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RESUMEN

La uva de mesa es el cultivo exportado mas importante en la industria fruticola
nacional, abarcando un 17.58% de la produccién en 2014. Su importancia econdmica
lo convierte en un candidato prioritario para el estudio de afributos de calidad de interés
agrondémico tales como sabor, apirenia (ausencia fotal o parcial de semillas), tamafio,
color, entre otros. Trabajos previos permitieron identificar y proponer a Vitis vinifera
AGAMOQUS-Like 11 (WIAGL11) como el mejor gen candidato responsable del control
genético de la apirenia en uva de mesa. VWAGLTT es un factor transcripcional
perteneciente a la familia de genes MADS-box MIKC® de Clase D y, ademas de su rol
en el desarrollo de dvulos y semillas, aparentemente afecta el tamafio de la baya, la
firmeza y la fecha de cosecha. No existe claridad con respecto a si VWAGL17 afecta
estos rasgos de manera directa o a traves del efecto pleiotropico mediado por
hormonas producidas en la semilla.

Con el propésito de caracterizar la funcionalidad del gen VWIAGL 11, se realizo [a
transformacion genética estable de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, que
permitidintroducirVviAGL 71 en plantas de tomate silvestres. La expresién de VWIAGLT1
en plantas de tomate silvestres bajo control del promotor fuerte CaMyv
35Sprodujoalteraciones, sin cambio de identidad, en la morfologia de las flores durante
su desarrollo, tales como enroscamiento de pétalos, engrosamiento de sépalos,
carpelos sobre-desarrollados, entre otras, sustentadas por el alto nivel de expresion de
VWIAGL 17 en estados tempranos del desarrollo floral,asi como también alteraciones en

la morfologia de las semillas de algunas de las lineas analizadas y alteraciones de
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tamafio y de forma, en comparacion con la planta silvestre. Los analisis de expresion
de VVIAGL11 en distintas etapas del desarrollo floral y los resuliados de la
caracterizacion fenotipica de semillas, permiten concluir que WWAGL71 incide en el
tamafio de las semillas, y ademas influye en el desarrolio de los érganos florales en las
condiciones estudiadas, sugiriendo que WIAGLT7 posee un rol en los procesos de

desarrollo floral.

ABSTRACT

Table grapevine is the most important exported crop within the national fruit
industry, covering 17.58% of fruit production in 2014. lts economic importance makes it
a priority candidate for the study of quality traits of agronomic interest such as flavor,
seedlessness, size, color, among others. Previous work enabled us fo identify and
propose Vitis vinifera AGAMOUS-Like 11 (WIAGL11) as the best candidate gene
responsible of the genetic control of seedlessness in grapevine. VVAGL1T is a
franscription factor that belongs to the MADS-box family of genes and, besides its role
in seedlessness, it appears to affect berry size, firmness and harvest date; as well as
flower organs, ovule and berry development. [t is not clear if VVIAGL 11 affects these
{raits directly or through the pleiotropic effect mediated by hormones produced by the

seed.

With the purpose to further characterize the functionality of WAGL11, we
infroduced WWVIAGL71 in wild type tomatoes. Expression of WAGLT7 in wild type

tomato (cv Micro-Tom) plants under control of CaMV 35S promoter produced
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alterations, without identity alteration, in flower morphology through its development,
such as curled petals, thicker sepals, overdeveloped carpels, among others, supported
by the high expression levels of VWAGL11 in early stages of flower development, as
well as alterations in seed morphology in some of the analyzed transgenic lines, such
as size and shape alterations, compared to the wild-type plants. Both expression
analyzes of WIAGL17in different stages of flower development and the phenotypic
characterization of seeds allowed us to conclude that VviAGL 71 influences seed size,
and flower organ development in the studied conditions, suggesting that VviAGL77 has

a role in the process of flower development.




1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales del desarrollo fioral.

La especificacion de la identidad de los drganos florales esta controlada por
genes que actlian como interruptores de desarrollo que por un lado activan el
programa apropiado para el desarrollo de un 6rgano en particular y por ofro reprimen
los programas no apropiados (Kaufmann y col., 2005). En este contexto, el modelo
ABC de desarrolio floral {Coen y Meyerowitz, 1991) fue establecido como la base para
el estudio del desarrollo de flores y frutos en angiospermas. El modelo ABC, concebido
a partir de estudios en mutantes homeoticas de Arabidopsis thaliana con alteraciones
en el desarrollo de sus 6rganos florales en comparacidn con lasplantas silvestres,
propone que los genes involucrados en el desarrollo actian en secciones sobrelapadas
que ocupan dos corolas florales adyacentes, definiendo la posicién de las células en la
flor en desarrollo. Los estudios en dichas mutantes dieron origen a la definicion de las
distintas clases de genes presentes en el modelo y sus funciones dentro de éste,
siendo asi A, por la funcion genética de APETALLAZ2; B, por la funcion genética de
APETALA 3y PISTILLATA; y C, por la funcion genética de AGAMOUS(Bowman y col.,
2012). Estos genes actian como interruptores del desarrollo que controlan el programa
genético completo requerido para el desarrollo de un érgano en particular. EI modelo
ABC establece que la identidad de los 6rganos florales en cada corola es determinada
por una combinacién (inica de la actividad de genes pertenecientes a las Clases A, By
C. Asi, la expresion de genes de Clase A por si sola especifica la formacion de

sépalos; la combinacién de genes de Clase A y B determina el desarrollo de pétalos; la
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combinacién de genes de Clase B y C especifica la formacion de estambres, y la
expresion de genes de Clase C por si sola determina el desarrollo de carpelos(Weigel
y Meyerowitz, 1994). Sin embargo, el modelo ABC no presenta una explicacion
completa de los procesos de desarrolio, puesto que estudios posteriores revelaron que,
si bien los genes de Clase A, B y C son necesarios para los procesos de desarrollo, no
son suficientes para la determinacidn de la identidad de los érganos florales. Estudios
de genética reversa en Pefunia hybrida, donde la expresion ectépica de Floral Binding
Protein 11 (FBP11) indujo el desarrollo de évulos sobre sépalos y pétalos; y donde se
realizé la co-supresion de Floral Binding Protein 7 (FBP7) y FBP11,revelaron la
existencia de genes involucrados de manera especifica en la determinacion de la
identidad del 6vulo, afiadiendo una nueva funcién al modelo ABC clasico (Funcion D),
ampliando e conocimiento con respecio a la especificacion de la identidad de los
érganos florales (Angenent y Colombo, 1996). Finalmente, frabajos realizados en
mutantes de Arabidopsis thaliana, llevaron al descubrimiento de una quinta clase de
genes involucrados en el desarrollo,denominados genes de Clase E (Theissen y
Saedler, 2001). Los genes de Clase E, definidos a partir de [a funcién de genes
SEPALLATA en Arabidopsis thaliana, son requeridos para el desarrollo de todas las
categorias de érganos florales (Malcomber y Kellogg, 2005), dado que actlian como el
“adhesivo molecular” que favorece la interaccion entre los distintos factores
transcripcionales en los procesos de desarrollo floral (Immink y col, 2009). De esta
forma, el modelo ABC clasico ha sido ampliado con el transcurso del tiempo, conocido
hoy como el modelo ABCDE de desarrollo floral (Figurat). El mecanismo a través del

cual los genes del modelo ABCDE ejercen su funcion en los procesos de desarrollo
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propone que los distintos genes involucrados en la determinacién de la identidad de un
4rgano en particular se unen al DNA formando complejos multiméricos de cuatro
factores transcripcionales que finalmente gatillaran la activacion o la inactivacion del
programa de desarrollo asociado al 6rgano en cuestién (Egea-Cortines y col,, 1999;
Honma y col, 2001), dando origen al modelo de los “cuarietos florales” de
determinacién de la identidad de los drganos florales, que propone que cuatro
diferentes combinaciones de proteinas florales homedticas determinan la identidad de
los cuatro diferentes érganos florales (Theissen y Saedler, 2001).La caracterizacion
molecular de los genes perienecientes a las distintas clases de funciones que
participan en el desarrollo floral, reveld que la gran mayoria de ellos perienecen a la

familia MADS-box de factores transcripcionales.




Sépalos Peétalos Estambres Carpelos Ovulos

N % )(‘T)

Determinacion de la
identidad de los
érganos florales

0552238228
‘ ‘ 4 > )
3 b ) ' A

Formacion de
cuartetos florales

s os D

E

Modelo ABDCE de

desarrollo floral

Figura 1: Modelo ABCDE de desarrollo floral. La interaccion de las proteinas codificadas por
los distintos genes de clases A, B, C, D y E activan o reprimen los programas de desarrollo de
los distintos organos florales. A+E, Sépalos. A+B+E, Pétalos. B+C+E, Estambres. C+E,
Carpelos. D+E, Ovulos. El esquema del modelo fue adaptado de Guisheng y col. (2003)

1.2 Familia MADS-box de factores transcripcionales.

Los genes MADS-box, que codifican para la familia de factores transcripcionales
de dominio MADS, estan involucrados en todos los eventos mayores de la vida de las

plantas terrestres (Gramzow y Theissen, 2010). Estos factores transcripcionales se
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caracterizan por poseer un dominio de union a DNA altamente conservado de 58
aminodcidos, denominado dominio MADS(Messenguy y Dubois, 2003). En plantas, los
genes MADS-box pueden dividirse en dos grupos principales, siendo éstos los genes
MADS-box de tipo | y de tipo ll. Ambos grupos difieren en muchas de las
caracteristicas que los definen, como en el tamaiio o el nimero de exones (Bemer y
col., 2010; De Bodt y col., 2003), entre otras. Estas diferenciaspermitieron concluir que
los genes MADS-box de tipo | son més variables que los de tipo Il en las diferentes
angiospermas (Gramzow y Theissen, 2010). La gran mayoria de los genes
pertenecientes al modelo ABCDE de desarrolio floral pertenecen a la familia MADS-box
de factores transcripcionales, en particular, de tipo Il. Estos (ltimos se caracterizan por
la presencia de un dominio similar a keratina (dominio K) y son cominmente
denominados factores transcripcionales MADS-box MIKC, segln la estructura de sus
dominios proteicos; [, “intervening”; K, similar a keratina; y C, dominio carboxi-terminal.
Los factores transcripcionales MIKC, a su vez, pueden ser sub-clasificados en los
grupos MIKC®y MIKC', segin el ntimero de exones que codifican el dominio | y las
diferencias estructurales en el dominio K (Henschel y col., 2002). De esta manera,la
amplia mayoria de los genes MADS-box involucrados en los procesos de desarrollo
floral pertenecen al grupo MIKCE. Estos genes han sido ampliamente caracterizados en
especies de plantas modelo, y tienen roles determinantes en el crecimiento y el ciclo
reproductive de las angiospermas (De Folter y col., 2008; Riechmann y Meyerowitz,
1997). A pesar de que se ha reportado que los distintos genes poseen funciones
especificas, estudios en Arabidopsis thaliana, donde la supresion de la funcion de

algunos miembros del grupo de genes de Clase E de tipp SEPALLATA produce
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alteraciones ligeras en el fenotipo, muestran que existe redundancia genética en la
funcidén de los genes, particularmente entre miembros del mismo clado filogenético
(Pinyopich y col., 2003; Ditta y col., 2004). La actividad de los factores transcripcionales
de dominio MADS requiere de la formaciéon de homo y heterodimeros que reconocen
una secuencia nucleotidica conservada entre las diferentes especies, conocida como la
caja CArG. Luego, los dimeros formados interactian entre si formando los cuartetos
florales propuestos por Theissen y Saedler (2001), que activan o reprimen los
programas de desarrollo especificos para la determinacién de los distintos drganos

florales.

La importancia que poseen los genes MADS-box MIKC® en el desarollo de
flores y frutos en las plantas terrestres los convierte en potenciales candidatos de
estudio para la mejora de caracteristicas de interés agronémico(Seymour y col., 2008).
A modo de ejemplo, trabajos realizados en manzana(Malus domestica)muestran que
es posible producir frutos apirénicos (sin semillas) mediante mutaciones en el gen
MdPI (PISTILLATA), perteneciente a la familia MADS-box (Yao y col., 2000). Mientras
que en arroz{Oryza sativa)muesiran que es posible producir plantas de menor altura y
floracion temprana a través de la expresion ectépica de OsMADST bajo control del
promofor nos(deon y col., 2000).Enalgodén (Gossypium hirsutum L cv Coker), la
expresion ectopica de PTM3, perteneciente a [a familia MADS-box, produjo plantas con
floracion temprana y con aumento de un 27% de la productividad (Ramachandran y
col., 2011). Estos antecedentes muestran que el estudio de genes MADS-box puede

ser de utilidad en los programas de mejoramiento de especies cultivables de interés




agronomico para la industria agronémica nacional.

1.3 Importancia econdémica de la Uva de mesa

La uva de mesa es el cultivo exportado méas importants en la industria fruticola
nacional, abarcando un 17,58% de la produccion en 2014 (hitp://www.odepa.cl). Su
importancia econémica convierte a la uva de mesa en un candidato prioritario para el
estudio de los atributos de calidad tales como sabor, color, tamario, apirenia, firmeza,
entre oiras, siendo la incorporacion de éstos el principal desafio para los programas de
mejoramiento genético. En particular, uno de los atributos de calidad preferidos por los
consumidores de uva de mesa es la apirenia, definida como la ausencia total o parcial
de semillas, producida ya sea por partenocarpia (apirenia causada como consecuencia
de una ausencia total de fertilizacién) o por estenoespermocarpia (apirenia causada
por el aborto de la cubierta seminal y el endospermo, después de ocurrida la
polinizacion y fertilizacién). Sin embargo, si bien la apirenia es deseable,afecta
negativamente otros atributos de calidad como el tamafio de las bayas, (Cabezas y col.,
2006; Doligez y col., 2002; Mejia y col., 2007), posiblemente debido al efecto que
poseen las semillas como promotoras endégenas det crecimiento (Coombe, 1960; May,
2000). Ademés, la aplicacién exdgena de acido giberélico en variedades apirénicas de
uva de mesa, produce un aumento en el tamario de la baya (Casanova y col., 2009;
Abu-Zahra. 2010), sugiriendo que existe una relacion entre la semilla y el aporte
hormonal que éstas producen con el crecimiento de la baya (Goktirk y Harmankaya,
2005).Sin embargo, no existe claridad sobre los mecanismos que controlan esta

relacién, puesto que se ha reportado que variedades apirénicas de uva de mesa
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poseen niveles de acumulacién endégena de giberelinas similar al de variedades
semilladas (Iwahori y col., 1968; Pérez y col., 2000). Ademas de afectar el tamario de
la baya, la ausencia de semillas podria afectar otros atributos de calidad como la fecha
de cosecha o la textura, potlo que se requiere una mejor comprension de los

mecanismos moleculares que subyacen a éstos fendmenos.

1.4 Vitis viniferaAGAMOUS-like 11 como gen candidato para la

caracterizacién molecular de la apirenia.

Vitis vinifera AGAMOUS—fike 11 (WIAGL11) es un gen deClase D perteneciente
a la familia MADS-box MIKCC de factores transcripcionales homologe a SEEDSTICK
de Arabidopsis thaliana (Costantini y col., 2008; Doligez y col., 2013; Doligez y col,,
2002; Mejia y col, 2011). Trabajos de caracterizacién genética, molecular y
transcripcional en Vitis vinifera permitieron identificar y proponer a VWAGL77como el
mejor gen candidato responsable del control genético de la apireniaen uva de mesa
(Mejia y col., 2011). De acuerdo a estos estudios, VVIAGLTT se expresa en carpelos
maduros, en semillas en desarrollo y frutos en pre y post enveroesta expresion,
ademas de su clasificacién dentro del grupo de genes de Clase D, sugieren que existe
un rol para este gen en el desarrollo de vulos, bayas y semillas en uva (Boss y col,,
2002). La caracterizacion genética de VVIAGLT1 propone la existencia de alelos
*semillados”, es decir, que otorgan el potencial de desarrollar semillas, y alelos
“apirénicos”, que generan frutos con ausencia total o parcial de semillas. En uva de
mesa, se ha reportado que existe un pico de expresion de WIAGL71 inmediatamente

después de cuaja en variedades semilladas. En contraposicion, variedades




homocigotas para el alelo apirénico de VWviAGL17 poseen niveles de expresion
reducidos y desarrollan rudimentos de semilla, ademas de bayas mas pequefas (Mejia
y col., 2011). No existe claridad con respecto a si VWAGLTT7 afecta estos rasgos de
manera directa o a través del efecto pleiotrépico mediado por hormonas producidas en

la semilla.

Experimentos realizados en Sofanum lycopersicum(cv. Micro-Tom) en los que [a
expresién del gen endégeno SIYAGL11[Solyc11g028020.1.1], homdlogo a VWAGL1Y,
fue silenciada, dieron como resultado frutos apirénicos, con pocas o ninguna semilia,
validando el rol esencial de SIyAGL17 en la determinacién genética del fenotipo sin
semillas: SIYAGL11 es necesario para el desarrollo normal de semillas.Ninguna de las
lineas obtenidas de estos experimentos mostré transformacion de los érganos florales,
sugiriendo que la identidad de estos no se ve alterada por la supresion de SIYAGL177

(Ocarez y Mejia, 2015).

Por ofro lado, la caracterizacion de mutantes stk de Arabidopsis thaliana reveld
que existen alteraciones en el desamollo de las silicuas y dificultad en el
desprendimiento de las semillas desde el fruto maduro, pero no se reportan
alteraciones relevantes en la morfologia de las flores o en el desarrollo de semillas

(Pinyopich y col., 2003).

Los antecedentes presentados, basados en sistemas modelo como
Arabidopsisthaliana y tomate,sugieren que AGL7Tpodria poseer multiples roles,
asociados al desarrollo de 6vulos, semillas, carpelos, enfre ofros, sin embargo, la

validacidn de estos roles, en patrticular la pariicipacién de VWIAGLTT en esios procesos




permanece incierta,por lo que es necesario realizar experimentos de validacion
funcional en sistemas heterélogos que permitan definir si VWiAGL77 posee una funcion

especifica en el desarmollo de semillas en frutos camosos.

1.5 Estrategia desarrollada

En el grupo de trabajo se ha abordado la caracterizacién funcional del gen
VVIAGL 11 de Vitis vinifera mediante experimentos de ganancia y pérdida de funcion en
sistemas heterélogos de corto periodo generacional. En este seminario de titulo,
ademas de validar la funcionalidad, se buscé identificar si [a ganancia del gen
WiAGL 11 es suficiente para gatillar el desarrollo de évulos’y semillas (o alteraciones
en el desarroilo de éstas); o alteraciones en la determinacion de la identidad de los
organos florales, en concordancia con los resultados obtenidos en Arabidopsis thaliana
y Petunia x Hybrida (Favaro y col. 2003, Colombo y col. 1995), a través de su
expresién ectopica en plantas de tomate silvestres bajo control del promotor
constitutivo y fuerte CaMV 35S derivado del virus del mosaico de la coliflor. EI modelo
utifizado para la transformacion genética, Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, fue
escogido en funcién de sus caracteristicas y la utilidad de éstas para el estudio del gen
en cuestion, ya que ademas de poseer un corto periodo generacional (Marti y col.,
2008), permite la evaluacion de los efectos del gen de interés a nivel de un fruto de
caracteristicas similares a la uva, puesto que ambos son frutos carnosos, derivan de un
ovario siipero, poseen un epicarpio delgado, un mesocarpio y un endocarpio camosos,
entre ofras (Coombe, 1976). La transformacién de las plantas de Solanum

lycopersicum cv. Micro-Tom fue realizada de acuerdo a la metodologia descrita por
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Sun y col. (2006), que consiste en la transformacion de cotiledones provenientes de
semillas germinadas de tomate, en co-cuitivo con cepas de Agrobacterium tumefaciens

portadoras de las construcciones de inferés.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Caracterizar la funcién del gen WIAGL11 de Vitis viniferaen el desarrolio de
flores, frutos y semillas, utilizando como modelo a Solanum lycopersicum cv. Micro-

Tom.

1.6.2 Objetivos especificos

- Caracterizar la funcién de VWIAGL17 en plantas de Solanum lycopersicum
transformadas con la construccidn pGWB2/355/VWiIAGL11, que permite la expresion

de!l gen VViAGL11 de vid bajo control del promotor fuerte CaMV 35S.
- Caracterizar molecularmente las lineas transgénicas generadas.

- Caracterizar fenotipicamente las lineas transgénicas obtenidas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS

Los reactivos utilizados para el desarrollo de los experimentos fueron reactivos
de biologia molecular adquiridos en Merck, Invitrogen (Life Technologies), Promega,
Axygen, Applied Biosystems, Sigma Aldrich, Phyto Technology Laboratories,

Stratagene y Omega Bio-Tek.

Los equipos utilizados para la realizacion del frabajo experimental fueron, entre
otros: Un autoclave vertical para la esterilizacion de soluciones y material segin fuese
requerido, una centrifuga refrigerada (FRESCO 21, Thermo Scientific), un
espectrofotémetro Picodrop™ (PICOPETO01), un termociclador convencional Veriti™
(Applied Biosystems) y un termociclador acoplado a un sistema optico de deteccion

StepOne Plus™ (Applied Biosystems).

2.2 MATERIAL BIOLOGICO, TRANSFORMACION Y MEDIOS DE

CULTIVO

Los microorganismos utilizados durante el desarmollo de eéste trabajo
corresponden a las cepas de Escherichia coli DH5a OneShot® Mach1™ (genotipo:
supE44, AlacU169 (¢80/acZAM15), hsdR17, recA1, endAl, gyrA96, thi-1, relA1), y
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Genotipo: C58, plasmido Ti curado, GenR, Rif®).
El material vegetal utilizado corresponde a explantes y semillas de Sofanum

lycopersicurn cv. Micro-Tom.
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2.2.1 Transformaciéndebacterias

El cultivo de bacterias fue realizado en medio LB-liquido (NaCl 1 % p/v, triptona
1 % piv, extracto de levadura 0,5 % piv) y LB-agar (NaCl 1 % plv, tripiona 1 % piv,
extracto de levadura 0,5 % pliv, agar-agar 1,4 % p/v), a 28 °C para Agrobacterium

tumefaciens y a 37 °C para Escherichia coli.

La transformacién de Escherichia coli fue realizada empleando el meétodo de
transformacion por shock térmico. Primeramente, 2 — 5 pL del plasmidio o producto de
ligacion de interés fueron incubados con 50 pL de células de Escherichia coli
competentes durante 30 min en hielo. Posteriormente, las células fueron sometidas a
un shock térmico a 42 °C en un bafio termo regulado durante 1 min, tiempo tras el cual
las células fueron nuevamente incubadas en hielo durante 1 min. Para recuperar las
células, se afadieron 250 pL de medio S.0.C estéril (triptona 2 % plv, extracto de
levadura 0,5 % pfv,NaCl 10 mM,KCI 2,5 mM,MgCl, 10 mM,MgS0O, 10 mM,glucosa 20
mM) bajo campana de flujo y seguidamente las células fueron incubadas a 37 °Ccon
agitacién a 200 rpm durante 1 hora y 30 min. Finalmente, 100 y 200 pL del cultivo en
medio 8.0.C fueron sembrados en placas conlLB-agare incubados durante 16 horas a

37 °C.

la transformaciéon de Agrobacterium fumefaciensfue realizada empleando el
método de fransformacion por shock térmico. Una alicuota de 50 plde células de
Agrobacterium tumefaciens quimiocompetentes fue incubada en hielo durante 20 min
con 1.000 ng del plasmidio de interés. Posteriormente, las células fueron sometidas a

un shock térmico con nitrégeno liquido durante 5 min, tiempo tras el cual las células
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fueron descongeladas por 15 min a temperatura ambiente. Luego, las células se
recuperaron con 1 mL de medio LB-liquido agregado bajo campana de flujo laminar y
seguidamente las células fueron incubadas a 28 °C en agitacion durante 16 horas.
Transcurrido este tiempo, 100 ul y 950 uL (concentrados a 100 pl por centrifugacién a
2.000 rpm por 5 min y descarte del sobrenadante} de cultivo en medio LB-liquido
fueronsembrados en placas con medio LB-agarsuplementado con rifampicina (10
mg/L) y gentamicina (50 mg/L) para la seleccion de Agrobacterium tumefaciensy el
antibittico correspondiente para la seleccion de las bacterias
transformadas(kanamicina 100 mg/L)y fueron incubadas en oscuridad durante 48 horas

a 28 °C.

2.2.2 Germinacién de semillas de Solanum lycopersicum.

La germinacién de semillas para la cbtencién de explantes y la propagacion
sexual de plantas transformadas fue realizada in vitro. En primera instancia, las
semillas a germinar fueron hidratadas en agua durante 24 h, para luego ser
desinfectadas con una solucidén de hipociorito de sodio 30% viv y Tween 20 0,1% viv
durante 20 min. Luego, se realizaron tres lavados con H;O destilada estéril.
Posteriormente, las semillas desinfectadas fueron secadas en papel filtro estéril y
sembradas en placas Petri con medio de germinacién (MS (Murashige & Skoog basal
medium, PhytoTechnology Laboratories ™) 0,44 % plv, sacarosa 2,5 % piv, MES
0,05 % plv, agar-agar 0,8 % p/v, pH = 5,7). Una vez sembradas, las semillas fueron
incubadas en oscuridad durante 2 semanas en una camara de crecimiento a 25 °C.

Para la generacién de plantas T; provenientes de semillas de lineas transgénicas (To)
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de Sofanum lycopersicum, el medio de germinacién fue suplementado con higromicina

10 mgfL.

2.2.3 Transformacion estable de Sofanum Iycopersicumecv. Micro-Tom.

Los explantes de Solanum lycopersicumcv Micro-Tom a transformar fueron
obtenidos a partir de cotiledones provenientes de semillas desinfectadas y germinadas
in vitro. La transformacién de explantes de Solanum lycopersicummediante
Agrobacterium fumefaciens fue realizada en medio MS-liquido (MS [Murashige &
Skoog basal medium, PhytoTechnology Laboratories ™] 0,44 % p/v, sacarosa 3 % p/v,
pH = 5,8) suplementado con acetosiringona 0,2 mM.Para la organogénesis somatica y
regeneracion in vitro de Sofanum lycopersicumtransformado se utilizd el medio MS-
agar (MS (Murashige & Skoog basal medium, PhyfoTechnology Laboratories ™)

0,44 % piv, sacarosa 3 % plv, agar-agar 0,8 % p/v, pH = 5,8).

La transformacién, organogénesis somatica y regeneracién in vitro de Solanum
lycopersicum fue realizada de acuerdo al protocolo descrito por Sun y col. (2006) con
ligeras  modificaciones  (Figura 2). Los clones de  Agrobacterium
tumefacienstransformados con las construcciones de interés fueron cultivados en
medio LB-liquido suplementado con antibidticos (rifampicina 10 mg/L, gentamicina 50
mg/L y kanamicina 100 mg/L) durante 48 horas a 28 °C, hasta alcanzar una D.O.sq0
entre 0,6 — 0,8. Transcurrido este tiempo, el cultivo fue centrifugado a 5.000 x g por 10
min, se eliminé el sobrenadante y el pelletfue resuspendido en 1 mL de medio MS

liquido suplementado con acetosiringona 0,2 mM. Posteriormente, se incubd en
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agitacion por aproximadamente 2 h a 28 °C. Luego, se midié nuevamente su D.O.¢p, ¥
cada cultivo fue diluido hasta una D.Qgg de 0,06. Luego, los cotiledones obtenidos a
partir de la germinacion de semillas fueron seccionados cortando sus extremos y co-
cultivados durante 20 min con Agrobacterium tumefacienstransformado con la
construccién de interés. Transcurrido este tiempo, se elimind el exceso de cultivo de
los cotiledones en papel filtro estéril y posteriormente fueron depositados en placas
Petri con medio MS-agar suplementado con [a citoquinina zeatina 2 mg/L. durante 2
dias a 25 °C. Posteriormente, los cotiledones transformados fueron depositados en
placas Petri con medio MS-agar suplementado con zeatina 2 mg/L para la induccién de
callos y brotes,timentina 800 mg/L para la eliminacion de Agrobacteriurnremanente en
los explantese higromicina 5 mg/L utilizada como antibidtico de seleccion de
transformacién. Habiéndose generado brotes sobre los cofiledones transformados,
éstos fueron depositados en frascos de vidrio con medio MS-agar suplementado
zeatina 1 mg/L para favorecer la elongaci6n de tallos, timentina 500 mg/L e higromicina
5 mg/L. Finalmente, las plantulas regeneradas fueron depositadas en frascos de vidrio
con medio MS-agar suplementado con timentina 500 mg/L e higromicina 5 mg/L,
eliminandose el aporte de zeatina y cambiando la composicion del medio MS-agar para
favorecer la generacion de raices (MS (Murashige & Skoog basal medium,
PhytoTechnology Laboratories ™) 0,21 % p/v, sacarosa 1,5 % pfv, Phytagei®0,32 % p/v,
pH = 5,8). Los cambios de medio se realizaron cada dos semanas para mantener cada
componente fresco, especiaimente la hormona zeatina y los antibiéticos timentina e
higromicina. En cada una de las etapas de organogénesis se mantuvieron los

explantes aproximadamente dos meses, de esta forma el proceso completo hasta la
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generacién de plantulas se llevé a cabo enunos seis meses.

Una vez que las plantulas (To) de Solanum lycopersicumcv Micro-Tom fueron
regeneradas y presentaron raices in vilro,0 germinaron en el caso de las lineas
T;(aproximadamente 1 mes)estas fueron trasplantadas a vasos plasticos con una
mezcla de turba: vermiculita; perlita en proporcién 2:1:1 y cubiertas con otro vaso
plastico transparente invertido para ser aclimatadas en una cémara de crecimiento
experimental a 23 °C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
Semanalmente se realizaron orificios en el vaso plastico de cubierta, para aclimatar [as
plantas a las condiciones de la camara de cultivo. Al cabo de un mes las plantas ya se
encontraban aclimatadas y se traspasaron a macetas de 11 cm de alto x 12 cm de

didmetro con el mismo sustrato.
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Vector portador de
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somatica Antibioticos
Regeneracion Medio de seleccion para
In vitro elongacion y enraizamiento

Aclimatacion Transplante a cAmara de
crecimiento experimental

Figura 2: Esquema de transformacion genética estable de Solanum lycopersicum cv
Micro-Tom. Cotiledones obtenidos a partir de semillas desinfectadas y germinadas in
vitrofueron co-cultivadas con cepas de Agrobacterium tumefaciens portadoras de la
construccion de interés. Los explantes transformados son cultivados en medio de seleccion
suplementado con hormonas para favorecer la generacion de brotes, su elongacién y su
posterior enraizamiento. Finalmente, las plantulas son aclimatadas a una camara de crecimiento
experimental, de acuerdo al protocolo descrito por Sun y col. en 2006
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2.3 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.3.1 Obtencién y adquisicién de vectores.

El vector utilizado para el desarrollo del trabajo
experimental, pGWB2/35S/VviAGL11(Figura 3), fue generado a partir del vector tipo
Gateway® pGWB2 (Nakagawa y col., 2007) y validado por secuenciacién por otros
miembros del laboratorio, encontrandose disponible para su uso en el desarrollo de

este trabajo.

—— oV 355 e ACREEE
‘ RBE pGWB2 e

Figura 3: Construccién utilizada para los analisis funcionales basados en transformacion
genética de Solanum lycopersicum cv Micro-Tom. Vector de expresion de tipo Gateway®
que dirige la expresion de VviAGL 11 bajo control del promotor fuerte CaMV35 S, con resistencia
a higromicina para seleccion en plantas y a kanamicina para seleccion en bacterias.

El vector pGWB2/355/VviAGL 11 fue clonado en Escherichia coli (Seccion 2.2.1),
purificado a partir de cultivos de ésta (Seccién 2.3.2) y utilizado nuevamente para
transformar cepas de Agrobacterium tumefaciens (Seccion 2.2.1), que posteriormente
fueron utilizadas para la transformacién de explantes de Solanum lycopersicum cv

Micro-Tom.

19




2.3.2 Purificacion del DNA plasmidial de Escherichia coli.

La purificacién de DNA plasmidial a partir de cultivos de Escherichia coli fue
realizada utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV de Promega, siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. EI DNA purificados fue verificado
mediante analisis de restriccidn.El plasmidio, una vez verificado, fue utilizado para los
procesos de transformacién genética de Agrobacterium tumefaciens, y como templado

en amplificaciones intermedias o controles.

2.3.3 Cuantificacién y determinacion de la pureza de acidos nucleicos.

La cuantificacion de los acidos nucleicos fue realizada por fluorimetria utilizando
un fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen (Life Technologies).La pureza de los &cidos

nucleicos fue determinada por espectrofotometria midiendo la absorbancia de los

acidos nucleicos a A= 260 nm, utilizando un espectrofotémetro Picodrop® PICOPETO1.

Ademas, el software del equipo enirega las razones de abserbancia 260/280 y 260/230,
utilizadas para evaluar la pureza tanto del DNA como del RNA. Una razén 260/280 de
aproximadamente 1,8 es un indicador de la pureza del DNA, mientras que una razén

de aproximadamente 2,0 es un indicador de pureza para el RNA, indicando la ausencia

de proteinas, fencles u otros contaminantes que absorban a A = 280 nm. Por su parte,

una razén 260/230 en un rango de 2,0 — 2,2 es generalmente aceptada como indicador

de pureza tanto para DNA como para RNA.
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2.3.4 Visualizacién de acidos nucleicos y determinaciéon de la

integridad de RNA

La visualizacion de [os acidos nucleicos fue realizada mediante electroforesis en
gel de agarosa. Para la visualizacién de DNA, los geles fueron preparados en un rango
de concentracién de agarosa de 0,8 — 2 % p/v segtin el tamafio de los fragmenios a
analizar, con amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y
bromuro de etidio 1 pg/mL. A cada muestra de entre 5 - 8 pL se afadieron 2 pL de
amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y sacarosa6%]).
En la mayoria de los productos de PCR, en cuya reaccion se afiadié Rojo Cresol 0,1
mM disuelto en— Sacarosa 12%, no fue necesaria la adicion de Amortiguador de carga.
La corrida electroforética fue realizada en camaras que contenian amortiguador TAE

1X con una diferencia de potencial de entre 80 — 110 V durante 30 — 40 min.

Para corroborar la integridad del RNA, las muestras experimentales fueron
visualizadas en geles preparados a una concentracién de agarosa de 1,5 % pfv,
formaldehido 3% yamortiguador MOPS 1X (MOPS 400 mM, CH:COONa 100 mM y
EDTA 10 mM pH 8). A 1 ug de cada muestra de RNA se afiadié 1 pL de amortiguador
de carga denaturante (Formamida 100%, Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.256%
y bromuro de etidio 0,1 pg/uL).La mezcla fue denaturada por 10 min a 70 °C y
rapidamente incubada en hielo por 5 min. La corrida electroforética fue realizada en
camaras con amortiguador MOPS 1X a una diferencia de potencial de 80 V durante 40
min. Para determinar la integridad del RNA iotal, se verificd la presencia de las bandas

de RNA ribosomal 285 y 18S en una razon 2:1.
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En ambos casos, los geles fueron observados bajo luz UV en un
transiluminador Bio-Rad® Power Hood |1 y fotografiados con una camara fotografica

Canon® Power Shot A640 del sistema DigiDoc de AlphaPro Viewer®.

2.3.5 Precipitacién de acidos nucleicos para purificacion.

Con el fin de purificar tanto productos de reacciones de PCR como muestras
experimentales provenientes de exiracciones de DNA y RNA totales segun fuese
necesario, los acidos nucleicos fueron precipitados con acetato de
amonio{CH;COONH,). La precipitacién del DNA fue realizada de manera que un
volumen de muesira de DNA fue mezclado por inversion con un volumen de
CHACOONH,7,5 M y dos volimenes de etanol absoluto. La mezcla fue incubada a -20
°C durante 1 hora y posteriormente centrifugada durante 30 min a 16.000 x g. Luego, el
sobrenadante fue descartado y el pelfet fue lavado con etanol 80% v/v. Finalmente, fras
una centrifugacién a 16.000 x g durante 15 min, el sobrenadante fue descartado y las
muesiras se dejaron secar a temperatura ambiente para eliminar trazas de etanol. El
peflet fue resuspendido en H,O libre de nucleasas (Invitrogen, Life Technologies). La
precipitacion del RNA fue realizada de forma que 1 volumen de muestra de RNA fue
mezclado con 0,1 volimenes de CH;COONH,2,5 M y 2 volimenes de etanol absoluto.
La mezcla fue incubada a -20 °C durante 25 min y posteriormente centrifugada a
17.000 x g durante 15 min a 4 °C. Luego, el sobrenadante fue descartado y el pellef fue
lavado con etanol 80 % viv. Finalmente, {ras una centrifugacion a 16000 x g durante 3
min, el sobrenadante fue descartado y las muestras se dejaron secar a temperatura

ambiente para eliminar trazas de elanol. El peffet fue resuspendido en H,O libre de
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nucleasas (Invitrogen, Life Technologies).

2.3.6 Extraccion de DNA total desde tejido vegetal.

La extraccién de DNA total desde hojas de Solanum lycopersicum fue realizada
de acuerdo al protocolo adaptado de Lodhi (1994}, donde aproximadamente 1 cm? de
tejido fue homogenizado con 700 pL de amortiguador de extraccion (EDTA 20 mM, tris-
HCI 100 mM NaCl 1,4 M CTAB 2 % plv, B-mercapto- etanol 0,2% viv, pH = 8) en un
homogeneizador de tejido Precellys® 24 (Bertin Technologies) durante 15 s a 6.600
rpm. Posteriormente, las muestras fueron incubadas en un bafio termo-reguiado a 60
°C durante 25 min, mezclando por inversién cada 5 min. Luego, las muestras fueron
enfriadas en hielo y mezcladas por inversion durante 3 min con 700 pL de
Cloroformo:Alcohol Iscamilico en proporcidn 24:1. En seguida, las muestras fueron
centrifugadas durante 15 min a 10.000 rpm, y aproximadamente 470 pl del
sobrenadante fueron rescatados y trasvasijados a fubos de microcentrifuga de 1,5 mL
con 200 uL de NaCl 5M. Posteriormente, las muestras fueron mezcladas con 200 pL
de etanol absoluto a 4 °C y mezcladas por inversién. Las muestras fueron incubadas a
-20 °C durante 40 min, para luego ser centrifugadas a 3.000 rpm durante 3 min y
sucesivamente re-centrifugadas a 6.000 rpm durante 3 min. Seguidamente, el
sobrenadante fue descartado y el peflet fue lavado con etanol 80 % p/v. Finalmente,
tras una centrifugacion a 11.000 rpm durante 5 min, el sobrenadante fue descartado y
las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente para eliminar trazas de etanol.

El pellet fue posteriormente resuspendido en H.O libre de nucleasas (Invitrogen, Life
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Technologies) e incubado durante 30 min a 37 °C con 1 U de RNAsa A.

2.3.7 Identificacion de lineas transgénicas estables de Sofanum

Iycopersicum cv Micro-Tom mediante PCR.

Para comprobar la integracion de las construcciones de interés en las planias
Toy la herencia de las mismas en las lineas Ty de Solanum lycopersicumcv. Micro-Tom,
se extrajo DNA gendmico a partir de hojas utilizando el protocolo descrito en la seccion
2.3.10, que posteriormente fue cuantificado y visualizado segtn fue descrito
anteriormente (seccion 2.3.4). Luego, cada muesira fue diluida a 25 ng/pL. Cada
reaccidn de PCR de 20 plL se compuso de 7,4 uL de H,0O libre de nucleasas (Invitrogen,
Life Technologies), 0,6 UL de MgCl, 50 mM (Sigma - Aldrich), 2 pL deamortiguador Taq
DNA polimerasa 10X (Tris HCI 100 mM y KCI 500 mM a pH 8.8}, 0,5 pL de cada
partidor a 10 yuM, 0,8 pL de dNTPs 10 mM ({invitrogen (Life Technologies)), 4 UL de
Rojo Cresol 0,1 mM disuelto en sacarosa 12% y 0,2 pL (1 U) de Taq DNA Polimerasa
(Purificada en el laboratorio a partir de Escherichia coli recombinante, segin el
protocolo de Pluthero (1993)). Como templado, en cada reaccién se afiadieron 4 pL de
la dilucién inicial de cada muestra de DNA. Para confirmar la incorporacién de los
transgenes en el genoma de las lineas que crecieron con presion selectiva se utilizaron
diversas combinaciones de partidores.Para la construccion pGWB2/355/WiIAGL11 se
realizaron fres reacciones de PCR independientes ufilizando las siguientes
combinaciones de partidores:SlyCACO3 F — SlyCACO3 R, que amplifica un fragmento
de 378 bp del gen de referenciaCAC(Clathrin adaptor complexes medium subunit) de

Solanum Iycopersicum|Solyc08g006960](Exposito-Rodriguez y col,, 2008), para
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verificar la integridad del DNA extraido; VWIAGL11_8F - VWAGLT11_8R, que amplifica
un fragmento de 700 bp del gen WIAGL11 de Vitis vinifera, y 36Su F - 35Su R, que
amplifica un fragmento de 270 bp del promotor fuerte CaMV 358 (Tabla 1). En cada
caso se afiadid ademés un control sin templado y un control positivo, que para la
reaccidn de validacion de la integridad fue DNA gendmico de Solanum lycopersicum
previamente verificado en el laboratorio, y en las dos reacciones siguientes fue el
vector pGWB2/35S/VviAGL11. 10 pL del producto de PCR fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa de acuerdo a la metodologia descrita en la

seccién 2.3.7.

2.3.8 Extraccion de RNA desde tejido vegetal.

Para la extraccion de RNA desde hojas, flores en desarrollo y frutos en
desarrollo de plantas deSofanurn Lycopersicumcv. Micro-tomtransformadas con la
construccién pGWB2/358/WiIAGL11, se ulilizé el reactivo RNA-solv® de Omega Bio-tek.
Unos 100 mg de tejido fueron molidos en un mortero estéril con nitrégeno liquido y
homogenizados con 1 mL de RNA-solv®. El producto homogenizado fue transferido a
un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL donde se agregaron 200 pL de cloroformo, se
agitd en un vortex durante 30 s y se incubd en hielo durante 10 min. Seguidamente, se
centrifugé a 12.000 x g por 15 min a 4°C, rescaténdose aproximadamente el 80% de la
fase acuosa, que fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Enseguida, el RNA fue precipitado agregando 500 pL de isopropanol a 4°C, se mezcld
suavemente por inversién 10 veces y se incubd por 20 min a -20°C. Posteriormente, se

centrifugé por 10 min a 12.000 x g a 4 °C y se descarté completamente el
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sobrenadante. El pelfet fue lavado con 500 uL de etanol 80% v/v en agua libre de
nucleasas (Invitrogen, Life Technologies), centrifugado por 3 min a 16.000 x g a 4°C,
secado y resuspendido en Hy0 libre de nucleasas (Invitrogen, Life Technologies). 1 pg
de RNA exiraido fue visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa para la
evaluacion de su integridad después de ser evaluados mediante espectrofotometria y

fluorimetria como se describié en la seccién 2.3.3.

2.3.9 Sintesis de cDNA para analisis de expresion.

1,4 ug de RNA total extraido (de hojas, flores o frutos en desarrollo) desde
lineas  transgénicas T, vy T¢ transformadas «con la  construccidn
pGWB2/358/VviAGL11fueron tratados con DNAsa | para eliminar trazas de DNA
gendmico. La reaccidon de un volumen total de 30 plcontuvoe 1 L de DNAsa [ {1 U,
Thermo Scientific), 0,25 pL de inhibidor de RNAsa RiboLock™ (10 U, Thermo
Scientific), 3 pL de amortiguador de DNAsa | 10X (Thermo Scientific) y H,O libre de
nucleasas (Invitrogen, Life Technologies) seglin sea necesario. La reaccién fue
incubada durante 30 minulos a 37 °C. Poslesiormente, la enzima fue inactivada
afiadiendo a cada reaccién 1 pL de EDTA 25 mM. ElI RNA asi tratado con DNAsa | fue

utilizadeo para la sintesis de cDNA.

Las reacciones de transcripcion reversa fueron realizadas en dos etapas; en la
primera, 1 pg de RNA tratado (22,5 pl) fue mezclado con 2 yuL de dNTPs 10 mM
(Invitrogen, Life Technologies) y 2 pL del partidor oligo dT 10 mM. Luego, la mezcla fue

incubada a 60 °C durante 5 min y sucesivamente incubada en hielo durante 5 min. En
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la segunda etapa,se afiadieron 8 pL de amortiguador de transcriptasa reversa RT M-
MLV 5X (Invitrogen, Life Technologies), 4 uL de DTT 1 mM, 0,5 pL de inhibidor de
RNAsa RiboLock™ (20 U), y 1 pL de transcriptasa reversa RT M-MLV (200 U,
Invitrogen, Life technologies), resultande en un volumen final de 40 pL. La reaccién
fina! fue incubada a 37 °C durante 50 min, y posteriormente inactivada a 70 °C durante

15 min.

2.3.10 Evaluacion de [a integridad del cDNA mediante RT-PCR.

La integridad del cDNA proveniente de plantas T y Ti;que expresan la
construccién pGWB2/35S/WIAGL11fue evaluada mediante la amplificacién por RT-
PCR de un fragmento de 100 bp del gen de referencia TCFPB(T-complex protein 1
subunit beta-like) de Sofanum lycopersicum, que permite diferenciar por tamafio de
amplificado entre DNA gendmico y cDNA. En cada reaccién se afiadié un control sin
templado, ademas de un conirol positivo que en este caso corresponde a DNA
gendmico de Solanum lycopersicum. Cada reaccion de 20 pb contuvo 10,4 pL de H,O
libre de nucleasas {Invitrogen, Life Technologies), 0,6 pL. de MgCl; 50 mM (Sigma -
Aldrich), 2 pL deamortiguador de Tag DNA polimerasa 10X (Tris HCI 100 mM y KCI
500 mM a pH 8.8), 0,5 pL de cada partidor a 10 pM, 0,8 pyL de dNTPs 10 mM
(Invitrogen, Life Technologies), 4 pL de Rojo Cresol 0,1 mM disuelto en Sacarosa 12%
y 0,2 yL (1 U) de Tag DNA Polimerasa. Como templado se utilizé 1 ul. de cDNA. Los
partidores utilizados fueron SlyTCPB01 F y SliyTCPBO1 R (Tabla 1), que amplifican un
fragmento de 120 bp desde cDNA y un fragmento de 360 bp desde DNA gendmico. El

programa del RT-PCR comenzd con una denaturacion inicial a 85 °C durante 2 min,
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seguida de 35 ciclos de denaturacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 60 °C durante
30 s y extensién a 72 °C durante 30 s, para terminar con una extension final a 72 °C
durante 5 min. 10 pL del producto de PCR fueron visualizados mediante electroforesis

en gel de agarosa seglin el protocolo descrito en la seccion 2.3.7.

2.3.11 Cuantificacion de Ia acumulacidén relativa de transcritos

mediante RT-PCR cuantitativo

2.3.11.1 Evaluacién de expresién ectépica de WiAGL77 en hojas
provenientes de lineas fransformadas de Sofanum Iycopersicum

mediante RT-gPCR.

A fin de corroborar que las lineas transformadas de Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom regeneradas in vitro expresan el genVWiAGL 7 1bajo control del promotor
fuerte CaMV 358, se realizé un RT-qPCR utilizando como templado cDNA proveniente
de muestras de RNA de hojas. Cada reaccion de 10 pL contiene 5 pL de Fast SYBR-
Green® Master Mix (Applied Biosystems), 0,25 uL de cada partidor 10 pM, 1,5 pL de
H,Q libre de nucleasas (Invitrogen, Life Technologies} y 3 pL de una dilucién 1:3 de la
muestra de cDNA como templado ademds, en cada experimento realizado se afadio
un control sin templado. El gen normalizador utilizado fue el gen de referenciaSAND
(SAND family protein) de Solanum fycopersicum [Solyc03g115820.2], previamente
validado por el equipo de frabajo para su uso en ensayos de cuantificacion de la

expresion génica en Solanum fycopersicum. Las combinaciones de parlidores

utilizadas fueron qVwiAGL11-3F - gWwiAGL11-3R (Tabla1), que amplifican un fragmento
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de 270 bp del gen VVAGLTY, v SlySANDOT F — SlySANDO1 R, que amplifican un
fragmento del gen de referencia SAND (Tabla 1). Cada reaccién fue llsvada a cabo en
triplicado. El programa de RT-qPCRcomenz6 con una denaturacion inicial a 95 °C por
20 s; seguida de 40 ciclos de denaturacién a 95 °C durante 3 s e hibridacion y
extension a 60 °C durante 30 s; para finalizar con una etapa de determinacién de una
curva de disociacidn, que consta de una etapa inicial de denaturacién a 95 °C durante
15 s, seguida de un aumento progresivo de temperatura que va desde 60 a 95 °C en

intervalos de 0,5 °C, para confirmar [a especificidad de los partidores utilizados.

2.3.11.2 Determinacion de los niveles de expresion relativa.

Los niveles de expresion relativa de los genes de interés fueron determinados

utilizando el método del C; comparativo (AACT) modificado, propuesto por Pfafil en

2001, que permite evaluar los niveles de acumulacién de mRNA del gen de interés
experimental comparado con la acumulacién de mRNA de un gen de referencia de
expresion constitutiva. El modelo propone el calculo de una razon de expresion relativa
entre el gen objetivo y un gen de referencia, en funcién de la eficiencia de cada
reaccion de PCR determinada experimentalmente y de la diferencia entre el ciclo
umbral (Cr) de cada muestra experimental y un calibrador intemo, que actda como una
referencia de la expresion de un gen objetivo detemminado, comparando Ia
concentracion relativa del mRNA del gen de interés con Ia de una muesira, como se

muestra en la ecuacion 1:
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ECT calibrador _CT Gen objetivo

R _ Gen cbjetive

ECT calibrador ~Cr Gen de referencia Ec.1

Gen de referencia

Donde R es la razdn de expresién relativa, E es la eficiencia de cada reaccitn
de PCR y Cy es el ciclo umbral de la reaccion de PCR al cual la fluorescencia
detectada por el equipo de PCR en tiempo real es significativamente mayor que la
fluorescencia basal de la reaccion. La eficiencia de amplificacién de cada gen fue
determinada previamente por el equipo de trabajo, de acuerdo a lo descrito por Pfaifl
en 2001. Las eficiencias obtenidas fueron de 93,7% para el gen SAND, 94,1 % para el
gen SIyAGL11 y 87,2% para el gen VviAGL171. Como Cycalibrador se utilizé la media

aritmética de los Cyobtenidos experimentalmente de cada gen.

2.3.11.3 Andlisis de expresion de WiAGL11 y SIyAGL11 en flores y
frutos en desarrollo de lineas transgénicas Tx mediante RT-PCR semi-
cuantitativo para eleccién preliminar de muestras experimentales a

analizar.

Dado que todas las lineas transgénicas analizadas mostraron expresion de
WIAGL11 en hojas (Ver seccién 3.3.1 de resuitados), con el propésito de reducir la
complejidad y costo en el andlisis de expresién desde flores y frutos en diferentes

estados de desarrollo, se propuso una esfrategia basada en el andlisis preliminar del

fenotipo de las lineas transgénicas y de la expresién semi-cuantitativa del fransgen

WIAGL11 y del gen enddgeno SlyAGL11 en cuatro estados de desarrollo claves para
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el desarrollo de los 6rganos florales y del fruto. En base a este analisis preliminar (Ver
resultados en seccién 3.6.1) se definieron los experimentos de expresion cuantitativa a
realizar. En primera instancia, del total de 22 lineas transgénicas obtenidas, 9 de ellas
fueron seleccionadas de manera que representen la mayor diversidad de fenotipos
obtenidos, para su posterior andlisis. Posteriormente, se extrajo RNA de botones y
flores de las lineas seleccionadas en los estados 0, 1, 2 y 4 (Figura 4), definidos por
Mazzucato y col. en 1998. A partir del cDNA sintetizado desde éstas muestras (la
extraccion de RNA y posterior sintesis de cDNA fueron realizados de acuerdo a los
protocolos descritos en las secciones 2.3.11 y 2.3.12), se realizé un RT-PCR semi-
cuantitativo para determinar de manera preliminar aquellos estados del desarrollo floral
donde existieran variaciones significativas de los niveles de expresion tanto de
VVIAGL11 como de SIyAGL17 entre las distintas lineas seleccionadas. Como gen
normalizador se utilizo el gen de referenciaSlyTCPB. Cada reaccion de 20 pL contenia
10,4 L de H,0 libre de nucleasas (Invitrogen, Life Technologies), 0,6 pL de MgCl; 50
mM (Sigma - Aldrich), 2 ul. deamortiguador Taq DNA polimerasa 10X (Tris HCI 100
mM y KCI 500 mM a pH 8.8}, 0,5 pl. de cada partidor a 10 uM, 0,8 pl. de dNTPs 10 mM
(Invitrogen, Life Technologies), 4 pL. de Rojo Cresol 0,1 mM disuelto en Sacarosa 12%
y 0,2 uL (1 U) de Tag DNA Polimerasa. Como templado se utiliz6 1 pL de cDNA. El
programa del RT-PCR comenzo con una denaturacién inicial a 95 °C durante 2 min,
sequida de 30 o 35 ciclos de denaturacion a 95 °C durante 30 s, hibridacién a 60 °C
durante 30 s y extensién a 72 °C durante 30 s, para terminar con una extension final a
72 °C durante 5 min.Los genes TCPB y WIAGL11 fueron amplificados durante 30

ciclos, utilizando los partidores SlyTCPB01 F y SlyTCPBO1 R para el gen TCPB, y los
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partidores qVviAGL11_3 F y qVviAGL11_3 R para el gen WIAGL11 (Tabla 1). El gen
SlyAGL11 fue amplificado durante 35 ciclos utilizando los partidores SGN-E746992 03
F y SGN-E746992 03 R (Tabla 1)10 pL del producto de PCR fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% segun el protocolo descrito en la
seccion 2.3.7. Los niveles de expresion relativa fueron determinadosmediante el
analisis informatico de la intensidad de las bandas obtenidas como resultado de la
visualizacion por electroforesis. Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa

ImageJ, disponible en http://imagej.nih.gov/ij/ (Bemery col., 2012).

Estado 0 Estado 1 Estado 2 Estado 3 Estado 4
1-29mm 3-59mm 6-10mm Anless 8 dpa
$

Mizll.

I AR

eml

Figura 4: Estados de desarrollo analizados enSolanum lycopersicum cv. Micro-Tom.
Estado 0, botones florales de 1 — 2,9 mm. Estado 1, botones florales de 3 — 5,9 mm. Estado 2,
flores en apertura de 6 — 10 mm. Estado 3, Antesis. Estado 4, 8 dias post antesis (8dpa).Los

estados fueron definidos de acuerdo a Mazzucato y col. (1998).

2.3.11.4 Analisis de expresion de WiAGL11 y SIyAGL11 en flores y

frutos en desarrollo mediante RT-qPCR

Los niveles de expresion del gen de interésVviAGL11y del gen endbgeno
SlyAGL11en dosestados del desarrollo floral y del fruto fueron determinados porRT-

gPCR utilizando como templado cDNA proveniente de muestras de RNA de los
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estados 0 y 4. La evaluacion de la expresiéon génica en las lineas transgénicas fue
realizada en tres réplicas bioldgicas.Ademas cada reaccion fue llevada a cabo en
triplicado.Cada reaccion de 10 pbL contenia 5 L de Fast SYBR-Green® Master Mix
(Applied Biosystems), 0,25 puL de cada partidor 10 pM, 1,5 pL de H;O libre de
nucleasas (Invitrogen, Life Technologies) y 3 pL de una dilucién 1:3 de la muestra de
cDNA como templado. Ademads, en cada reaccién se afiadié un control sin templado. El
gen normalizador utilizado fue el gen de referenciaSAND. Las combinaciones de
partidores utilizadas fueron qVviAGL11_3F - qWiIAGL11_3R (Tabla 1), que amplifican
un fragmento de 270 bp del gen WWAGLT771, SlySANDO1 F — SlySANDO1 R, que
amplifican un fragmento de 160 bp del gen de referenciaSAND y SGN-E746992 03 F -
SGN-E746992 03 R, que amplifican un fragmento de 100 bp del gen enddgeno
SIyAGL11. El programa de RT-qPCRcomenz6é con una denaturacion inicial a 95 °C por
20 s; seguida de 40 ciclos de denaturacién a 95 °C durante 3 s e hibridacion y
extensién a 60 °C durante 30 s; para finalizar con una etapa de determinacion de una
curva de disociacién, que consta de una etapa inicial de denaturacién a 95 °C durante
15 s, sequida de un aumento progresivo de temperatura que va desde 60 a 95 °C en
intervalos de 0,5 °C, para confirmar la especificidad de los productos obtenidos. Los
niveles de expresion relativa fueron determinados de acuerdo al método propuesto por

Pfaffl en 2001 (Seccitn 2.3.11.2)

2.3.11.5 Determinacién del nimero de copias del transgen integradas

en el genoma de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.
Con el fin de realizar comparaciones de expresion y fenotipicas entre lineas
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transgénicas con igual niimero de copias y a partir de ellas los diversos analisis de
asociacién, se realizé la determinacién del nimero de copias integradas del gen de
interés de acuerdo al método descrito por Ji y col.(2012), este propone que a partir de
la ecuacién representativa de una reaccién de PCR propuesta por Ji y col. (2000), se
puede establecer una relacidn lineal entre la razén logaritmica entre un gen de
referenciade copia Gnica y el gen de interés experimental, y la diferencia entre los Ct

obtenidos a partir de RT-qPCR para cada gen (Ecuacion 2), de modo que:

C
log, ("% = a(C, gen A—C; gen B)+f3 Ec.2

gen B

Donde Ces la concentracién inicial de templado, Cyes el ciclo umbral, a y 8 son

constantes determinadas experimentaimente, que comesponden a la pendiente de la

curva y al intercepto de la curva con el eje de las ordenadas.

De esta forma, reordenando la ecuacién 2, se puede obtener una ecuacion que
permita calcular la razén de concenfracion de ambas especies en funciéon de la

diferencia entre sus Ct, de manera que:

C

gen A 2cz(C‘T gen A—Cr gen B)+f3

Cgen B Fe.3

El ntimero de copias del transgen esta determinado por Ia diferencia entre los

C-del gen normalizador de copia Unica (En este caso, LAT52. Yang y col. (2005)) y del
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gen de interés, bajo el supuesto de que cuando la eficiencia de cada reaccién es ideal
e Idéntica se puede establecer una relacion lineal entre la concentracion de ambas
especies y la diferencia enfre sus C+. De esta farma, la razén entre el gen de referencia

de copia Unica y el gen de interés viene dada por:

_ [LAT52]  NcLAT52 1
[Gen de interés] Nc Gen de interés Nc Gen de interés

Ec.3

Donde Nc es el nimerc de copias de un gen, y R es Ila razén entre las
concentraciones del gen de referencia de copia tnica y el gen de interés, determinada

por la diferencia entre los C; de ambos genes.

Combinando y reordenando las ecuaciones 2 y 3, se obtiene la ecuacion final

que determina el nimero de copias del gen de interés:

1

N cgen objetivo = za(C’T LAT52-Cy gen objetivo)+f Ec.4

Para determinar el nimero de copias de las muestras experimentales, en
primera instancia, a partir de DNA gendmico de las lineas fransgénicas, se amplifico
por PCR convencional un fragmento de 90 bp del gen de copia Gnica LAT52(que
codifica una proteina putativa de 18 kDa rica en cisteina} y un fragmento de 137 bp del
gen HPT de resistencia a higromicina, presente en la construccidn
pGWB2/35S/VviAGL11.Las secuencias y detalles de ambos pares de partidores se

encuentran en |a Tabla 1. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron las mismas

que las utilizadas en la seccion 2.3.10. Los productos de PCR obtenidos fueron




purificados mediante su precipitacién con acetatc de amonio (CH3;COONH,)7.5 M
(Seccion 2.3.8). 5 pL del producto de PCR purificado de cada reaccion fueron

visualizados mediante eleciroforesis en gel de agarosa. El resto del producto purificado

fue cuantificado por espectrofotometria midiendo su absorbancia a A=260 nm. El

coeficiente de extincidon molar del producto de PCR, usado para determinar la
concentracion molar de éste de acuerdo a la ley de Lamberi-Beer, fue calculado
utilizando Ila herramienta “UV  Spectrum of DNA" disponible en
http://biophysics.idtdna.com/UVSpectrum.himl. Con los datos obienidos se calculd la
concentracidn molar del producto de PCR de ambas reacciones. Posteriormente, a
partir de cada producto de PCR a una concentracion de 10 nM, se realizaron siete
diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000, 1/1.000.000,
1/10.000.000). Estas diluciones fueron utilizadas para ensayos de RT-qPCR. Cada
reaccion de 10 pL contenia 5 pL de Fast SYBR-Green® Master Mix (Applied
Biosystems), 0,25 UL de cada partidor 10 puM, 2,5 pL de HO libre de nucleasas
(Invitrogen, Life Technologies) y 2 pL de cada dilucién como templado. El programa de
RT-gPCRcomenzé con una denaturacion inicial a 95 °C por 20 s; seguida de 40 ciclos
de denaturacion a 95 °C durante 3 s e hibridacion y extension a 60 °C durante 30 s;
para finalizar con una etapa de determinacién de una curva de disociacidn, que consta
de una etapa inicial de denaturacion a 95 °C durante 15 s, seguida de un aumento
progresivo de temperatura que va desde 60 a 95 °C en intervalos de 0,5 °C, para

confirmar la especificidad de los partidores.
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2.4 Partidores utilizados.

Los partidores utilizados para las distintas reacciones tanto de PCR como de
sintesis de cDNA se muestran en [a Tabla 1. Todos los partidores utilizados en el

desarrollo del trabajo se encontraban disponibles en el laboratorio.
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Tabla 1: Secuencia de partidores utilizados

Gen
objetivo

SIyAGL11

VVIAGL11

CAC

CaMV 35S

TCPB

SAND

LAT52

HPT

Partidores

SGN-E746992
FO3

SGN-E746992 R

03

WiIAGL11_8F
WIAGL11_8R

qWIAGL11_3F
qWiIAGL11_3R

SIyCAC 03 F
SlyCAC 03 R

35SuF
355u R

Oligo dT

SIlyTCPBO1 F
SIyTCPB 01 R

SlySAND 01 F
SIySAND 01 R

LAT52 1F
LAT52 1R

HPT_LF
HPT_LR

Secuencia 5' — 3’

CCATCTGGTGGGGAAGAGTA

TGATCAGGAGACAATGGATCA

ATGGGGAGAGGAAAGATCGA
TTACCCGAGATGGAGGACCT

GCAGAAGTTGCCCTCATCGT
AAGCCAAGGAATCACCCATT

TCCAGGGCAAACTGAATCAA
AGAAACCGAACACGCAATCC

AAGATACAGTCTCAGAAGACC
TTGAAGACGTGGTTGGAACGT

TTTTTTTETTTTTd
TTTTTTAGCTTCG

GGAAAAGGGTGAGCGAGCTA
CCTCTGCCTGTTGATTGCAG

GCGGGTGAAAGAGGGAGTAG
CCATTGCACCTGAGAGTTCG

AGACCACGAGAACGATATTTGC

TTCTTGCCTTTT
CATATCCAGACA

CATATGAAATCACGCCATGTAG
TGTATTGA

GAACTGCCCGCTGTTCTGCA

Tm [°C]

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

Tamaiio
esperado
(bp)

113

700

100

378

264

120

160

92

137
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2.5 Caracterizacion fenotipica de flores y frutos en desarrolio de

Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.

La caracterizacion fenotipica de flores de plantas T, de Sofanum lycopersicum
cv. Micro-Tom que expresan el gen VW/AGL17bajo control del promotor fuerte CaMV
35S tomd en cuenta la arquitectura general de las plantas, aspectos vegetativos como
la altura, analisis cualitativo de flores y frutos en desarrollo, a través del registro de
fotografias de aquellas estructuras que presentaron cambios morfologicos mayores y
analisis cuantitativos como el peso de las semillas y frules en desarrollo. La
caracterizacion fenotipica de frutos de plantas T, consistié en la medicién del diametro
ecuatorial y de la masa de 10 frutos por linea experimental, como indicadores de
tamafio. Ademas, se extrajeron las semillas de cada uno de los frutos para su posterior
caracterizacién. Se midié el peso fresco del total de semillas por fruto, para luego ser
contadas. Luego, se analizé la forma y tamafio de mas de 150 semillas por linea

experimental utitizando el software SmartGrain dispaonible en

http://phenotyping.image.coocan.ip/smartgrain/index.himl. (Tanabata y col., 2012}

2.6 Analisis estadistico.

Los datos de expresién relativa,asi como los datos de caracterizacién fenotipica
de bayas y semillas fueron graficados y analizados mediante el programa GraphPad

Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

Para el andlisis de expresion relativa, se utilizé el test de ANOVA de una via

para determinar si existia una variacion significativa (p<0,05) en los promedios de cada
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conjunto de datoscon correccion de Bonferroni, para evaluar si las diferencias entre el
promedio de las réplicas era significativo (p<0,05). Las diferencias significativas fueron

indicadas con letras segtin la homogeneidad de los grupos comparados.

El analisis de la caracterizacion fenotipica de semillas fue realizado a través de
ANOVA de una via, seguido de un post test de Tukey de comparacién mdltiple, para
dar cuenta de las diferencias significativas enfre las diferentes lineas analizadas
(p<0,05). Ademés, los datos obtenidos a partir del analisis de imégenes de las semillas

fueron sometidos a un analisis de componentes principales, realizado con el software

InfoStat (httg:llwww.infos;tat.com.ar/index.ghg, Anexo 1).
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3. RESULTADOS

3.1 Transformaciéon genética estable de Solanum lycopersicumecv.

Micro-Tom

Se obtuvieron 22 lineas Titransformadas con el vector para expresar el gen

VVviAGL 1 1bajo control del promotor fuerte CaMV 358,

Posteriormente, se obtuvieron 29 lineas transformantes T, a partir de semillas
(generadas por autopolinizacién) de siete de estas lineas fransgénicas To. Estas

semillas fueron sembradas en medio de seleccidon con higromicina 10 mg/L.

Los resultados de la transformacién, regeneracién /n vifro y aclimatacion de las

lineas transformadas T, y T1se muestran en [a Figura 5.
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Figura 5: Desarrolio de lineas transgénicas estables de tomate obtenidas mediante
organogénesis somdtica. A — B, Resultados de la transformacion estable de Solanum
lycopersicumcv Micro-Tom con la construccion 35S/WIAGL11. En A se muestran brotes
generados sobre callos producto de la organogénesis somatica inducida por hormonas. En B se
muestran plantas de tomate transformadas (T,) aclimatadas a la camara de crecimiento
experimental. C — D, Resultados de la germinacion de semillas de plantas Ty y generacion de
lineas T4. En C se muestra una plantula obtenida a partir de la germinacionin vitrode semillas de
las lineas Tyen medio de seleccién con higromicina. En D se muestra una planta Tiaclimatada,
establecidaen camara de crecimiento experimental.
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3.2 Caracterizacion melecular de lineas fransgénicas estables.

3.2.1 Caracterizacién molecular de las lineas Tjtransformadas con la

construccion pGWB2/35S8/VviAGL11.

Las 22 lineas fransgénicas generadas a partir de la transformacion de explantes
de Solanum lycopersicurmcy. Micro-Tom con la construccién
pGWB2/35S/VviAGL11fueron analizadas mediante PCR convencional para la
confirmacion de la integracién del fransgen en su genoma. En primera instancia, se
extrajo DNA gendmico de hojas de las lineas transformadas, que fue utilizado para el

analisis, como se muesira en la Figura 6.

DR

Figura 6: Validacion de transformacion genética de lineas Ty transformadas con 355/VviAGL11
mediante PCR.A, Muestra representativa de la extraccion de DNA gendmico de hojas de lag 22
lineas Tg.B — D, PCR convencional para canfirmacion de fransgénesis. En B se muestra la
verificacion de la integridad del DNA extraido mediante la amplificacién del fragmento de 378 bp
del gen CAC. Como contro! positive (C+) se utilizé DNA gendémico de tomate previamente
verificado en el laboratorio. El control negativo utilizado corresponde al control sin templado. En
C se muestra la amplificacion del fragmento de 700 bp correspondiente al gen VWAGLTT de
Vitis vinifera. Como conirol positivo {(C+) se utilizd una alicuota de! vector
pGWB2/355/WViAGL11. El contrel negativo utilizado corresponde al control sin templado. En B
se muestra la amplificacion del fragmento de 270 bp del promotor CamV 355, Como control
positivo (C+) se utilizé una alicuota del vector pGWB2/355/\VWiAGL11. Los resultados obtenidos

en cada caso fueron visualizados mediante eleciroforesis en gel de agarcsa al 0,8% en A, vy en
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gel de agarosa al 2% en B, C y D. Cada corrida electroforética fue realizada en amortiguador

TAE 1X a 110 V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min.

Los resultados obtenidos a partir del analisis por PCR permiten verificar que las
22 lineas experimentales Toobtenidas son transgénicas. En virtud de esos resultados
se procedié a evaluar si todas las lineas Toexpresaban el gen VViAGL17. Para ello, se
extrajo RNA total de hojas y se sintetizd el cDNA para determinar mediante RT-PCR si
las lineas Toobtenidas expresan el gen VWAGL71. Los resultados del analisis se

muestran en la Figura 7.

21 = 22 gDNA (-

3I5SNVVAGLTY

Figura 7: Analisis de expresion de WWwiAGL71 en hojas delineas transgénicas To. A,
muestra representativa de la extraccién de RNA total de las 22 lineas Toobtenidas. Los
resultados confirman la integridad del RNA exiraide. Los resultades obtenidos fueron
visualizados mediante electroforesis en gel denaturante de agarosa al 1,5%. La corrida
electroforética fue realizada en amortiguador MOPS 1X a 80 V, durante 45 min.B, Muestra
representativa de la validacion de la integridad del c¢DNA sintetizado, y la carencia de

contaminacién con DNA genomico. El fragmento de 120 bp corresponde a un fragmento del gen

SlyTCPB. El fragmento de 360 bp corresponde a un fragmento del gen SiyTCPB amplificado
desde DNA gendmico de Solanum lycopersicum. C, Muestra representativa del analisis de

expresion de WAGL17 en las 22 lineas fransgénicas Tp medianteRT-PCR. El producto
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amplificado de aproximadamente 230 bp corresponde a un fragmento del gen VWAGLT7 de
Vitis vinifera. Como control positivo se utilizd una alicuota del vector pGWB2/355/VviAGL11. El
contro! negativo comresponde al conirol sin templado.Los resultados obfenidos fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Cada corrida electroforética fue

realizada en amortiguador TAE 1X a 110V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min.

Los resultados obtenidos a partir del RT-PCR revelaron que las 22 lineas

Teexpresanel gen VWIAGL11 de Vitis vinifera.

Debido a factores ambientales (exceso de humedad entre otros) y condicicnes
experimentales (imposibilidad de garantizar esterilidad de sustratos, e imposibilidad de
eliminar por completo agentes fitopatogénicos), las lineas experimentales Tgfueron
infectadas con el hongo fitopatogénico Fusarium oxysporumque es letal a largo plazo y
dificil de controlar atin con programas fitosanitarios, hecho que provect la muerte de
gran parte de ellas. Siendo inminente el desenlace, se recolectaron semillas de siete
lineas Tyque posteriormente fueron sembradas y establecidas como lineas
T,.Finalmente, cuairo lineas experimentales Tysobrevivieron a la infeccion de Fusarium
oxysporum, y fueron conservadas para los analisis fenotipicos en conjunto con las

lineas T4.
3.2.2 Caracterizacion molecular de las lineas T.transformadas con la
construccion pGWB2/358/VviAGL11.

Las 29 lineas transgénicas T, obtenidas a partir de semillas de 7 lineas Ty
fueron analizadas mediante PCR convencional para confirmar la herencia del transgen.

Se extrajo DNA gendmico de hojas de las lineas experimentales T, que fue utilizado
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para el analisis como se describié en la seccion anterior. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 8.

500 bp
200 bp

500 bp |- 300 bp
200 bp

Figura 8: Validacion de fransformacion genética de lineas T1 fransformadas con 35S/\WIAGL11
mediante PCR. A, Muestra representativa de la extraccién de DNA gendmico de hojas de 4 de
las 29 lineas transgénicas Tilos resultados obtenidos fueron visualizados mediante
electroforesis en ge! de agarosa al 0,8%. La corrida electroforélica fue realizada en
amortiguadoer TAE 1X a 110 V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min.B — D, PCR
convencional para confirmacion de transgénesis. En B se muesira la comprobacién de la
integridad de! DNA exiraido mediante la amplificacién del fragmento de 378 bp del gen CAC.
Como confrol positivo (C+) se utilizé DNA gendmico de fomate previamente validado en el
laboratorio. El control negativo utilizado corresponde al control sin templado. En € se muestra la
amplificacion del fragmento de 700 bp correspondiente al gen VWAGLT1 de Vitis vinifera. Como
control positivo (C+) se utilizé una alicuota del vector pGWB2/358/WiIAGL11. El conirol
negativo utilizado corresponde al control sin templado. En D se muestra la amplificacién del
fragmento de 270 bp del promotor fuerte CaMV 35S5. Como control positiva (C+} se ufilizo una
alicuota del vector pGWB2/35S/WWiAGL11. Los resultados obtenidos fueron visualizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Cada corrida electroforética fue realizada en

amortiguador TAE 1X a 110 V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min.
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Los resultados obtenidos a partir del analisis por PCR convencional pemmitieron
|. verificar que las 29 lineas experimentales T, obtenidas heredaron la construccién
| pGWB2/35S/VviAGL11de manera efectiva. En base a estos resultados se procedio a
| evaluar si las lineas T, expresan el gen WiAGL11. Para ello, se extrajo RNA total
| desde hojas, este fue utilizado para la sintesis de cDNA con el fin de analizar la
expresion bajo control del promotor fuerte CaMV 35S mediante RT-gPCR. En el
analisis se incluyé una de las 4 lineas Tosupervivientes (L1), seleccionada en funcion
de su fenotipo(mayoritariamente aberrante de flores y frutos en comparacion con el

resto de las lineas supervivientes). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura

N a¥ 0% 20 0 & v R O 0 & & reoover%oaeé ¥ a2 00 % &
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Figura 9: Expresion de WiAGL17en hojas de lineas T, A, Muestra representativa de la
extraccion de RNA de hojas de las 29 lineas T,. Los resultados obtenidos fueron visualizados

mediante electroforesis en gel denaturante de agarosa al 1,5 %. La corrida electroforética fue
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realizada en amortiguador MOPS 1X a 80 V, durante 45 min. B, Muestira representativa del RT-
PCR realizado para validar la integridad del cDNA sintetizado. El fragmento de 120 bp
corresponde a un fragmento del gen SlyTCPB. En el carril 10 se muestra un amplificado de 360
bp que corresponde a un fragmento del gen SfyTCPB amplificado desde DNA gendmico de
Solanum lycopersicum. Los resuitados obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2 %. Cada corrida electroforética fue realizada en amortiguador TAE 1X a 110
V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min. C, Niveles de acumulacion de franscritos de
VWAGL71 en hojas, la cuantificacion fue normalizada contra SIySAND en las 29 lineas
experimentales Tiy en la linea experimental To(L1), La cuantificacién se realizé mediante RT-

gPCR utilizando tres réplicas técnicas

Los resultados obtenidos a partir del andlisis por RT-gPCR permiten corroborar
que las 29 lineas transgénicas Ty(adémas de la linea experimental ToL1) expresan ei

gen WIAGL 11 de Vitis vinifera.

3.3 Caracterizacidn fenotipica de lineas Tgy T4 que expresan VWiAGL11

bajo control del promotor fuerte CaMV 358.

La caracterizacion fenotipica de las lineas experimentales que expresan el gen
VViAGL11 de Vitis vinifera bajo control del promotor fuerte CaMV 35S fue realizada, en
primera instancia, de manera cualitativa a fravés del registro de fotografias (no
mostradas) de las esfructuras vegeiativas de la planta, no se encontrarcn
modificaciones significativas que puedan ser atribuidas al efecto del transgen. En una
segunda instancia se caracterizaron también a través de un registro fotografico los
cambios en la moriologia de las estructuras reproductivas en las 29 lineas fransgénicas
T.¥ en las lineas T, supervivientes, con respecto a las plantas silvestres. La mayoria

de los cambios morfoldgicos apreciables se registraron a nivel del desarrollo de los
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organos florales, como se muestra en la Figura 10:

49




0s

‘ojjossesap |e us ssjuepodwi soolbgjolow soiques uepalde as ou ‘elsiA sjdwis v sallsaA|is A sepewojsuel) sejue|d ap sajusiuanold
se|lwas ap eAnejuasaldal enssnw ‘4 ‘eAeq A sojejad ep osuejnwis ojjolesap uod ‘sjuelade odlous) uood ojolesap us oyni4‘g (selol
seyoay) ( us seedeljo} SEINONIISS ap eruasald e| asopueoelsep ‘epela)e eibojojow UoD SBIDUSISAIoNUI UBAIBSO 8s (] A O uJ ‘|ewlou
ojjoLEsSap UOD 24)SBA|IS ejueid ap BIDUSDSBI0jjUl BUN BAISSQO 8S g u3j ‘selousosaloyul ua seolfojopow saucoela)yY ‘d-g YSLT A ablLl
‘OfL7] Seaul| Se| 8p Salol SE| 8p BjoZalW Bun UOS SEPEIISOW S0)0} SBT "SBlj0 anjud ‘sojejad ap ojusiwessolus ‘ojjoliesap |ap seueldwa)
sedeje apsep sope|oleseap-2iqos 0 sajusulwold sojedies ‘ssiugeou e uepualy enb sopesoibus sojedss opuessow ‘soAlonpoldal
souebio sns ap |aAlu e seolBojopow sasuoioels)e uejuasald SGE AWED auan) Jojowold [ep jou0d ofeq L LTOWIAA uesaldxe anb sejueld
seT ‘sojnuy A saloy ap ojjoesap jap obie| o] e sopealasqo sodibojojow soiquie) ‘Y'SGE AIWED 10jowold [ap [013u0d ofeq LLTOVIAA usb
|2 uesaidxa anb '] A 0] seojugbsuelyseaul| ap soAjonposdas souebiio so| ap einjoniisa e| ap easjdjjous) ugioezua)aeIR?) (gL BINbI4

b, . : (T1) LEIQVIAL/SSE

8 m#.! A A ' LLIOVIAN/SSE
A » 1 adA1 piim

apiap, 01N [eioj} uolog




Los efectos fenotipicos evidenciados muestran alteraciones a lo largo del
desarrollo de los 6rganos florales en algunas lineas transgénicas. Estas variaciones,
presentes desde etapas tempranas del desarrollo del boton floral, se mantienen hasta
que el fruto alcanza su madurez. Ademas de lo anterior, en algunos casos se observé
la generacion de tallos ectdpicos con generaciones sucesivas de flores ectopicas,

como se muestra en la Figura 11.

35S/VViAGL11

Figura 11: Tallos ectépicos generados en lineas que expresan el gen WiAGL11 bajo
control del promotor fuerte CaMV 35S. En la figura se muestra la generacién sucesiva de
flores ectépicas y estructuras folidceas en tallos ectépicos sobre inflorescencias (indicados con
flechas rojas) de dos lineas de Solanum lycopersicum transformada, en comparacién con la
planta silvestre.

Los cambios morfolégicos observados se manifestaron tanto en las lineas
experimentales Tocomo en Ty, sugiriendo que las alteraciones fenotipicas registradas
no se deben a variaciones somaclonales inducidas por el cultivo in vitro y

organogénesis. Por otro lado, no todas las lineas experimentales analizadas presentan
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alteraciones fenotipicas,a pesar de que expresan el gen WAGL17 en hojas vy, las
alteraciones fenotipicas observadas no muestran una correlacion directa con los

niveles de expresion relativa del gen VVIAGL 11 en hojas.

Inicialmente se contempld el analisis de expresion y fenotipico en las lineas que
presentaran una expresion contrastante de VWIAGL77. Dado que no se encontrd
preliminarmente una correlacién entre los niveles de acumulacion de transcrito de
WViAGI11 en hojas con el fenotipo de las fiores y frufos en desarrollo, se disefié una
estrategia experimental para analizar la expresion de los genes SIyAGL11y VWAGL11
en distintas etapas de! desarrollo floral y del fruto. En primera instancia, del total de
lineas transgénicas (cuatro lineas T, y 29 lineas Ty), se seleccionaron nueve lineas
para los analisis posteriores en funcidn de sus atributos fenotipicos: tres de ellas (L2 A,
L2 E, L6 C) presentan fenotipode flores similar al de las flores silvestres, aun cuando
los andlisis por PCR convencional y por RT-gPCR indican que las lineas presentan
expresion del gen VWIAGL 71, y seis lineas (L6 F, L14 C, L14 D, L15 A, L16 D, L1)que
muesiran alteraciones morfolégicas en sus organos florales. Ademas, de las nueve
lineas seleccionadas, la linea 1 (L1) corresponde a una linea Ty, mientras que las 8
restantes corresponden a lineas Ti. Ademas del andlisis de expresion de los genes
SIyAGL11 y WiAGL11 en distintos estados de desarrollo floral, se realizd Ila
caracterizacién fenotipica de frutos madurcs y de semillas en las nueve lineas

seleccionadas.
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3.3.1 Caracterizacion fenotipica de frutos maduros.

La caracterizacion fenotipica de frutos maduros consistid en el registro del
tamano de los frutos transgénicos. En cada linea experimental el tamafio se caracterizé
como la masa promedio del fruto y como el didmetro ecuatorial, los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 12, donde el analisis estadistico no reveld
diferencias significativas entre los frutos provenientes de lineas transformadas y los

frutos provenientes de plantas silvestres.

Al

Masa fruto [g]

fruto [em]

Diametro ecuatorial E

- <} %
N V4 » ® >

Figura 12: Tamaiio de frutos provenientes de lineas transgénicas que expresan VviAGL11
bajo control del promotor fuerte CaMV 35S. A, Masa de frutos por linea. B, Diametro
ecuatorial de frutos por linea. En cada caso, los datos presentados representan al valor
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promedio por linea experimental analizada. Se analizaron 10 frutos por linea experimental. El
analisis estadistico no reveld diferencias significativas entre el tamafio de frutos silvestres y de
frutos provenientes de lineas transformadas.El tamafio de los frutos fue evaluado mediante
analisis de varianza (ANOVA) de una via y post-test de Tukey (p < 0,05).

Algunos efectos morfolégicos evidenciados en el fruto maduro podrian
manifestarse como consecuencia de una alteracién morfolégica durante el desarrollo
de los drganos florales en etapas tempranas del desarrollo, una de las alteraciones
podria ser la partenocarpia debido a estructuras florales alteradas que impiden la

correcta polinizacion, el desarrollo de estos tomates se ilustra en la Figura 13:

35S / WiIAGL11 (L1)

Figura 13: Efecto de la alteracion en la estructura de los 6rganos florales sobre el
desarrollo de las semillas y el fruto. Algunas lineas experimentales transformadas (L1, L14 C,
L14 D, L15 A) presentaron cambios morfologicos importantes en el desarrollo de sus 6rganos
reproductivos en comparacion con la planta silvestre, hecho que podria conducir a una ausencia

de polinizacion y repercutir en el desarrollo posterior de bayas y semillas. A, fruto silvestre. B,
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de polinizacion y repercutir en el desarrollo posterior de bayas y semillas. A, fruto silvestre. B,
fruto partenocérpico perteneciente a una linea experimental fransformada (L1}, con

engrosamiento de sépalos, reduccién del tamafioy disminucién del nimero de semillas,

El fruto mostrado en la Figura 13, perteneciente a la linea L1, posee un menor
tamafo con respecto a un fruto silvestre, y presenta ademas una disminucién del
ntiimero de semillas desarrolladas e incluso, en algunos casos, ausencia total de ellas
{(partenocarpia), posiblemente debido a la ausencia de polinizacion y/o fertilizacion
causados a su vez por el impedimento fisico que produce el engrosamiento y [a fusién
de sus sépalos, que dificultan el florecimiento normal del botén floral. Este fenomeno

también fue observado en las lineas L14 C, L14 Dy L15 A,

3.3.2 Caracterizacion fenotipica de semillas

Al realizar una evaluacion Gnicamente visual las semillas provenientes de las
lineas transgénicas y sin transformar no fue posible detectar variaciones morfoldgicas
significativas que hayan afectado el desarrollo de semillas. En una segunda instancia la
evaluacion fenotipica se rezlizé mediante el analisis defotografias de semillas
recolectadas de cada linea experimental. El analisis fue realizado utilizando el

programa SmartGrain (htip://www.nias.affrc.go.ip/ati/SmartGrain/; Tanabata y col,,

2012}, que entrega como resultado datos de distintos parametros de importancia para
la caracterizacion morfoldgica de semillas, como el area, perimetro, circularidad, entre
otras. Ademas, se registrd el nimerc de semillas promedio por cada linea
experimental, v la masa promedio de cada semilla. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 14.
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Figura 14: Caracterizacion fenotipica de semillas. A, Nimerode semillas por linea. B, Masa

de semillas por linea. El andlisis estadistico realizado revelé que no existen diferencias
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significativas entre las distintas lineas.C, Area de semillas por linea. D, Perimetro de semillas
por linea. E, Longitud de semillas por linea. F, Ancho de semillas por linea. G, Razon
Longitud/Ancho de semillas por linea. H, Circularidad de semiillas por linea. En cada caso, los
datos presentados corresponden al valor promedio por linea experimental analizada. Por cada
linea experimental, mas de 150 semillas fueron ufilizadas para los anglisis fenotipicos vy
estadisticos (n > 150). Las diferencias significativas encontradas se muestran con letras sobre
las barras de cada grafico. Las diferencias presentadas fueron calculadas mediante analisis de
varianza (ANOVA) de uha via y post-test de Tukey {p < 0,05).

El estudio morfolégico de 1as semillas basado en el analisis de fotegrafias de las
mismas, seguido de un andlisis de componentes principales, en el que se identificoque
todos los parametros analizados aporian de manera significativa a la variabilidad
observada en las semillas (Anexo 1)}, revela que las lineas L15 A, L16 D y L1 presentan
una razén longitud/ancho significativamente mayor que las plantas silvestres (Figura 14
- G).Ademas de lo anterior, el pardmetro de circularidad (que actia como indicador de
la forma de las semillas, Anexo 2), es significativamente menor en las lineas antes
mencionadas (L15 A, L16 D, L1, Figura 14 - H), en comparacién con las plantas
silvestres. Por ofro lado, al evaluar el ancho de las semillas,se observa que a
excepcién de la linea L6 C, todas las lineas transformadas son significativamente mas
delgadas que las de la planta silvesire. De manera preliminar, este andlisis morfolégico
de las semillas permite concluir que las semillas que provienen de plantas que

expresan el gen VWWAGL 17 producen semillas mas largas que anchas.

Finalmente, la medicidn de la masa y del nimero de semillas revelé que no existen
diferencias significativas entre las semillas provenientes de las distintas lineas

transformadas, en comparacién con la planta silvestre, aun cuando en el caso del
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ndmero de semillas, dos de ellas (L15 A y L2) presentan un ndmero significativamente

menor.

3.3.3 Andlisis de expresion de SIyAGL11 y WIAGL11 durante el

desarrollo floral mediante RT-PCR semi-cuantitativo.

Dado que no se pudo establecer una correlacion preliminar entre los niveles de
acumulacién de transcritos en hojas y los diversos grados de alteracién en el fenotipo
de las estructuras florales o de tamafio de las semillas o frutos, se realizd un analisis
semi-cuantitativo preliminar con el propdsito de definir estados y lineas a analizar en
profundidad. Cuatroestados de desarrollo floral, definidos por Mazzucato y col. (1998},
fueron seleccionados para analizar la expresién de los genes SIYAGL11 y WiAGLT1
(Seccién 2.3.14.3, Figura 4). Los primeros tres estados elegidos (0, 1 y 2)
corresponden a estados pre-antesis, seleccionados para su anatisis bajo el supuesto
de que la expresion del gen VWIAGL 17 de vid en estados de desarrollo en los que el
gen endogeno SIYAGLT1 no se expresa o su expresion es baja, podria tener efecto
sobre el desarmollo de los organos florales. El cuarto estado escogido (Estado 4)
corresponde a 8dpa, seleccionado en funcion de los resultados obtenidos por Ocarez y

Mejia. en 2015 , donde se muestra que SlyAGL 17 tiene un pico de expresion.

A partir de cDNA de los estados 0, 1, 2 y 4 se realizd un RT-PCR semi-
cuantitativo para determinar de manera preliminar aquellos estados del desarrollo floral
donde existieran variaciones importantes de los niveles de expresion tanto de

VVWAGL 11 como de SiyAGL 11 entre las distintas lineas seleccionadas.
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Los resultados obtenidos del analisis por RT-PCR semi-cuantitativo se muestran

en las Figuras 15y 16:

100 bp

300 bp
100 bp

Figura 15:RT-PCR semi-cuantitativo en distintos estados del desarrollo floral de Solanum
Iycopersicum. A: Muestra representativa de la extraccion de RNA desde muestras de flores y
frulos en los estados de desarrollo 0, 1, 2 y 4, de un total de 120 muestras. Los resultados
obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en gel! denalurante de agarosa al 1,5%.
La corrida electroforética fue realizada en amortiguador MOPS 1X a 80 V, durante 45 min. B-D:
Muestras representativas de los resuliados obtenidos a partir de RT-PCR desde ¢DNA de
muestras de los estados 0, 1, 2 y 4, de un total de 120 muestras.B,Fragmenio de 120 bp
correspondiente al gen SiyTCPB.C:Fragmento de 100 bp correspondiente al gen SIiyAGL77. En

los carriles 1 al 8 se muestran amplificados correspondientes a distintos estados de desarrollo,
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destacandose las variaciones en la expresion entre ellos.D: Fragmento de 270 bp
correspondiente al gen VWIAGL17. En los carriles 1 al 8 se muestran amplificados obtenidos a
partir de muestras de las lineas transgénicas y a partir de las plantas silvestres, destacandose
que no existe expresion de VVIAGL11 en las plantas silvestres.Los resultados obtenidos en B, C
y D fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Cada corrida
electroforética fue realizada en amortiguador TAE 1X a 110 V, en un periodo de tiempo entre 25

a 35 min.
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Figura 16: Analisis de expresion relativa de VWiAGL17 y SIyAGL11 en los estados 0 a 4.A,
Andlisis de expresion relativa de SIyAGL11 normalizada contra SlyTCPB. B, Analisis de
expresion relativa de VIAGL 1 Tnormalizada contra SlyTCPB. La expresidn relativa de los genes
estudiados fue determinada mediante el analisis de la intensidad de la banda obtenida por
electroforesis en gel de agarosa, utilizando el programa ImagedJ. El analisis se realizd, por cada
linea, en los 4 estados de desarrollo seleccionados, en triplicado bioldgico, en un total de 120
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muestras.

Los resultados obtenidos para el andlisis de SIYAGLT? muestran que la
expresion del gen aumenta de manera relativamente progresiva desde el estado 0
hasta el estado 4. En el estado 0, se observa una baja expresién en la gran mayoria de
las lineas analizadas, en comparacidn con el resto de los estados. Los estados 1y 2
muestran expresiones variables entre las lineas y relativamente constantes entre si. En
el estado 4, se observa un aumento de la expresion del gen en todas las lineas

analizadas, en concordancia con los resultados cbtenidos por Ocarez y Mejia en 2015 .

A pesar de estar bajo control del promotor fuerte CaMV 35S, VvIAGL7Tmuestra
que existe una expresion diferencial entre los estados 0 y 4 de las lineas L2 A, L2 E,
L14 C y L15 A.Por otro lado, no se detectd expresién diferencial entre los estados 1y 2
de las lineas mencionadas, ni entre los 4 esiados en el resto de las lineas
seleccionadas. Estos resultados permitieron definir los estados de desarroflo 0 y 4 para
el andlisis de expresion de los genes SiyAGL 17y VVIAGL 11 mediante ensayos de PCR

cuantitativo.

3.3.4 Analisis de expresion de SIyAGL11 y WIAGL171 durante el

desarrollo floral mediante RT-qPCR.
L

Los estados de desarrollo seleccionados por RT-PCR semi-cuantiitativo (estado
0 y estado 4) fueron analizados por RT-gPCR para evaluar los niveles de expresion de
los genes SIVAGL11 y VviAGL711. Los resultados obtenidos para el anélisis de

expresion de los genes de interés en el estado 0 se muestran en la Figura 17:
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Figura 17: Expresion relativa de SIyAGL11 y WiIAGL11 en el estado 0 de desarrollo floral.
A, niveles de expresion relativa de SIyAGL11 y VWIAGL11normalizadas contra SlySAND. B,
razon de expresion relativa entre VWIAGL11 y SIyAGL11. Para cada linea analizada se muestra,
ademas, el fenotipo de las flores en las lineas analizadas. La expresion diferencial significativa
entre WIAGL11y SIyAGL11 se muestran con (*, **, ***) con un nivel de confianza de 95%, 99%
y 99.9% respectivamente. Estas diferencias fueron calculadas mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias con post test de Bonferroni.

Los resultados del analisis en el estado 0 de desarrollo floral muestran que
aquellas lineas que poseen un nivel de expresion relativa del gen VVIAGL11 mayor al
nivel de expresion relativa del gen endégeno SIyAGL711 presentan alteraciones
morfolégicas en el desarrollo de sus 6rganos florales, mientras que aquellas lineas que
poseen un nivel de expresion relativa de VWIAGL 11 menor al nivel de expresion relativa
de SIyAGL11, presentan fenotipo de flores similar al de las flores de plantas silvestres
(Figura 14 — A). Aquellas lineas en las que la razén WIAGL11/SIyAGL11 es mayor que
1(L6 F, L14 C, L14 D, L15 A, L16 D, L1) presentan alteraciones morfologicas en el
desarrollo de sus o6rganos florales, mientras que en aquellas lineas cuya razén es

menor que 1 (L2 A, L2 E, L6 C) presentan un fenotipo de flores similar al silvestre.
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Los resultados obtenidos a partir del analisis de los niveles de expresion de

VWIAGL11y SlyAGL11 en el estado 4 de desarrollo floral se muestran en la Figura 18:
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Figura 18:Expresion relativa de SIyAGL11y VviAGL11 en el estado 4 de desarrollo floral.
A, niveles de expresién relativa de SIyAGL11 y VWIAGL11normalizadas contra SIySAND. B,

razén de expresion relativa entre VWIAGL71 y SIyAGL11. En cada caso se muestra, ademas, el
fenotipo de las flores en las lineas analizadas. La expresion diferencial significativa entre
WIAGL11y SIyYAGL11 se muestran con (*) con un intervalo de confianza de 95%, (**) con un
intervalo de confianza de 99% y (***) con un intervalo de confianza de 99.9%. Estas diferencias
fueron calculadas mediante el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con post test de

Bonferroni.

El primer resultado que destaca del analisis de expresion a los 8 dpa es que los
niveles de expresion del gen enddégeno SIyAGL171 son altamente variables entre las
lineas y en comparacion con la linea silvestre. Por otro lado, se puede apreciar que en
la mayoria de los casos se presentan dos tendencias con respecto a la expresiéon de
SlyAGL11. La primera, muestra que en algunas lineas (L2 A, L14 D, L15 A, Figura 18 —
A) la expresion de SIlyAGL11 es significativamente mayor en relacién con la expresion

de VWAGL11. La segunda, muestra que en algunas de las lineas analizadas (L2 E, L6
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F, L16 D, L1), el nivel de expresion relativa de ambos genes es similar (Figura 18 — A).
En algunas lineas la razén SIyAGL71/ VWWAGL11 es cercana a uno, mienfras que en
ofras se observa que la razén SIYAGL11 { WIAGL11 es mayor que 1, con excepcion de
la linea L14 C. Sin embargo, a los 8 dpa, las diferencias de expresion encontradas
entre ambos genes parecen no guardar relacién con el fenotipo experimental

evidenciado entre las distinfas lineas.

Los resultados sugieren que la expresién de VWAGLT Ttiene un mayor impacto
en el estado 0, produciendo efectossobre el desarrollo de los érganos florales en las

distinias lineas experimentales analizadas.

Se puedo observar que existe una relacion similar entre el nivel de expresion de
VViAGL 11 en el estado 0 vy los cambios fenofipicos observados, como en el caso de las
lineas L6 F, L14 C, L1 y L16 D. Las lineas mencionadas, ademas de poseer
alteraciones en el desarrollo de sus drganos florales, presentan semillas de menor
tamafio (mas delgadas) que las semillas provenientes de plantas silvestres, y a su vez
presentan un nivel de expresion relativa de VWiAGL 71 significativamente mayor que el
nivel de expresién de SIYAGL77 en el estado 0 de desarrollo, indicando que la
expresion ectdpica de VWIAGLT7 altera la morfologia tanto de semillas (produciendo

semillas mas delgadas) como del desarrollo de flores..

3.3.5 Determinacién del nimerc de copias del gen WAGL1T

insertadas en el genoma de las lineas fransgénicas analizadas.

Con el proposito de explicar los niveles de expresion detectados paraWiAGL 11
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regisirados en las lineas transgénicas, se determiné el nlimero de copias de WiAGLT1
insertadas en las lineas fransgénicas analizadas, de acuerdo al método de Jiy col. en
2012. El numero de copias del gen de interés fue determinado a través de la
construccion de una curva estandar que permite relacionar de manera lineal la razon
logaritmica entre un gen conocido de copia tinica (en este caso particular, LAT52) y el
gen de interés (en este caso particular, HPT, gen de resistencia a higromicina,

presente en la consfruccién pGWBZ2/35S/VViAGL11), con la diferencia de sus

respectivos ciclos de amplificacidn umbral (ACy). Los resultados de la construccion de

la curva estandar para el calculo del nimero de copias se muestran en la Figura 19.
Los datos obtenidos experimentalmente para la construccion de la curva se muesiran

en la Tabla 2.
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Figura 19: Construccion de curva estandar para determinacién del ndimero de copias. A,

Productos de PCR correspondientes a fragmentos de los genes LAT52 y HPTpurificados
mediante precipitacién con acetato de amonio y etanol absoluto, para ser utilizados en la
construccién de la curva.Los resultados obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%. Cada corrida electroforética fue realizada en amortiguador TAE 1X a
110 V, en un periodo de tiempo entre 25 a 35 min. B, Curva estandar obtenida, que relaciona la

razén logaritmica entre el gen LAT52 y el gen HPT con la diferencia entre los ciclos de
amplificacion umbral de cada gen estudiado (ACy). Los valores obtenidos para la pendiente (-
1,1167) y para el intercepto con el eje de las ordenadas (-0,6232) corresponden a los valores de

a y B de las ecuaciones 2 y 3 respectivamente.




Tabla 2: Datos para la construccion de curva de determinacion de numero de

1 0,001 0,000000001 1000000 19,93156857

2 0,0001 0,00000001 10000 13,28771238
3 0,00001 0,0000001 100 6,64385619
4 0,000001 0,000001 1 0

5 0,0000001 0,00001 0,01 -6,64385619
6 0,00000001 0,0001 0,0001 -13,28771238
7 0,000000001 0,001 0,000001 -19,93156857

copias.

-23,08255291

-15,13468647

-8,277349472

-0,496202469

7,115272522

13,71602154

21,79738426

Finalmente, el nimero de copias del gen HPT en cada una de las lineas

transgénicasse muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3:Numero de copias de gen marcador HPT en lineas transgenicas transformadas con
pGWB2/35S/VViAGL11.

2
2
L6 F 2
1
1
1
1
1

De acuerdo a los resultados obtenidos de la determinacion del numero de
copias del gen HPT de resistencia a higromicina, se puede observar que las lineas, L2
E, L6 C y L6 F presentan dos copias integradas del gen; la linea L2 A presenta entre
una y dos copias del gen, y el resto de las lineas analizadas presentan sélo una copia
integrada del gen. Las lineas L2 A, L2 E y L6 C presentan un fenotipo experimental
similar al de la planta silvestre, mientras que la linea L6 F presenta alteraciones

morfolégicas en el desarrollo de sus 6rganos florales.

El analisis de nimero de copias del transgen VWAGL 11, inferido por el nimero
de copias del gen marcador de seleccion HPT, nos permite definir dos sub-conjuntos
de lineas transgénicas a comparar dentro de cada conjunto (pero no entre conjuntos).
Analizando las lineas que poseen una sola copia del gen de interés,se observa una

clara asociacion entre los niveles de expresion de VviAGLT17(Figuras 17 y 18) y el
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grado de desarrollo de las semillas (Figura 14). Las lineas que presentan una
expresion diferencial mas grande L14 C y L16 D, son las mismas que presentan un
desarrollo de semillas mas contrastante (tomando en cuenta el area, perimetro,

longitud, ancho, circularidad y la razén largofancho).

En conjunto, estos resultados muestran que, en lineas transgénicas que poseen
una Unica copia de VWIAGL 11, La expresion de éste altera el desarrollo de las semillas
estd. Por ofro lado, todas las lineas con una copia tnica del fransgen VviAGL71
presentan algtn grado de alteracion en la estructura de los érganos florales, sin llegar

a cambiar la determinacion dé la identidad de los érganos florales involucrados.
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4. DISCUSION Y PROYECCIONES

4.1 Evaluacion de los niveles de expresion de SIYAGLT1 v WiAGL11

en distintas etapas del desarrollo floral

Con el propésito de evaluar si la presencia deVviAGLT1 de Vitis vinifera es
suficiente para producir 6vulos o semillas, alteraciones en su desarrollo; o cambios en
la ideniidad de los 4rganos florales, el desarrollo de este trabajo abordé Ia
caracterizacién funcional del genVWAGL77a fravés de la transformacion genética de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom y la evaluacién morfoldégica de las lineas

obtenidas.

En prmera instancia, se evaluaron los efectos de la expresién del gen
VWAGL11bajo control del promotor fuerte CaMV 35S en plantas de Sofanum
lycopersicum. Del total de lineas transformadas analizadas, seis de ellas presentan
fenotipo experimentaldistinto al de la planta silvestre en sus érganos florales. Cinco de
estas 6 lineas presentan ademas una copia tnica del transgen insertada en su
genoma.lLas tres restantes no presentan diferencias fenotipicas apreciables en
comparacidon con la planta silvestre. El analisis de expresion de VWAGL77 en etapas
tempranas del desarrollo floral (Estado 0) reveld que en todas las lineas donde el
fenotipo experimental difiere del fenotipo de la planta silvestre, el nivel de expresion
relativa de VWIAGLTT es mayor que el nivel del expresion relativa del gen enddgene

SiyAGL11. En confraste, aquellas lineas que poseen fenotipo experimental similar al de

las plantas silvestres en sus 6rganos florales, poseen un nivel de expresion de
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1
VWIAGL 11 significativamente menor que el nivel de expresion de SIyAGL117. El mismo
1
analisis de expresion, realizade en el estado 4 de desarrollo floral (;8 dpa), reveld que
en 8 de [as nueve lineas analizadas la expresion de SiyAGLT1 esgsignificativamente

i

mayor que la expresién de VWIAGL71. En la linea particular (L 14 C): que mantiene los
niveles de expresion de VW/AGL 71 por sobre los niveles de expresi61;1 de SiyAGL11, no
se observan diferencias importantes en su fenotipo en comparacié’)n con las demas
lineas transformadas. El fenotipo experimental de las lineas trans;formadas muestra
alteraciones en el desarrollo de inflorescencias y érgancs reprodu?tivos. En algunas
lineas (L1, L15 A, L6 F), las inflorescencias desarrollan estructlﬂras foliaceas que
normalmente no se encuentran en las plantas silvestres (Figura10, B — D). Un efecto
similar fue observado en plantas de Sofanum lycopersicum Mill. en las que TMZ29, un
factor transcripcional de la familia MADS-box orologo al gen SEP (SEPALLATA) de
Arabidopsis thaliana, fue silenciade (Ampomah-Dwamena y col, 2002). Ademas,
algunas de las lineas con TM29 silenciado presentaron tallos ectépicos con
generaciones sucesivas de flores ectdpicas, de manera similar a lo ocurrido en algunas
de las lineas fransformadas con pGWB2/355/VviAGL11(Figura 11). En contraste con lo
anterior, estudios en Fragaria X ananassa Duch. {(Seymour y col., 2010) revelan que la
supresion de la funcién de genes tipo SEPALLATA produce frutos aberrantes similares
a los encontrados en algunas lineas transformadas con pGWB2/355/VWiAGL11, donde

se observd desarollo simultaneo de bayas y pétalos. Los efectos fenotipicos

evidenciados podrian deberse a que en algunas de las lineas transgénicas

transformadasla funcion SEPALLATA de los genes de Clase E presentes en Solanum




lycopersicum se ve afectada por la expresidn ectopica de VVIAGL 1.

4.2 Evaluacion fenotipica de organos florales en lineas que expresan

VviAGL11 bajo control del promotor CaMV 355

De acuerdo a los resultados obienidos, algunas de las lineas transformadas
presentan alteraciones en la morfologia de sus organos florales a nivel de sépalos,
pétalos y carpelos, enconirandose sépalos engrosados, pétalos enroscados, carpelos
sobre-desarrollados desde etapas tempranas del desarrollo, ademas de algunos frutos
con fenotipo aberrante que presentan desarrollo simultaneo de pétalos y bayas. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Pnueli y col. (1994), y por Pan y col
(2010), donde se encuentran alteraciones fenotipicas como engrosamiento de sépalos,
enroscamiento de estructuras, frutos aberrantes con desarrollo simultaneo de bayas y
pétalos, entre ofras. En ambos casos, las lineas transgénicas de fomate estudiadas
poseian la funcién de genes tippo AGAMOUS (AG) suprimida. De igual forma que con la
funcidn de los genes de Clase E tipo SEPALLATA(que se manifiesta a {ravés de la
interaccién entre los factores transcripcionales SEP y STK), la funcidn de los genes de
Clase C tipp AGAMOUS podria verse afectada por la expresion ectopica de VVIAGL 11,

siendo éste el (inico gen de Clase D presente en el contexto experimental dado.

Trabajos realizados a través del sistema de doble y iriple hibrido utilizando
Saccharomyces cerevisiaedemostrarongue existe interaccidn entre las protefnas SEP3,
STK y AG (SEPALLATA, SEEDSTICK [Oridlogo de WVIAGLT1] y AGAMOUS) de

Arabidopsis thaliana(Favaro y col., 2003); sin embargo, para que esta interaccion
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ocurra en la planta, las proteinas deben co-existir dentro de la misma célula y en la
misma etapa de desarrollo (Immink y col., 2009). De acuerdo al modelo de los
cuartetos florales propuesto por Theissen y col. (2001), la especificacién de los
érganos florales viene dadapor la interaccién entre las distintas proteinas producidas
por la expresion de los genes del modelo ABCDE de desarrollo floral. Estas proteinas
son en su mayoria de la familia de factores transcripcionales MADS-box MIKC® de
factores transcripcionales. El modelo propone que dichas proteinas interactdan enire
ellas formando dimeros que se unen a secuencias especificas de DNA (en particular, a
las secuencias conservadas de tipo CArG (Gramzow y Theissen, 2010), que
posteriormente se asocian con otro dimero de proteinas unido a DNA, formando los
cuartetos florales, que finalmente activaran o inhibiran la expresion de diversos genes
involucrados en el proceso de desarrollo. Diferentes combinaciones de estas proteinas
en los diversos tejidos y en etapas de desarrollo puntuales dan origen a los distintos
érganos florales, como por ejemplo, la unién de dos heterodimeros de AGAMOUS y
SEPALLATA definen la especificacion del carpelo en Arabidopsis thaliana.(Honma vy

Gofo., 2001).

Los antecedentes presentados sugieren que las modificaciones fenotipicas
observadas en el desarrollo de los drganos florales en las lineas de Solanum
lycopersicum transformadas, podrian deberse principalmente a la expresion de
VWAGL11, en principic, en etapas tempranas del desarrollo floral en las que
normalmente su expresién es baja (Ocarez y Mejia, 2015) v, por ofro lado, en tejidos

donde en condiciones normales no hay expresion (Busi y col., 2003; Hileman y col,,
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2006). Como una posible explicacion al efectc que produce la presencia
deViAGL11en los distintos contextos mencionados, se propone que el factor
transcripcional VWiAGL11 interactia con ofras proteinas de la familia MADS-box
interviniendo su funcién en la determinacion de la identidad de los érganos florales, en
particular,alterando [afuncion de genes de Clase C comoAGAMOUS v en la funcion de

genes de Clase E comoSEPALLATA.

Trabajos realizados en Arabidopsis thaliana{Ditta y col., 2004) muestran que en
la determinacion de la identidad de los sépalos participan cuatro genes Clase E de tipo
SEPALLATA (SEP1, SEP2, SEP3 y SEP4), demosirando que la especificacion de los
6rganos florales depende no de uno sinc de varios genes distintos de cada clase.
Dentro del mismo estudio, se demuesira ademas que la pérdida total de la identidad de
los sépalos se presenta tinicamente cuando se estudia la cuadrupte mutante sep7 sep2
sep3 sep4, mientras que plantas friple mutantes, como por ejemplo la mutanie sep?
sep2 sep3, presentan pocas alteraciones morfoldgicas. En el caso de la triple mutante
sept sep2 sep3/+, las flores desarrolladas son fértiles y presentan diferencias con [a
planta silvestre Unicamente a nivel del nlimero de estambre. De igual manera, la
mutante sep? sep2 sep4 no muestra perturbaciones significativas en el desarrollo de
los organos florales. Estos antecedentes sugieren que la alteracién de la funcion de
uno de los genes involucrados puede no ser determinante en la especificacion de la
identidad del érgano floral, mostrando que existe redundancia en [a funcion de los
genes pertenecientes al mismo clado filogenético (Pinyopich y col.,, 2003). Hileman y

col.(2006), reportaron que existen a lo menos cinco genes MADS-box MIKC®de Clase
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E de tipo SEPALLATA(TMS5, TM29, MADS-RIN, MADS1, SIMB21) y mas de un gen
Clase C de tipp AGAMOUS (TAG1, TAGL1, SIMBP3, entre otros) en Solanum
lycopersicum. Los distintos tipos de genes pertenecientes a la misma clase pueden
tener funciones especificas en la determinacion de la identidad de los érganos florales
{(Malcomber y Kellogg, 2005). En Arabidopsis thaliana, los distintos genes de tipo
SEPALLATA interactian de manera diferencial con otros genes de la familia MADS-
box en los distintos tejidos (Malcomber y Kellogg, 2005). STK, ordlogo a VWIAGL11,
interactiia con las proteinas SEP1 y SEP3 en la determinacion de la identidad del dvulo,
pero no interacitia con las profeinas SEP2 y SEP4. SEP1 y SEP3 participan ademas
en la determinacion de la identidad de peétalos y estambres, donide no se ha reportado

laparticipacion de STK (Malcomber y Kellogg, 2005).

Trabajos realizados en Nicotiana tabacum (Boss y col. 2001) muestran que
expresion ectépica de VvMADST (gen de Clase C tipo AGAMOUS) involucrado en el
desarrolio floral puede gatillar el desarrollo de estructuras carpelcides en iugar de
sépalos, sin embargo, la expresién ectdpica de WMADST en Vitis vinifera (Boss y col.,
2003) presenta sépalos sobre-desarrollados en lugar de estructuras carpeloides.En
estudios realizados en Pefunia hybrida en los que se expresa FBP11 (homodlogo a
VVIAGL11) bajo control del promotor fuerte CaMV 355, se obtienen fenctipos
experimentales similares a los obtenidos en las lineas de Solanum [lycopersicum
transformadas, mosfrando carpelos scbre-desarrollados y alteraciones en la morfologia
de los sépalos en algunas lineas transgénicas {Cclombo y col., 1995). Sin embargo,

ademas de éstas alteraciones fenotipicas, se observa el desarrolio de évulos ectdpicos
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sobre los sépalos, fendmeno que no ocuire en las lineas transformadas de Solanum
lycopersicum. De manera similar a lo ocurrido en Nicofiana tabacumy Petunia hybrida,
la expresién ectopica de STK en Arabidopsis thaliana (Favaro y col., 2003) muestra
desarrollo de évulos ectdpicos, sin embargo, el desarrollo de estructuras similares no
fue evidenciado en las plantas de Sofanum Ilycpersicum que expresan VviAGL17 bajo
control del promotor fuerte CaMV 35S, en contraste con lo ocurrido con la expresion
ectépica de VWMADS1 en Vitis vinifera, sugiriendo que la funcion de los distintos genes
MADS-box podria haberse diversificado entre plantas con fruto caroso y plantas con

fruto dehiscente.

Estos antecedentessugieren que los efectos fenotipicos observados en las
plantas de Solanum Iycopersicum{cv. Micro-Tom) que expresan ectopicamenie
VVIAGL 11, en general no afectarian la viabilidad ni la fertilidad de flores y frutos pero st
pedrian afectar [a funcién de algunos genes de Clase E o de Clase C pertenecientes a
cada grupo, al intervenir en la formacidn de cuartetos florales especificos para la
determinacion de la identidad de cada drgano floral en los distintos tejidos (Figura 20) vy,
de esta manera, afectar [a activacion o [a inhibicion de la expresion de otros genes

involucrados en el desarrollo floral {(Favaro y col, 2003).
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Figura 20: Efecto de la expresion ectopica de VviAGL711 sobre la formaciénde cuartetos
florales de factores transcripcionales MADS-box involucrados en el desarrollo floral. A,
Formacion de cuartetos florales en plantas silvestres. B, formacién de cuartetos florales en
lineas de Solanum lycopersicum transformadas, alterada por la presencia de VviAGL11. Se
propone que la intervencion de VviAGL11 (de Clase D) en la formacion de los cuartetos florales
afecta la interaccion normal de genes Clase C y Clase E, en consecuencia influyendo en la

activacion o inhibicién de la actividad de otros genes involucrados en el desarrollo floral.

4.3 Evaluacion fenotipica de semillas en las lineas que expresan

WiAGL11 bajo control del promotor CaMV 35S

Algunas de las lineas de Solanum Iycopersicum transformadas con
pGWB2/35S/VviAGL11presentan diferencias morfolégicas en sus semillas con
respecto a la planta silvestre, encontrandose que en algunas lineas (L6 F, L14 C y L16
D) las semillas son de menor tamafio que las semillas de la planta silvestre, sin
embargo, su forma se mantiene similar a la de la planta silvestre. Ademas de ello, las
lineas L6C, L15 A y L1 presentan diferencias significativas en la forma de su semilla
(reflejada en su circularidad), en comparacién con la planta silvestre, pero no presentan

diferencias significativas en cuanto a tamafio. Ademas de lo anterior, 8 de las 9 lineas
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evaluadas presentan semillas mas delgadas que aguellas de la planta silvestre. Al
analizar los niveles de expresion de VviAGL 17 de las lineas mencionadas, en el estado
(0 se encontrd que la gran mayaria de ellas presentan un nivel de expresién de
WAGL 11 mayor que el nivel de expresion de SIyAGL717, mientras que en el estado 4
los niveles de expresion de SIYAGLTT son mayores o iguales que los niveles de
expresion de WIAGL 17 en la mayoria de las lineas analizadas. W/AGL 77 es un gen
de Clase D perteneciente a la familia MADS-box MIKC® que en Vitis vinifera comparte
la funcidn de STK en la determinacién de [a identidad del évulo y la semiilla {(Boss y
col., 2002). Las alteraciones morfologicas observadas en semillas (en particular, la
generacion de semillas mas delgadas)probablemente se debe a la accién exacerbada
de WIAGLT7 en planias transformadas de Solanum fycopersicum desde etapas

tempranas del desarrollo, interviniendo asi en el desarrolio de las semillas.

4.4 Determinacion del namero de copias de VviAGL17 insertadas en el

genoma de las lineas fransgénicas

Por su parte, la determinacién del nimero de copias de HPT integradas en las
lineas transgénicas transformadas con 358/VWiAGL717 reveld que las lineas L2 E, L6 C
y L6 F poseen dos copias integradas, la linea L2 A posee entre una y dos copias
integradas, y que el resto de las lineas analizadas poseen sélo una copia integrada del
gen de interés. El resultado de Ia linea L2 A (1 — 2 copias) es explicado desde el punto
de vista de Zhang vy col. {2015), donde los valores obtenidos en la ecuacién 3 (Seccion
2.3.14.5) muestran que un valor de R = 0,5 indica que existen exactamenie dos copias

de! gen de inferés (Nc gen de interés = 2), mientras que un valor de R = 1 indica que
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existe una copia Unica del gen de interés {Nc gen de interés = 1). Cuando el valor del
numero de copias del gen de interés (Nc) oscila entre 1 vy 2, como en el caso de la
linea L2 A, donde el valor de Nc es aproximadamentie 1,4, no se puede decir con
certeza si se tiene una o dos copias, por o que el nimero permanece incierto. Si se
asume que la linea L2 A posee dos copias de VWAGL 11, las tres lineas gue presentan
fenotipo de flores, frutos y semillas similares al de la planta silvestre compartirian esta
caracteristica, sugiriendo que la integracion de mas de una copia del gen de interés
podria estar induciendo una expresion elevada del mismo, gatillando la accién de
mecanismos de regulacion que mantengan la expresion controlada. Sin embargo, la
linea L6 F posee dos copias integradas del gen de interés, y al mismo tiempo presenta
fenotipo expermental distinto al de la planta silvestre de la misma manera que el resto
de las lineas analizadas, que poseen solamente una copia del gen de interés. Este
fenémeno podria explicarse desde la perspectiva propuesta por Tizaoui y Kchouk en
2012, dondea partir de sus experimentas en Nicofiana tabacum sugiere que el ndmero
de copias puede ser independiente del nimero de insertos funcionales del transgen en
estudio, debido a que en algunos casos podria haber, por ejemplo, copias del fransgen
que se insertan ligadas y que son disfuncionales, o bien debido a eventos de
recombinacion entre copias del transgen {Choffnes y col., 2001). En el caso de que en
la linea L6 F exista s6lo un inserio funcional del gen de interés de los dos que fueron
integrados, se explicaria que esa linea en particular presente fenotipo experimental

similar al de las demas lineas analizadas que poseen una copia Gnica de VWAGLTT.

Sin embargo, una dificultad importante a la hora de analizar plantas
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transgénicas independientes es la diferencia en el nimero de copias del transgen que
estén presentes, ya que mas de una copia del transgen podria provocar efectos en las
lineas transformadas que no reflejan necesariamente el efecto real del gen de interés.
Es por esta razon que, para simplificar los analisis, Bhat y Srinivasan en 2002 sugieren
que para facilitar los analisis, y para tener efectos “verdaderos” producidos por el

transgen, se deberian seleccionar unicamente lineas transgénicas de copia tinica.

Bajo este supuesto, al analizar Unicamente aguellas lineas que poseen una
copia Unica del gen de interés es posible observar una relacién entre el famafio de las
semillas de las lineas L14 C y L16D y sus niveles de expresion relativa de VWIAGL 71
en el estado 0 de desarrollo floral. Los datos de expresion en el estado 4 para estas
lineas muestran ademas que la expresidon de VWAGLT7 es mayor o igual que la
expresion de SIyAGL7T1. Estos antecedentes sugieren que los niveles elevados de

expresion de WIAGLTT en los estados 0y 4 inciden en el tamario de las semillas.

Por ofro lado, las lineas L15 A, L16 D y L1 presentan alteraciones en la forma
de sus semillas {en términos de circularidad), en comparacion con la planta silvestre.
Los niveles de expresicn de WIAGL 717 en el estado 0 son significativamente mayores
que los niveles de expresién de SiyAGL 17, mientras que en el estado 4 la expresion de
VVWIAGL11 es menor o igual que la expresion de SIYAGL77 para las lineas
mencionadas. Esto sugiere que la expresién de WWAGL77 en estados tempranos del
desarrollo floral tiene incidencia en Iz forma de Ia semilla, posiblemente a través de

sus efectos en la definicion de la identidad del dvulo.

Finalmente, tomando en cuenta los resultados de expresion en el estado 4 y los
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resultados de la caracterizacidon fenotipica de semillas para las lineas L14 C, L15 Ay
L16 D, se puede observar que VWAGLTT incide de manera directa en &l tamafio de la
semilla, puesto que en la linea L14 C, donde el nivel de expresiéon de WIAGL77 en el
estado 4 es mayor que el nivel de expresion de SIyAGL11, se observan semillas mas
peguefias en comparacion con la planta silvestre. Por su parte la linea L15 A, que
posee un nivel de expresion de WWAGLTT menor que el nivel de expresién de
SlyAGL171 en el estado 4, presenta semillas de un tamafio similar al encontrado en las
semillas de la planta silvestre. Finalmente, para la linea L16 D se observa que en
estado 4 la expresion de VviAGL11 es muy similar a la expresién de SIyAGL11, vy al
comparar los niveles de expresion con el efecto fenotipico sobre sus semillas, se
observa que las semillas de esta linea siempre son mas pequefas que aquellas de la

planta silvestre, ademas de ser distintas a nivel morfolagico.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, la expresion ectépica de WIAGLT1T
procduce alteraciones en la morfologia de algunos organos florales, como el
engrosamiento de los sépalos, el enroscamiento de los pétalos, entre otras, sin
embargo, ne se producen cambios en la identidad de los o6rganos florales, como en la
mayoria de [os casos en los gue se expresaﬂf g_gpes—deala,‘fami%iaJLﬁD/S_-p_og_ de manera
ectopica. Las aIteraciones=obseri’rh‘dés/pueden deberse a que la interaccidon de

VVIAGL11 con otros factores transcripcionales de la familia MADS-box interrumpe la

funcién normal de éstos

Ademas de lo antertior, la expresion ectdpica de VWAGLT71 en tornate produce
alteraciones a nivel morfologico en las semillas pertenecientes a algunas de las lineas
transformadas (L2 A, L2 E, L6 F, L14 C, L14 D, L15 A, L16 D, L1), reflejadas
principalmente en el ancho de éstas.Ademas de ello, produce alteraciones de tamaiio y

forma en tres de las nueve lineas analizgda_iii(_l;.@rA?L—j 6-D; L1), .que.se_sustentan ¢ con.

los resuliados obtenidos de los analisis de expresion en el estado 0, validando que

-

VVIAGL 11 posee.un rol determinante en el desarrollo de las semillas, sin embargo, no

==

es suficiente por si solo para producir ovulos ni semillas.

En base a los resulfados del analisis de expresion de VWIAGL77 y de SIyAGL11
en distintas etapas del desarrollo floral, se observd que en todas las lineas
experimentales en las que hubo alteraciones fenotipicas en sus érganos florales, éstas

fueron evidenciadas desde etapas tempranas del desarrollo. Estos antecedentes

C NN N e~
e R e P —
— - s
e

82

D oo




permiten concluir que la especificacién de la identidad de los drganos florales es
definida desde el inicio del desarrollo floral.Finalmente, la evaluacion de fos resultados
obtenidos permite concluir que VWAGL17incide de manera directa en el desarrolio de
las semiilas, y ademas, en el contexto experimental estudiado, en la regulacion de los
organos fiorales, validando finalmente su funcionalidad en el proceso de desarrollo

floral.
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