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1. RESUMEN

Los frutos de Fragaria chiloensis se caracterizan por tener un agradable aroma y
sabor, pero su rapido ablandamiento limita su comercializacion. Los cambios de textura en
el fruto son importantes pues definen la calidad de la fruta, determinan la vida postcosecha
de los frutos y la susceptibilidad a ciertos patdgenos. El ablandamiento de los frutos se debe
a cambios en la estructura de la pared celular debido a la accion de multiples enzimas que
actuan sobre ésta. Esto exige una adecuada coordinacién transcripcional, la que podria ser
llevada a cabo a través de factores de transcripcion (FT). Se han identificado varios FT que
podrian estar participando, algunos de los cuales pertenecen a la familia MADS-box. Se ha
demostrado en frutos como durazno, tomate y frutilla una estrecha relacion de FT de la
familia MADS-box con eventos claves en la maduracion de estos frutos, como lo son el
desarrollo de color, sabor, compuestos volatiles para generar aromas y el ablandamiento.
En Fragaria chiloensis se han encontrado FT de tipo MADS-box que se expresan
diferencialmente en frutos en los distintos estadios de maduracién y que presentan un
aumento en su transcripcion durante la fase de maduracion de la fruta, tales como MADSI
y MADS2 del tipo SEPALLATA (SEP). Se ha identificado un nuevo factor de
transcripcion MADS-box del tipo SHATTERPROOF (SHP) en frutos de Fragaria
chiloensis el cual ha sido nombrado Fc1185. Se cuantificé los niveles de transcritos de
Fc1185 mediante RT-qPCR determinando una tasa transcripcional elevada en fruto y muy
baja en otros tejidos, con niveles incrementales durante la maduracién de los frutos de F.
chiloensis. Debido a que se ha reportado que FT MADS-box del tipo SEP y SHP actian en
conjunto durante la regulacion transcripcional de genes asociados a la maduracién, se
compard6 los niveles de expresion de Fc1185 (tipo SEP) y MADS1 y MADS2 (tipo SHP).
Los resultados de qPCR muestran un perfil de transcripcion similar entre ellos durante el
proceso de maduracion de frutos de F. chiloensis, lo que sugiere la posible participacion

conjunta de estos FT durante la maduracion de estos frutos.
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2. INTRODUCCION

La maduracion de los frutos es un proceso que ocurre durante su desarrollo, es altamente
coordinado y coincide con la maduracion de las semillas. El proceso de maduracion de un
fruto esta regulado por miles de genes que controlan el progresivo ablandamiento de éste,
acumulacién de azlcares, acidos, pigmentos y liberacion de compuestos volatiles (1).
Todos los cambios que experimenta la fruta durante la maduracion requieren de una
compleja red donde interactian multiples genes y vias de sefializacion (2). Esto requiere la
participacion de distintos compartimentos celulares, multiples enzimas y por lo mismo un
sinnumero de genes y su traduccidon a proteinas. Asi es como todos estos eventos tienen
como funcidn alterar fisiologicamente y bioquimicamente a la fruta influenciando su
apariencia, textura, sabor y aroma (3) para transformarlo en un fruto organolépticamente

atractivo.

Todas las frutas presentan modificaciones en el color, aroma, textura, sabor y
susceptibilidad a patégenos durante la maduracion, pero las podemos clasificar en dos
grandes grupos segun su fisiologia de maduracion: frutas climatéricas y no-climatéricas.
Esta clasificacion se basa principalmente en separar a las frutas que presentan un alza en la
tasa respiratoria y un alza en la tasa de produccion de etileno durante la maduracion (frutos
climatéricos) de los que no lo presentan (frutos no-climatéricos) (4). A pesar de esta
diferencia e independientemente del tipo de fruto, todos estos procesos son altamente
coordinados por una amplia red de vias de sefializacion donde participan multiples genes y

hormonas.

En el caso de las frutillas, una fruta no climatérica, la maduracion ocurre en forma
independiente del etileno. Un gran nimero de genes asociados a la maduracion se expresan
en la frutilla y codifican para proteinas potencialmente involucradas en cambios
metabolicos, respiratorios y fisicos en el fruto en maduracion, incluyendo el metabolismo
de polisacaridos asociados al desensamblaje de la pared celular y como consecuencia en el

ablandamiento (5). Este ultimo punto es de especial importancia, durante la maduracion la
Y



fruta se vuelve mas susceptible a la enfermedad y descomposicion que una fruta verde sin
madurar (6), asi es como de todos los procesos madurativos por los que atraviesa el fruto, el
desensamblaje de la pared celular, es decir, ablandamiento del fruto es un paso crucial que
aumenta la susceptibilidad (7) tanto a agentes patdogenos como a dafio mecanico, lo que

puede deteriorar su calidad.

Los genes MADS-box son una familia de factores de la transcripcion reguladores de la
expresion de multiples genes. Estos factores de transcripcion estan altamente conservados
en plantas, animales y levaduras. Los analisis genéticos muestran que estos genes estan
involucrados en el desarrollo de muchos 6rganos florales (8). En el caso de la frutilla se ha
documentado un incremento de la expresion de estos genes durante su maduracion, pero su

rol especifico atin no ha sido clarificado.

10



3. MARCO TEORICO

3.1 El fruto de Fragaria sp.

Las frutillas (Fragaria sp, pertenecientes a la familia de las rosaceas) son frutos muy
apetecidos comercialmente, principalmente por su atractivo color, sabor y aroma. En el
sentido horticultural del fruto, este es un conjunto de aquenios o frutos verdaderos,
desarrollados sobre el receptaculo o pseudocarpio que corresponde a la base de la flor (Fig.
1). Los aquenios se caracterizan por ser secos, indehiscentes y monoespermos, mientras que
el pseudocarpio corresponde a la expansion del receptaculo o talamo de la flor, la cual se

hipertrofia después de la fecundacion para convertirse en la parte comestible del fruto.

Sépalo
—~ (Calix) —_

Epidarmis

Hipodermis
(Cortex)

—— Tejido —
vascular

Aquenio ~

Fragaria x ananassa Fragaria chiloensis
cv, Camarosa

Figura N°1: Morfologia de frutos de Fragaria.

Se muestra la morfologia de frutos de Fragaria de diferentes especies, donde destaca
la diferencia en la coloracion del receptaculo de Fragaria chiloensis, de color blanco.
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3.2 Fragaria chiloensis.

La frutilla chilena (Fragaria chiloensis) es una especie nativa de Chile la cual es uno de los
progenitores de la frutilla comercial (Fragaria ananassa) y se encuentra distribuida en el
pais en diferentes sistemas agroecoldgicos(9).

La frutilla chilena es un fruto no climatérico. Se caracteriza por ser una fruta de elevada
calidad con caracteristicas como excelente aroma y sabor y una alta resistencia a la
infeccion por patdgenos. En el altimo tiempo se ha incrementado el interés en expandir la
produccion de este fruto en Chile (10).

Basandonos en caracteristicas morfologicas existen dos formas botanicas: Fragaria
chiloensis f. patagonica y Fragaria chiloensis f. chiloensis. La primera se caracteriza por
ser plantas pequefias que producen gran numero de estolones y frutos pequeios y rojos,
mientras que la otra forma genera menos estolones y desarrolla una fruta mas grande de

color blanco-rosaceo (11).

3.3 Importancia nutritiva.

Ha sido demostrado que la frutilla comercial (Fragaria x ananassa) presenta grandes
beneficios nutricionales, por ejemplo los berries en general contienen una gama de
micronutrientes que son esenciales para la salud. En particular, muchos tipos de berries
contienen un alto nivel de vitamina C (4cido ascérbico), tanto que a menudo solo un
pufiado de la fruta puede proporcionar la cantidad diaria recomendada (RDA). Dado que
esta vitamina tiene actividad antioxidante, actia como un cofactor en las reacciones de
hidroxilaciéon que se requieren para la sintesis de colagenos, tienen un papel en la sintesis
de hormonas, el sistema inmunoldgico, la absorcion de hierro, la agregacion de plaquetas,
la formacion de trombos y pueden tener un papel en la prevencién de enfermedades
cardiacas, osteoporosis y una variedad de cancer (12).

En el caso de Fragaria chiloensis, se hace muy dificil su obtencion y consumo, debido a la
limitada area geografica donde se cultiva y a su proceso acelerado de maduracion una vez

que el fruto es cosechado desde la planta, por lo mismo seria util saber que genes,
12



hormonas estan involucrados y como participan estos en las vias de sefializacion implicadas

en la maduracion de este fruto no climatérico.

3.4 Maduracion del fruto.

Los cambios fisioldgicos que sufre la frutilla se deben principalmente a cambios en la
expresion génica y a la actividad de ciertas enzimas. Los cambios mds importantes ocurren
en cuanto a su tamafio, forma, textura, color y sabor, lo que va de la mano del aumento de

la concentracion de solidos solubles y compuestos aromaticos

3.4.1 Acumulacion de azicares y produccion de flavonoides.

La frutilla es una de las frutas més populares y con mayor demanda a nivel mundial. La
calidad sensorial de la frutilla estd basada principalmente en su apariencia (tamafio, forma,
color, entre otros) y el balance apropiado de compuestos volatiles y no volatiles presentes
en el fruto; de estos ultimos los carbohidratos, aminoacidos y los acidos organicos son
considerados como los compuestos responsables del sabor. En el caso de los carbohidratos,
la glucosa, fructosa y sacarosa estan relacionados directamente con la percepcion del sabor
dulce y la glucosa da origen a diversos compuestos como los pertenecientes a la familia de
las furanonas que forman parte del aroma de la frutilla (13).

Durante la fase de maduracion de la frutilla, las concentraciones de fructosa, galactosa,
sacarosa, citrato y malato continian aumentando, lo que lleva a una mayor proporcion de

azucar / acido, que es un determinante importante del sabor de la fruta (14).

Los flavonoides son compuestos polifenoles importantes en la comunicacién entre la
planta y el medio ambiente, y desempefian un papel en respuesta al estrés bidtico y
abiotico. En flores y frutas, contribuyen a la apariencia de la planta y son importantes para
la fertilizacion mediante el polen, la atraccion de los animales para la polinizacion y la
dispersion de las semillas. Los compuestos polifenoles tienen una importante capacidad

antioxidante y efectos beneficiosos para la salud (15).
13



Las antocianinas son los pigmentos responsables del color del receptaculo de la frutilla. En
las frutillas comerciales se han identificado antocianinas glicosiladas derivadas de
pelargonidina y cianidina, con pelargonidina 3-glucésido como antocianina predominante.
Sin embargo, en el fruto de la frutilla nativa blanca, la principal antocianina encontrada
corresponde a la cianidina 3-O glucopiranosido, que estd presente solo en los aquenios (16).
La biosintesis de pigmentos de flavonoides estd determinada por la expresion de genes
estructurales, que estan regulados por factores de transcripcion involucrados en diferentes
niveles en la ruta biosintética de los compuestos flavonoides. La intrincada red de
interacciones entre los genes estructurales y reguladores de esta via permite una regulacion
precisa de la produccion de un metabolito en particular, en alguna etapa de desarrollo u

organo de la planta.(17)

3.4.2 Ablandamiento frutal.

Uno de los principales factores que limitan la vida de post cosecha y reducen la calidad de
una fruta es el exceso de ablandamiento. Estos cambios en la textura que ocurren durante la
maduracion de las frutas que comprenden: la disolucion de la ldmina media, reduccion de la
adhesion célula-célula y el debilitamiento de la pared celular son el resultado de la accion
de un sinnimero de enzimas modificadoras de la pared celular (18). Las modificaciones de
la pared celular que conllevan al ablandamiento de la fruta resultan principalmente de
enzimas modificadoras de la pared como poligalacturonasa, pectin metilesterasa, pectato
liasa y beta-galactosidasa, entre otras, generalmente codificadas por genes relacionados
con la maduracion (19). En frutilla los cambios de la pared celular asociados a su
ablandamiento durante la maduracidn estan principalmente asociados a la solubilizacién de

la pectina y despolimerizacion de las hemicelulosas (20)

14



3.5 Estructura de la pared celular.

La pared celular tiene como funciéon determinar la forma celular, otorgar estabilidad
mecanica, mantener unidas las células en un tejido, modular el crecimiento celular y
constituir una barrera frente al ataque de agentes patdogenos (21).

En cuanto a su estructura, esta tiene una arquitectura supramolecular, compuesta de varios
tipos de polimeros heterogéneos. En general todas las células estan rodeadas por una pared
celular primaria, sin embargo, algunos tipos celulares contienen también una pared
secundaria, como los xilemas (22).

La pared celular primaria, que es la que se halla en los frutos, posee un escaso o nulo
contenido de compuestos aromdticos (fundamentalmente lignina) y a diferencia de las
paredes secundarias, la pared primaria estd altamente hidratada (65% agua). Dicho
componente acuoso contiene solutos y proteinas solubles, de las cuales se destacan enzimas

(23), especificamente las que son capaces de degradar polisacaridos.

3.5.1 Componentes de la pared celular.

Celulosa: Es un polisacarido constituido de un continuo de disacaridos de glucosa
(celobiosa), posicionados en 180° uno respecto del otro, con enlaces B-1,4-glucopiranosil
no ramificados (24).

Se han descrito complejos enzimaticos, celulosa-sintasa, unidos a la membrana plasmatica,
responsables de la sintesis y ensamblaje de las microfibrillas. Estos complejos pueden ser
visualizados como rosetas hexaméricas de 26-30 nm de didmetro (25).

La celulosa tiene una sofisticada organizacion, siendo su estructura basica la fibrilla
elemental, las cual estd compuesta por unas 100 moléculas de celobiosa, a su vez 20 de esta
fibrillas elementales forman una microfibrilla. Por union de 250 microfibrillas se forma la
macrofibrilla, y por ultimo aproximadamente la unién de unas 6 macrofibrillas forman la

fibra de celulosa (Fig.2).

15



Fibra de celulosa

Pared celular
vegetal
Macrofibrilla

Microfibrilla

Cadenas de celulosa

Glucosa

Figura N°2: Estructura de la celulosa en la pared celular vegetal (26)

Hemicelulosas: Este grupo de moléculas estd compuesto por polisacaridos que se asocian
con las microfibrillas de celulosa para formar una matriz entrecruzada (27).

Son polisacaridos heterogéneos que presentan una cadena principal con ramificaciones
cortas. La composicion varia de un tipo de célula a otra y segtn la especie

(26). Asi es como existen tres clases principales de hemicelulosas: xiloglucanos, xilanos y
glucomananos.

A Xiloglucanos: Son cadenas de p-1,4-glucanos con ramificaciones de residuos de D-
xilosa, algunas de las cuales estan enlazadas a residuos de D-galactosa (Fig.2). Los
xiloglucanos se encontrarian estrechamente unidos a las microfibrillas de celulosa
mediante dos mecanismos: por multiples puentes de hidrégeno, y segundo, al ser
atrapado en el proceso de cristalizacion justo después de la sintesis de las fibrillas de

celulosa (28).

16
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B) Xilanos: Son polimeros cuya estructura esta formada por una cadena principal de D-
xilanos unidos por enlaces -1,4, los cuales presentan ramificaciones de acido o-D-

glucordnico y de o-L-arabinosa (Fig. 3).
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Figura N°4: Representacion estructural xilanos. Adaptado de Somerville y col., 2004

C) Glucomananos: Son moléculas que en su estructura van alternando mondmeros de

D-glucosa y D-manosa unidos por enlaces B-1,4, con algunas ramificaciones de D-
galactosa (Fig. 4).
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Figura N°5: Representacion estructural glucomanano. Elaboracion propia

Pectinas: Es un conjunto heterogéneo de polimeros altamente hidratados, que poseen en su
estructura numerosos monomeros de acido a-D-galacturonico (29). Estas estructuras en
conjunto con las hemicelulosas se agregan a las microfibrillas de celulosa, promoviendo la
hidratacion de la pared gracias a su alta capacidad hidrofilica. En general las pectinas son el
grupo de polisacaridos mas abundante en la pared celular de los frutos, llegando a
conformar en algunos casos la mitad de todo el contenido polimérico de la pared (23). Se
han reconocido al menos tres tipos de polisacaridos en este grupo: homogalacturonano,

ramnogalacturonano I y ramnogalacturonano II.

A) Homogalacturonanos: Es el polimero més abundante de las pectinas, llegando a
alcanzar incluso un 65% del total de pectinas en frutos citricos (30). Son cadenas
lineales de acido galacturdnico unidas por un enlace o-1,4, formando las partes
“lisas” de las pectinas de las paredes celulares (31). Pueden presentar metil-
esterificacion en C-6 y eventualmente grupos acetilo en C-2 o C-3. Serian
sintetizados con un alto porcentaje de grupos carboxilos esterificados, esto sirve

para disminuir la repulsién entre polimeros (29).

18



o o N4 2

(14 AGal -elna)- AGal (14 AGal -elna)- AGal -w14)- AGal -a(L4- AGal -e4- AGal -«(14)- AGal -«l(na)

AGal <>

Acido a-D-galacturdnico Metil-esterificacion

Figura N°6: Representacion estructural homogalacturonanos. Adaptado de Somerville y cols., 2004

B) Ramnogalacturonano I: Constituye aproximadamente entre el 20-35% de las
pectinas y su estructura esta constituida por repeticiones de un disacarido de Acido
galacturénico y ramnosa con enlaces de tipo a-1,4 y a-1,2, donde mas o menos la

mitad de los residuos de ramnosa son sustituidos en C-4 con cadenas laterales que

contienen principalmente arabinosa y galactosa.
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Figura N°7: Representacion estructural ramnogalacturonano I. Adaptado de Somerville y
cols., 2004
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C) Ramnogalacturonano II: estos polisacaridos poseen una cadena principal de al
menos siete residuos de acido galacturénico unidos por enlaces a-1,4, y se
caracterizan por tener una estructura muy ramificada. Las cadenas laterales
generalmente pueden ser de nona, octa o disacaridos, y estos residuos pueden ser

D-apiosa, L-fucosa, L-ramnosa, y acido deoxo-D-lixo-heptuldsico entre otros (21).

3.5.2 Enzimas involucradas en el desensamblaje de la pared celular.

El desensamblaje de la pared celular durante la maduracion de la fruta estd mediado por
genes que codifican para enzimas y proteinas capaces de modificar los diferentes
polisacaridos, especialmente glicanos y pectinas. Estas enzimas generalmente se clasifican
en pectoliticas, capaces de degradar o modificar polisacaridos de pectina, y no pectoliticas
responsables de las modificaciones de hemicelulosas (32).

Las pectinasas, como la poligalacturonasa (PG), han recibido una considerable atencion
debido a su relacion directa con la maduracion y reduccion de la firmeza de la frutilla. Se
ha demostrado en F. x ananassa el incremento en la acumulacion de transcritos de PG
durante el desarrollo frutal y su directa relacion con la reduccion de firmeza (33).

Otra enzima importante es la pectato liasa que actiia sobre el mismo sustrato que la PG,
pero utiliza un mecanismo de accion diferente. La catalisis se produce por una beta-
eliminacion la que genera una insaturacion en los enlaces C4-C5 (34).

Las expansinas son otro grupo de proteinas involucradas en el ablandamiento. Su funcién
seria la de interrumpir las interacciones de puentes de hidrdégeno existentes entre la celulosa
y los glucanos no celulodsicos, permitiendo la relajacion de la estructura de la pared vegetal.
Ademas de este efecto directo sobre la estructura de la pared se ha propuesto que la accion
de las expansinas facilitaria el acceso de otras enzimas presentes a sus sustratos,

contribuyendo de este modo al desmantelamiento de la pared celular (35).
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3.6 Hormonas relacionadas con la maduracion de las frutas.

Como se menciond anteriormente, la frutilla al ser un fruto no-climatérico no requiere de
etileno para madurar y no presenta el aumento en la tasa respiratoria durante su
maduracion. Por lo mismo se han propuesto otras hormonas reguladoras como la auxina y
el acido abscisico (ABA).

Las auxinas son un grupo de moléculas reguladoras del crecimiento que originalmente se
relacionaron al crecimiento celular en brotes y su alargamiento en el eje longitudinal ¢®. Si
bien los niveles de las auxinas son elevadas durante el desarrollo, al comenzar y avanzar la
maduracion éstos descienden. En el caso de F. x ananassa, esta fruta ha sido muy estudiada
como modelo de fruta no-climatérica, su perfil hormonal indica una disminucion gradual en
los niveles de auxina en etapas tardias del crecimiento, lo que estd relacionado con el
comienzo de la maduracion (37).

Otra hormona muy importante es el acido abscisico (ABA). Se ha registrado un aumento en
el contenido de ABA durante la maduracion tanto de fruto climatéricos (peras, paltas,
tomates y duraznos) como en frutos no-climatéricos (uvas y frutillas) (38). En
investigaciones mas recientes, se han tratado frutos con ABA provocando un aumento de
ciertas caracteristicas asociadas a la maduracién como: desarrollo de color por aumento de

antocianinas y pérdida de la firmeza del fruto (39).

3.7 Factores de transcripcion relacionados con la maduracion.

Todos los genes que codifican para proteinas, son transcritos por la RNA polimerasa II
(RNAPII), que en realidad es un complejo multiproteico llamado holoenzima RNAPII. La
tasa de transcripcion depende principalmente de la tasa de inicio de la transcripcion, la cual
esta dada por la uniéon del RNAPII al sitio de iniciacion. Esta unién a su vez depende de la
actividad combinada de factores de transcripcion que se unen a regiones cercanas al inicio
de la transcripcion, normalmente hacia el 5° del inicio de la transcripcion, pero también se
pueden ubicar en un ex6n al interior del mismo gen o a distancias relativamente lejanas del

gen.
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La union de los factores de transcripcion al DNA provoca una apertura de la cromatina y
reclutamiento de otros factores de transcripcion llamados co-activadores. Estos tltimos
actian acetilando histonas y desmetilando citosinas del DNA. Por lo tanto, el estado
transcripcional de cada gen viene regulado por el conjunto de factores de transcripcion y
proteinas que modifican el estado de compactacion de la cromatina (40).

En términos generales, existen dos tipos de factores de transcripcion: factores de
transcripcion basales y regulatorios. Los primeros pertenecen a un conjunto minimo de
proteinas requeridas para la iniciacion de la transcripcion, las cuales junto a la RNAPII
forman el aparato transcripcional basico. Los factores de transcripcion regulatorios se unen
de manera proximal o distal del aparato transcripcional basal y pueden actuar como factores

constitutivos o inducibles (41).

En cuanto a los factores de transcripcion que encontramos en plantas, estos se distribuyen
en familias de multigenes, los cuales pueden estar dispersos en el genoma o encontrase en
un mismo cromosoma. Tanto los genes que se expresan de forma constitutiva como los que
responden a ciertos estimulos dependen de la interaccion de un factor de transcripcion con
un elemento en Cis, acompanado o no de otros factores de transcripcion.

Algunas familias de factores de transcripcion son clasificadas segtn el tipo de dominio que

presentan (Tabla N°1) (42).
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Tabla N°1: Clasificacion de los factores de transcripcion en plantas seglin sus dominios

conservados.

Tipo de dominio

Estructura

Dedos de Zinc Motivos en dedo, cada uno mantenido por residuos de cisteina y/o
histidina alrededor de un ion de zinc

bZ1P Una region basica con uno a tres motivos en cremallera ricos en leucina

MYB Una region bésica con una a tres repeticiones imperfectas formando
una hélice-hélice-vuelta-hélice

Trihélice Motivo rico en residuos basicos, acidos y prolina/glutamina el cual
forma un dominio trihélice de uniéon a ADN

Homeodominio  Aproximadamente 60 residuos aminodcidicos que generan entre tres a
cuatro a-hélices y un brazo N-terminal

MYC b/HLH Un “cluster” de residuos aminoécidicos bésicos adyacentes a un motivo
hélice-giro-hélice.

MADS Aproximadamente 57 aminodcidos que comprenden una larga a-hélice

Motivo garfio-
AT

y dos B-plegadas.
Una secuencia central de consenso R(G/P)RGRP, con la region RGR
contactando el surco menor de ADN rico en A/T.

Caja HMG Dominio en forma de L que consiste en tres a-hélice con un éngulo de
80° entre los brazos

AP2/EREBP Region de 68 aminoacidos con un dominio conservado que constituye
una o-hélice anfipatica putativa

B3 Una secuencia conservada de 120 aminoécidos en el extremo C-
terminal de VP1 y ABI3

ARF Una region de 350 aminoécidos similar a B3 en la secuencia

Andlisis transcripcionales de frutilla mediante técnicas moleculares como

“microarrays” han encontrado genes relacionados con la maduracion, involucrados en la
biosintesis de antocianinas, degradacion de la pared celular, sacarosa y metabolismo de
lipidos, fosfatasas y factores de transcripcion (43).

En las plantas, los genes homeoticos estan representados por una clase de factores de
transcripcion llamados genes MADS-box. Estos genes son el grupo de factores de

transcripcion mas estudiados en plantas (44).
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3.7.1 Factor de transcripcion tipo MADS-box.

El motivo de la caja MADS es una region de 56 aminoacidos conservada que se encuentra
dentro del dominio de union al ADN de numerosos factores de transcripcion eucaridticos.
El nombre en si se deriva de las iniciales de los miembros fundadores de esta familia:
MCMI, AG, DEFA y SRF. En la mayoria de las proteinas MADS-box, la caja MADS se
encuentra en el extremo N-terminal (por ejemplo, RSRFC4MEF2). Sin embargo, en otras
proteinas, la caja MADS esta ubicada mas centralmente (por ejemplo, SFW) o hacia el
extremo C-terminal (por ejemplo, ARGRI). Al menos en el caso de SRF (factor de
respuesta del suero), la presencia de una extension N-terminal a la caja MADS tiene
profundas consecuencias para su especificidad de union al ADN (45).

Existen dos linajes de proteinas MADS. Las proteinas MADS de clase I son un grupo
heterogéneo grande que comparte solo el dominio MADS ("M"). Las proteinas de Clase II,
o las proteinas MADS de tipo MIKC incluyen las proteinas homedticas florales bien
caracterizadas y contienen los dominios "M", "I" (Intervencion), "K" (Keratin-like) y una
region C-terminal variable. El dominio K es importante para la homo y heterodimerizacion
y la formacion de complejos de orden superior (46). Los factores de transcripcion MADS-
box reconocen especificamente secuencias de ADN llamadas cajas CArG que se
encuentran en las secuencias promotoras de los genes blanco (47), esto es de mucha
utilidad al momento de buscar genes putativos para este tipo de factor de transcripcion en

nuevos organismos como Fragaria chiloensis.

Linaje en plantas

Tipo 1 MADS SRF-like
LA MADS MEF2-like |

Figura N°8: Esquema de la clasificacion estructural de los genes MADS-box en plantas. El dominio
MADS en morado, se encuentra altamente conservado. Los MADS-box de tipo II poseen otros
dominios como el I de intervencion, K o Keratin-like y C o C-terminal.




3.7.2 Factores de transcripcion tipo MADS-box en frutillas.

En frutillas los genes FaMYB1 y FaMYB10 codifican dos factores de transcripcion de tipo
MYB, ambos relacionados con la acumulacién de antocianinas durante la maduracion (48).
Recientemente se identific otro factor de transcripcion de la familia MYB, FaGAMYB,
que desempefia un importante papel regulador en el inicio de la maduracion del receptaculo
(49).

Por otra parte se ha demostrado que silenciando un gen de la clase SEP1/2 (factor de
transcripcion MADS-box) en plantas transgénicas, el cual es expresado durante la
maduracion normal de ésta, se retrasa el desarrollo y modifica este importante proceso (50).
En el caso de Fragaria chiloensis se han identificado dos genes MADS-box (FcMADSI y
FcMADS2). FEeMADS1 muestra un incremento en la expresion durante las etapas de
cambio de color y maduracion de la fruta, mientras que FCMADS?2 aumenta solo durante la
fase de maduracion (51). Esto podria indicar que los factores de transcripcion de la familia
MADS-box podria estar participando en la regulacion transcripcional de los genes de la

pared celular durante la maduracion de la frutilla.

3.7.3 MADS-box de tipo SHATTERPROOF (SHP).

Los factores de transcripcion MADS de tipo II contienen una secuencia conservada N-
terminal denominada MADS (MADS: MCM1-AGAMOUS-DEFICIENS-SRF) encargada
de interactuar con secuencias de DNA especificas (cajas CArG), seguida de una region [ y
una caja K, ambos de los cuales estan involucrados en la mediacion de las interacciones
proteina-proteina, y el dominio C-terminal que se ha demostrado que es esencial para la

formacion de complejos ternarios y la funcion activadora de la transcripcion (52).

SHP1 y SHP2 pertenecen a la familia de MADS-box eucariotas de reguladores
transcripcionales que se han diversificado mucho en plantas, particularmente en
angiospermas, donde funcionan en una diversidad de eventos de desarrollo a lo largo del

ciclo de vida de la planta (46).
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En Arabidopsis SHP1 y SHP2 son dos genes MADS-box estrechamente relacionados y
altamente redundantes que participan en varios aspectos del desarrollo reproductivo. Son
mas conocidos por promover la lignificacion en la zona de dehiscencia, causando asi la
rotura de la vaina en la madurez.

Mientras que los mutantes a un solo SHP presentan el mismo fenotipo que las plantas de
tipo salvaje, los dobles mutantes a SHP1 y SHP2 no pueden llevar a cabo la dehiscencia, y
las plantas que sobreexpresan estos dos genes presentan una apertura prematura de los
frutos (53).

Recientemente se ha mostrado un papel en el desarrollo y maduracion de la fruta para los
genes que pertenecen al subgrupo PLENA / SHATTERPROOF en frutos climatéricos
como duraznos y tomates. El papel desempefiado por un gen de la caja MADS de tipo C en
la maduracion de las frutillas (Fragaria x ananassa) se ha estudiado modificando de forma
transitoria la expresion génica mediante la sobreexpresion o la regulacion mediada por
ARN de interferencia. La expresion alterada de un gen nombrado FaSHP caus6 un cambio
en el tiempo necesario para alcanzar la etapa rosa, que fue ligeramente mas corta y mucho
mas larga, respectivamente. Paralelamente a los tiempos de maduracion modificados, los
componentes metabolomicos y la expresion de genes relacionados con la maduracion

también aparecieron diferentes en las frutas modificadas transitoriamente (54).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Estudiar los niveles de expresion de un factor de transcripcion MADS-box de tipo
SHATTERPROOF (Fc1185) de Fragaria chiloensis en distintos tejidos y estadios de
maduracion del fruto.

4.2 Objetivos especificos:

Medir el perfil de expresion de este factor de transcripcion a lo largo de los diferentes
estadios de maduracion del fruto de Fragaria chiloensis

Analizar y correlacionar los niveles de expresion de este factor de transcripcion con otros
MADS-box ya descritos en la literatura de tipo SEPALLATA.

Caracterizar filogenéticamente a este factor de transcripcion, evaluando sus dominios
conservados buscando parentesco evolutivo con otros SHATTERPROOF.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de material vegetal.

Se cosecho frutos de F. chiloensis en diferentes etapas de su desarrollo y maduracion,
obtenidas desde plantas que crecen en campos comerciales en las ciudades de Contulmo y
Purén, durante los meses de Diciembre-Enero de cada afio. La fruta se clasificd en cuatro
estadios de maduracion, de acuerdo al peso y color del receptaculo: C1, fruto pequeiio de
color verde; C2, fruto grande con receptaculo verde, C3 fruta en transicion con aquenios de
color rojo y receptaculo blanco; y C4, fruta grande madura, con aquenios de color rojo y

receptaculo blanco/rosado.

5.2 Extraccion de RNA desde frutos de Fragaria chiloensis.

El RNA total se extrajo mediante el método del CTAB (55) desde muestras de fruto
completas (incluyendo recepticulo y aquenios), de cada uno de los diferentes estadios de
maduracion. Desde cada estadio se prepararon 3 extracciones de RNA independientes (3
réplicas biologicas). Se midi6 la concentracion y pureza del RNA mediante

espectrofotometria con el equipo Nanodrop (ND-1000).

A 0,2 g de tejido pulverizado y congelado en nitrégeno liquido se le agregd 1 ml de buffer
de extraccion (100 mM Tris (pH 8), 25 mM EDTA, 2 M de NaCl, 2% CTAB (bromuro de
cetil trimetil amonio), 2 % PVP (polivinilpirrolidona), 0,4% B-mercaptoetanol, y 0,04 %
espermidina). Luego de incubar a 65°C por 15 min, se le agregdé 1 ml de cloroformo:
alcohol isoamilico (IAA) (24:1). Luego de centrifugar a 13.000 rpm por 15 min a 4°C, se
rescatd el sobrenadante, al cual se le agregd igual volumen de cloroformo:IAA (24:1). Se
volvid a centrifugar y el sobrenadante obtenido se mezclé con LiCl 10 M en relacion 1:4.
Luego de incubar por 12 h a 4°C, se volvio a centrifugar. El precipitado obtenido se
resuspendié en 500 ul de buffer SSTE (10 mM Tris (pH 8),1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5%
SDS (dodecilsulfato sddico). Se volvid a extraer con 1 vol de cloroformo:IAA (24:1), se

centrifugo y el sobrenadante obtenido se precipitdé con 2,5 volumenes de etanol absoluto a -
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80° C por 45 min. Luego de centrifugar, el precipitado se seco y se resuspendid en 30 ul de

agua tratada con DEPC 1%.

5.3 Sintesis de cDNA

Inicialmente a las muestras de RNA se les realizd tratamiento con DNAsa y posterior
comprobacion de la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5 %.
Para la sintesis de cDNA se siguid el siguiente protocolo donde se utilizd6 una
concentracion inicial de 500 ng de acido nucleico por cada una de las muestras, se llevé a 4
ul con agua y se agreg6 1 ul de oligo dT; se incubo a 70°C por 5 minutos y luego a 4°C por
5 minutos; posteriormente se agrego 15 pl de un mix de reaccion que contenia lo siguiente:
7 ul de agua libre de nucleasa; 4 pl buffer de reaccion; 2 pl de MgClz (25mM); 1 pl de
dNTPs y 1 pl de la enzima GoScript™ Transcriptasa Reversa, se incubd siguiendo el
siguiente protocolo: a 25 © C por 5 minutos, 42°C por 1 hora y a 70°C por 15 minutos,

almacenando el cDNA a -20°C hasta su utilizacion.

5.4 Analisis de expresion de los factores de transcripcion de tipo MADS-box (MADSI1,
MADS2 v Fc1185) mediante PCR en tiempo real (QqPCR)

Los niveles de expresion de genes correspondientes a los factores de transcripcion de tipo
MADS-BOX, en estudio (anotado como Fc1185) se cuantificaron mediante analisis con
RTqPCR. Para esto se utilizé el kit Improm-II™ Reverse Transcription System para la
sintesis de cDNA a partir de las muestras de RNAm. Las reacciones de qPCR se llevaron a
cabo utilizando 20 pl Brilliant® II SYBR® Green QPCR Master Mix, con 5 uM de cada
primer. La especificidad de los productos de amplificacion obtenidos fue confirmada
registrando las curvas de melting de los productos de PCR. Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: una incubacidn inicial a 95°C por 10 minutos para activar la enzima,
seguida del siguiente ciclo 40 veces; 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72 °C
por 30 segundos.
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5.5 Analisis filogenético.

Se construyd un arbol filogenético con el alineamiento de la secuencia del factor de
transcripcion Fcl1185 con otros 16 genes, correspondientes a factores de transcripcion de
tipo MADS-box de F. chiloensis, F. ananassa y F. vesca, utilizando el programa MEGA
10.
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6. RESULTADOS

6.1 Sintesis de cDNA

Se realizd extraccion de ARN desde frutos en diferentes estadios de maduracion,
considerando tres replicas bioldgicas para cada uno. Las concentraciones y pureza
obtenidas se observan en la Tabla N°2. Todas las muestras tienen una concentracion
superior a los 340 ng/ul, lo cual es suficiente para realizar los pasos posteriores. En cuanto a
la pureza de las muestras, estas se encuentran dentro del rango 6ptimo que seria entre 1,8-

2,4 para cada una de las lecturas (260/280 y 260/230).

Tabla N°2: Cuantificacion de ARN total extraido desde frutos de Fragaria chiloensis

Estadio 260/280 260/230 ng/ul
Cll 2,26 2,24 1052,8
c11a 2,06 2,37 704,2
C111I 1,98 2,07 560,1
C21 2,11 2,17 402,8
c21a 2,17 2,28 344,5
C2 111 2,18 2,3 368,7
C31 2,1 2,28 328,7
Cil 2,15 2,3 558.,6
C311 2,12 2,17 405,5
C41 2,11 2,16 478.,4
C411 2,13 2,2 410,2
C4 111 2,15 2,11 398,4

La extraccion de ARN se realizo6 mediante el método CTAB (55) y la cuantificacion se
efectud mediante el equipo Nanodrop (ND-1000). La extraccion se realizé a partir de 0,2 g

de fruta con 1 ml de buffer de extraccion.
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Mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 9) se pudo comprobar la buena
calidad de las muestras de ARN, pues éstas presentan las bandas correspondientes a la
subunidad mayor (28S) y menor (18S) de ARN ribosomal en una relacion 2:1, lo cual es
indicativo de una buena calidad e integridad del ARN, no observandose degradacion de

éste.
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Figura N°9: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de ARN total de muestras de
Fragaria chiloensis. Aqui mediante electroforesis en gel de agarosa se observan las bandas
correspondientes a las subunidades mayor y menor de ARN, 28S y 18S

correspondientemente, su integridad y relacion 2:1

Las muestras de ARN total fueron tratadas con DNAsa para eliminar la posible
contaminacion con ADN, que podria interferir en los pasos posteriores de sintesis de cDNA
y de qPCR. Posteriormente, nuevamente se verifico la pureza de las muestras, como se

aprecia en la Tabla N°3.
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Tabla N°3: Cuantificaciéon de ARN extraido desde frutos de Fragaria chiloensis y tratados

con DNasa

Estadio 260/280 260/230 ng/nl
Cll 2,13 2,31 659,1
Cc11a 2,16 2,35 515
Cl1I1 2,11 2,2 435,8
C21 1,97 1,8 146,6
C211 1,9 1,84 2253
C211I 2,11 2,3 350,1
C31 2,14 1,85 239
C31l 2,1 1,82 615,2
C31I 2,06 1,9 356.,4
C41 1,96 1,81 333
C411 2,03 1,97 351,1
C4 111 2,01 1,83 220,4

Concentracion de ARN luego del tratamiento con DNAsa. La cuantificacion se efectuo

mediante el equipo Nanodrop (ND-1000)

Nuevamente se verifico la integridad del ARN de las muestras tratadas con DNAsa ya que

ésta podria eventualmente degradar también el ARN. Como se observa en la figura N°10

las bandas correspondientes a las subunidades mayor y menor de ARN, 28S y 18S, se

encuentran integras, sin signos de multiples bandas de degradacioén y con una relacion 2:1

en todas las muestras analizadas.
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Figura N°10: Electroforesis para verificar la integridad del ARN extraido y tratado con con

DNAsa.

Se realiz6 una PCR convencional utilizando como templado las muestras tratadas con
DNAsa y un partidor de GAPDH, para verificar la correcta degradacion del ADN de las
muestras. Como es apreciable en la figura 11 hubo amplificacion en el control positivo C
(+), mientras que en el control negativo C (-) ni en ninguna de las muestras de ARN ocurrid
la amplificacion de GAPDH, confirmando asi la ausencia de moléculas de ADN en la

muestra.

Cll cinm cim €2l cznczam €31 C3I C31 c4l can cam () (+) M.P.M

— 100 pb

Figura N°11: Electroforesis en gel agarosa de un PCR para GAPDH de las muestras
tratadas con DNAsa. Indicado con la flecha la amplificacion de GAPDH del control (+).
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A partir de las muestras de ARN libres de ADN se sintetizd6 su cDNA utilizando la

metodologia descrita en materiales y métodos. Para comprobar el cDNA se realizé un PCR

convencional utilizando el cDNA como templado y un partidor de GAPDH. En la figura 12

se observa la amplificacion de una banda de alrededor de 200 pb tanto en el control positivo

como en todas las muestras de fruto. No se observa amplificacion en el control negativo

como era de esperarse.

ClLl C11l €1 C21 €211 C21l ¢31 €31 C3Il C4l can CAll () (+) M.P.M

Figura N°12: Electroforesis en gel de agarosa de un PCR para GAPDH utilizando las

muestras de cDNA. Se observan diferencias en la intensidad de las bandas, pero esto se

corrigié ya que cuando se realizaron los andlisis se ajustaron las concentraciones.

35



6.2 Analisis de expresion génica relativa del tipo MADS-box durante el desarrollo del

fruto de Fragaria chiloensis.

Se realizé mediante RTqPCR, utilizando los partidores y eficiencias que se observan en la

tabla N°4, todos ellos estandarizados.

Tabla N°4: Partidores utilizados y su eficiencia.

Gen Partidor Forward 5’—»3’ Partidor Reverse 5'—»3’ Eficiencia
Fc1185 \ GCAATGCTAGAAGGCAATCTGGTGA  GGAATGATGGATCGACTTCATGCG 2,04
MADS1 \ TGAGCAAAACAAAACGATCATCC ACAGACCAGGTAAACTCCGTTC 1,90
MADS2 \ CAAGCAACTGTGTATGGTGAAAAG  TAATCTCAACACTCACAAACGAACC 1,86
GAPDH ‘ TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG GACAGCCTTTCCAAGACGGACGA 1,92

Se trabajé con  dos tipos de factores de transcripcion de tipo MADS-box,
SHATTERPROOF correspondientes al gen Fc1185 y SEPALLATA correspondientes a los
genes MADS1 y MADS2.

El objetivo de este andlisis es determinar el perfil de expresion de Fcl1185 el cual es un
factor de transcripcion de tipo SHATTERPROOF principalmente, que como se ha
observado en otros frutos, deberian acumularse sus transcritos a medida que avanzan los
estados de maduracion del fruto.

A modo de comparacion también se determiné el perfil de expresion de dos factores de
transcripcion MADS-box de tipo SEPALLATA, llamados MADS 1 y MADS?2, los cuales
se ha visto que tienen perfiles de expresion similares a los de tipo SHATERPROOF.

En la figura 13A se pueden apreciar los niveles de expresion del gen MADS-box de tipo
SHATTERPROOF, especificamente Fc1185, donde se evidencia que ocurre un aumento de
la acumulacion de los transcritos, con un maximo estadisticamente significativo de
acumulacion en el estadio C3, permaneciendo elevado en estadio C4. En este andlisis se
utiliz6 como control los niveles del estadio C1 asignando valor relativo igual a 1.

En contraste tenemos que en la figura 13B se aprecia los niveles de transcrito de Fc1185 en

diferentes tejidos de Fragaria chiloensis como lo son hoja (L), estolon (RU), raiz (R) y
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tallo (SH), donde los niveles de transcritos de este factor de transcripcion son muy bajos, en
comparacion con el estadio C1.

Por otro lado, los niveles de MADS 1 y MADS2, figura 13C y 13D respectivamente, como
era de esperarse para estos tipos de factores de transcripcion, sus niveles de transcrito se
encuentran significativamente elevados en los estadios C3 y C4 para MADSI y en los
estadios C2 y C3 para MADS2. Cabe destacar que al igual que con Fc1185 se produce un
incremento de estos transcritos a medida que avanza la maduracion del fruto, alcanzado su
maximo nivel en estadio C3.

En la figura 14E y 14F se muestra la comparacion de transcritos entre Fc1185 y MADSI, y
Fc1185 y MADS2 respectivamente, donde se observa que no hay diferencia significativa en
ninguno de los estadios, es decir, los niveles de transcritos aumentan de manera similar en
cada uno de los diferentes estadios de maduracion. Esto indica que ambos factores de
transcripcion MADS-box, los de tipo SEPALLATA y SHATERPROOF presentan perfiles

transcripcionales similares.
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Figura N°13: Aqui se observan los diferentes niveles de transcritos de tres factores de
transcripcion. (A) Aqui se aprecian los niveles de transcritos de Fcl185 en distintos
estadios de desarrollo y maduracion de frutos de F. chiloensis. (B) Comparacion de los
niveles de transcritos de Fc1185 tanto en frutos como en diferentes tejidos, hoja (L), estolon
(RU), raiz (R) y tallo (SH). (C) y (D) corresponde a los niveles de trascritos de los factores
de transcripcion MADS1 Y MADS2 respectivamente, en distintos estadios de desarrollo y

maduracion de frutos de F. chiloensis.
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Figura N°14: Graficos E y F muestran la comparacion en los niveles de transcritos de
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Fc1185, MADS1 y MADS?2, para cada uno de los estadios de desarrollo y maduracion de
frutos de F. chiloensis. En el grafico E se aprecia que no hay diferencia significativa en la
expresion relativa de ambos genes, comparando cada uno de los estadios por separado entre
si y que estos dos aumentan en la misma proporcion, tanto Fc1185 y MADSI, lo mismo
ocurre cuando comparamos en el grafico F Fcl185 y MADS2, no hay diferencia

significativa en sus niveles de transcritos.
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6.3 Arbol filogenético de Fc1185

En la confeccion del arbol filogenético se utilizaron las secuencias de genes de Fragaria
chiloensis, Fragaria x ananassa y Fragaria vesca, ya que aun no estan caracterizados todos
los factores de transcripcion de tipo MADS-box en F.chiloensis. En color verde se pueden
apreciar los genes MADS1 y MADS2 de F.chiloensis los cuales pertenecen al grupo E o
SEPALLATA (SEP) como era de esperarse por su homologia con MADS1 de F .x
ananassa. En color rojo se observa el gen Fc1185 de F.chiloensis junto al SHP de F. x
ananassa, ambos en el grupo AG de factores de transcripcion MADS-box, subgrupo
SHATERPROOF.

{ Fragaria vesca subsp. vesca SEP 1
Fragaria x ananassa MADS-RIN-like

Fragaria x ananassa MADS1

Fragaria vesca subsp. vesca CMB1 — SEP

Fragaria chiloensis MADS2

Fragaria chiloensis MADS1

Fragaria x ananassa AP1 SR

Fragaria vesca SOC1

Fragaria vesca subsp. vesca AGL14

Fragaria vesca subsp. vesca AGL12

Fragaria vesca subsp. vesca AGL11 — AG

Fragaria x ananassa Stag1

Fragaria x ananassa SHATTERPROOF-like (SHP
L (SHP)

L Fragaria chiloensis Fc1185 (SHP) —

Fragaria vesca subsp. vesca AGL1S

| Fragaria vesca subsp. vesca AGL24

Fragaria x ananassa SVP1

020

Figura N°15: Arbol filogenético de factores de transcripcion de tipo MADS-box
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7. DISCUSION

Los factores de trascripcion de tipo MADS-box pueden ser encontrados en todos los
eucariotas estudiados hasta la fecha, incluyendo plantas, animales y hongos, pero hace
tiempo es conocido el efecto de estos factores de transcripcion en plantas donde se
reconoce un patrdn que se repite en cuanto a la estructura de estos factores de transcripcion.
Es asi que presentan una estructura de tipo MIKC, el dominio M representa el dominio de
uniéon al ADN, mientras que I es un intermediario y K es un dominio similar a la queratina
y esta involucrado en las interacciones proteina-proteina, al igual que el dominio C terminal
en ciertas proteinas MADS-box (56). En cuanto a la funcionalidad que presentan en las
plantas estos factores de transcripcion es amplio, abarcando desde el desarrollo del saco
embrionario, polen, raices, flores y frutos. Volviendo con la estructura de estos factores de
transcripcion, cabe decir que el dominio M es comun a todos, pero en plantas florales
evolucion6 para tener otro dominio importante, siendo el dominio K el que le permitiria a
estas proteinas formar dimeros y tetrdmeros con otros MADS-box llegando a formar
heterotetrameros que pueden unirse no solo a un sitio del DNA sino que a dos formando un
loop en el DNA, necesario para el desarrollo de algunas flores (57). Basicamente cuando
hablamos de la estructura de estos factores de transcripcion, estos poseen una zona que se
une al DNA (N-terminal) y otra que se une a otras proteinas (C-terminal), esta organizacion
permite la formacion de multiples dimeros y tetrdmeros con diferente especificidad de
uniéon al DNA a partir de un nimero limitado de genes que codifican para esos factores de

transcripcion.

Los factores de transcripcion de tipo MADS-box se expresan en una variedad de especies
que incluyen tomate, platano, manzana, uva y frutilla, es decir tanto en frutos climatéricos
como no-climatéricos.

En el caso de la frutilla, especificamente en su proceso de maduracion, el cual conlleva
varios cambios en sabor, color y ablandamiento, estos factores de transcripcion estan

involucrados en la expresion o silenciamiento de multiples enzimas como lo son alcohol
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aciltransferasas encargadas de producir compuestos que le daran el sabor caracteristico,
antocianidin sintasas y reductasas que participaran en la generacion de compuestos que le
entregaran color a la fruta y enzimas relacionas con el ablandamiento de la pared celular
como pectato liasas y poligalacturonidasas (27).

A pesar de que se sabe que la relacion entre acido abscisico/auxinas en frutillas, dos
hormonas que determinan el paso o cambio del desarrollo del fruto, son de vital
importancia para su maduracion, se desconoce en gran medida la red metabdlica en la que
estan involucradas. Algunos factores de transcripcion, la mayoria pertenecientes a la
familia MADS-box han sido identificados estructural y funcionalmente con el desarrollo de
los frutos (58).

Hay multiples estudios que hablan de la accion de estos factores de transcripcion en el
desarrollo floral de las plantas, y la frutilla no es la excepcion.

El gen FaSOCI se encuentra altamente expresado en los 6érganos reproductores, incluyendo
apices, capullos florales, flores, estambres y sépalos. Su sobreexpresion en Arabidopsis
causa floracion temprana y la sobrerregulacion de genes de floracion como LFY y AP1 (59)
En cuanto al desarrollo del fruto a grandes rasgos hay multiples estudios en Fragaria x
ananassa que relacionan a estos factores de transcripcion con uno o varios procesos de la
maduracion de la frutilla, como por ejemplo FaMYBI1 el cual al ser sobreexpresado
produce una dramatica disminucion en los niveles de antocianinas y flavonoides,
encargados de darle la coloracion a los frutos, no asi con los niveles de fenilpropanoles y el
metabolismo de la lignina, los cuales se mantuvieron iguales a los frutos control (60). Es
decir, solo afectd la coloracion pero no el desarrollo del aroma y el ablandamiento de la
frutilla.

En contraste tenemos otro factor de transcripcion como lo es FaGAMYB, el cual esta
involucrado en varios aspectos del desarrollo del receptaculo. De hecho, el silenciamiento
parcial y total de este gen afecto en gran medida la expresion de otros 2624 genes, de los
cuales 109 eran otros factores de transcripcion. La expresion de genes responsables de
cambios metabdlicos como la acumulacion de antocianinas y azucares, produccion de
compuestos volatiles, y de enzimas de degradacion de la pared se vieron afectadas por su

silenciamiento mediante RNA1 (49).
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En el caso de Fragaria chiloensis dos factores de transcripcion de tipo MADS-box han sido
identificados FEMADS1 y FcMADS2, ambos muestran un incremento en la expresion de
los transcritos durante etapas iniciales del desarrollo del fruto y durante el proceso de
maduracion del fruto propiamente tal, ademds de ser expresados en mayor medida en las
flores de la planta. Este aumento de los niveles de transcrito evidencia el posible rol de
estos factores de transcripcion en el desarrollo, maduracion y desarrollo del 6rgano floral de

la frutilla chilena (51).

Asi es como mediante la identificacion de un nuevo putativo factor de transcripcion de tipo
MADS-box en Fragaria chileonsis, se genero6 la secuencia completa de éste mediante la
técnica de RACE, donde los productos del PCR obtenidos fueron amplificados, clonados y
secuenciados. Finalmente estas secuencias fueron alineadas para asi obtener la secuencia
completa del cDNA correspondiente a este nuevo factor de transcripcion.

Este nuevo factor de transcripcion de la familia MADS-box, llamado Fc1185, a diferencia
de los anteriores que eran del tipo SEPALLATA (FcMADS1 y FEMADS?2) es del tipo
SHATERPROOF.

Como se mostré (figura 13 A), este factor de transcripcion ve significativamente aumentada
sus niveles de transcritos, con el avance del desarrollo y maduracion, existiendo una mayor
acumulacion en el estadio C3. Esto concuerda con las investigaciones en tomate para
TAGLI, un factor de transcripcion MADS-box del tipo SHP el cual ve aumentados sus
niveles de transcrito durante la maduracion del tomate. El silenciamiento mediante RNAi
de este gen se provoca la disminucidn en la biosintesis de carotenoides y por consiguiente,
reduccion en la acumulacion de carotenoides y el color rojo caracteristico de los tomates
(61, 62). Lo mismo ocurre con MaMADSS, el gen ortélogo encontrado en banana, el cual
ve aumentado sus niveles de transcritos tanto en la flor como en el fruto durante la
maduracion (63). Otro ejemplo seria el gen PpPLE de duraznos el cual pertenece al
subgrupo PLENA, y que comparte linaje con los de tipo SHATERPROOF, donde se
produce el mismo incremento transcripcional tanto en flores como en el fruto. En este

mismo estudio se realizd tambien un constructo para expresar constitutivamente el gen
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PpPLE en tomates, dando como resultado un acelerado ablandamiento de los frutos, debido
al aumento de expresion de beta-galactosidasa y expansinas (64).

En cuanto a frutos no climatéricos, tenemos las investigaciones llevadas a cabo en Fragaria
X ananassa donde el gen nombrado FaSHP fue aislado y caracterizado, aumentando sus
niveles de expresion durante la maduracion del fruto. Ademas fue modificada su expresion,
tanto inhibiéndola como sobreexpresdndola para poder visualizar los cambios que
presentaba la frutilla en esta etapa. MacroscOpicamente no se observaron grandes
diferencias con el grupo control, solo en la cantidad de dias que demor6 en adquirir la
coloracion rojiza caracteristica de la frutilla. Este efecto fue mas importante cuando se
silencio el gen demorando un 50% mas de tiempo en adquirir la coloracion el fruto,
pasando de 6 a 9 dias en total, mientras que en el caso de la sobreexpresion del gen, se
aceler6 el proceso de coloracion de 6 a 5 dias. Teniendo en cuenta que el silenciamiento
generd un cambio mas importante, esto sugiere que FaSHP estd involucrado en la sintesis
de antocianinas. Para apoyar esta hipdtesis también se cuantifico los niveles de FaCHS un
gen que participa en forma directa en el proceso de sintesis de antocianinas, el cual
disminuy6 su expresion en conjunto con FaSHP. Otro aspecto importante de la maduracion
es el ablandamiento del fruto, donde en el caso de FaSHP, su supresion también significo la
disminucién de los niveles de transcritos de tres genes que codifican para enzimas
encargadas de la degradacion de la pared celular, como endogluconasa (FaEG1). Y por
ultimo tenemos FaQR, gen relacionado con la producciéon de compuestos aromaticos,
especificamente furaneol, donde sus niveles de transcritos disminuyeron cuando se
suprimio la expresion de FaSHP (54) .

Toda esta evidencia parece indicar la directa relacion de los factores de transcripcion
MADS-box de tipo SHATERPROOF con la maduracion de frutos tanto climatéricos como
no climatéricos, donde se evidencia su importante rol en diferentes aspectos de la
maduracion, y como los niveles de expresion de sus transcritos aumentan a medida que
avanza el proceso de maduracion, lo cual concuerda perfectamente con los resultados
observados en la figura 13 A para el gen Fc1185, donde los niveles de transcritos aumentan

en los frutos de Fragaria chiloensis a medida que avanzan los estadios de maduracion .
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Otro aspecto importante de este estudio fue observar el perfil de expresion de este factor de
transcripcion en diferentes tejidos de F.chiloensis ademas del receptaculo, como hoja (L),
estolon (RU), raiz (R) y tallo (SH) (figura 13 B). Los niveles de transcritos de Fc1185 en
los distintos tejidos son significativamente menores que los encontrados en fruto de estadio
C1, lo cual concuerda con la funcionalidad que ha sido descrita a lo largo del tiempo de
estos factores de transcripcion de tipo SHP donde en Arabidopsis se encuentran
especialmente incrementados en carpelos, esencial en el desarrollo floral y en genes
relacionados con la lignificacion del fruto (65). En sintonia con esto, estudios en Fragaria
X ananassa muestran que los niveles de transcripcion de FaSHP en hoja son practicamente
nulos comparados con los presentes en fruto (54). En conjunto podemos inferir que Fc1185
posee un comportamiento similar a otros factores de transcripcion de tipo SHP en otras
especies de frutilla, ¢ incluso en Arabidopsis, donde siempre se ve asociado un incremento

de sus niveles de transcrito al desarrollo frutal.

Siguiendo con estos patrones de expresion comunes en diferentes especies, también se
quiso analizar la relacién de coexpresion que existe entre los factores de transcripcion de
tipo SHATERPROOF y SEPALLATA. Para esto como se aprecia en la figura 13 Cy D, se
midieron los niveles de transcritos de MADS1 y MADS2 por separado, los cuales son dos
factores de transcripcion de tipo SEPALLATA que se encuentran en Fragaria chiloensis,
donde se puede ver el aumento progresivo de los niveles de transcrito de estos factores de
transcripcion a lo largo de los cuatro estadios de maduracion de la frutilla, alcanzando su
mas alto valor en C3. Esto ultimo tiene total correlacion con las mediciones realizadas a
estos factores de transcripcion en un estudio anterior, donde MADS1 muestra un
incremento de los niveles de transcrito tanto en la etapa de desarrollo del fruto como en su
maduracion, mientras que MADS?2 solo lo hace durante la maduracién de la frutilla (51).

Una vez hecho esto se comparo la coexpresion de estos genes con Fcl185, ya que esta
descrito en la literatura la participacion en conjunto de los factores de transcripcion de tipo
SHP y SEP, formando heterodimeros o heterotetrameros, como ocurre en el desarrollo
floral de Arabidopsis, donde SHP1 y SHP2 estan relacionados con el desarrollo del 6vulo,

en conjunto con otro gen llamado STK, pero necesitan de otro mediador para poder formar
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el tetramero, el cual resulta ser SEP3, el cual es capaz de interactuar con todos ellos en
cualquier combinacion posible, haciendo este complejo mds estable que si no estuviera
presente SEP3 (66). Por otro lado, el desarrollo de estambres en Arabidopsis es llevado a
cabo por factores de transcripcion de tipo AP1, PI, SEP y AG, tetrameros formados por
SEP y AG controlan el desarrollo del carpelo, y dentro de los factores de transcripcion de
tipo AG se encuentran subclasificados los de tipo SHP (67).

También se ha encontrado esta relacion en mango (Magnifera indica) donde se
identificaron los genes MiMADSI1, MiMADS2 y MiMADS3 pertenecientes al subgrupo
SEP, los cuales presentan el mismo patron de aumento de sus niveles de transcritos al ir
desarrollandose y madurando el fruto. En conjunto con esto también se estudiaron los genes
MiAGLSHP y MiAGL15, pertenecientes al subgrupo AG, donde el primero presenta una
mayor importancia en la etapa del desarrollo del fruto, mientras que el segundo se mantiene
elevado tanto al inicio como al final del desarrollo y maduracion de este, desde donde se
puede inferir que estos factores de transcripcion participan en conjunto durante la
maduracion del mango (68).

El hecho de que los factores de transcripcion SEP y SHP trabajen en conjunto se debe
principalmente a que los de tipo SEP se han definido como mediadores de interaccion de
todos los otros tipos de factores de transcripcidon de tipo MADS-box. Estos pueden
estabilizar estructuras diméricas y afectar la ubicacion subcelular de las moléculas a las
cuales se unen. Especificamente SEP3 parece poseer un fuerte dominio de activacion de la
transcripcion, participando asi como un factor ternario, agregandole actividad
transcripcional a complejos de factores de transcripcion multiméricos o estabilizando la
estructura (69).

Asi es como en la figura se puede apreciar de que no existe diferencias significativas en los
niveles relativos de transcritos entre Fc1185 y MADS1 o MADS2 (Figuras 14A y 14B),
revelando el mismo patron de expresion a lo largo de la maduracion del fruto, lo cual
concuerda con la bibliografia expuesta anteriormente, que sefala que los factores de
transcripcion de tipo SEP participan formando complejos con otros tipos de MADS-box,

por lo que tendrian sentido los resultados obtenidos en este trabajo.
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En cuanto al arbol filogenético generado para el gen Fc1185 (figura 15), este gen pertenece
al grupo de factores de transcripcion de tipo MADS-box AGAMOUS (AG), dentro del
subgrupo SHATERPROOF, y presentaria una secuencia muy similar al gen SHP de
Fragaria x ananassa. Esto se explica porque F. X ananassa es una especie de frutilla
comercial originada por la cruza Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana. También se
puede observar la proximidad filogenética de los factores de transcripcion de tipo
SEPALLATA (SEP), los cuales segtn la evidencia bibliografica participarian directamente
formando heterodimeros y tetrdmeros con los factores de transcripcion SHATERPROOF

(SHP).
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8. CONCLUSION

En esta tesis se determind el perfil de expresion del gen Fcll85 de Fragaria
chiloensis y que corresponde a un factor de transcripcion de tipo MADS-box, del grupo
AGAMOUS (AG), subgrupo SHATERPROOF. Se observé un incremento en los niveles de
transcritos de Fc1185 a medida que el fruto va madurando, de manera similar a lo que

ocurre con su gen homologo en Fragaria x ananassa (FaSHP).

Otro punto importante fue medir sus niveles de expresion en diferentes tejidos, donde como
la mayoria de los MADS-box, este solo se expres6 en fruto, obteniéndose niveles muy
bajos en hoja, estolon, raiz y tallo. Aqui hay un punto a considerar para futuros estudios,
que es que no se midieron los niveles de transcrito en flor, donde por ejemplo para el gen
FaSHP, homologo en Fragaria x ananassa, este presenta niveles de transcrito muy altos en

flores, llegando incluso a ser mayores que en el fruto propiamente tal (54).

Se pudo corroborar que los genes MADS1 y MADS2 de Fragaria chiloensis, pertenecientes
al grupo SEPALLATA de factores de transcripcion MADS-box, presentan un perfil de
expresion similar a FCc1185, es decir, a medida que avanzan los estadios de maduracion del
fruto se van acumulando los transcritos (51). Esto coincide con lo descrito en la literatura
(66), (67), (68), (69), donde se sefiala perfiles de transcripcion similares entre los factores

de transcripcion de tipo SEP y otros MADS-box, incluyendo los de tipo SHP.

Para finalizar cabe decir que el gen Fc1185 resulta ser un factor de transcripcion que por su
comportamiento a nivel de transcritos en el fruto de Fragaria chiloensis, podria presentar
un importante papel en la maduracion de este fruto. Como se ha observado para el gen SHP
de Fragaria x ananassa, su expresion esta involucrada con la coloracion del fruto,
promueve la transcripcion de enzimas que remodelan la pared celular, y en la produccion
de furaneol, importante metabolito en la generacion del aroma del fruto (54). Por otro lado,
los niveles de transcrito se ven influenciados por los niveles hormonales de auxina y acido
abscisico (54). Por lo anteriormente mencionado, creo que es importante efectuar mas

estudios para dilucidar el rol exacto que desempefiaria FC1185 en la maduracion del fruto,
48



en cuanto a la relacion con las hormonas encargadas del proceso de maduracion, capacidad
de union a DNA y a otros MADS-box, y medir la expresion relativa de genes responsables
de la acumulacion de antocianinas, remodelacién de la pared celular y acumulacion de

azucares, en modelos que presenten una sobreexpresion o inhibiciéon de Fc1185.
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