilla blanca en los distintos estadios de
desarrollo del fruto mediante RT-PCR.

Establecer si existe alguna preferencia a nivel de expresion de genes entre las
dos rutas metabdlicas propuestas para la biosintesis del compuesto acido

cinamico y sus derivados etil y metil esteres de cinamato en frutilla blanca.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Material Biolégico.

1.1.- Hojas y frutos de frutilla blanca.

Se utilizaron frutos congelados (-80°C) de F. chiloensis spp. chiloensis. Estos frutos
fueron cosechados previamente al desarrollo de la presente tesis por Loreto Prat
(datos no mostrados) desde plantas de dos afios de edad provenientes de la localidad
de Contulmo, Chile (38°0'58"S 73°13'43"W) en enero del afio 2008.

Para la extraccién de RNA total y proteinas totales se usaron frutos segun los
siguientes estadios de desarrollo: S1=tamafio pequefio y verde, S2=tamafio mediano y
verde, S3=tamafio grande y cambiando de color a blanco y S4=completamente maduro
y de color rosado claro. (Figura 4). Varios frutos de diferentes plantas fueron
mezclados generando un pool representativo para cada estadio. También se utilizaron

hojas congeladas (-80°C) recolectadas en el mismo periodo antes mencionado.

Figura 4: Distintas etapas (estadios) de desarrollo del fruto de frutilla blanca. S1=tamafio
pequefio y verde. S2=tamafio mediano y verde. S3=tamafio grande y cambiando de color a
blanco. S4=completamente maduro y de color rosado claro.
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1.2.- Hojas y frutos de frutilla roja.

Se utilizaron frutos congelados (-80°C) de F. x ananassa variedad Camarosa, los
cuales fueron cosechados previamente al desarrollo de esta tesis por Loreto Prat
(datos no mostrados) desde un cultivo experimental en la Facultad de Agronomia de la

Universidad de Chile (Campus Antumapuy).

1.3.- Crecimiento de bacterias.

La bacteria Escherichia coli cepa DH5a. fue crecida en medio LB liquido estéril (1%
triptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl} y en LB sélido estéril (1,5% agar). Las
incubaciones fueron hechas a 37°C por 16 horas, y cuando se traté de medio liquido la
velocidad de agitacion fue de 250 rpm. El antibidtico de seleccion utilizado en este
trabajo fue Ampicilina (100 pg/mi), ya que los vectores utilizados poseian el gen que

codifica para la enzima B-lactamasa, la cual confiere resistencia a este antibidtico.

2.- Biologia molecular.

2.1.- Secuencias de frutilla blanca.

En esta tesis se trabajo con secuencias de ESTs y Unigenes provenientes de una
genoteca de cDNA generada a partir de RNA de mesocarpo de frutos de
frutilla blanca en estadio de desarrollo S3 y S4. Estos estadios corresponden al estado
de cosecha y consumo, que ademas, es el momento en el cual la fruta presenta una
alta emision de compuestos aromaticos. La genoteca fue construida por el Instituto
Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada (MIFAB) quienes nos facilitaron el acceso

a 9.085 secuencias de ESTs y 5.417 unigenes con su respectiva anotacion (Pablo
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Valenzuela, no publicado). E! protocolo que utilizé MIFAB para la obtencion,
secuenciacion y analisis de los ESTs es igual al utilizado por Silva y col, 2005.

Con el fin de hacer compatible esta informacién con nuestra plataforma interna de
andlisis de secuencias (JUICE, Latorre y col, 2006) se realizo un nuevo ensamble de

los ESTs (MIFAB) , siguiendo el protocolo descrito por Vizoso y col {2009).

2.2.- |dentificacién de putativos genes ortélogos.

Para la busqueda de genes de frutilla blanca relacionados con rutas metabdlicas
involucradas en la sintesis de compuestos aromaticos, se realizaron alineamientos
BlastX (Altschul y col, 1997), BlastN y TblastN (Altschul y col, 1990). Se trabajo en
base a la plataforma online de MIFAB para visualizacién de secuencias y, en caso de
analisis masivos, se utilizé la plataforma computacional interna de nuestro laboratorio,
la cual permite realizar analisis multiples mediante protocolos clusterizados de Blast y
optimizacién de los informes obtenidos para una facil visualizacion de resultados

(Latorre y col, 2006).

2.3.- Disefio de partidores.

La mayoria de los partidores utilizados en esta tesis fueron disefiados manuaimente
mediante inspeccion visual de la secuencia blanco, o con la ayuda del conjunto de
programas de la Suite Vector NTI Advance version 11 (http://www.invitrogen.com) y
confirmados mediante analisis en el software Primer Premiere version 5.0
(http:/Avww. premierbiosoft.com).

Los partidores disefiados en esta investigacion fueron los siguientes:

partidor directo LOX2aF : 5 ATTGAACTCACTCGACCACC 3

partidor reverso LOX2a2R : 5' GTCTCAATGATTCCACCTGC 3
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partidor directo FvHPL1aF : 5’ CCAGTTCCTCTCCAATTCGC &
partidor reverso FvHPL1aR : &’ GCGCACTGTTTGTTTGAGG 3

partidor directo FvHPL1-rcF : & TCACCCAGCACCTCAAACAAAC 3

partidor reverso FVHPL1-rcR : &’ GAGTCGTGCGAACTGAGTTGGAAGT 3

partidor directo FcADH1aF : 5 TTAGGTCATGAAGCTGGAGG 3
partidor reverso FCADH1R2 : &' TCTTGGCTTCCTCAAATCGG 3
partidor directo FcPAL1aF : 5 CATGGTGGAAACTTCCAAGG 3
partidor reverso FcPAL1aR : &' TGCCTGAGATCAACAGCTTG 3
partidor directo FCCCLRT1-F : 5 ATCAGGCCGAATCAGACAA &'
partidor reverso FCCCLRT1-R : 5 TGAGGAGGACGATTGGAAG 3
partidor directo FECGAT2RT-F : 5 CATCGGCCAAGGCCATGTG &'
partidor reverso FcGAT2RT-R : &' GTGATGCCGTTGGACTTGCG 3
partidor directo FcGapDH-F : 5 TCCATTCATCACCACCGACTA 3
partidor reverso FcGapDH-R : 5 ACCTTCTTGGCACCTCCCT 3
partidor directo Fc18S-F : 5' GGATCATTGTCGAAACCTGC 3'

partidor reverso Fc18S-R : 5 ATACTGAAGACGACGAACCG &

2.4.- Anélisis de expresién mediante PCR.

La mayoria de las amplificaciones mediante PCR fueron realizadas en un volumen final

de 25 ul que contenfa: 1 pl de cDNA,; buffer 1X; dNTPs 0,1 uM; partidores 0,2 WM; Taq

1,25 U; agua destilada hasta completar 25 pl. El programa de PCR utilizado fue: 94°C

por 5 minutos, 94°C por 30 segundos, temperatura de fusién promedio de ambos

partidores (Tm) menos 5°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, repetir desde paso 2

por 35 ciclos y finalmente 72°C por 10 minutos. En casos particulares, como el uso de
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enzimas con actividad correctora (Platinum Tag DNA polimerasa, invitrogen; Easy-A

DNA polimerasa, Stratagene), se utilizé el protocolo recomendado por el fabricante.

2.5.- Analisis de expresién génica con el método de transcripciéon reversa

acoplado a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

2.5.1.- Extraccion de RNA total de frutos y hoja de frutilla blanca y
frutilla roja.

E] método de extraccién de RNA total estd basado en Jaakola y col (2001) el cual es
un protocolo modificado de Chang y col (1993). Se moli el tejido congelado
(fruta/hoja) afiadiendo constantemente nitrégenc liguido en mortero pre-enfriado a
-20°C por dos horas. Luego se agregé 2 gr de tejido molido a un tubo corex de 30 mi
mantenido en hielo todo el tiempo y se agregé 10 ml de buffer de extraccion
precalentado a 65°C (2% p/v CTAB; 2% p/v PVP (PM 40.000); 100 mM Tris-HCL {pH
8,0); 25 mM EDTA; 2 M NaCl) y 200 ul de 2-mercaptoetanol y se mezcld 1 vez
mediante vortex para luego incubar la mezcla por 10 minutos a 65°C. Enseguida se
centrifugd la mezcla a 9.000 rpm por 35 minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante.
Este fue extraido 2 veces con 1 volumen de cloroformo/IAA (24:1) agitando en vortex
por 3 minutos. Las fases fueron separadas a 9.000 rpm por 15 minutos a 4°C (se
recupera la fase acuosa). La fase acuosa se mezcl6é suavemente con 1/4 de volumen
de cloruro de litio y se dej6é precipitando toda la noche a 4°C en hielo. Al otro dia la
muestra fue centrifugada a 9.000 rpm por 35 minutos a 4°C y se lavd el precipitado con
10 ml de etanol 70% frio, centrifugando a 8.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se disolvio
el precipitado con 500 pl de buffer SSTE (1 M NaCl; 0,5% SDS; 10 mM Tris-HCI (pH

8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)). En caso que el buffer SSTE hubiera precipitado luego de
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estar almacenado a 4°C, fue necesario disolverlo calentando a 30°C antes de su
utilizacién. La muestra fue traspasada a tubo eppendorf y extraida una vez con 1
volumen de fenolicloroformo/lAA (25:24:1) y una vez con cloroformo/lAA (24:1)
centrifugando a 12.000 rpm por 10 minutos. Se agregd 2 volimenes de etanol al 100%
frio al sobrenadante y se dejé precipitar por 2 horas a -20°C o 30 minutos a -80°C. A
continuacion la muestra fue centrifugada a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C y se lavo
el precipitado con 200 pl de etanol 70%, centrifugando a 12.000 rpm por 10 minutos.

Finalmente se resuspendié el pellet en 40 pl de agua DEPC.

2.5.2.- Cuantificacién y analisis de calidad de RNA total de frutos y hoja de
frutilla.

La concentracion de RNA total fue determinada en base a la absorbancia a 260 nm en
espectrofotémetro (UV-1700 PharmaSpec, SHIMADZU). Las muestras de RNA fueron
diluidas 60 veces en agua DEPC y la concentracion se calculdé de acuerdo a la
siguiente expresion:

ssRNA (ug/ul) = A260 x 0,04 x 60 (ecuacién 1)

La pureza del RNA se determiné haciendo una relacién A260/A280 que debe estar
entre 1,8-2,0 para asegurar que no existe contaminacién con proteinas, y una relacién
A280/A240 que debe ser sobre 1,0 para asegurar que no existe contaminacion con
polisacaridos/polifenoles (Meisel y col, 2005). La integridad del RNA total fue analizada
en un gel al 1,5% de agarosa, el cual fue preparado con MOPS 1X y formaldehido al
1,1%. La muestra de RNA se mezclé con formamida, formaldehido y MOPS, y fue
denaturada a 70°C durante 10 minutos. Previo a cargar la muestra en el gel se agrego

buffer de corrida (1:1 de azul de bromofenal (1%) y Bromuro de etidio (1mg/mi). El gel
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se corrié en una camara con MOPS 1X, con una diferencia de potencial de 100V
durante 30 minutos. La visualizacién se llevé a cabo con juz UV, teniendo en
consideracién que en un RNA de buena calidad la banda de rRNA de 288 representa

aproximadamente el doble en cantidad con respecto a la banda de rRNA de 188.

2.5.3.- Tratamiento con DNAsa.

Se preparé una mezcla que contiene 4 pg de RNA, 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa
(Ribol.ock, Fermentas}), 2 yl de DNAsa (Fermentas), 2 pl de buffer DNAsa y agua
DEPC hasta un volumen final de 20 pl. La mezcla fue incubada a 37°C por 1 hora,

luego se agregd 2 pl de Oligo(dT)" (25 ng/l) y se incubd a 72°C por 15 minutos.

2.5.4.- Reacciones de transcripcion reversa (RT) para los RNAs de frutilla.

Las reacciones de transcripcion reversa fueron realizadas usando el sistema ImProm-Il
TM Reverse Trasncription System de Promega (N° cat. A3800). Para cada reaccion se
us6 6 pl de la muestra post tratamiento con Oligo(dT)" (ver paso 2.5.3), en un volumen
final de reaccién de 20 pl. Esta mezcla de reaccién contiene: 6 pl de muestra; 0,05 pg
de RNA que codifica para el gen de resistencia a Kanamicina (1,2 kb) que es utilizado
como control positivo para [a reaccion; 1X de buffer ImProm-Il TM; 5 mM de MgCI2; 0,5
mM de mezcla de dNTPs; 20 U de Inhibidor de ribonucleasa recombinante RNasin, 1 )
de Transcriptasa reversa ImPromil TM y agua DEPC hasta completar 20 pl.
Paralelamente se realizaron reacciones donde estdn todos los componentes de la
mezcla a excepcién de la Transcriptasa Reversa, que serviran como control negativo
para las reacciones de PCR. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador estandar,
usando un programa de incubacion a 25°C durante 5 minutos para permitir el

alineamiento de los partidores Oligo(dT), seguido de una incubacion a 42°C por 4
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horas que permite la extension de la hebra de cDNA vy finalmente incubar a 70°C

durante 15 minutos para inactivar la enzima.

2.6.- Analisis de expresion cuantitativa mediante reaccién de PCR en tiempo real
(qPCR).

Las reacciones se llevaron a cabo usando el sistema “Maxima SYBR Green qPCR
Master Mix” (N° cat. KO221, Fermentas) en un equipo Stratagene modelo MX3000P.
Se usé un volumen total de reaccion de 25 pl que contiene 50 a 200 ng (0,5 pl) de
cDNA, 0,3 uM de cada partidor y 12,5 pl de Maxima SYBR Green qPCR Master Mix.
Las condiciones para la reaccion fueron: 95°C durante 10 minutos para activar la
enzima, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C
por 30 segundos. Al final de cada ciclo se midié la sefial de fluorescencia que emite el
SYBR Green cuando es intercalado en una doble hebra de DNA, utilizando el canal F1
(530 nm) para realizar dicha medicion. Una vez terminados los 40 ciclos, se realizé un
paso adicional segun las siguientes condiciones: 95°C por 80 segundos, 58°C por 30
segundos y 95°C por 30 segundos. En este paso se midio de forma continua la
fluorescencia de SYBR Green (durante la tltima denaturacién) para construir una curva
de fusion que permitié determinar si el producto amplificado corresponde al esperado.
Para cada gen en cuestién se construyé una curva estandar, usando como muestra
diluciones seriadas (1:1, 1:5, 1:25, 1:125 y 1:625 de cDNA del estadio de desarrollo S3
de frutilla blanca). Con esta curva estandar es posible determinar la eficiencia de
amplificacion de los partidores usando el software MxPro versién 3.00

(http:llwww.stratagene.comlproducts!displayProduct.aspx?pid=81 0).

18




2.7.- Minipreparaciones de DNA plasmidial para chequeo de bacterias
transformantes.

Se sedimenté 2-3 ml del cultivo bacteriano de 16 horas centrifugando a 14.000 rpm por
1 minuto a temperatura ambiente para luego resuspender el sedimento en 150 pl de
solucién 1 (Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM; EDTA (pH 8,0) 10 mM; RNasa 100 pg/ml). Luego
se agregé 150 pl de solucién 2 (NaOH 0,2 M; SDS 1% p/v) mezclando por inversion y
dejando incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregd la solucién 3
(KOAc 2,5 M pH 4,8) mezclando por inversion y la mezcla fue centrifugada a 14.000
rpm por 15 minutos. Se traspasaron 440 pl del sobrenadante a un tubo eppendorf que
contiene 1 ml de isopropanol mezclando por inversién y se dejé incubar por 5 minutos
a temperatura ambiente. Luego la mezcla fue centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos
y se lavo el sedimento mediante vortex con 500 pl de etanol 70% y centrifugando a

14.000 rpm. Se dejo6 secar el sedimento y fue resuspendido en 50 pl de agua destilada.

2.8.- Midipreps de DNA plasmidial para secuenciacién.

Los cultivos de E.coli transformadas con el vector pGEM-T (100-150 ml) fueron
crecidos en medio LB suplementado con higromicina (50 pg/ml) y kanamicina (100
pg/ml). Para la extraccion de DNA plasmidial se utilizé el kit Wizard ® Plus Midipreps

(Promega, N° cat. A7640) segun las indicaciones del fabricante..

2.9.- Electroforesis en geles de agarosa para analisis de DNA.

Se prepararon geles de agarosa 1% p/v 0 2% piv con buffer de corrida TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM; EDTA 1 mM pH 8,0) con bromuro de etidio (0,1 mg/ml). El marcador de
peso molecular utilizado corresponde a “1 kb DNA GeneRuler” o “100 bp Plus

GeneRuler”, ambos de la empresa Fermentas, segln la precisién deseada.
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Para ser cargadas, las muestras de DNA fueron mezcladas con la cantidad adecuada
de buffer de carga 6X (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilen cianol y 30% glicerol).

La corrida se realizd con buffer TAE 1X, aplicando una diferencia de potencial de 120V.

2.10.- Digestion con endonucleasas de restriccion.

Se usaron 5 a 10 U de enzima para una cantidad de DNA entre 1y 3 pg. La incubacion
se llevé a cabo por 2 6 3 horas en bafio termoregulado segin la temperatura optima
para la enzima. Los resultados de la digestion se visualizaron en gel de agarosa segin

protocolo descrito 2.9.

211.- Identificacion de extremos 5 y 3’ de la enzima Hidroperéxido Liasa

mediante reaccién RACE (Amplificacién rapida de extremos de cDNA).

2.11.1.- Disefio del experimento.

Se disefiaron dos pares de partidores en base a la secuencia conocida de HPL en
F. vesca y F. chiloensis que fueran compatibles con los partidores del kit RACE para
evitar formacién de dimeros de partidores durante la reaccién. Para amplificar el
extremo 5 se utilizé el partidor FVHPL1-rcR (5" GAGTCGTGCGAACTGAGTTGGAAGT
3) y para el extremo 3 se utlizé el partidor FvHPL1-rcF (&
TCACCCAGCACCTCAAACAAAC 3). El mRNA utilizado fue extraido desde frutos de
frutilla blanca en estadio de desarrollo S2 (tamafio mediano y verde) con el método
antes mencionado y, purificado utilizando el kit RNeasy MiniElute Cleanup (QIAGEN,

N° cat, 74204).
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2.11.2.- Reaccion RACE.
La reaccion de RACE fue efectuada segln las instrucciones del kit GeneRacer
Superscript TA (Invitrogen) utilizando [a polimerasa Platinum Taq Polimerase

(Invitrogen) para todos los pasos de amplificacion por PCR.

2.11.3.- Clonamiento de los fragmentos obfenidos en la reaccién de RACE.
Se realizé segln las recomendaciones del kit utilizando el sistema TOPO TA cloning
(Invitrogen), complementado con el sistema de transformacion One Shot TOP10

Competent Cells (Invitrogen).

2.12.- Herramientas informaticas utilizadas.

Para administrar, procesar y graficar todas las secuencias utilizadas en la presente
investigacion se utilizé el conjunto de programas de la Suite Vector NTI Advance
version 11 (http:/Avww.invitrogen.com). Los ensambles fueron realizados utilizando la
herramienta ContigExpress que viene incluida en la versién 11 de la Suite Vector NTl y
se trabajé con los parametros utilizados por MIFAB para el ensamble de [os ESTs de
frutilla blanca (minimo de alineamiento: 40 pb; minimo de identidad: 94%). Todas las
figuras de secuencias y alineamientos fueron preparados con las herramientas de

administracion de secuencias de la Suite Vector NTI version 11.

3.- Ensayos enzimaticos.

3.1.- Extraccion de proteinas de frutilla roja y frutilla blanca.

Para la extraccidn de proteinas fue utilizado un protocolo medificado de Leone y col

(2006). Se homogenizé mediante vortex 5 g de molido fino de frutillas congeladas
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(previamente molidas en mortero frio) con 10 mi de buifer de extraccion (Tris-HCI (pH
8,0) 0,1 M; KCl 1 M), 2 g de polivinilpirrolidona y 20 mg de proteasa (1 mg/ml) a
temperatura ambiente. La solucién resultante fue centrifugada a 20.000 g por 20
minutos y el sobrenadante fue traspasado a un tubo falcon de 15 ml. Las proteinas
fueron cuantificadas de acuerdo al método de Bradford (1976) a una longitud de onda
de 570 nm mediante un espectrofotémetro (UV-1700 PharmaSpec, SHIMADZU). Se

utilizé Coomassie como agente colorante y BSA como estandar de proteinas.

3.2.- Ensayo enzimético de actividad LOX.

La actividad de LOX fue determinada siguiendo la transformacioén de &cido linolénico
(LNA) a hidroperéxido (HPOT), cuya formacién de un enlace dieno puede ser
monitoreado espectrofotométricamente a 234 nm (Axelrod y col, 1981). La mezcla de
reaccion contiene 1 ml de buffer sodio fosfate 0,1 M (pH 6,0), LNA 10 mM y una
cantidad apropiada del extracto (5-20 pl). El aumento en la absorbancia a 234 nm fue
registrada por 5 minutos. La actividad LOX fue determinada como la formacién de
HPOT en nmol por minuto por mg de protelna, usando un coeficiente de extincion de
25.000 M'em™. La cantidad de proteina a utilizar fue calibrada segin la cantidad
minima de proteina necesaria para obtener una actividad estable y observable a lo

largo del tiempo.
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RESULTADOS

1.- Extraccién de RNA total y sintesis de cDNA desde fruto y hoja de frutilla.

Se realizé una extraccién de RNA total desde frutos y hojas de frutilla blanca y frutilla
roja como primer paso para la obtencién del cDNA necesario para los andlisis de
expresion de genes. El resultado de esta extraccion fue evaluado mediante
electroforesis en gel denaturante (Figura 5). La electroforesis del RNA de hoja se corrié
en un gel diferente y por mayor tiempo respecto del RNA de frutos para lograr mayor
separacién de bandas. En los carriles correspondientes a RNA de fruto se observan
dos bandas las cuales corresponden a los RNA ribosomales 26S y 18S. En el caso de
RNA de hoja se observan mas bandas que corresponden a los RNA ribosomales 28S,
258, 23S, 18S y 16S. La presencia de un mayor nimero de RNAs ribosomales es
debido a que en hoja, al contrario de lo que sucede en fruto, se encuentra
completamente activo el cloroplasto pues el tejido esta efectuando fotosintesis, y este
organelo posee su propia maquinaria de expresion y genes ribosomales diferentes a
los de la maquinaria de expresion del nicleo.

También se realizo cuantificacion espectrofotométrica del RNA extraido (Tabla 1}, y en
base a los parametros de calidad esperados (A260/A240 > 1 y A260/A280 > 1,8), se
puede decir que se obtuvo un RNA de buena calidad desde todos [os tejidos.

La variacion en la intensidad de las bandas ribosomales para las distintas muestras de
fruto puede estar relacionada a problemas de cuantificacion espectrofotométrica (pues
en todos los carriles se cargd la misma cantidad de RNA). Sin embargo lo anterior no

influye en la evaluacién de la calidad mediante electroforesis.
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268
188

Tejido de| Volamen | Relacién | Relacién Concentracién] RNA total
origen [ui] 260/240 | 260/280 _Tughull [ugal
S1 ~ 40 1,0 17 2,53 101,31
. 52 40 1,7 2,0 2,46 98,56
f’:gl'ga S3 20 17 2.0 7.34 53.70
S4 20 17 1.9 0,55 10,96
Hoja 40 18 2.0 2,17 86,78
S1 40 1.8 2,0 1,73 69,02
_ S2 40 1,9 1.8 0,52 20,93
;"l:::';: S3 40 1.8 1.9 7,11 44,26
S4 40 1.4 1.7 2,55 101,86
Hoja 40 1.8 1,9 2,88 115,01

Tabla 1: Cuantificacién de RNA total de fruto (cuatro estadios de desarrollo) v hoja
extraido desde frutilla roja y frutilla blanca. S1 a S4 corresponden a los estadios de
desarrollo del fruto ordenados de menor a mayor desarrollo, respectivamente.

frutilla roja frutilla blanca
A — A

53

Figura 5: Electroforesls en gel denaturante de RNA total de fruto (cuatro estadios de
desarrollo) y hoja extraido desde frutilla roja y frutilla blanca. S1 a S4 corresponden a los
estadios de desarrollo de los frutos ordenados de menor a mayor, respectivamente. HR=Hoja
de frutilla roja, HB=Hoja de frutilla blanca. 28S, 25S, 23S, 18S y 168 corresponden al RNA
ribosonal. Se cargd 1 g por carril. El RNA de hojas se corrié en un gel diferente y por mayor
tiempo respecto del RNA fruto para lograr mayor separacion de bandas.
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A partir del' RNA total extraido, se realizé la sintesis de cDNA mediante RT-PCR segun
lo descrito en Materiales y Métodos, obteniendo finalmente el cDNA que fue utilizado
durante el desarrollo de la presente investigacion.

En la Figura 6 se observa el control de amplificacion utilizado para comprobar la
calidad de los ¢cDNAs sintetizados. El control positivo consiste en la amplificacion de
440pb del gen de la O-Metil Transferasa (OMT) con partidores disefiados en base a la
secuencia del gen en frutilla blanca; Se observa amplificacion positiva en todos los
carriles. Ademas, una segunda banda de menor tamario que corresponde a dimeros de
partidores pues también se observa en el control negativo.

En el control negativo (C-) se utilizdé una muestra de RNA post tratamiento con DNAsa
pero sin reaccién de transcripcion reversa, por lo cual de existir amplificacion del gen
codificante para la enzima OMT, indicaria que hay contaminacion de DNA gendmico en
las muestras. Solo se observa una banda de bajo tamafio que corresponde a los
dimeros de partidores. El control internc del kit (C+) consiste en la transcripcion reversa
del RNA del gen de resistencia a kanamicina. Su amplificacién por PCR desde el cDNA

sintetizado indica que la reaccion de transcripcion reversa fue exitosa.

oMT c- C+ (KAN)
440pb 323pb

M S1 S2 83 84 H 1 S2 3 4 H S1 S2 $3 S4 H

P == | frutila roja
} frutilla blanca

Flgura 6: Sintesis de cDNA de frutos de frutilla ro]a y frutilla blanca en diferentes estadios
de desarrollo. gOMT=Contro! positivo de amplificacion (gen codificante para la enzima O-Metil
Transferasa). C+{KAN)= Control positivo de la reaccion de sintesis de cDNA (segmento del gen
de resistencia a kanamicina). C-= Control negativo. S1 a S4 corresponden a los estadios de
desarrollo del fruto ordenados de menor a mayor desarrollo respectivamente. H= Hoja. Se cargd
10 pl de producto de PCR por carril.
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2. Andlisis relacionados con la ruta de biosintesis del compuesto
E2-Z6-nonadienol (NDE).

2.1.- Busqueda bioinformatica de genes ortdlogos.

Tomando como base la ruta metabdlica descrita por Buescher y col (2001) en pepino,
se identificaron genes potencialmente involucrados en el proceso de biosintesis de
nonadienol, lo cual se realizé mediante una busqueda directa en la anotacién de los
unigenes de frutilla blanca en la base de datos MIFAB. La Figura 7 muestra el

esquema general de la ruta de biosintesis y los genes ortologos identificados.

Acido linolénico

' Lipoxigenasa)
LOX  Contig 1095. Contig 1106
70%pb  1914pb

9-+13-hidroperoxido-C18:3

tAlcohol Deshidiogenasa:
ADH
Conng 1016 (1524pb)
Conng 1061 [10688pb)

HPL  Hidioperosido Liasa:

Trans-Cis- DN Trans-Cis- (2,2) 3,6
Nonadienol Nonadiendl
o o~.__OH ADH [somerasa
Canng 1016
Conng 1061
g Cis-Trans-
: Nonadienal (E2) 2,6

Figura 7: Modelo de la ruta de biosintesis de nonadienol basada en Baldwin y col (2000) y
Buescher y col (2001). Al lado del nombre de cada enzima se presenta el nombre del gen
ortologo encontrado en la base de datos de frutilla blanca. En negrita se destaca la
configuracién quimica de los compuestos. En verde se destaca el compuesto detectado solo en
frutilla blanca.

Como se observa en la Figura 7, para el gen de la enzima Lipoxigenasa (LOX) existen

dos genes ortélogos: Contig1095 (FcLOX1) y Contig1106 (FcLOX2).
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El Contig1106 posee un 71% de identidad BlastX con la enzima 9-LOX de Solanum
tuberosum (84% de similitud), ademas de presentar multiples alineamientos de alta

identidad con otras enzimas 9-LOX de diferentes especies (Figura 8).

(B ¢TTLYGSRTLITLTPECTLRP

TOVWLURL AK N

) BT 3 LWRLAETHVCANR
T LWRLAKJEU CAR

WATDREALPEDL ISRGHA

IFLPYIIA RQLS 2 EYTHE INALARQYLIZAKE

| R 3 RIDYEALPKDL INRGHAM » s s b .
IFEPYIIA ROL 3 e S RYTHE INAL AR 1R& ¥ t o RFD ALPF LI cHAR p 1 EDYFP
EPYIIA RQL 3 KPYTSE 1¥ AL AR IRARS c i F bl RFD ALP Lt FMA 3 [EDYF

0 D J-QcHH AAVNTGQYPYACYIPERFT Janfp
¥ 1 v RTVGHADEKDEFPWUP I} GH!AA\!‘I?SQ?T?A&T?PIR!T}‘l?.ll FT
EUDI]K'NVRD?UI!YYP L1 L K i Tl‘!in!lbl?ﬂwl’ [ i FEIAQYIPGQYFLGY?PIRPT A R T
W RIKEWVGDYUNRY YR RTRGHADEEDER WNP I CHHAAVNFGQYYACYIPNRET JaR BT

HE 5 Hae .
Figura 8: Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas entre LOX de F. chiloensis
(FcLOX2), V. vinifera (VWWLOX) y Populus deltoides (PpCCD1a y PpCCD1b). La figura
muestra la alta homologia (sobre 74% de identidad) de FcLOX2 con enzimas 9-LOXs de otras
especies. Los recuadros rojos muestran dos sitios de union de hierro descritos como la
caracteristica principal de esta enzima. Fondo amarillo: residuos idénticos; fondo celeste:
residuos conservados; fondo verde: residuos débilmente similares y fondo blanco: residuos
distintos.

En base a lo anterior, se disefiaron partidores para amplificar 317 pb en la zona central
del Contig1106 (partidor directo:LOX2aF; partidor reverso:LOX2a2R; Figura 9) para

realizar ensayos de expresion diferencial (PCR convencional y PCR en Tiempo Real).

MLA (1515pb)

LOX2dF LOX2aF LOX2a2R LOX2dR
— — — ———
B n o s A s TR I3 U e e i vl _ixf
FcLOX2 C1106
1914 pb

Figura 9: Representacién esquemdtica del gen para la enzima Lipoxigenasa C9 de frutilla
blanca (Contig 1106, FcLOX2). Se representa la posicién de los partidores utilizados para los
analisis de expresion. En naranjo se presenta el marco de lectura abierto (MLA) predicho para
el gen.
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El Contig1095 fue descartado como gen codificante ortélogo de la enzima 9-LOX de
esta ruta metabélica, debido a que no posee homologia aminoacidica significativa con
la 9-LOX de papa en comparacion con la homologia del otro contig encontrado.
Ademas, al hacer BlastX contra la base de datos no redundanie de NCBI se obtienen
alineamientos con identidad menor a 40% y ademas el marco de lectura abierto

predicho para este contig es menor al esperado para este tipo de enzima.

Respecto a la enzima Hidroperéxido Liasa (HPL), no se encontraron genes oriélogos
en frutilla blanca luego de la bisqueda por homologia en base a la anotacion de los
unigenes de MIFAB, ni por alineamientos BlastX de estos unigenes contra secuencias
aminoacidicas de HPL de pepino, tomate, tabaco y arabidopsis. Sin embargo, durante
el desarrollo de la presente investigacion se publicd la Unica evidencia de la presencia
de HPL en un miembro del mismo género que corresponde a Fragaria vesca. Esta
especie es utilizada como planta de frutilla modelo para estudios genomicos dentro de
este género debido a que posee un genoma diploide. La evidencia consiste en dos
ESTs disponibles en NCBI los cuales ensamblan en un contig de 917 pb (Contig3361,
ensamble V4 de Fragaria, proyecto RosiGl (Rosaceae International Genomics
Initiative)). Esta informacion esta disponible en GDR (Genome Database for Rosaceae,
http://www.bioinfo.wsu.edufgdr/). En base a esie contig se disefiaron un par de
partidores que amplificaran 251 pb (partidor directo:FvHPL1aF; partidor

reverso:FvHPL1aR) (Figura 10).
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MLA (696pb) Y
FVHPL1aF FvHPL1-rcF

FvHPL1-rcR FvHPL1aR

| /

o ik d

FvHPL1 v4 Contig3361
917 pb

Figura 10: Representacién esquematica del gen para la enzima HPL de F. vesca. Se
presenta la posicion de cuatro partidores. Los partidores FvHPL1aF y FvHPL1aR fueron
utilizados para comprobar la existencia del gen en frutilla blanca. Los partidores FVHPL1-rcR y
FvHPL1-rcF fueron utilizados para el experimento de RACE. En naranjo se presenta el marco
de lectura abierto (MLA) predicho para este gen.

En el caso de la enzima ADH, el primer gen ortélogo (Contig1016) posee 87% de
identidad BlastX con ADH de meldén (Cucumis Melo), ademas de numerosos
alineamientos dentro de este rango de porcentaje con otras especies. Su marco de
lectura abierto de 1.515 pb coincide con el tamafio descrito para otras enzimas ADH
(Figura 11), por lo cual se disefiaron 2 pares de partidores que permitieran analizar la
expresion diferencial del transcrito tanto por PCR convencional como por PCR en

tiempo real (partidor directo:FCADH1aF; partidor reverso FcADH1R2)

MLA (1524pb)
ADH1I:»F‘ FcADH1aF FcADH1aR2 FcADH1aR ADHZbR

\ \
\ \

N »

FcADH1 C1016
1524 pb

Figura 11: Representacién esquematica del gen para la enzima Alcohol Deshidrogenasa
de frutilla blanca (Contig 1106). Se representan la posicién de los partidores utilizados en el
analisis de expresion. En naranjo se presenta el marco de lectura abierto (MLA) predicho para
el gen.
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El segundo gen ortélogo codificante para ADH, el Contig1061, presenta homologia con
una ADH especifica, la Cinamoil ADH. Esta enzima pertenece a la ruta de biosintesis
de lignina y no hay antecedentes de que participe en la ruta de biosintesis del

nonadienal, por lo cual no fue considerada para este trabajo.

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las caracteristicas de las secuencias

identificadas.
3 Tamafio | MLA Principal Gen Ortélogo (BlastX) Tamafio del BlastX
Gen | Cadigo | gen ortélogo
[pb]l | [ph] aminoacidos | %identidad | %similitud

gb]ACQ76787.1} lipoxygenase

gLOX | FcLOX2 1.914| 1.515 | [Camellia sinensis] 901 76 88
emb|CAAG5268.1| 9-lipoxygenase
[Solanum tuberosum] 889 71 84
gb]AAO72740.1| fatly acid hydroperoxide lyase

| gHPL | FcHPL 1.216 0 | [Gitrus sinensis] 499 61 68
emb|CAA80691.1| alcohel dehydrogenase-1F

| gADH | FcADH1 1.524 | 1.140 | [Phaseolus aculifolius] 380 88 83

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de los genes Identificados en la ruta metabélica

propuesta para la biosintesis del compuesto nonadienol en frutilla blanca. gLOX= Gen

codificante para Lipoxigenasa. gHPL= Gen codificante para Hidroperdxido Liasa. gADH= Gen
codificante para Alcohol Deshidrogenasa. Ademas se presenta el mejor gen artélogo
identificado mediante BlastX contra la base de datos no redundante de NCBI. Para la ubicacion
de los genes en la ruta de biosintesis y referencias revisar la Figura 7. MLA= Marco de lectura
ablerto. El tamafio se presenta en pares de base (pb). Codigo= Nombre asignado al gen
ort6logo encontrado en frutilla blanca.

2.2.- Amplificacién de genes.

Con el fin de estudiar la expresion de los genes involucrados en la ruta de biosintesis
del nonadienal en frutilla blanca y frutilla roja, se realizé un ensayo de amplificacion
mediante PCR utilizando como muestra DNA genémico y cDNA de diferentes estadios
de desarrollo del fruto. En el caso de frutilla blanca también se utilizd ¢cDNA de

diferentes tejidos (Figura 12). Este ensayo se realiz6 sélo para los genes codificantes
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de las enzimas LOX y HPL, ya que son las enzimas de esta ruta que presentan mayor
especificidad por el sustrato (Buescher y col, 2001).

Como se observa en la Figura 12, existe una notoria diferencia en el tamafio del
amplicon del gen para LOX entre una muestra de DNA genémico y cDNA, lo cual
podria dar cuenta de la presencia de al menos un intrén en la zona media del gen que
es donde fueron disefiados los partidores LOX2aF y LOX2a2R (ver Figura 12). En
nuestras condiciones experimentales no fue posible amplificar este gen en hoja, flor y
raiz de frutilla blanca. Sin embargo, no es posible llegar a una conclusién respecto a la
expresion de genes utilizando esta técnica pues la cantidad de cDNA utilizado presenta
variacién segun se observa con [a amplificacién del gen de referencia 18S (nivel
irregular de expresién) y es notoriamente menor en el cDNA de hoja, flor y raiz de
frutilla blanca. Por otro lado, se observa una leve amplificacion del gen codificante para
HPL en estos tejidos lo cual indicaria que el gen estaria siendo expresado.

Se observa, ademas, que el gen codificante para HPL estad presente en todos los
estadios de desarrollo del fruto, tanto en frutilla blanca como frutilla roja a pesar que las
bandas en ésta ultima son de baja intensidad. Tanto en la amplificacién del gen para
LOX como para HPL se observa una segunda banda de bajo peso molecular {menor a
100 pb) que corresponde a la formacion de dimeros de partidores pues también

aparece en el control negativo.
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M gA A1 A2 A3 A4 gC c1 c2 C3 ¢4 Ch cf Cr C-

FcLOX2
500pb 317pb
250ph P
500pb FvHPLA1
250pb 251pb

1000pb Fch18S
500pb 558pb

Figura 12: Expresién de genes que participan en la ruta de sintesis del compuesto
nonadienol. FcLOX2= Amplificacion de un fragmento del gen para Lipoxigenasa; FvHPL=
Amplificacién de un fragmento del gen para Hidroperdxido Liasa; Fch18S= Amplificacion de un
fragmento del gen 18S que se utiliza como control de amplificacion. M= Marcador de peso
molecular 1kb (200ng). gA= DNA gendmico de frutilla roja. A1 hasta A4= cDNA de estadios 81
a S4 de frutilla roja, respectivamente. gC= DNA gendmico de frutilla blanca. C1 hasta C4=
cDNA de estadios S1 a S4 de frutilla blanca, respectivamente. Ch= cDNA de hoja, Cf= cDNA de
flor y Cr= cDNA de raiz de frutilla blanca. C-= control negativo. Se cargaron 10 pl de producto
de PCR.

2.3.- Andlisis de expresion mediante PCR en tiempo real para LOX y HPL.

Segtin los resultados observados en la amplificacién por PCR de los genes LOX y
HPL, no existe una diferenciacion absoluta entre los diferentes estadios estudiados
(presencia o ausencia del amplicén). Por lo tanto el siguiente paso fue realizar un
ensayo de mayor sensibilidad y con capacidad cuantitativa. Por esta razon, para
estudiar en detalle la expresion diferencial de los genes codificantes para las enzimas
HPL y LOX, se realizaron ensayos de PCR en tiempo real. Los ensayos se realizaron
en ftriplicado y utilizando dos muestras biologicas (2 exiracciones de RNA
independientes). Los partidores fueron validados mediante analisis de curva de
calibracion que permite determinar la eficiencia de ia amplificacion y mediante
determinacién de curva de disociacion que permite evaluar la especificidad de los
partidores (datos no mostrados). Para este experimento se utilizd como gen de
referencia el gen codificante para la enzima GapDH (Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa) debido a que los partidores disefiados para el gen 18S presentaban
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problemas en la curva de disociacion. Se comprobé que los partidores para el gen de
la GapDH amplifican de forma similar a los partidores del gen 188 en todas las
muestras utilizadas. Ademas se realizd una curva de calibracion para los partidores del
nuevo gen de referencia y se comprobd que posee una eficiencia de amplificacion de
103,7%, 1o cual esté deniro del rango esperado para una amplificacion dptima (entre

90% y 110%).

En la Figura 13 se observa la variacion de expresion del gen LOX en
frutilla roja y frutilla blanca y en la Figura 14 la variacién de expresion del gen HPL. Los
valores de expresién fueron normalizados seguin la sefial més alta, lo cual corresponde
en ambos casos a la expresién en el estadio de desarrollo S3 de frutilla blanca. Lo
anterior permite facilitar la comparacion de las mediciones entre ambas especies.

Se observa en la Figura 13 que la expresion relativa de LOX disminuye a la mitad en
los estadios S3 y S4 de frutilla roja; sin embargo, en frutilla blanca se observa que la
expresion aumenta en S3 y comienza a disminuir en S4. También existe una diferencia
de expresién imporiante entre las hoja de ambas especies, ya que la expresion en

frutilla roja duplica la expresién en frutilla blanca.

En la Figura 14 se observa que [a expresion relativa del gen codificante para la enzima
HPL posee una notoria diferencia en el pairén de expresion entre ambas especies.
Mientras en frutilla rbja el maximo ocurre en los estadios de desarrollo S1 y §2, en
frutilla blanca el maximo se produce en S3 y su valor duplica los valores maximos
observados en frutilla roja. De igual forma la expresién en hoja de frutilla blanca duplica

a la expresion en hoja de frutilla roja.
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Expresion del gen codificante para la enzima
LOX en frutilla roja y blanca
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Figura 13: Expresién relativa del gen codificante para la enzima LOX en cada estadio de
desarrollo del fruto y en hoja analizada por PCR en tiempo real. Con barras rojas se
representa la expresion del gen en frutilla roja y con barras blancas la expresion del gen en
frutila blanca. La expresion relativa esta calculada en funcién de la sefal maxima que
corresponde a la expresién en el estadio de desarrollo S3 de frutila blanca. S1 a S4
corresponden a los estadios de desarrollo de los frutos ordenados de menor a mayor desarrollo,
respectivamente.
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HPL en frutilla roja y blanca

1. =
(1 J. |
E = 0.8 1
5 ,§ 0.6
o & 04
X'w 02 -

OD I T —/ T T T T 1

S1 S2 83 S4 Hoja S1 S2 S3 S4 Hoja
Estadio |

Figura 14: Expresion relativa del gen codificante para la enzima HPL en cada estadio de
desarrollo del fruto y en hoja analizada por PCR en tiempo real. Con barras rojas se
representa la expresion del gen en frutilla roja y con barras blancas la expresion del gen en
frutila blanca. La expresion relativa esta calculada en funcion de la sefial maxima que
corresponde a la expresiéon en el estadio de desarrollo S3 de frutila blanca. S1 a S4
corresponden a los estadios de desarrollo de los frutos ordenados de menor a mayor desarrollo,
respectivamente.
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2.4.- Ensayo enzimético para LOX.

Luego de estudiar el perfil de expresion del gen codificante para la enzima LOX y
observar que esta presente en todas las muestras analizadas, se realizé un ensayo de
la actividad de la enzima para observar si es funcional en ambas especies de frutilla,
utilizando extractos crudos de cada estadio de desarrollo de fruto analizado y tambien
en haja.

Los datos fueron registrados en triplicado y se utilizaron dos muestras biologicas lo que
equivale a dos extracciones de proteinas por cada muestra. La actividad que es
expresada en nmol de hidroperéxido formado por minuto por miligramo de proteina, fue
calculada midiendo los cambios de absorbancia a 234 nm (Figura 15). Se observa que
existe actividad enzimatica en todas las muestras analizadas lo cual se correlaciona
con lo observado en la expresién del gen codificante para la enzima. Ademas hay un
patron de actividad enzimética similar entre ambas especies con un maximo en el
estadio de desarrollo S1 y una disminucién paulatina en los otros estadios. Este patron
es diferente a lo observado a nivel de expresion génica lo cual es de esperarse pues,
luego de la expresion del gen, existen diferentes factores como la tasa de traduccion
del transcrito, modificaciones post-traduccionales, disponibilidad y niveles de sustrato,
umbrales de actividad, etc., los cuales actlian de forma no lineal respecto a la
abundancia del gen en un momento dado medificando finalmente la cantidad de
enzima funcional disponible. Ademas este ensayo no permite medir la actividad
especifica de la enzima pues es probable (aunque no esta descrito) que haya
interferencia de otras enzimas capaces de formar el enlace dieno-conjugado utilizado

como sefial de transformacion de sustrato en este experimento.
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3.07
x:a .E 25'
ox B
2% o 8 20
T2¥ o
BEET 1.5 4
SR 10;
Q .
a4 = e 0.5 1
0.0 T . T .
S1 S2 S3 S4 Hoja
Extracto

Figura 15: Cambios en la actividad enzimética de LOX en extractos crudos de proteina.
Con barras rojas se representa la actividad de la enzima en frutilla roja y con barras blancas la
actividad de la enzima en frutilla blanca. La desviacién estandar corresponde al anélisis de los
datos recolectados de dos extracciones independientes para cada estadio de estudio y tres
repeticiones del ensayo en cada muestra (6 mediciones en total). S1 a S4 corresponden a los
estadios de desarrollo de los frutos ordenados de menor a mayor desarrollo, respectivamente.

2.5.- RACE de HPL.

Como el gen HPL no ha sido identificado en frutilla blanca, a partir de la informacion de
secuencia del contig encontrado en F. vesca y del amplicén obtenido desde HPL en
frutilla blanca se disefiaron dos pares de partidores que permitieron realizar una
reaccion RACE (direccion 5’ y direccién 3') con el fin de identificar el gen completo de
HPL en frutilla blanca (ver seccion 2.11.2 de Materiales y Métodos).

Se obtuvo un amplicén de ~650 pb para el extremo 5" y un amplicén de ~700 pb para el
extremo 3', los cuales fueron clonados y secuenciados desde ambos extremos segun
lo descrito en Materiales y Métodos. En la Figura 16 se presenta el ensamble final de
todos los segmentos secuenciados de HPL en frutilla blanca teniendo como base el

contig de HPL de F. vesca, con lo cual se obtiene un contig final de 1.216 pb.
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Figura 16: Ensamble de secuencias de HPL de frutilla blanca. En gris se observan los
fragmentos secuenciados y en amarillo se presenta el contig con homologia a HPL de
F. vesca, el cual sirve de base para la formacion del nuevo contig. La barra consenso es la
representacién de la secuencia ensamblada y el achurado indica el grado de aporte de cada
fragmento (mayor achurado indica mayor numero de secuencias participando en el consenso).
La barra identidad indica el porcentaje de identidad de cada base que forma el consenso
respecto a los diferentes fragmentos de secuencias participantes. En verde se presenta el unico
marco de lectura abierto (MLA) predicho en las 1.216 pb del consenso.

3.- Analisis relacionados con la ruta de biosintesis de metil y etil cinamatos a

partir de acido cinamico.

3.1.- Busqueda bioinfprmética de genes ortélogos.

En base a las dos rutas metabolicas descritas para la biosintesis de metil y etil
cinamatos a partir acido cinamico, se identificaron diferentes genes ortélogos. Esto se
realizé mediante una busqueda directa en la anotacién de los unigenes de frutilla
blanca de MIFAB. En la Figura 17 se presenta el esquema general de ambas rutas y

los genes ortélogos identificados.
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Figura 17: Modelo de la ruta de biosintesis de metil y etil cinamatos a partir de acido
cinamico. La ruta con linea segmentada esta basada en Lunkenbein y col (2006b) y la ruta con
linea continua en Aharoni y col (2000). Al lado del nombre de cada enzima se presenta el gen
ortélogo identificado en la base de datos de frutilla blanca. En verde se destaca el compuesto
detectado en frutilla blanca.

Como se observa en la figura anterior, para el caso de la enzima PAL se encontré un
contig y dos singletons ortdlogos al gen codificante. Durante el desarrollo de la
presente tesis se trabajo en la re-secuenciacién de diferentes clones de la genoteca
MIFAB para extender las secuencias conocidas. En base a éste trabajo, fue posible
armar un nuevo contig que incluye el contig previamente identificado y uno de los
singletons, ademas de aumentar el tamario de secuencia conocida desde 1.258 pb a
1.561 pb (Figura 18). Al hacer un estudio de homologia usando BlastX contra la base
de datos no redundante de NCBI, se observa que el mejor alineamiento de este nuevo
contig (FCPAL1) es contra la enzima PAL1 de Rubus idaeus (frambuesa) con un 91%

de identidad (95% de similitud). Los siguientes alineamientos confirman que pertenece
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a la isoforma 1 de esta enzima. Lunkenbein y col (2006a) describieron que la isoforma
1 posee un perfil de actividad directamente asociado a la liberacion de compuestos
aromaticos (etil y metil esteres de cinamato). De esta forma, estaria involucrada en un
proceso alternativo a la produccion de fenilpropanoides (lignina) o flavonoides

(pigmentos) como ocurre con las otras isoformas.

Respecto al singleton restante, el proceso de re-secuenciacion de los clones permitid
extender la secuencia conocida. Con las secuencias nuevas se construyé el contig
FcPAL2 de 912 pb (Figura 19). Al hacer BlastX de este contig contra la base de datos
no redundante de NCBI se obtiene el mejor match contra la enzima PAL2 de
frambuesa con un 63% de identidad (69% de similitud) y los siguientes alineamientos
del resultado Blast confirman que pertenece a la isoforma 2 de esta enzima. Debido a
lo anterior este gen ortélogo no sera considerado dentro del analisis actual.
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Figura 18: Ensamble de secuencias de FcPAL1 de frutilla blanca. En gris se observan los
fragmentos secuenciados. La barra consenso es la representacién de la secuencia
ensamblada y el achurado indica el grado de aporte de cada fragmento (mayor achurado indica
mayor numero de secuencias participando en el consenso). La barra identidad indica el
porcentaje de identidad de cada base que forma el consenso respecto a los diferentes

fragmentos de secuencias participantes. En verde se presenta el marco de lectura abierto
(MLA) predicho para el consenso.

39




1527640D20-M13

1527640020

el 0 = 700 ) ] ) Fact

LR ; _ T ; 2 Consenso

S, | (T —— I

1‘ ‘ “l identidad |

A
L)

Figura 19: Ensamble de secuencias de FcPAL2 de frutilla blanca. En gris se observan los
fragmentos secuenciados. La barra consenso es la representacion de la secuencia
ensamblada y el achurado indica el grado de aporte de cada fragmento (mayor achurado indica
mayor numero de secuencias participando en el consenso). La barra identidad indica el
porcentaje de identidad de cada base que forma el consenso respecto a los diferentes
fragmentos de secuencias participantes. En verde se presenta el marco de lectura abierto
(MLA) predicho para el consenso.

Finalmente, se disefiaron 2 pares de partidores en base al contig FcPAL1 (directo:

FcPAL1aF: reverso: FcPAL1aR) para estudiar la expresion del gen (Figura 20).

FcPAL1aF MLA (1254ph) FcPAL1aR

= i

; )

FcPAL1

1561 pb

Figura 20: Representacion esquemética del gen FcPAL1 de frutilla blanca. Se presenta la
posicién de los partidores que fueron utilizados para las reacciones de PCR. En naranjo se
presenta el marco de lectura abierto (MLA) predicho para este gen.

Para la enzima CCol se encontré un solo un contig ortélogo al gen codificante
(Contig649, 816 pb) por lo cual se disefiaron partidores en base a esta secuencia
(directo: FCCCLRT1-F; reverso: FcCCLRT1-R; Figura 21). Al realizar la prediccién de
los posibles marcos de lectura abierto no se detectaron regiones codificantes. Este

resultado puede explicarse por el hecho que aun no poseemos una version completa
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del gen, lo cual se deduce al comparar el tamafio del gen identificado (816 pb) con el

de los genes ortdlogos (~1.500 pb).

FcCCLRT1-F FcCCLRT1-R

-

FcCCol C649
816 pb

Figura 21: Representacién esquematica del gen FcCCol de frutilla blanca. Se presenta la
posicion de los partidores utilizados para las reacciones de PCR. No se identifica un marco de
lectura abierto (MLA) para este gen.

Para la enzima GT se encontré solo un contig ortélogo al gen codificante (Contig842,
1.612 pb), el cual a su vez posee un marco de lectura abierto de 1.485 pb que coincide
con lo descrito para este gen. De esta forma, la secuencia seria un cDNA de tamafio
completo (Figura 22). En base a esta secuencia se disefio un par de partidores para el

analisis de expresion (directo: FCGAT2RT-F; reverso: FcGAT2RT-R).

FcGAT2RT1-F FcGAT2RT1-R  MLA (1485pb)

FcGT (842
1719 pb

Figura 22: Representacion esquematica del gen FcGT de frutilla blanca. Se presenta la
posicion de los partidores utilizados para las reacciones de PCR. En naranjo se presenta el
marco de lectura abierto predicho para este gen.
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Para la enzima AAT se encontraron 3 contigs y 8 singletons con distinta homologia a
genes codificantes para AAT de especies de la familia Rosaceae. Como esta enzima
presenta una actividad poco especifica (Gonzalez y col, 2008), se decidié no hacer
andlisis con ella dado que el objetivo de los siguientes experitmentos es intentar
dilucidar si existe en frutila blanca una preferencia por una de las sub-vias en
particular. Por ello se seleccionaron las enzimas que poseen una actividad mas

especifica en cada ruta (GT y CCoL).

En la Tabla 3 se presenta un resumen de las caracteristicas de las secuencias

identificadas.
- p Tamario de!
Gen | Cédigo Tamafio | MLA Principal Gen Ortélogo (BlastX) | gen ortélogo BlastX
Ipb] | [pb] aminodcidos | %identidad | %similitud

phenylalanine ammonia-lyase 1

| gPAL | FcPAL 1.561 | 1.254 | [Rubus idaeus] 710 o1 95
UDP-glucose glucosyltransferase

 gGT FcGT 1.719| 1.485 | [Fragaria x ananassa] - 555 98 99
AMP dependent CoA ligase, putative

| gCCol | FcCCol 816 0 | [Ricinus communis] 543 54 69
alcohol acyliransferase

LgAAT FcAAT 1.612 | 1.350 | [Fragaria x ananassal 452 93 g6

Tabla 3: Resumen de las caracteristicas de los genes identificados en la ruta metabélica
propuesta para la biosintesis del compuesto acido ¢indmico y sus compuestos derivados
en frutilla blanca. gPAL= gen codificante para Fenilalanina Amonio Liasa. gGT= gen
codificante para Glucosil Transferasa. CCoL= gen codificante para Cinamoil CoA Ligasa. AAT=
gen codificante para Alcohol Acil Transferasa. Ademas se presenta el mejor gen ortélogo
identificado mediante BlastX contra la base de datos no redundante de NCBI. Para la ubicacion
de los genes en la ruta de biosintesis y referencias revisar la Figura 17. MLA= Marco de lectura
abierto. El tamafio se presenta en pares de base {(pb). Cédigo= Nombre asignado al gen
ort6logo encontrado en frutilla blanca.
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3.2.- Normalizacion de cDNA.

Con el fin de tener una aproximacién al analisis de expresion diferencial semi
cuantitativo de los genes involucrados en la biosintesis del acido cindmico y sus
derivados en los diferentes estadios de desarrollo del fruto, se realizé un experimento
donde fue normalizada la cantidad de ¢cDNA a utilizar en cada reaccién de PCR
mediante la cuantificacion de la amplificacién del gen de referencia (18S). En aste
experimento se realizé un PCR estandar con los partidores para el gen 18S utilizando
el mismo volumen de cDNA de cada muestra. El PCR se realizé a 30 ciclos, que
corresponde al minimo de ciclos que permiten observar la aparicién cuantificable del
gen en todas las muestras luego de la electroforesis (datos no mostrados). Se
cuantificé la banda del amplicdn desde el gel de agarosa mediante el programa
Quantity One (versidn 4.6.3). Lo anterior permitio establecer una relacion de
normalizacién para conocer el volumen de cDNA necesario de cada muesira para
obtener amplificacién mediante PCR de similar intensidad para el gen 188.

Los resultados de esta normalizacion estan representados en la Figura 23, donde se
muestra un ejemplo de la amplificacion del gen 18S en los diferentes estadios de
desarrollo del fruto de ambas frutillas, segtn la normalizacién obienida por esta
técnica. Al cuantificar la amplificacion, se observa que ésta se mantiene dentro de los

limites esperados para la técnica (variacion menor al 10% entre 3 repeticiones).
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Figura 23: Amplificacion del gen 18S de frutilla blanca (Fc18S, fragmento de 256pb)
utilizando cDNA normalizado. Se realizaron 30 ciclos de amplificacion. A: electroforesis de los
amplicones para cada muestra segun estadio de desarrollo y hoja. B: cuantificacion de los
amplicones para cada muestra de frutilla roja. C: cuantificacion de los amplicones para cada
muestra de frutilla blanca. Se realizaron 3 repeticiones y se presenta la desviacion estandar
asociada. S1 a S4 corresponden a los estadios de desarrollo de los frutos ordenados de menor
a mayor desarrollo, respectivamente. Se cargaron 10ul de producto de PCR.

3.3.- Amplificacion de genes con normalizacién de cDNA.

Para observar la variacién en la expresion de los amplicones de los genes propuestos
para la biosintesis del acido cinamico y sus derivados, se realizé6 un PCR convencional
utilizando cDNA normalizado. Esta técnica permite evaluar si existe un patron de
expresién diferencial realizando el primer paso de un PCR semi-cuantitativo pues se
evalia usando un nimero de ciclos constante (35 ciclos). Lo anterior es debido a que
el objetivo del experimento no es determinar el nivel de expresion de cada gen en
detalle sino diferenciar patrones generales. En la Figura 24 se observa el resultado de
la reaccién de PCR de forma comparativa para el gen que codifica para la enzima PAL,
que es la enzima comun de ambas rutas y para los genes que codifican para las

enzimas GT y CCol, que son las enzimas que diferencian cada ruta.

Como resultado de lo anterior, se observan algunas variaciones en el patron de

expresion de PAL, CCoL y GT entre frutilla roja y frutila blanca. El maximo de

expresion del gen codificante para la enzima PAL en frutilla roja ocurre entre S3 y S4,
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mientras que en frutilla blanca es en 82, cae en $3 y vuelve a subir en S4. El gen
codificante para CCoL tiene una fuerte expresion en S4 de frutilla roja, mientras en
frutilla blanca el maximo se observa en S2 y S3. El gen codificante para GT presenta
un patrén de expresion creciente en la medida que avanza el desarrollo del fruto de
frutilla roja, mientras que en frutilla blanca presenta una alta expresién en S2 y S3. En
ambas especies no se observa expresion en hoja de los genes codificantes para CCoL

y GT.

frutilla roja frutilla blanca

S1 S2 83 84 {Hoja

S1 S2 S3 S4 |Hoja
FcPAL1 {402bp) - - |

FcCCol (172bp)
FcGT (126bp)

Fc18S (558bp)

Figura 24: Amplificacién de genes que participan en la ruta de sintesis de metil y etil
cinamatos a partir de acido cinamico utilizando ¢cDNA normalizado. Se realizaron 35 ciclos
de amplificacion. Fch18S= Amplificacién de un fragmento del gen 18S que se utiliza como
control de amplificacién, FcPAL1= Amplificacion de un fragmento del gen codificante
Fenilalanina Amonio Liasa, FcCColL= Amplificacién de un fragmento del gen para la Cumaroil
CoA Ligasa, FcGT= Amplificacion de un fragmento del gen para la Glucosil Transferasa. Se
cargaron 10 pl de producto de PCR. 51 a 54 corresponden a los estadios de desarrolio de los
frutos ordenados de menor a mayor desarrollo, respectivamente.

En conclusién, seglin lo observado en la Figura 24 no se observa una diferencia
significativa en el patrén de expresion entre CCoL y GT en ninguna de las dos
especies, lo cual nos impide inferir si existe una preferencia por alguna de las rutas de
biosintesis propuestas para la biosintesis de metil y etil cinamatos a partir de acido

cindamico.
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4.- Confirmacién de amplicones mediante secuenciacién.

Con el fin de verificar que cada fragmento obténido mediante amplificacién por PCR
(amplicon) corresponde al fragmento del gen desde el cual se disefiaron los partidores,
se secuenciaron los fragmentos de los genes principales en las rutas propuestas para
la sintesis de nonadienol y acido cinamico, tanto en frutilla blanca como en frutilla roja.
Cada fragmento fue purificado desde gel de agarosa y secuenciado en sentido directo.
Se descartaron las bases de los extremos que tuvieran calidad de lectura menor a 20
[@<20]. Cada secuencia final fue alineada contra el gen correspondiente utilizando
BlastN. En la Tabla 4 se presenta el resumen de los resultados de alineamiento de la

secuencia de los fragmentos ¢on el gen correspondiente.

Tamafio Tamaiio del Percentaje
Gen | Cédigo del gen Partidores amplicén de identidad
Frutilla Frutilla
[pb] [pb] blanca roja
LOX2 | FclLOX2 1914 LOX2aF/LOXZ2hR 550 98 98
HPL | FvHPL 1216 | FvHPL1dF/FvHPL1aR 438 99 99
FcPAL1aF/FcPALIRT1-

PAL |FcPAL 1561 R 667 99 98
GT FcGT 1719 | FeGAT2RT-F/FcGTaR 596 99 99
CCol | FcCCol 816| CCoLRT1F/CCoLaR 547 99 98
185 Fc18S 676 Fc18SF2/Fc185R2 534 100 100

_Tabla 4: Resumen de los resultados de alineamiento BlastN de los fragmentos
amplificados por PCR contra el gen respectivo. LOX= gen codificante para la enzima
Lipoxigenasa. HPL= gen codificante para la enzima Hidroperéxido Liasa. PAL= gen codificante
para la enzima Fenilalanina Amonio Liasa. GT= gen codificante para la enzima Glucosil
Transferasa. CCol= gen codificante para la enzima Glucosil Transferasa. 18S= gen codificante
para el gen 18S.

Se observa en la Tabla 4 que los amplicones efectivamente corresponden al gen
respectivo. No se alcanza el 100% de identidad debido a que aln existen en los
fragmentos bases con lectura de baja calidad cerca de los extremos, las cuales no se
pueden definir en primera instancia. Para lograrlo, es recomendable realizar nuevas
rondas de secuenciacion desde el extremo directo y el extremo reverso lo cual se aleja

del objetivo inicial de este experimento.
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DISCUSION

En base a la ruta metabélica descrita por Buescher y col (2001) en pepino, y mediante
una btsqueda directa en la anotacion de los unigenes de frutilla blanca de MIFAB, se
logré identificar la mayoria de los genes potencialmente involucrados en el proceso de
biosintesis de nonadienol (Tabla 2). La excepcién fue para el gen codificante para la
enzima HPL, el cual fue identificado mediante amplificacion directa desde cDNA de
frutilla blanca en estadio de desarrollo S3, utilizando partidores disefiados en base al
contig numero 3381 de F. vesca (ensamble V4 de Fragaria, proyecto Rosaceae
International Genomics Initiative, RoslGl, hitp:/www.rosaceae.org), ortélogo a HPL.
Una posible explicacién para el hecho que este gen no haya sido identificado en [a
base de datos MIFAB es que el mRNA codificante para esta enzima presente baja
expresion relativa (abundancia), con lo cual queda en desventaja respecto de otros
genes en la construccion de genotecas para la secuenciacibn masiva de ESTs
efectuada por MIFAB, Esto tiene sentido si consideramos que durante la construccion
de esta genoteca, no se efectuaron protocolos adicionales para asegurar la

secuenciacién de genes con baja abundancia.

Respecto a los genes identificados, el proceso de biosintesis del compuesto
nonadienol en pepino y tomate comienza con la hidroperoxidacion del 4acido linolénico
en el carbono nuimero 9 efectuado por la LOX tipo C9 (Buescher y col, 2001; Baldwin y
col, 2000). En el caso de frutilla blanca, se identifico un gen de tamafno compleio
(marco de lectura abieric y regiones no codificantes) ortdlogo a este tipo de
lipoxigenasas. El gen ortélogo mas cercano para este gen de frutilla blanca encontrado

en las secuencias ptblicas de frutilla roja solo tiene un 47% de identidad BlastX (64%
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de similitud) y al compararlo con LOX de papa, no pertenece al grupo de las LOX C9. A
pesar de lo anterior, al utilizar los partidores disefiados de forma especifica para
amplificar la LOX C9 de frutilla blanca, también se obtuvo un amplicén en frutilla roja
(Figuras 12 y 13), lo cual nos indica que el gen esta presente y se expresa en frutilla
roja, pero ain no ha sido descrito.

Respecto al patrén de expresion a lo largo del desarrollo del fruto (Figura 13) podemos
decir que mientras en frutilla roja existe un maximo en S1 y 82, disminuyendo
notoriamente en $3 y S4, en frutilla blanca se observa un patrén ascendente hasta S3
manteniendo una alta expresién relativa alin en S4. Esto indica una mayor
disponibilidad de transcrito en frutilla blanca respecto de la roja durante el desarrollo
del fruto lo cual también podria generar un desbalance en la biodisponibilidad de la
enzima luego del proceso de traduccidn del RNA mensajero, a pesar que en el
experimento de actividad enzimética no se aprecié tal diferencia debido a que no era
un experimento especifico para la enzima esiudiada. También se observa
predominancia del transcrito de LOX en hoja de frutilla blanca, pero ila actividad
enzimatica pareciera no seguir este mismo patron, pues solo se observa que la
actividad de LOX es levemente superior en hoja de frutilla roja sobre frutilla blanca.

Es importante notar que el experimento de actividad enzimatica se realizo sobre un
extracto crudo de proteinas, donde ademas de la LOX C9, puede estar presente la
LOX C13 que también transforma al susfrato &cido linolénico en un dieno conjugado
(Figura 2). Por lo anterior, este ensayo sélo nos permite conciuir de forma general que
existe actividad lipoxigenasa en ambas especies de frutilla, actividad que decae
durante el desarrollo del fruto. Estos resultados de expresion y actividad de LOX se
corresponden con los descritos en frutilla roja por Leone y col (2008). Los autores,

ademés, describen que la actividad de la enzima HPL, también presenta una
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disminucién progresiva durante la maduracion del fruto, lo cual se observa en el patron
encontrado en este trabajo para el transcrito de HPL en frutilla roja. Este patrén es
completamente contrario a lo observado para frutilla blanca pues existe un aumento
importante en la expresion relativa de HPL has;c? 83, donde comienza a disminuir; Pero
a(n en S4 la expresion es mayor que lo obser\f;do en la otra especie (Figura 14).

Esta induccién del mRNA codificante para la enzima HPL podria ser crucial para

#

sobrepasar un umbral biolégico que permite la sobre activacién de la ruta y, por lo
tanto, una acumulacién del compuesto aromatico nonadienol hasta limites no solo
detectables mediante instrumentos sino también perceptibles para el ser humano. De
esta forma, segtin lo observado en la presente tesis respecto a la expresion génica, es
posible inferir que el compuesto podria producirse en ambas frutillas pues en frutilla
roja y blanca se observa la expresion de los genes, pero solo en blanca la acumulacion
del compuesto alcanza un nivel detectable y perceptible. Sin duda, desde la expresion
de los genes hasta la liberacion del compuesto existen distintos pasos donde puede
haber una pequefia diferencia entre ambas especies que finalmente produzca una gran
diferencia en la deteccion de! compuesto. Estos pasos pueden ser modificaciones post-
transcripcionales o post-traduccionales que produzcan una diferencia en la estructura
de la enzima y, por lo tanto en actividad enzimatica, variacion de los niveles endoégenos
del sustrato (acido linolenico) o modificacion del compuesto aromatico mediante
procesos de glicosilacién lo cual complica su deteccion e impide su percepcion. Cada
uno de estos puntos puede ser un tema de estudio particular, sin embargo se alejan del
objetivo de la presente tesis en la cual se logré proponer una ruta metabdlica para la
sintesis del compuesto en frutilla blanca y se comprobd que los genes participantes se

expresan diferencialmente durante el desarrollo del fruto.
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Es interesante notar que también existe una alta expresion relativa del gen HPL en
hoja de frutilla blanca respecto de hoja de frutilla roja, lo cual podria dar cuenta de otra
caracteristica distintiva entre estas dos frutillas si se correlaciona con una alta actividad

de HPL y la presencia de nonadienol en hoja en futuros experimentos.

Respecto a la obtencién de la secuencia del gen codificante para la enzima HPL, si
bien se logré obtener secuencias de los extremos §'y 3, alin es necesario secuenciar
el gen completo a partir de estos extremos para obtener la secuencia completa de HPL
en frutilla blanca, pues existen varios segmentos intermedios aln desconocidos que
momentaneamente estan siendo completados mediante el ensamble ‘de todos los
fragmentos obtenidos en F. chiloensis en conjunto con la secuencia del gen en
F. vesca. Ademas, al hacer un andlisis del marco de lectura abierto (MLA), se
evidencian los problemas de este ensamble hibrido, pues se detecta un segmento

codificante demasiado pequefio (401 pb) respecto de lo esperado (~1.100 pb; Figura

18).

Respecto a la biosintesis de acido cindmico, en frutilla blanca se encontraron todos los
genes ortélogos para las dos rutas propuestas (Tabla 3). A partir de esta informacién
se estudio el perfil de expresién de los genes para tener una primera aproximacion a
las diferencias entre las dos sub-rutas propuestas.

En el caso de la expresion del gen codificante para PAL, Cheng & Breen (2001)
describieron que la actividad de esta enzima en er;tilla roja sigue un patron ascendente
durante el desarrollo del fruto, con un méximo al alcanzar la maduracion. Esto
concuerda con el incremento paulatino de tamario del fruto, el cual también da cuenta

del aumento en la acumulacién de compuestos flavonoides (pigmentos) y compuestos
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aromaticos derivados del acido cinamico. De igual forma, Lunkenbein y col (2008a)
describen que la expresidn del gen que codifica para la enzima PAL isoforma 1 posee
un comportamiento de expresion ascendente durante el desarrolio del fruto de frutilla
roja. Este mismo comportamiento se observé en el presente tfabajo para frutilla roja,
sin embargo, en frutilla blanca hay un patrén diferente pues presenta un maximo en S2
y luego otro méximo en S4. Si este patron de expresién se corresponde con el patrén
de actividad enzimética (no estudiado alin) podria indicar que la frutilla blanca posee
un modelo de acumulacién de metabolitos secundarios distinto al observado por
diferentes autores en frutilla roja (Aharoni y col, 2000; Cheng y col, 1991; Leone y col,
2006; Raab y col, 2008). De esta forma, podemos inferir que la diferencia detectada en
la concentracion de acido cinamico entre ambas especies puede tener su origen en las
diferencias del patrén de expresién de la enzima PAL isoforma 1, principal responsable
de la sintesis de este compuesto desde fenilalanina.

Si bien 1a produccién de pigmentos esté regulada en una fase posterior a la accion de
la enzima PAL (Lunkenbein y col, 2006a), la disponibilidad del sustrato (acido
cinamico) producida por esta diferencia en la abundancia del mRNA para la sintesis de
la enzima PAL presenta un desbalance interesante de estudiar entre ambas especies

de frutilla.

En el caso del gen para la enzima GT, también se obtuvo un comportamiento de
expresion similar al descrito por Lunkenbein y col (2006b) para frutilla roja lo cual es un
aumento paulatino de la expresién durante el desarrollo del fruto. Sin embargo, en
frutilla blanca se observa una alta expresion desde estadios tempranos de desarrollo,
lo cual es idéntico a lo observado para el gen de la via paralela, CCoL. Segun estos

resultados no existe preferencia a nivel de expresion génica entre una via u ofra en
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frutilla blanca lo cual se correlaciona con lo descrito para frutilla roja por los autores
mencionados, quienes ademas tampoco observaron preferencia a nivel de actividad
enzimatica. Esta ‘doble ruta’ para la sintesis de los compuestos aromaticos etil y metil
esteres de cinamato potenciaria su produccién, tal como se ha observado en diferentes
trabajos a nivel de deteccion de los compuestos en ambas especies de frutilla (Aharoni
y col, 2000; Cheng y col, 1991; Leone y col, 2006; Raab y col, 2008). Sin embargo,
existe un desbalance de sustrato entre ambas especies pues se detecta una
concentracion diferencial de acido cinamico, por lo cual se propone realizar nueves
estudios para cuantificar la diferencia entre los metabolitos intermedios y los productos
de las rutas descritas entre ambas especies de frutilla, a fin de obtener la descripcion

completa de estos procesos de biosintesis y su cinética.

CONCLUSIONES

Se logré cumplir el objetivo principal de este trabajo al identificar y estudiar una ruta
metabélica que puede estar relacionada con la biosintesis del compuesto nonadienol
en frutilla blanca. Cada gen de esta ruta pudo ser amplificado desde cDNA de los
distintos estadios de desarrollo del fruto tanto en frutilla blanca como en frutilla roja y se
comprobé la identidad de los transcritos mediante secuenciacion. Las diferencias en la
expresion relativa observadas por PCR en tiempo real, nos permite concluir que
existen diferencias durante el proceso de desarrollo del fruto, y que estas diferencias
pueden liderar la diferencia en la biosintesis del compuesto. Especificamente, se
observé una mayor expresion relativa del gen codificante para la enzima LOX y HPL en
frutila blanca, lo cual podria estar directamente relacionado con la diferencia

observada en el aroma de ambas especies en cuanto a la deteccién del compuesto
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nonadienol. No se observé el mismo fenémeno a nivel de actividad enzimatica de LOX,
pero como se discutio, el ensayo no discrimina la accién de distintos tipos de LOX.
Debido a ello, es necesario un ensayo mds especifico, tal como la deteccién y
cuantificacion de metabolitos mediante HPLC o GC-MS.

Un resultado importante fue que se logré identificar un gen no descrito con anterioridad
en la familia Rosaceae, ef gen de la enzima HPL en frutilla blanca. Gracias a la
identificacidn y secuenciacion de fragmentos de los extremos 3’y 3' realizada mediante
reaccidn de RACE en el presente estudio, fue posible obtener la secuencia completa
del gen en frutilla blanca, lo cual no solo es relevante para aumentar el conocimiento
acerca de la estructura y clasificacién de este gen, sino que tambien nos permitira
realizar experimentos de silenciamiento para finalmente comprobar si la ruta propuesta

produce realmente el compuesto esperado.

Respecto del compuesto acido cindmico, se proponen dos vias alternativas para la
biosintesis de derivados metil y etil esteres de cinamato en frutilla blanca, que serfan
compuestos de gran importancia a nivel organoléptico y que ya han sido descritos en
frutilla roja. Segun los resultados obtenidos, a nivel transcripcional no existen indicios
de una preferencia por alguna de las vias en ninguna de las dos especies estudiadas,
lo cual, junto a los resultados obtenidos en frutilla roja por Lunkenbein y col (2006b) y
Aharoni y col (2000), nos permite deducir que ambas rutas son independientes, y en
conjunto, potencian la produccién de compuestos aromaticos derivados del acido
cinamico.

La diferencia observada en el perfil de expresién del gen de la enzima PAL isoforma 1
entre ambas especies, representa el inicio del desbalance metabdlico que distingus el

patron de expresiéon de compuestos aromaticos derivados del acido cinamico en cada
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especie. Por lo anterior, se sugiere estudiar con mayor detalle los metabolitos

involucrados en esta ruta, a fin de cuantificar las diferencias entre ambas especies de

frutilla. Sin duda este desbalance seria una de las claves en el aroma de frutilla blanca
respecto a frutilla roja.
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